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. INTRODUCCION

El cartilago hialino (articular) es un tejido altamente especializado, avascular y depende
de la difusidbn de nutrientes durante los periodos de carga ciclica. Las lesiones
condrales causan una interrupcion del suministro directo de sangre, lo que significa que
las células progenitoras no pueden llegar a las regiones lesionadas, por lo que tampoco
los condrocitos tendran material para producir matriz y tratar de reparar el defecto en el
cartilago articular. Estas lesiones articulares pueden extenderse y causar osteoartrosis
(Punwar y Khan, 2011). Se ha estimado que el 9% de la poblacion en los EUA, mayores
de 30 anos padecen osteoartrosis (Ahern y cols., 2008), semejante a algunos estudios
realizados en México (Zurita y cols., 1998). Las técnicas de generacion de tejidos
sustitutos mediante el cultivo in vitro, para su subsecuente implantacién in vivo, ofrece
una nueva alternativa para la regeneracién del dano articular; las células se toman del
propio paciente, se cultivan y se reimplantan en el mismo donador (Lee y cols., 2003;
Tuliy cols., 2003).

I.1. Anatomia de la articulacion de la rodilla

La rodilla es la articulacion mas compleja del esqueleto humano y canino; en ella se
unen tres huesos: el extremo distal del fémur, la porcion proximal de la tibia y la rétula
(humano) o patela (perro); soporta el peso del organismo en el despegue y la recepcidn
de saltos (Gonzalez, 2008). Las caras articulares se corresponden con los grandes
céndilos curvos del fémur, los condilos aplanados de la tibia y las caras articulares de la
rétula. Las caras superiores de los coéndilos tibiales se articulan con los
correspondientes condilos femorales (figs. 1 y 2) (Gonzalez, 2008). La adaptacion de
los céndilos del fémur a las cavidades glenoideas de la tibia estd dada por un
fibrocartilago periarticular en forma de semianillo, mas grueso en la periferia que en el
centro, llamados en conjunto meniscos (Fig. 1) (Sisson y Grossman, 2001; Gonzalez,
2008).
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Los medios de union de las estructuras de la articulacidén de la rodilla comprenden una
capsula articular, cuatro ligamentos periféricos (ligamento anterior o rotuliano, ligamento
posterior, ligamento lateral externo y ligamento lateral interno) y dos cruzados
(ligamento cruzado anterior y ligamento cruzado posterior) (Fig. 3) (Gonzalez, 2008).
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Figura 4. Meniscos articulares (Gonzalez, 2008).



La cépsula sinovial o articular de la rodilla es la mas amplia y complicada de todas,
puede ser dividida en tres capas: 1) sinovial, 2) subsinovial y 3) fibrosa; el término
capsula articular se refiere también a la capa fibrosa. La capa mas interna es la sinovial,
que se encuentra formada por dos tipos de sonoviocitos; los de tipo A, que son
macréfagos con funcién de fagocitosis y procesamiento de antigenos intraarticulares.
Los sinoviocitos de tipo B son fibroblastos responsables de la produccién de hialuronan
y enzimas de degradacion. La funcién de la capa sinovial es producir liquido sinovial,
mismo que forma una delgada capa con poca capacidad de friccidn, asi como pliegues
sinoviales (vellosidades), algunos de los cuales contienen nervios, vasos sanguineos,
vasos linfaticos y adipocitos. La capa subsinovial contiene fibroblastos, esta
vascularizada y contiene terminaciones nerviosas; esta capa permite el movimiento de
la sinovial y la fibrosa. La capa fibrosa es la mas externa y contribuye a la estabilidad
fisica de la articulacion, estd compuesta por tejido fibroso y elastico. Los meniscos son
extensiones de la cépsula articular, cuya funciéon es incrementar la estabilidad de la

articulacion (Santoscoy, 2008).

I.2. Cartilago articular

El cartilago hialino es un tejido hiperhidratado, avascular, aneural y alinfatio, que
permite el movimiento sin friccidn de la articulacién (Santoscoy, 2008); posee aspecto
traslucido brillante; tiene condrocitos embebidos en matriz extracelular, que constituye
una capsula, que en conjunto recibe el nombre de condron (Gonzalez, 2008;
Santoscoy, 2008) (Fig. 6). Su desarrollo se ve afectado por fuerzas de craga
mecanicas, que varian en los distintos sitios de la superficie articular (Turnhaut y cols.,
2010).

La matriz extracelular estd compuesta por colageno, proteoglicanos y agua. El cartilago
se nutre por medio de difusién, en forma primaria, a partir del liquido sinovial y de los
vasos de las membranas sinoviales (Santoscoy, 2008).
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El colageno forma la estructura trabecular en la que estdn embebidos los condrocitos
dentro del cartilago articular. Existen 28 tipos diferentes de colageno, compuestos de al
menos 46 cadenas de polipéptidos distintas. Las moléculas de colageno estan
compuestas por una triple hélice, con orientacion dextrégira, que contiene un centro de
poliprolina Il (Shoulders y Raines, 2009). Las fibras de colageno forman parte del
soporte estructural de la matriz. Estan dispuestas en forma regular formando arcos, en
los que su apuntamiento se dirige hacia la superficie del cartilago; las fibras de
colageno de la superficie son tangenciales y en la profundidad estas fibras son
verticales; esta disposicidon le confiere gran resistencia las fuerzas mecanicas que tiene
que soportar. El colageno tipo Il es el mas abundante en el cartilago articular. También
se pueden encontrar pequefnas cantidades de colageno de tipos IV, IX; X y V/XI
(Gonzalez, 2008; Santoscoy, 2008).
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Figura 6. Esquema de la estructura de la molécula de colageno. (a) Imagen de la ultraestructura de la
triple hélice de colageno formada a partir de (ProHypGly)4—(ProHypAla)—(ProHypGly). (b) Vista axial de la
triple hélice, representado en modelo de cinta, bolas y palillos y relleno espacial. (c) y (d) Esquema de
bolas y palillos de un segmento de la triple hélice del colageno, destacando la escalera formada por los

puentes de hidrégeno. (Shoulders y Raines, 2009)

La estructura caracteristica del colageno articular consiste en una estructura de tres
bandas paralelas de polipéptidos con orientacion levogira y poliprolina tipo Il (PPII) con
conformacién helicoidal, intercaladas para formar una triple hélice con orientacion
dextrégira. La estructura apretada de las hélices de PPII dentro de la triple hélice,

origina que cada tercer residuo de Gly, resulte en una secuencia repetitiva XaaYaaGly,
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donde Xaa y Yaa pueden ser cualquier aminoacido. Los aminoacidos en las posiciones
Xaa y Yaa del coldgeno son a menudo, (2-S)-prolina y (2S, 4R)-4-hidroxiprolina,

respectivamente (Shoulders y Raines, 2009).

Los proteoglicanos comprenden la mayor parte de la matriz extracelular (22-38%), estos
consisten en un eje de proteina unido a cadenas de glucosaminoglicanos. De estos
ultimos, los mas abundantes en cartilago articular son el condroitin-6-sulfato, el
condroitin-4-sulfato, el sulfato de queratan y el sulfato de dermatan. Por su estructura
quimica los glucosaminoglicanos presentan carga negativa, lo que ocasiona que se
repelan y se mantengan separados al estar unidos a un eje de proteinas, dando como
resultado que la molécula ocupe mas espacio, propiciando la retencién de agua, que
crea una presion de turgencia, la cual es parte integral de la funcién del cartilago
articular. El grosor del acrtilago dependera de las fuerzas de compresién y la frecuencia
de las mismas, aplicadas sobre este tejidoCuando el cartilago sufre una descarga
compresiva, el agua se mueve lento dentro de la matriz cartilaginosa, el liquido es
desplazado fuera del cartilago hasta alcanzar un equilibrio entre la fuerza osmotica
generada por los proteoglicanos y la fuerza compresiva, este movimiento de agua
resulta en un escurrimiento de fluido hacia el espacio articular, lo que permite una
lubricacion hidrostatica de la articulacion. La fuerzas de compresion estimulan, ademas,
la liberacidén de factor de crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-I), proteina de médula ésea tipo 2 (BMP-2), proteina de médula
Osea tipo 7 (BMP-7) y factor de crecimiento de fibroblastos tipo 18 (FGF-18), que

incrementan la sintesis de colageno y proteoglicanos (Jenniskens y cols., 2006).

