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Arch Med Vet 41, 77-82 (2009)

COMUNICACION

Concentrados autélogos de plaquetas como tratamiento de lesiones
de tejidos blandos del aparato locomotor en caballos

Autologous platelet concentrates as a treatment for soft tissue
musculoskeletal lesions in horses

JU Carmona®*, M Prades®, D Argiielles*

AGrupo Terapia Regenerativa, Departamento de Salud Animal,
Universidad de Caldas, Calle 65 N° 26-10, Manizales, Caldas, Colombia.
"Departamento de Medicina y Cirugfa Animal, Universidad Auténoma de Barcelona,
Edificio V. 08193. Bellaterra, Barcelona, Espana.

‘Centro de Referencia Clinica Equina, La Equina. Manilva, Malaga, Espaiia.

SUMMARY

The efficacy of an autologous platelet concentrate (APC) in 5 horses with soft tissue musculoskeletal injuries namely: superficial digital flexor tendon
(SDFT) tendinopathy and suspensory ligament desmopathy (DSL), was evaluated. Initial degree of lameness, flexion test response, ultrasonographic
images and long term (1 year) clinical follow-up were documented. Three injections of APC were performed at two week intervals. Horses were evaluated
before each injection, two months after the last treatment and one year after. Platelet counts, white blood cell counts and determination of TGF-ﬁ1 levels
per ml of APC were performed. Two horses had acute SDFT tendinopathy, 1 had chronic forelimb proximal desmitis (PD) of the suspensory ligament
(PDSL), 2 had chronic hindlimb PDSL, and 1 of them also had desmitis of the medial branch of the suspensory ligament of the right hindlimb. All the
horses in this study presented a clinical decrease of degree of lameness and response to flexion test, two months after last APC treatment. Ultrasound
appearance improved in the horses with SDFT lesions, but remained the same in the horses with DSL. All the horses returned successfully to competition
without reinjury. Means of 250 = 71.8 x 10° platelets, 8.68 = 3.78 leucocytes x 10°, and 12.5 = 2.4 ng of TGF-B, per 1 ml of the PC were obtained.
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INTRODUCCION

Las lesiones de los tendones y ligamentos sanan lenta
e ineficientemente. Una vez se produce la lesion, estas
estructuras nunca vuelven a recuperar sus propiedades
biomecdnicas originales (Goodship y col 1994, Smith y
Schramme 2003). Se ha descrito la presencia de citocinas
catabdlicas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNE-
o) y la interleucina 1 (IL-1) en biopsias de tendones de
caballos afectados por tendinopatia crénica (Hosaka y
col 2002, Hosaka y col 2004). Estas citocinas promueven
la produccién exagerada de metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), entre otras moléculas
proinflamatorias, las cuales tienen efectos nocivos sobre
la matriz extracelular (ECM) y las células residentes de
tejidos tales como los tendones y ligamentos (Tsuzaki y
col 2003, Hosaka y col 2004, Hosaka y col 2005).

Los efectos negativos de las citocinas catabdlicas po-
drian ser disminuidos por algunos factores de crecimiento
(GFs) (van Miert 2002). Estudios in vitro han demostrado
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las propiedades benéficas del factor de crecimiento trans-
formante beta (TGF-) (Murray y col 2003, Anitua y col
2004), factor de crecimiento similar a la insulina tipo I
(IGF-I) (Dahlgren y col 2001), y otros GFs (Zhang y col
2003, Murray y col 2003, Wong y col 2003). Ademas,
Dahlgren y col (2002) documentaron la accién positiva
del IGF-I en un modelo equino de tendinitis del flexor
digital superficial (SDFT) inducida con colagenasa. Los
resultados de esos estudios sugieren los posibles beneficios
de usar GFs como un tratamiento complementario de las
lesiones de tejidos blandos del aparato locomotor, ya sea
mediante el uso de proteinas puras recombinantes o me-
diante terapia génica (Dahlgren y col 2001, Beredjiklian
2002, Dai y col 2003).