Las células reconocen a las matrices de colageno a través de unas proteinas
transmembranales, conocidas como integrinas, especificamente los receptores de
integrinas a2B1 y a1B1. Las integrinas 1 y a2-B1 se han asociado con rutas de unién
de colageno por los fibroblastos (Leah y cols., 2007). En el cartilago saludable, la matriz
extracelular es continuamente renovada, consistiendo en un balance entre la
degradacion enzimatica de los componentes de la matriz y la sintesis de novo por parte

de los condrocitos (Jenniskens y cols., 2006). Las enzimas de la familia de las
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metaloproteasas (MMPs), degradan la matriz, ya que son capaces de degradar la
mayoria de los componentes de la matriz extracelular incluyendo al colageno
(Jenniskens y cols., 2006). Este grupo de enzimas incluyen a la MMP-1, MMP-13 y
MMP-14 (MTI-MMP). Estas enzimas se unen a las regiones de lle-Gly y Leu-Gly de la
regién helicoidal de la molécula de colagena tipo |, originando fragmentos de %y " de
molécula. La estructura helicoidal de la molécula de colagena hace dificil el acceso a la
cadena; las enzimas en la matriz gelatinosa y la escisién de la molécula en fragmentos
de %y Y4 de la misma, hace que las MMP “recorran” efectivamente a la molécula de
colagena, haciendo mas facil su degradacién. En la remodelacién del tejido adulto, la
degradacion del colageno ocurre principalmente por una larga ruta intracelular poco
conocida, donde los fragmentos de colageno son rodeados por los fibroblastos,
mediante interacciones con receptores. Los fragmentos de colageno son encerrados en
vesiculas que contienen colagenasas, bajo condiciones acidas provocadas por las
catepsinas B,L,Ny K (Lee y cols., 2006).

1.3. Artrosis
Moragues (2006), define a la artrosis como una artropatia degenerativa, inflamatoria,
cronica, que involucra a todas las estructuras de la articulacién (cartilago hialino,
membrana sinovial, hueso subcondral y capsula articular), debido a un trastorno en la
regulacion de la degradacién y sintesis de la matriz extracelular del cartilago articular,
donde el hueso subcondral y la membrana sinovial estan también implicados en un
proceso inflamatorio mediado por citocinas y factores de crecimiento que participan en
el proceso de remodelacidén ésea y destruccion articular. Se caracteriza por una
disminucién del numero de condrocitos por apoptosis, esto se debe a la activacién de
determinadas citocinas y a la accién del éxido nitrico (Fig. 7) (Miralles, 2007).
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Figura 7. Cambios en la articulacion artrésica (Moragues, 2006).



La etiopatogenia de la artrosis es multifactorial, en la que sobre una base bioquimica
actuan factores biomecéanicos. Se inicia siempre con una digestiébn enzimética de la
matriz del cartilago hialino, por una alteracion de la regulacion enzimatica entre una
citosina destructora (IL-1) y otra reparadora (TGF-B) (Miralles, 2007). El comienzo de
esta enfermedad se produce con una alteracion en la composicion bioquimica del
cartilago articular. El coldgeno puede permanecer estable en estas fases iniciales, pero
la estructura comienza a desorganizarse y debilitarse. Se produce un incremento en el
contenido hidrico de la matriz del cartilago, asociado, sin embargo, a una reduccion de
los proteoglicanos hidrofilicos que lo componen. La incidencia de la artrosis aumenta
con la edad; el 10% de la poblacion mayor de 60 afos sufre una incapacidad funcional
severa con marcada repercusion sobre su calidad de vida (figura 8) (Schwinghammer,
2000).

Demograficos Bioquimicos Biomecanicos
® Fdad e Citocinas ® Trauma/Lesion
® Genética * \etaloproteasas ® Sobrecarga
* Factores (MMP) ® Inestabilidad
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~

GRAVEDAD DE LA ARTROSIS

Figura 8. Factores de riesgo de la artrosis de rodilla (Altman, 2008).



Cuando la estructura del cartilago comienza a fragilizarse, los pequefios traumatismos
0 sobrecarga de la vida diaria actuan con mas amplitud y laminan su capa superficial
(velvetizacidn) de fibras horizontales que permitan el deslizamiento, haciendo que los
factores mecanicos provoquen desprendimiento de cartilago, dejando zonas
desprovistas del sistema amortiguador y de deslizamiento (tlcera), que llegan hasta el
hueso subcondral, causando la eburnizacion (Miralles, 2007).

Para contrarrestar esto el hueso subcondral prolifera, se vuelve mas esclerético y mas
susceptible a las microfracturas. El hueso pierde elasticidad y la capacidad para
absorber los choques, acompanado de un aumento de la vascularidad y la presion
venosa intradsea. La continua destruccion del cartilago produce una exposicién del
hueso subcondral, el cual choca contra el hueso de la superficie de la articulacién
adyacente y se produce una erosién (Durany cols, s/f).

La proliferaciéon del hueso subcondral estd acompanada de una hipertrofia de todos los
tejidos blandos (ligamentos, tendones, musculos) en la articulacidn en un intento
fisiolégico de reparar el dano producido. Sin embargo, el resultado es una articulacion
deformada, limitaciones en la movilidad y dolor.

Existe una clasificacion para el grado de artrosis, creada en 1956 por J.H. Kelgreen y
J.S. Lawrence. La escala se basa en los hallazgos radiograficos encontrados en estos
pacientes, se incluye:

- Laformacién de osteofitos en los margenes articulares

- Aspecto de huesecillos periarticulares

- Disminucion del cartilago articular, asociado a esclerosis del hueso subcondral

- Presencia de seudoquistes con paredes escleréticas, formados en hueso

subcondral
- Alteraciones en la morfoldgicas en los bordes epifisarios

Tomando en cuenta los hallazgos anteriores, Kellgren y Lawrence (1956), clasificaron la
artrosis en cinco grados (figura 9):



Sin signos radiograficos sugerentes de artrosis
Dudoso: aparente estrechamiento del espacio articular

Minimo: osteofitos definidos, estrechamiento claro del espacio articular

@ P = O

Moderado: osteofitos multiples, disminucién definitiva del espacio articular,
presencia de esclerosis y deformacion de los bordes epifisarios
4. Severo: gran cantidad de osteofitos, disminucién definitiva del espacio articular,

esclerosis severa, graves deformaciones de los bordes epifisarios.

Grade 1, Grade 2,

Grade 3, Crrade 4.
Figura 9. Imagenes radiograficas de los 4 grados de artrosis segun la escala de Kellgren y Lawrence
(1956)

I.4. Incidencia de la artrosis
En un estudio realizado por De Pavia y cols. (2005), en el Consultorio de Ortopedia de
la Clinica Hospital del ISSSTE de Irapuato, México, se observé que el 14.8% de todas
las consultas del servicio de ortopedia fueron por osteoartrosis, habiendo mayor
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prevalencia en pacientes del sexo femenino (73% del total); la articulacion afectada con
mayor frecuencia (57.6%) fue la rodilla. Se observd, ademas, que antes de los 50 afos
de edad los hombres tienen una alta prevalencia en presentacion de osteoartrosis, pero
después de los 50 anos de edad, el riesgo de gonartrosis y coxartrosis aumenta en la
mujer. En otro estudio realizado por Rico (2007), en el Hospital Escandén, de la
delegacion Tacubaya, en el D.F., México, 77% de pacientes con gonartrosis fueron
mujeres, y sélo el 23% eran varones. En el reporte sobre los factores de presion sobre
el gasto médico del IMSS en 2010, la artrosis constituyé el tercer motivo de consulta,
con 568,543 pacientes, lo que significé el 3.3% del total de las consultas. A nivel
mundial, la osteoartrosis es la cuarta causa de morbilidad en la mujer mayor de 60
anos, y la octava en el hombre de 50 a 59 afnos (Jordan y cols., 1995; Reginster, 2002).
Ademas de su repercusidn en la salud publica, la osteoartrosis supone elevados costos
sanitarios, en E.U.A supera los 60 billones de ddlares anuales (Monfort, 2006).

1.5. Tratamiento de la artrosis
Los principales objetivos del tratamiento de la osteoartrosis son:
- Alivio del dolor y malestar; reduccion de la inflamacion y minimizacion de la
incapacidad funcional.
- Retardo en la progresion del dafo, modificando la estructura del cartilago y
minimizando la pérdida de espacio articular.

- Minimizar efectos secundarios, con el tratamiento adoptado (Gurt, 2006).

1.5.1. Tratamiento con analgésicos
El uso de farmacos incluye el empleo de analgésicos, coadyudantes y farmacos de
accion sintomatica lenta. La herramienta mas Gtil para el uso de estos medicamentos es
la escalera analgésica de la OMS, que consiste en la utilizacibn escalonada de
farmacos, de acuerdo a la intensidad del dolor y la respuesta del paciente. Los
antiinflamatorios no esteroideos (AIINES), constituyen el primer escalén, poseen accién
analgésica y antiinflamtoria, pero éstas se encuentran limitadas por su techo
analgeésico, efectos secundarios e interacciones farmacoldgicas. Los farmacos del
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grupo de analgésicos opioides constituyen el segundo y tercer escaldén de la escalera
analgésica; tienen acciéon a nivel de receptores en sistema nervioso central (SNC),
bloqueando el dolor; presentan limitaciones ya que los efectos dados por estos,
dependen de la dosis administrada, ademas de poder causar dependencia y adiccion.
El cuarto escaldn, esta constituido por la administracion de opioides de accion potente
via espinal, combinados con la realizacién de un procedimiento quirdrgico encaminado

a eliminar definitivamente el dolor (Joern y cols., 2010).

1.5.2. Tratamientos quirurgicos convencionales de la artrosis
En una fase inicial estd indicada la artroscopia para realizar un lavado y
desbridamiento, para eliminar detritus cartilaginosos y enzimas liticas. La mejoria es
temporal (6 meses a 4 anos) (Miralles, 2007). La extraccion de proteoglicanos y
agregados celulares de la superficie de cartilago dafado, puede promover la
movilizacion y adhesién de factores celulares antiinflamatorios, pero no hay evidencia

bioldgica que indique el inicio de la reparacion del dafno articular (Hunziker, 2002).

Otro procedimiento, cuya aplicacién va en desuso, es el rasurado condral guiado por
artroscopia; consiste en la remocién de tejido condral morboso utilizando instrumentos
quirargicos especiales. Supone que la remocién de este tejido disminuira la posible
friccion y promovera la regeneracion del tejido retirado. Sin embargo, experimentos en
conejos no han revelado evidencia de reparacion luego de 12 semanas de la
intervencién, mas aun, el cartilago remanente se degenera con el tiempo, ello se ha

atribuido a procesos apoptosicos (Hunziker, 2002).

La debridacién articular, un procedimiento mas drastico que el rasurado condral,
combina la técnica anterior con el lavado, menisectomia, la remocién de fragmentos de
articulacién libres y una escisién limitada de osteofitos. En experimentos con animales
se ha observado que el conjunto de procedimientos, conduce a apoptosis celular,
transformacion de tejido esquelético normal en tejido neoplasico y exacerbamiento de la
osteoartrosis (Furl y cols., 2000; Hunziker, 2002).
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La condroplastia con laser puede ser utilizada como alternativa de tratamiento
quirargico para remover tejido mediante cortes. Una de las ventajas del empleo del
laser es la cauterizacidn del tejido, sin la intervencion de elementos metalicos en la
articulacién. Sin embargo, la alta temperatura emitida sobre el tejido articular puede

conducir a la no reparacion del dafio (Furl y cols., 2000).

Otra técnica de reparacién de tejido articular es la condroplastia por ablacién. Esta
consiste en ingresar quirdrgicamente a la médula ésea y compartimientos vecinos,
induciendo un sangrado en el hueso subcondral, que conducira a la formacion de un
coagulo de sangre, que ayudara a la formacién de fibras del tipo cartilaginoso y la
reparacion del dano articular. Los resultados van a depender de diversos factores,
como la edad, nivel de actividad fisica, severidad de la osteoartrosis y estadio de las

lesiones. (Palau, 2006).

La osteotomia proximal de la tibia esta encaminada a promover la reparacién del tejido
articular, eliminando el dolor causado por la osteoartrosis, asi como corregir el
alineamiento de los componentes de la articulacion de la rodilla. Se utiliza en
combinacién con la condroplastia por ablaciéon o el rasuramiento condral; cuando se
utiliza sola el fin es alinear casos de deformacion severa por mal contacto en los
componentes de la articulacion. Los resultados de estas intervenciones duran de 10-15
anos, y a partir de ahi comienzan a deteriorarse (Palau, 2006).

Otro recurso quirdrgico utilizado es la artrodesis, la cual consiste en la fijacion de una
articulacion cuando ésta esta destruida y no puede ser reparada o sustituida por una
prétesis; anula el movimiento articular, el dolor y la posibles inestabilidades (Palau,
2006).

1.5.3. Injerto de plasma rico en plaquetas en lesiones musculoesqueléticas

Las plaquetas son pequenas células discoidales originadas en la médula 6sea, con una

vida media de 7-10 dias. Contienen glicogeno, lisosomas y dos tipos de granulos. Los
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granulos a contienen factores de coagulacion y crecimiento, eventualmente liberados en
el proceso de regeneracion, ademas de participar en la interaccion plaquetaria. El otro
tipo de granulos, los granulos densos contienen Ca?*, fésforo inorganico, 60% del ADP
intraplaquetario y serotonina (Martinez y Quintana, 2008). Ademas de participar en la
coagulacién, las plaquetas liberan sustancias y proteinas bioactivas responsables de la
atraccién de macréfagos, células mesenquimales y osteoblastos, los cuales promueven

la remocion de tejido necrético y a la regeneracion de tejidos (Akeda y cols., 2006).

El plasma rico en plaquetas (PRP) ha sido definido por Sampson y Gerhardt (2008)
como un volumen fraccional de plasma, de sangre autdloga, cuyo contenido de
plaquetas es por lo menos 4 veces por encima de lo normal; su uso puede disminuir la
inflamacion, la pérdida de sangre, infecciones, requerimientos de narcoticos, promover
la osteogénesis y la regeneracién de tejidos blandos y heridas. Los factores de
crecimiento contenidos en el PRP alcanzan concentraciones 10-12 veces mas altas que
el plasma comun, por ello es utilizado como una fuente autéloga de dichos factores en
la reparacidén de hueso y tejidos blandos. Los factores de crecimiento mas abundantes
en el PRP son TGF-B (factor de crecimiento transformante-g, PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), EGF (factor de crecimiento epidermoide) e IGF-1
(factor de crecimiento insulinico-1); todos ellos inducen cambios en la proliferacién
celular y la sintesis de matriz en una gran variedad de tejidos conectivos (Akeda y cols.,
2006).