Los concentrados de plaquetas son una fuente autéloga
de algunos GFs, especialmente TGF-J3, y otras moléculas
que modulan la inflamacién y el proceso de reparacion
tisular (Anitua y col 2004, 2005, Sutter y col 2004). Los
concentrados autélogos de plaquetas (APCs) han sido
usados exitosamente en medicina humana en situaciones
como reconstruccién alveolomaxilar (Anitua y col 2004,
Carlson y col 2002), cirugia plastica (Bhanot y Alex 2002)
y ortopédica (Anitua y col 2004). También existen reportes
anecdoticos sobre el uso de APCs como tratamiento de
la tendinopatia de Aquiles en dos atletas y para tratar una
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avulsion traumdtica de cartilago articular en un jugador
de futbol (Sanchez y col 2003). Anitua y col (2005) do-
cumentaron los efectos positivos de los concentrados de
plaquetas sobre tenocitos humanos. En ese estudio los
concentrados plaquetarios indujeron proliferacion celular
y aumento en la expresion de dos péptidos angiogénicos
como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
y factor de crecimiento derivado del hepatocito (HGF).
Adicionalmente, Schnabel y col (2007) y Smith y col (2006)
describieron importantes efectos anabdlicos del plasma
rico en plaquetas sobre explantes de tendones equinos. En
esos trabajos se pudo observar que los concentrados de
plaquetas promovian la sintesis de colageno tipo I y de la
proteina olimérica de la matriz de cartilago (COMP).

En este trabajo se presenta un estudio clinico des-
criptivo sobre el uso de APCs como tratamiento de
lesiones de tendones y ligamentos en cinco caballos. Los
objetivos de este trabajo fueron describir los posibles
efectos benéficos y la seguridad clinica de la inyeccion
de APCs en caballos con lesiones de tejidos blandos del
aparato locomotor.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio clinico fue aprobado por las directivas
del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad
Auténoma de Barcelona, Espaiia. Los propietarios fueron
informados sobre la naturaleza experimental del trata-
miento con APCs y sus posibles complicaciones. Todas
las observaciones y determinaciones fueron realizadas
por el mismo clinico.

CABALLOS

Cinco caballos de diferente sexo, edad, raza y aptitud
fueron incluidos en el estudio. La edad promedio de los
pacientes fue de 8,6 afios (rango 5-14 afos). Un total
de ocho extremidades fueron tratadas, ya que algunos
pacientes presentaban lesion bilateral (cuadro 1). Dos
pacientes tenfan lesion aguda relacionada con tendinopatia
del SDFT, uno con desmitis proximal crénica bilateral
del ligamento suspensorio de los miembros anteriores,
dos caballos con desmitis cronica bilateral del origen del
ligamento suspensorio de los miembros posteriores; uno
de esos pacientes también presentaba desmitis de la rama
medial del ligamento suspensorio del miembro posterior
izquierdo.

CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusiéon empleados en este trabajo
fueron que los caballos presentaran lesiones de tendones
o ligamentos, pero que no hubieran sido tratados al menos
durante los ultimos seis meses. Los caballos enrolados
no debian recibir ningin tratamiento adicional durante el
tiempo del estudio (mds de un afio).
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ESQUEMA DEL TRATAMIENTO

Cada paciente fue tratado con una inyeccién intra
y perilesional de un APC cada 15 dias, por tres veces
consecutivas.

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un examen completo de cojera a cada
paciente. En éste se incluyeron los bloqueos anestésicos
necesarios para determinar el sitio exacto de la lesién en
la extremidad. Cada examen fue complementado mediante
evaluacion ecogréfica. Los exdmenes de cojera y ecografico
fueron realizados antes de cada tratamiento, dos meses
después de la tltima inyeccién del APC y un afio después.
El grado de cojera fue calificado subjetivamente de 0-5 de
acuerdo con el criterio de la AAEP (1991). El examen de
cojera siempre fue realizado sobre la misma superficie,
los pacientes fueron manipulados por el mismo operario
y recorrieron siempre la misma distancia.

Para la evaluacion ecogréfica de las lesiones de ten-
dones y ligamentos se empled la clasificacion ecografica
modificada de Rantanen y col (2003), que incluye la
combinacién de los signos clinicos (calor, inflamacion,
cojera, sensibilidad al tacto y grosor de las estructuras
anatémicas comprometidas) y las lesiones ecograficas de
cada paciente. Los pardmetros ecograficos usados en este
estudio incluyeron: perimetro de drea seccional (CSA),
regioén de mayor lesion (MIZ), porcentaje de la region de
mayor lesién en comparacién con la regién contralateral
sana del ligamento o tenddn, patrén ecogénico de la lesién
y orientacién transversa y longitudinal de las fibras. El
examen clinico y el ecogréfico de cada caballo fueron
combinados para crear una escala cualitativa de lesién en
seis categorias de 0-V, donde 0 = tendén o ligamento de
apariencia ecografica normal en un paciente clinicamente
normal, V = presencia de lesiones anecoicas muy graves,
con un gran incremento en los pardmetros CSA-MIZ,
desorganizacién horizontal y/o transversal de las fibras
con evidentes signos clinicos acompafiados de grados
moderado o severo de cojera.