Tomando esto en cuenta, se ha introducido el uso de las plaquetas en la regenracion de
tejido en lesiones crdnicas como estimulantes para la liberacion de factores de
crecimiento. Varios autores han sefialado que la implantacion de plasma rico en
plaquetas durante el periodo transquirtrgico, en artroplastias y reconstruccion de
ligamentos en articulacion de la rodilla disminuyé el dolor, asi como el tiempo de
recuperacion y la incidencia de infecciones, ademas de aumentar el rango de

movimiento articular (Sampson y Gerhardt, 2008).
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Existen dos formas de utilizacion del PRP, la forma “activada” y la “inactivada”. La forma
activada requiere el uso de trombina y calcio, que son agregados al PRP para activar a
las plaquetas y producir un coagulo que contiene los factores de crecimiento liberados
por las plaquetas. La forma inactivada, se refiere a la utilizaciéon del PRP fresco, sin

agregar trombina o calcio, o cualquier otro factor que induzca la activacion plaquetaria.

Akeda y cols. (2006) fueron los primeros en utilizar el PRP “activado”, como fuente de
factores de crecimiento en cultivos celulares de condrocitos provenientes de cerdo.
Dichos autores observaron que la adicion de PRP a dichos cultivos promovia y
aumentaba la sintesis de colageno Il. Por otro lado, Mishra y cols. (2009), agregaron
PRP inactivado (fresco) a cultivos de células mesenquimales, observando un aumento
en la proliferacion celular (10% mayor que el cultivo control), ademas del aumento en la
expresion génica y marcadores celulares para diferenciacién hacia condrocitos (niveles
de unidad18S del mMRNA de Sox-9, 29.74 contra 2.29 en cultivo control), asi como un
aumento en el nivel de sintesis de agrecanos (21.04, contra 1.93 en cultivo control).
Clinicamente, el PRP ha mostrado disminuir el dolor e incrementar la funcionalidad de
la articulacion en pacientes con tendinitis cronica. También ha sido utilizado como
tratamiento en fascitis plantar, fusion espinal y en artroplastia total de rodilla, variando

en todos el resultado final (Mishra y cols., 2009).

1.5.4. Terapia con células mesenquimales
Durante el desarrollo, las células madre mesenquimales se originan de la cresta neural,
migran, se diferencian y participan en la morfogénesis de estructuras como el cartilago,
hueso, ligamentos, mdusculos, tendones, y otros tejidos. No pueden dividirse
indefinidamente y se diferencian generalmente solamente en tipos celulares maduros
de tejidos finos de los cuales se originan, o para las cuales son designadas
(multipotencialidad). En los adultos, las células mesenquimales son células madre no
hematopoyéticas que dan origen a hueso cartilago y tejido adiposo, entre otros. Estas
lineas celulares se caracterizan por su habilidad para adherirse a superficies plasticas y
por la expresion de antigenos de superficie especificos, que permiten su identificacién

in vitro (Mao y cols., 2006). La médula ésea es una fuente aceptada de varios linajes
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celulares de células madre hematopoyéticas y mesenquimales, en organismos adultos.
En la médula 6sea las células mesenquimales representan sélo del 0.001 al 0.01% del
total de las células nucleadas (Hwang y cols., 2009). Koga y cols. (2008) y Hwang y
cols. (2009) establecen que las células mesenquimales son una fuente de células
atractiva, para la regeneracion de cartilago, ya que pueden obtenerse mediante
métodos minimamente invasivos, ser facilmente aisladas y expandidas, y su
multipotencialidad incluye la condrogénesis. Estos mismos autores realizaron implantes
heterblogos de estas células en lesiones articulares originadas quirdrgicamente, en
articulacion patelar de conejos, obteniendo como resultado la adhesién de las mismas
en los defectos articulares y una diferencia significativa en cuanto a regeneracién de

cartilago articular, comparados con el grupo control.

En un estudio realizado por Kassis y cols. (2006), se utiliz6 factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) para producir y movilizar células mesenquimales, en
sangre de donadores sanos. La utilizacion del G-CSF permitio elevar el numero de
células de la fraccion mononuclear, para su posterior implantacion intraarticular en la
rodilla. EI G-CSF, permite la extraccion de células mesenquimales de sangre periférica,
sin la necesidad de puncionar médula 6sea para obtener un gran nimero de éstas por

muestra.

Las células mesenquimales también se utilizan en combinacién con PRP como
tratamiento para osteortrosis. Haleem y cols. (2010), colocaron células mesenquimales
de médula 6sea, expandidas in vitro y combinadas con PRP, en defectos condrales en
rodillas de 5 individuos; la totalidad de ellos mostré mejoria significativa en cuanto a
dolor, rango de movilidad y hallazgos radiograficos, luego del tratamiento.

Los hallazgos de los diversos autores muestran la capacidad de las células

mesenquimales provenientes de médula Osea, para diferenciarse en lineas

condrocitarias, que contribuyen a la mejoria en lesiones articulares en rodilla.
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I.6. Pruebas de diagnéstico para la osteoartrosis (OA)
El diagnéstico de osteoartrosis se realiza por métodos clinicos y de imagenologia.

1.6.1. Manifestaciones clinicas
La evaluacién clinica involucra grado de dolor, de movimiento y presencia de
crepitaciones en la articulacion. La exploracion fisica tiene el objetivo de observar la
anatomia de la articulacion y la presencia/ausencia de los hallazgos antes mencionados
al realizar movimientos en ella. En la gonartrosis (artrosis de rodilla) generalmente
existe dolor a la flexion y crépito femororrotuliano; en fases avanzadas de la
enfermedad existira limitacion acusada a la flexién y desplazamiento lateral de la rétula,

deformidad en varo, valgo o flexo y atrofia del masculo cuadriceps.

1.6.2. Rayos X
Esta técnica de imagen proporciona estimacién indirecta de la degeneracion del
cartilago, expresada como disminucion del espacio articular, esclerosis, presencia de
osteofitos y quistes subcondrales y anquilosis. Constituye una técnica Optima para
evaluar la participaciéon del hueso subcondral en el proceso de artrosis. La limitacion de
esta técnica estd dada porque los hallazgos sugerentes de degeneracion articular se

observan, por lo general, en las fases tardias de la patologia.

Los estudios radiograficos son utilizados como herramienta de diagndstico en la
medicina humana y veterinaria; siendo las proyecciones antero-posterior (A-P) para los
humanos, y craneo-cauda (Cr-Cd) para perros, asi como medio-lateral (M-L) para

ambas especies, las de mas utilidad.

PROYECCIOH LATERAL PROYECCIOH CRAHEO-CAUDAL
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Figura 10. Proyecciones radiograficas para la evaluacion
de la articulacién femorotibial en el perro



El andlisis radiografrico de la rodilla, debe utilizarse en conjunto con la evaluacion de la

movilidad articular, la limitacion funcional y el grado de atrofia muscular.

1.6.3. Ultrasonido
Esta técnica proporciona imagenes en tiempo real,
permite la visualizacién de tejidos blandos y lineas
de crecimiento éseo (Friedman y cols., 2001). Las
posiciones para la evaluacion de cartilago articular

se muestran en la figura 11.