El tratamiento con los APCs fue considerado como
exitoso cuando el caballo regresaba al mismo nivel fisico-
atlético de entrenamiento o competicion que tenia antes
de haber presentado la lesion y sin observarse recidiva a
lo largo del periodo de evaluacion clinica (un afio).

PREPARACION E INYECCION DEL CONCENTRADO
AUTOLOGO DE PLAQUETAS

Previa preparacion aséptica, se obtuvo sangre entera
de la vena yugular de cada paciente mediante un catéter
mariposa 23G (Terumo, Bélgica). La sangre fue depositada
en tubos de citrato de sodio 3,2% v/v con capacidad para
5 ml. Los tubos con sangre fueron centrifugados a 120 g
durante cinco minutos. La primera fraccion supernadante
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(50%) del plasma, adyacente a la capa leucoplaquetaria
(buffy coat), fue obtenida bajo estricta asepsia en una cimara
de flujo laminar horizontal. Esta fraccion fue depositada
en tubos sin aditivo y centrifugada a 240 g durante cinco
minutos. Luego se extrajo el 25% del plasma del fondo
de cada tubo. Esta ultima fraccién fue depositada dentro
de jeringas estériles y activada con cloruro de calcio (4,5
mEq/5 ml), a razén de 50 pl por ml de APC (Argiielles y
col 2006). Dos ml de APC de cada paciente fueron em-
pleados para realizar recuento de plaquetas y leucocitos
(ADVIA 120, Bayer, USA) y determinar los niveles de
TGF-f3, mediante una prueba comercial humana de ELISA
(R&D System, USA).

El drea afectada de la extremidad de cada paciente fue
preparada asépticamente para realizar la inyeccién del APC.
Los pacientes fueron sedados con un bolo intravenoso
de detomidina (40 pg/kg) (Domosedan, Pfizer, Espaia)
y tartrato de butorfanol (0,02 mg/kg) (Torbugesic, Fort
Dodge Laboratories Inc, Espaia). Cada APC fue aplicado
peri e intralesionalmente mediante inyeccion (aguja 21G)
ecoguiada. La cantidad de APC usada en cada paciente fue
determinada subjetivamente en funcién del tipo, tamafio
(cm? de drea en corte transversal ecografico) y extension
de la lesién (cm de longitud) (cuadro 1). Durante el tra-
tamiento los caballos fueron confinados y dos semanas
después de la tdltima inyeccién se permitié un aumento
gradual del ejercicio en funcién de la sintomatologia
clinica de cada paciente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio clinico piloto fue realizado en equinos,
en atencion a que existe suficiente informacion cientifica
y anecddtica sobre los efectos positivos de los APCs en
lesiones de tejidos blandos de seres humanos (Bhanot y
col 2002, Carlson y col 2002, Anitua y col 2004), tales
como tendinopatias y desmopatias (Sdnchez y col 2003,
Anitua y col 2005).

Un promedio de 5 ml de APC fue obtenido a partir de
cada 75 ml de sangre entera. El andlisis de APC revel6
un promedio de 250 + 71,8 x 10° plaquetas, 8,68 + 3,78
leucocitos x 100y 12,5 + 2,4 ng de TGF-B, por mililitro.
La técnica empleada para preparar los APCs de este estudio
produjo una baja concentracién de plaquetas (250 + 71,8
x 10° plaquetas/ml) en comparacién con los valores obte-
nidos mediante el método de aféresis descrito por Carter
y col (2003) (490 x 10° plaquetas/ml) y por Sutter y col
(2004) (855 x 10 plaquetas/ml) o mediante un método
semiautomatizado de buffy coat (1.472 x 10° plaquetas/ml).
Sin embargo, con la técnica empleada en este estudio se
obtuvieron concentraciones elevadas de TGF—B1 (12,5+24
ng/ml) en comparacién con las concentraciones obteni-
das mediante el método de aféresis descrito por Carter y
col (2003) (7,4 = 1,3 ng/ml), y concentraciones bajas de
TGF-B, en comparacién con los resultados descritos por
Sutter y col (2003) (23,6 ng/ml). Es importante aclarar
que concentraciones tan bajas como 5 ng/ml de TGF-f3,
inducen sintesis de ECM vy proliferacion celular in vitro
(Fortier y col 1997).

Los animales con lesiones del SDFT presentaban un
registro ecogréfico inicial grado V (cuadro 2). Los caba-
llos con desmitis del origen del ligamento suspensorio
presentaron registros ecograficos entre los grados I-IV
(mediana IT) (cuadros 2 y 3). Durante el inicio del estudio
todos los pacientes presentaron un grado leve de cojera 'y
una respuesta moderada a la prueba de flexién. EI mejo-
ramiento en ambos parametros (clinico y ecogréfico) fue
mads evidente al final del estudio. La apariencia cosmética
del area lesionada (tendinopatias) fue excelente, incluso
después de la primera inyeccion.

La evaluacion ecogréfica seriada mostré un mejo-
ramiento en el registro de las lesiones, especialmente
en los pacientes con tendinopatia del SDFT (cuadro 2).
Los pacientes con desmitis del origen del ligamento
suspensorio no cambiaron la apariencia del registro de
calificacién ecografica. Sin embargo, estos pacientes

Cuadro 1. Historia clinica, resefia y aptitud de los pacientes del estudio.
Clinical history sex, breed, age and aptitude of the studied patients.

Caballo Raza Sexo Edad Disciplina Extremidad Diagnéstico APC
Ne (afios) scip afectada ghnos (ml/lesion)
1 Cruce Hembra 10 Salto Al Tendinopatia aguda del SDFT 5
2 Cruce Macho 11 Salto AD Tendinopatia aguda del SDFT 5
3 Warmblood  Macho 11 Doma clasica D&IA PDSL Crénica 8
4 Anglodrabe ~ Macho 6 Salto D&IP PDSL Crénica 8
castrado
5 Trotén Macho 5 Trote D&IP PDSL crénica. Desmitis de la 8-4

rama medial del SL de la EPI

AT Anterior izquierda. AD: Anterior derecha. PD: posterior derecha. PI: Posterior izquierda. SDFT: tendén flexor digital superficial. PDSL: Desmitis

proximal del origen del ligamento suspensorio. SL: Ligamento suspensorio.
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presentaron disminucién del grado de cojera y respuesta a
la prueba de flexién. Los caballos con desmitis del origen
del ligamento suspensorio finalizaron el estudio con una
calificacion ecogrifica mediana similar a la inicial (II),
pero con una disminucién en el rango de la clasificacion
(I-1T) (cuadros 2 y 3).

Los caballos con tendinopatia del SDFT regresaron
a su nivel de ejercicio o competencia normal 4,5 meses
después del dltimo tratamiento, sin recidiva durante el
periodo de seguimiento (1 afio). El caballo con desmitis
crénica bilateral del origen del ligamento suspensorio de
los miembros anteriores regresé a su nivel de competencia
previo a la lesién dos meses después del dltimo tratamiento
y no presentd recidiva durante el afio de seguimiento. Los
pacientes con desmitis bilateral del origen del ligamento
suspensorio de los miembros posteriores regresaron a su
nivel de competicién a los seis meses después de la dltima
inyeccion del APC y no mostraron recaidas durante el afio
de seguimiento.

Aunque los caballos 1y 2 de este estudio presentaron
lesiones agudas del SDFT, en realidad esas afecciones
podrian ser potencialmente consideradas como un cuadro
de naturaleza degenerativa (Molloy y col 2003). Es nece-
sario considerar que, aunque muchas lesiones tendinosas
o ligamentosas pueden cursar como afecciones agudas
(traumaticas), muchas de éstas, en realidad, son episodios
relacionados con recidiva de lesiones cronicamente activas
o con el fallo biomecdnico de tejido cicatricial ubicado
dentro de los tendones o ligamentos previamente lesio-
nados (Goodship y col 1994, Dowing y col 2000, Smith
y Schramme 2003).