Figura 11. Posiciones sagital-lateral, -
sagital-media y sagital-medial del
transductor de ultrasonido, para
evaluacion de cartilago articular.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion se realizd en la Clinica Veterinaria para perros y gatos de
la Universidad Michoacana, y en las instalaciones del edificio de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, durante el periodo comprendido de septiembre
de 2010 a agosto de 2011. El analisis histopatolégico de las muestras tomadas al final
del estudio se realizé en el Laboratorio de Histopatologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México.

Este trabajo fue de tipo experimental, longitudinal y prospectivo. Se siguieron los
lineamientos marcados en las normas oficiales mexicanas NOM-062-Z0O0-1999 sobre
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio, NOM-033-ZO0-1995 Sacrificio humanitario de los animales domésticos y
silvestres, y NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Protecciéon ambiental- Salud ambiental-

Residuos peligrosos biolégico-infecciosos- Clasificacidon y especificaciones de manejo.

Se utilizaron ocho perros criollos (unidades experimentales) de entre 1.5-3 afnos de
edad, de 13-20 kg de peso corporal, 4 hembras y 4 machos, clinicamente sanos, sin
patologias en articulacién femorotibial. Los animales que enfermaron, sistémica o
localmente (articulacién femorotibial), luego de ser intervenidos quirdrgicamente o una

vez administrado el tratamiento intrarticular, fueron excluidos del estudio.

Las unidades experimentales se mantuvieron alojadas en jaulas individuales de 3 m?,
en las instalaciones de la Clinica Veterinaria de la Universidad Michoacana (CVUM). Se
ase0, vacuno y desparasité a cada uno de ellos. En un periodo de 4 semanas se
condicion6 a los animales para el manejo clinico. Se realizé un examen fisico completo,
y se obtuvieron muestras de sangre, para evaluar su estado de salud general. Se
tomaron placas radiograficas (en sus proyecciones craneo-caudal y medio-lateral) y
prueba de ultrasonido de articulaciones femorotibiales (rotulianas), de ambos miembros

pélvicos, para evaluar su integridad. Una vez comprobado que las unidades
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experimentales eran aptas para ser incluidas en el estudio, fueron asignadas
aleatoriamente en 3 grupos de tratamientos: 1) grupo control (2 individuos), 2) grupo de
plasma rico en plaquetas (3 individuos) y 3) grupo de células mesenquimales (3
individuos).

I.1. Abordaje quirargico de articulacion femorotibial: Los perros fueron
atropinizados (0.04mg/kg SC), para luego ser anestesiados, utilizando como
preanestésicos hidrocloruro de romifidina (400ug/kg 1V), buprenorfina (0.02mg/kg 1V) y
propofol (4mg/kg 1V); éste ultimo como inductor de anestesia, para después continuarse
ésta con isoflourano. Para el abordaje quirtrgico, se tricotomiz6 el area y se realiz6
antisepsia de la misma. El procedimiento fue el sefialado por Piermattei (1993), para el
abordaje parapatelar lateral (Figura 12). Una vez expuesta la superficie articular de los
condilos y corredera troclear lateral se retir6 la totalidad del cartilago articular del
céndilo lateral en la rodilla derecha, la profundidad de la lesién abarc6 hasta el hueso
subcondral.

8T
L /.u‘l

)

Fascia ata

Figura 12. Abordaje quirirgico parapatelar (Piermateii,1993)

II.2. Grupo 1 (Grupo plasma rico en plaguetas —PRP-). Una vez expuesta la superficie
articular de los céndilos y corredera troclear se retird la totalidad del cartilago articular
del céndilo lateral, abarcando hasta el hueso subcondral. A los 28 dias luego del
procedimiento quirurgico, se les extrajeron 60 ml de sangre periférica utilizando una
jeringa de 50 ml con aguja calibre 18G que contenia solucion anticoagulante de acido

citrico-dextrosa (ACD), a relacion 1.5ml por cada 10ml de sangre. Se centrifugbé a
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2000rpm durante 10 minutos para separar el paquete rojo (eritrocitos y leucocitos) de
las plaquetas. Se extrajo el plasma con plaquetas utilizando una aguja calibre 17G,
colocandolo en un nuevo tubo para ser centrifugado a 3000rpm durante 10 minutos
para generar el concentrado plaquetario. Se desech6 el plasma sin plaquetas,
dejandose 1.9ml de plasma rico en plaquetas. El concentrado plaquetario se mezcld
con agarosa al 0.6% y se implantd en la articulacion previamente dafiada de los perros,
bajo anestesia general. La articulacion fue inmovilizada aplicAndose vendaje de Robert-
Jones durante 8 dias. En dicho intervalo se realizaran movimientos suaves de flexion y
extension de la articulacion de la rodilla, diariamente, durante 10 minutos, 3 veces por
dia. A los dias 30, 60 y 90 luego de la implantacion autéloga de plasma rico en
plaquetas, se les tomaron placas de rayos X y ultrasonido, para evaluar la regeneracién
del dano articular. Se midié el espacio en la articulacién femorotibial. Al dia 90 se

realiz6 una toma de muestra de cartilago articular para analisis histopatolégico.

I.3. Grupo 2. (Grupo células mesenquimales y mononucleares —-CMM-). A los 25 dias
posteriores al procedimiento quirurgico de dafio articular, se administré a cada individuo
de este grupo, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) a dosis de 5ug/kg
via SC, durante 4 dias consecutivos (Hammond y cols., 1991). Al cuarto dia, se les
extrajeron 60 ml de sangre y se separaron las células mononucleares por el método de
Ficoll- Paque™ PREMIUM. Las células mononucleares y mesenquimales (CMM) se
concentraron en 1.9ml de plasma y se mezclaron con 0.6ml de agarosa al 0.6% para
ser implantadas en la articulacién previamente dafada, bajo anestesia general. La

articulacion fue inmovilizada, rehabilitada, evaluada y biopsiada como en el grupo 1.

I1.4. Grupo 3. (Grupo control). A los 28 dias luego del procedimiento quirargico de dafno
articular, se extrajeron 5ml de sangre periférica de cada perro, utilizando una jeringa
previamente cargada con ACD (relacion 10:1.5ml). La muestra fue centrifugada a
3500rpm/10 minutos para obtener un plasma sin elementos celulares. Se mezclaron
1.9ml de plasma con 0.6ml de agarosa para ser implantado en la articulacién
previamente dafnada, bajo anestesia general. La articulacién fue inmovilizada,

rehabilitada, evaluada y biopsiada, como se mencioné en el grupo 1.
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I.5. Evaluacion ultrasonografica y radiografica. Se realiz6 ultrasonido de articulacién
femorotibial (rodilla) derecha de cada perro, utilizando un transductor lineal de 7.5 MHz
(Aloka UST-55120), para evaluar el grosor del cartilago y la superficie articular. Para la
evaluacion radiografica se utilizé un equipo de rayos X (Philips MCD100) , tomandose
las proyecciones craneo-caudal (Cr-Cd) y medio-lateral (M-L) de la articulaciéon antes
mencionada, para evaluar el espacio articular (EA) y hallazgos radiograficos sugerentes
de cambios en la articulacidon. El EA se expresd en milimetros (mm), y fue medido en
los puntos laterales distales del fémur y la tibia (céndilos laterales) utilizando un vernier
(Scala® INOX 222).

Il.6. Evaluacion de la masa muscular (MM). La
masa muscular se evalu6 utilizando una cinta
métrica. Se midié siempre en la base de la
circunferencia del miembro pélvico dafado,

tomando como referencia el trocanter del fémur, a

2/3 distalmente de éste. Fue evaluada basalmente

Figura 13. Medicién de la masa
muscular

en el miembro pélvico derecho, y luego cada 15
dias después de la administracién del tratamiento
correspondiente en cada grupo. El resultado obtenido se expresé en centimetros (cm).

I1.7. Evaluacion del grado de dolor y de claudicacién. Para evaluar el grado de dolor
se utilizé la escala de dolor de Melbourne y Glasgow modificada (Hellier, 2002) (Anexo
1). El grado de claudicacién se evalud de acuerdo con los signos clinicos establecidos

en la escala utilizada por Santoscoy (2008).

I.8. Analisis estadistico. Para la evaluacion estadistica los momentos del trabajo
experimental se dividieron como sigue:

- dia 0:dafo articular.

- dia 30: administracién del tratamiento (Tx) correspondiente a cada grupo.

- dia 60: 30 dias después de administrado el tratamiento.
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- dia 90: 60 dias luego de administrado el tratamiento.
- dia 120: 90 dias luego de administrado el tratamiento, ultimo dia del trabajo

experimental y toma de biopsia.

Las variables dependientes fueron la masa muscular y el espacio articular. El
modelo matematico para el analisis de la MM y el EA fue el correspondiente a un
disefio en parcelas divididas en el tiempo (Montgomery, 2001):

Yir = M # 1 + a(t);i + Bx + (B)i + Eijk

Donde:

:ésima

k$M° neriodo, sobre la j unidad

Yir= es la variable de interés medida en el
experimental, asignado el ™ tratamiento

K= constante comun en todas las observaciones (media general)

1= efecto del ™ tratamiento

a(t);;: efecto de la i*™@ unidad experimental anidado en el j*™ tratamiento.

Bk: efecto del k*™° periodo

(tB)i: efecto de la interaccion entre el i*™ tratamiento en el k**™° periodo

Eix: efecto de los factores no controlados en el experimento en el k™ periodo sobre el

j*m° unidad experimental, asignada al i*™ tratamiento

En el modelo anterior se considera que T, Bk y (t1B)ik son efectos fijos, mientras que a(t);;

es un efecto aleatorio.

Debido a que los animales fueron medidos en 5 periodos de tiempo (dia 0 —dafo
articular-, dia 30, dia 60, dia90 y dia120 —pos tratamiento-), desde 0 a 120 dias con una
separacion de 30 dias para el andlisis de este experimento se utilizd el procedimiento
MIXED del Sistema de Analisis Estadistico (SAS), siguiendo los lineamientos sefialados
por Littel y cols. (1998). Se model6 la mejor estructura de covarianza en la matriz de
errores basados en el Criterio de Informaciéon de Akaike (AIC), con la finalidad de
comparar los efectos con el error tipico apropiado (Littel y cols., 1996).
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Los andlisis posteriores al analisis de la varianza, se realizaron por medio de
comparaciones de los tratamientos 1 y 2 contra el testigo (grupo 3), en el caso de que la

interaccién no fuera significativa.

Para el caso en que la interaccion fue significativa los andlisis fueron por contrastes por
polinomios ortogonales (Montgomery, 2001), fijando tratamientos y analizando el efecto
polinomial hasta un maximo del término cuadratico en cada variable, dependiendo de la
significancia del término de grado mayor se obtuvieron las ecuaciones de prediccion

correspondientes.
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ll. RESULTADOS Y DISCUSION

lll.1. Grupo plasma rico en plaquetas (PRP). En el cuadro 1 se muestra la cantidad de

plaquetas implantadas en cada individuo perteneciente a este grupo.

Cuadro 1. Numero de plaquetas trasplantadas intraarticularmente a cada individuo

Identificacion del ejemplar Numero de plaquetas/ml Numero de plaquetas
(PRP) en sangre periférica
(10%1)
1 1 540 000 184
2 2350 000 335
3 850 000 210

Se observé que el grado de dolor disminuyd a 0 (normal) hacia el dia 5 en los perros 1,
2 y 3, luego de la aplicacion del PRP, manteniéndose asi hasta el final del estudio

(gréfica 1).
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Gréfica 1. Grado de dolor en el grupo de PRP

El grado de claudicacién disminuyé a 0 (normal) a los 4, 4 y 5 dias luego del tratamiento
con PRP, en los perros 1, 2 y 3, respectivamente, y se mantuvo en dicho valor hasta el

final del estudio (Grafica 2).
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Gréfica 2. Grado de claudicacion en el grupo PRP

La medicién del espacio articular (lateral), mostr6 una reduccién luego de causar el
dano articular quirargicamente, aumentando su valor gradualmente, en los 3 perros de

este grupo, luego de la administracion del PRP (Grafica 3).
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Grafica 3. Espacio articular lateral, expresado en milimetros, del grupo PRP

La masa muscular mostrd una disminucion después del dafno articular originado en los
tres individuos de este grupo, tendiendo a aumentar al dia 22 luego del tratamiento
intraarticular con PRP. Los perros 2 y 3 alcanzaron el valor basal, hacia el dia 90 luego
de la administraciéon del tratamiento con PRP, sin embargo el perro 1 no alcanzé el
valor basal hacia el final de la fase experimental (Grafica 4).
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Gréfica 4. Valores de masa muscular, en centimetros, en el grupo PRP

Al dia 90, luego del implante de PRP, se procedié a la toma de biopsia de la superficie
del céndilo lateral. En el perro 1, macroscédpicamente se observd aparente
neoformacién de cartilago sobre condilo lateral, con bordes lisos y delimitados; no se

observo presencia del gel de agarosa ni de tejido fibroso en ninguna capa (fig. 14).

-n.‘. < 4
Figura 14. a: Fotografia de la articulacion patelar del perro uno (grupo PRP), que muestra el condilo

femoral al dia 28 luego del dafio articular (rectangulo); no hay signos de regeneracion de cartilago
articular. b: Misma articulacién que en a mostrandose 90 dias luego del tratamiento con PRP; se observa

presencia de tejido en neoformacion (circulo), sugerente de cartilago sobre la superficie articular.

En el perro 2 se observd aparente cartilago en neoformacién, con bordes del céndilo

lisos y delimitados, con presencia de tejido fibroso en tejido subcutaneo.
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En el perro 3, se observo una superficie lisa con aparente cartilago en neoformacion,
con presencia de gran numero de vasos capilares, bordes irregulares, exostésis y
presencia de osteofito en region proximal de condilo lateral, asi como tejido fibroso en
tejido subcutaneo; no se observd presencia del gel de agarosa.

Los resultados mostraron que la adicion de un implante de plasma rico en plaquetas,
combinado con agarosa al 0.6%, tuvo un efecto macroscopico de regeneracion
significativo, disminuyendo el grado de dolor pocos dias después de realizado el
implante, ya que puede suprimir la liberacidén de citocinas, lo que disminuye el grado de
inflamacion y de dolor en el sitio de aplicaciéon (Lacci, 2010).

lll.2. Grupo Células Mononucleares y Mesenquimales (CMM). En el cuadro 2 se
senalan las cantidades de leucocitos presentes en el implante intraarticular de cada
individuo perteneciente a este grupo.

Cuadro 2. Cantidad de leucocitos presentes en el implante intraaticular

Células Perro 4 Perro 5 Perro 6
Implante (10°L) L e u t o t 27 72 56.92
Mononu 82.3 97 45.53
Polimor 17.7 3 11.4
Plaque 1280 1339 1086

Se observd que al separar las células mononucleares con el método de Ficoll, gran
cantidad de plaquetas eran “arrastradas” junto con estas células (Cuadro2), dicha
variable no se pudo controlar. El contenido de plaquetas en los implantes de CMM,
pudo influir en el grado de regeneracion tisular en este grupo de perros.
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En un estudio realizado por Mishra y cols. (2009), donde se cultivaron in vitro células
mesenquimales obtenidas de sangre periférica, previa estimulacién con G-CSF de los
donadores para que éstas fueran movilizadas hacia la circulacion periférica, se observo
un incremento en la produccibn de marcadores celulares de diferenciacion
condrogénica al agregar PRP fresco a estos cultivos, asi como un aumento en la
proliferacion celular, misma que también fue atribuida al uso de PRP, ya que éste
contiene factores de crecimiento que estimulan la proliferacion y la diferenciacion

celular.

En los perros de este grupo se observd una disminucion en el grado de dolor, hasta el
valor 0 (normal), hacia los dias 7, 9 y 5 en los perros 6, 4 y 5, respectivamente (grafica
5).
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Gréfica 5. Grado de dolor en el grupo de CMM

El grado de claudicacion disminuyd a 0 (normal) al dia 6 en los perros 6 y 4, y al dia 4

en el pero 5 (gréfica 6).
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Gréfica 6. Grado de claudicacion en el grupo CMM

En los tres ejemplares de este grupo se observé una disminucién en el espacio articular
(lateral) luego de la cirugia de dano quirdrgico, aumentando sus valores luego del

implante de células mononucleares (gréafica 7).
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Gréfica 7. Espacio articular lateral, expresado en milimetros, del grupo CMM

La masa muscular disminuyé luego del dafio articular, aumentando gradualmente hacia
el dia 23, en todos los individuos de este grupo, logrando alcanzar el valor basal hacia
el dia 90 luego del tratamiento intraarticular con CMM (gréfica 8).
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Gréfica 8. Valores de masa muscular, expresada en centimetros, en el grupo CMM

Al dia 90, luego de la administracion intraarticular de células mononucleares, se
procedié a tomar muestra para biopsia en los tres perros. En el perro 4, se encontrd
cartilago cubriendo la superficie del condilo femoral previamente danado; este tejido
tenia distribucién irregular, con presencia de abundante liquido articular de apariencia

normal, y tejido fibroso en cdpsula articular (fig. 15).

Figura 15. a: Imagen de la articulacién patelar del perro 4 (grupo CMM) mostrando el céndilo femoral 28
dias después del dafio quirdrgico (rectangulo), no hay signos de regeneracién articular. b: Misma regién
que en a luego de 90 dias del tratamiento con células mononucleares y mesenquimales, se observan

regiones cubiertas con tejido en regeneracion, sugerente de cartilago articular.

En el perro 5, se observd aparente cartilago en formacion, cubriendo la totalidad del
condilo femoral; la superficie del mismo se mostré lisa, con bordes definidos y presencia

de abundante liquido articular, de apariencia normal (fig. 16).
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Figura 16. a: Fotografia de la articulacion patelar del perro 5, mostrando el condilo femoral luego de 28
dias del dano articular, no hay signos de regeneracion de tejido en superficie articular. b: Misma region
que en a 90 dias luego del tratamiento con células mononucleares y msesenquimales, se observa una

capa de tejido liso de aparente cartilago en neoformacién y gran cantidad de capilares cubriendo a esta.

Macroscopicamente, la superficie del condilo femoral previamente dafado del perro 6,
se observd lisa, cubierta de cartilago, con bordes definidos y regulares, asi como
presencia de abundante liquido articular de apariencia normal (fig. 17). En ninguno de
los individuos de este grupo se observé presencia del gel de agarosa, sugiriendo que
éste fue degradado y absorbido.

Figura 17. a: Fotografia de la articulacion patelar del perro 6, mostrando el céndilo femoral luego de 28
dias del dafio articular (rectangulo), no hay signos de regeneracién de cartilago articular. b: Misma region
que en a 90 dias luego del tratamiento con células mononucleares y mesenquimales, se observa tejido
en neoformacién, sugerente de cartilago, cubriendo la superficie articular dafada, asi como gran

cantidad de capilares en la superficie de dicha zona.
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ll.3. Grupo control.

El grado de claudicacion en los individuos del grupo control,

disminuy6 de 4 (maximo) a 1 al dia 3y 7, -para el perro 7 y el perro 8, respectivamente,

luego del trasplante de plasma con agarosa, sin alcanzar el valor 0 (basal) durante el

estudio (grafica 9).
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Gréfica 9. Grado de claudicacion en el grupo control

El grado de dolor disminuyd de 9 a 2 en seis dias, alcanzando el valor 0 al dia 7 en el

perro 7, luego del trasplante de plasma con agarosa. En el perro 8 el grado de dolor se

mantuvo en 7 durante 7 dias, disminuyendo hasta el valor 4 al dia 45 luego del

tratamiento con agarosa y plasma (gréafica 10).
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Gréfica 10. Grado de dolor en el grupo control
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Se observé disminucidn del espacio articular en ambos individuos de este grupo, luego

de la cirugia de dano articular, observandose un aumento del mismo en el perro 7 al dia

30, mismo que alcanz6 el valor basal. En perro 8 el espacio articular se mantuvo

disminuido hasta el final del estudio (grafica 11)
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Gréfica 11. Espacio articular lateral, expresado en milimetros, del grupo control

La masa muscular mostrd una disminucion luego del dafno articular generado, tendiendo

a aumentar hacia el dia 30 en el perro 8 y hacia el dia 45 en el perro 7. Sin embargo, en

ambos individuos de este grupo, no se alcanzé el valor basal al final del estudio (grafica

12).
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Gréfica 12. Valores de masa muscular, expresada en centimetros, en el grupo control
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Al dia 90, luego de la aplicacion del implante intraarticular de plasma con agarosa, se

procedi6 a la toma de muestra para biopsia en ambos perros de este grupo.

En el perro 7, macroscopicamente se observo presencia de tejido fibroso en cépsula
articular y tejido subcutédneo, asi como exostdsis en la regién proximal del condilo
femoral lateral y presencia de poco liquido sinovial. No se observaron signos

sugerentes de regeneracion en superficie articular (fig. 18).

Figura 18. a: Fotografia de la articulacion patelar del perro 7 (grupo control), que muestra el céndilo
femoral al dia 28 luego del dafio articular (rectangulo); no hay signos de regeneracion de cartilago
articular. b: Misma articulacion que en a mostrandose 90 dias luego del tratamiento con plasma y

agarosa; se observa presencia de tejido fibroso sobre superficie articular y capsula sinovial(circulo).

En el perro 8, se observo abundante tejido fibroso en capsula articular y céndilo femoral
lateral, asi como exdstosis en la region proximal de esta misma zona; el liquido sinovial
era escaso y de apariencia irregular (color amarillo-ocre). No se observaron hallazgos

sugerentes de regeneracion en superficie articular (fig 19).
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Figura 19. a: Fotografia de la articulacion patelar del perro 8 (grupo control), mostrando el céndilo femoral
al dia 28 luego del dano articular (rectangulo); no hay signos de regeneracion de cartilago articular. b:
Misma articulacion que en a mostrandose 90 dias luego del tratamiento con plasma y agarosa;
macroscoépicamente no hay signos de regeneracion articular(circulo); se observa presencia de tejido
fibroso sobre superficie articular y capsula sinovial (flechas).

I11.4. Analisis estadistico

lll.4.1. Masa muscular.
Se observaron diferencias altamente significativas (P<0.01), para los dias y la
interaccion tratamiento x dia, no observandose diferencias entre tratamientos (P>0.01)
(Cuadro 3). Se observaron efectos significativos por periodos, asi como en la
interaccién tratamiento por periodos (P<0.01). El efecto entre tratamientos no resulté
significativo (P>0.01) (Anexo 2).

Las medias para la masa muscular y el espacio articular se presentan en el cuadro 5.
Se observd que el promedio de los tratamientos 1 y 2 son inferiores a los del grupo
control, sin embargo la comparacion estadistica no mostré diferencias entre ellos

(cuadro 3).
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Cuadro 3. Medias para la masa muscular y el espacio articular

MASA ESPACIO
MUSCULAR ARTICULAR
TRATAMIENTO X E.T X E.T
1 29,50° 1,29 3,29° 0.20.
2 30,837 1,29 4,53 0.20
3 32,10° 1,58 2.90° 0.25

23¥b_ diferencias estadisticas (p<0.05)

Las medias de la interaccién tratamiento/dias se presentan en el cuadro 4. Siendo el

tiempo un factor cuantitativo, se realizaron los contrastes ortogonales para establecer

las ecuaciones de prediccidén (cuadro 5), observandose un comportamiento cuadratico

en los tres tratamientos (P<0.05) (cuadro 6).

Cuadro 4. Medias de interaccion tratamiento/dias en los tres grupos de perros: 1. Plasma rico en

plaquetas, 2. Células mononucleares y mesenquimales, 3. Control.

MASA MUSCULAR ESPACIO ARTICULAR

TRATAMIENTO PERIODO X ET X ET
1 0 31,35 1.34 3,60 0,32
1 30 27,50 1.34 2,62 0,32
1 60 28,67 1.34 3,83 0,32
1 90 29,33 1.34 3,60 0,32
1 120 30,67 1.34 3,83 0,32
2 0 31,50 1.34 4,00 0,32
2 30 30,00 1.34 3,83 0,32
2 60 30,67 1.34 4,83 0,32
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Las ecuaciones de prediccion se presentan en el cuadro 5 y se ilustran con la grafica

13.

Cuadro 5. Ecuaciones de prediccién para la masa muscular en cada tratamiento.

TRATAMIENTO

ECUACION DE PREDICCION

1

2

y= 30,80 — 0,092 dias + 0,0008 dias”
¥= 31,25 — 0,030 dias + 0,0003 dias®

y= 34,10 — 0,096 dias + 0,0007 dias®
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Gréfica 13. llustracién de la interaccion tratamiento/ dias, para la masa muscular.

11l.4.2. Espacio articular
Se observaron diferencias significativas para el espacio articular, entre el tratamiento
con CMM (tratamiento 2) en comparacion con el grupo control (tratamiento 3), siendo

156% mayor la media para el espacio articular en el grupo CMM, comparada con el
grupo control (cuadro 3).

Ademas, las diferencias entre tratamientos y periodos fueron altamente significativas
(P<0.01). Sin embargo, la interaccién entre estas dos variables no fue significativa
(P>0.05) (Cuadro 3).
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Cuadro 6. Andlisis de varianza para masa muscular (MM) y espacio articular y (EA), para perros
sometidos a tratamiento articular con PRP, CMN y plasma con agarosa (grupo control)

MASA ESPACIO
MUSCULAR ARTICULAR
FV Gl Gl F P>F F P>F
numerador denominador
Tratamiento 2 5 0,83 0,4891 15,50 0,0072
Dias 4 20 50,31 0,0001 3,98 0,0150
Tratamiento x 8 20 5,27 0,0012 0,70 0,0895

dias

Para el espacio articular la ecuacidén de prediccion fue la siguiente:
¥= 3,15 + 0,0084 dias

Ya que la interaccién no fue significativa entre tratamiento x dia para esta variable
(Cuadro 3), se tomo sélo la media (grafica 14).
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Grafica 14. Media de la interaccion tratamiento x dia, de los tres grupos del estudio

Para el espacio articular se observaron diferencias estadisticas, por el efecto a
tratamiento y periodos (P<0.01). Sin embargo, la interaccién tratamiento por periodo no

resultd estadisticamente significativa (Anexo 2).
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CONCLUSIONES

Estudios recientes han mostrado que el plasma rico en plaguetas estimula el
metabolismo celular de los condrocitos y la proliferacion celular, con la consecuente
produccién de nueva matriz extracelular (Akeda y cols., 2006). Sin embargo, existen
pocos trabajos donde el plasma rico en plaquetas fresco sea utilizado in vivo en

lesiones condrales crénicas.

El uso de agarosa como medio de soporte y contenido para las plaquetas y las células
mononucleares y mesenquimales, permitié que los factores de crecimiento producidos y
las células contenidas, permanecieran en el sitio del dafio, originando un grado de
regeneracion tisular en el mismo, y la posterior degradacién del gel.

Los hallazgos radiograficos de la osteoartrosis de rodilla no estan correlacionados con
los signos y sintomas. En las personas, solo 15% de los pacientes con signos
radiograficos de OA desarrollan dolor en esta articulacidon (Joern y cols., 2010).

El uso de plasma rico en plaquetas es menos costoso y el proceso de preparacion es
mas sencillo y barato, que la implantacién autbloga de condrocitos. Ademas la
activacidon plaquetaria previa a la implantacién de las mismas, no es necesaria, ya que
el alto contenido de colageno de los tejidos adyacentes en la articulacion, sera un
estimulo suficiente para que estas se activen al entrar en contacto con éste (Mishra y
cols., 2009).

No se encontraron reportes sobre el uso de G-CSF para la movilizacion de células
mesenquimales hacia sangre periférica, para su posterior utilizacion en implantes en
tejidos con algun grado de dano; por lo que se concluye que la utilizacion de este
farmaco con dicho fin es un proceso novedoso, que podria significar util en la medicina
regenerativa utilizando trasplantes autélogos de células mesenquimales, sin la
necesidad de que éstas sean expandidas in vitro, u obtenidas directamente de médula

Osea.
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La separacién de células mesenquimales y mononucleares utilizando el método de
Ficoll, presenta la desventaja de “arrastrar” gran cantidad de plaquetas con estas

células. En el presente trabajo, dicha variable no se pudo controlar.
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ANEXO 1

Escala modificada de Melbourne y Glasgow “ para la evaluacién del dolor

en perros
Fecha
POSTURA

Normal

Rigido

Arqueamiento

Tenso
Anormal

Protege alguna zona
APARIENCIA

Descansa, duerme
Intranquilo

Incémodo

Girandose, revolcandose

¢ MIDRIASIS?
¢ SALIVACION?
{VOMITOS?
Si presente, n® veces / 5 minutos

VOCALIZACION

No vocaliza

Ladrido (si es anormal)
Llorar o gemir
Quejidos

Aullidos

ESTADO MENTAL

Agresivo

Letéargico

Apético

Nervioso / Miedoso / Ansioso
Contento

Contento y activo

Sumiso

¢ Cambios en el estado mental?

MARCHA

Evaluacién no posible

Rigidez

Ataxia

Lentitud o reticiencia a levantarse/sentarse
Cojera

RESPUESTA A LA PALPACION

Ninguna de las siguientes
Mira hacia la herida
Ansioso

Chilla

Se retira

Muerde / Aulla / Gime
Grufe o protege la herida

APOMNONM=O

wnhh-—=OoO

Si: 1;No: 0
Si: 1;No: 0

Si: 1;No: 0

APOWON=2O

Si: 1;No: 0

NN = =0

WWNhN = 20O
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ANEXO 2.

0 30 60 90 120
0 5.4160 5.1435 4.8847 4.6390 4.4050
30 5.4160 5.1435 4.8847 4.6390
60 5.4160 5.1435 4.8847
90 5.4160 5.1435
120 5.4160

ANEXO 3. Correlacién para la masa muscular (MM) entre los diferentes periodos

0 30 60 90 120
0 1.0 0.9497 0.9019 0.8565 0.8134
30 1.000 0.9457 0.9819 0.8565
60 1.000 0.9457 0.9819
90 1.000 0.9457
120 1.000
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