Se sabe que caballos con clasificacion de lesion tendinosa
del SDFT (grados IV-V) similar a la de los dos caballos de
este estudio estdn muy predispuestos a sufrir recidiva de la
lesion; esto a pesar de haber seguido un programa adecuado
de ejercicio controlado y recibir tratamiento convencional.
Normalmente se recomienda un periodo de reposo de 9-12
meses como parte del tratamiento de esa clase de pacientes
(Jorgensen y Genovese 2003, Dyson 2004). Aunque no
es una muestra representativa, en este estudio se pudo
apreciar que los dos pacientes con tendinopatia del SDFT,
tratados con APCs, regresaron a su nivel de competicién
normal en la mitad del tiempo esperado y no presentaron
recidiva de la lesién en comparacién con casos reportados
en la literatura, los cuales habian sido manejados con
tratamientos convencionales como la inyeccién intra o
perilesional de glicosaminoglicanos polsulfatados, dcido
hialurénico o beta-aminopropiontrilo (BAPN), entre otros
(Jorgensen y Genovese 2003, Dyson 2004).

Es necesario comentar que en un estudio reciente
(Abellanet 2007) se evalué el efecto de los APCs en
39 caballos con tendinopatia del SDFT con resultados
esperanzadores. De manera general, se observéd que los
caballos tratados con APCs presentaron un mayor €xito
terapéutico (medido como regreso a la competicién) 69-76%
(Abellanet 2007) en comparacioén con otros estudios en
los que caballos con afecciones parecidas fueron tratados

de manera convencional (40-50%) (Dyson 2004). Por otra
parte, también se observo que los caballos tratados con
plaquetas presentaron un menor nivel de recaidas después
de iniciar la competicion (20-22%) (Abellanet 2007) en
comparacion con caballos tratados de manera cldsica (50-
80%) (Smith 2003, Dyson 2004).

Los casos de desmitis crénica proximal bilateral de los
miembros posteriores no mostraron mejoramiento en su
apariencia ecografica después del tratamiento con APCs.
Aunque estos pacientes no presentaban lesiones anecoicas
y tGnicamente mostraban desorganizacién de las fibras y
engrosamiento del origen del ligamento suspensorio, ellos
mejoraron clinicamente y regresaron a su nivel de trabajo
sin recidiva durante el afio de seguimiento. El prondstico
de las lesiones del ligamento suspensorio depende de la
extension de la afeccion, del drea afectada y de 1a extremidad
(Dyson y col 1995). La desmitis proximal del ligamento
suspensorio tiene un buen pronéstico cuando ocurre en los
miembros anteriores en comparacion con los posteriores
(Dyson y col 1995). El caballo nimero 3 con desmitis
proximal de los miembros anteriores regresé al nivel de
entrenamiento previo a la lesién dos meses después de la
ultima inyeccion de APC. Se ha observado que equinos
con esta misma clase de afeccion regresan al nivel de
entrenamiento previo a la lesion después de un programa
de reposo seguido por ejercicio controlado durante tres
meses (Dyson y Genovese 2003).

La principal limitacion del estudio presentado aqui es
el pequefio nimero de casos documentados y la variedad
de las patologias. Sin embargo, a partir de los resultados
obtenidos en este trabajo y a partir de los datos documentados
por Abellanet (2007), se podria pensar que la inyeccion de
APCs podria ser una nueva terapéutica promisoria para el
tratamiento de las desmopatias y tendinopatias en el caba-
1lo. Sin embargo, esta terapia no puede ser recomendada
hasta que se haya evaluado un mayor nimero de casos
clinicos e idealmente bajo un esquema de estudio doble
ciego con un largo periodo de seguimiento. Esto serviria
para validar las impresiones clinicas observadas en este
estudio y para reafirmar el uso empirico de esta sustancia
por muchos veterinarios de equinos. Finalmente, la segu-
ridad del tratamiento con APCs es un aspecto positivo que
se puede asumir de esta investigacion.

RESUMEN

Se evalué la eficacia de un concentrado aut6logo de plaquetas (APC)
en cinco caballos con lesiones de tejidos blandos del aparato locomotor,
tales como tendinopatia del tendén flexor digital superficial (SDFT)
y desmopatia del ligamento suspensorio (DSL). Se documentaron el
grado inicial de cojera, la repuesta a la prueba de flexion, las imdgenes
ecograficas y un seguimiento clinico a largo término. Se aplicaron
tres inyecciones con un intervalo entre inyeccion de dos semanas. Los
caballos fueron evaluados antes de cada inyeccion, dos meses después
del dltimo tratamiento y un afio después. El nimero de plaquetas,
leucocitos y los niveles de TGF-B, fueron determinados en cada APC.
Dos pacientes presentaron tendinopatia aguda del SDFT, un caballo tenia
desmitis cronica proximal del ligamento suspensorio (PDSL) de ambos
miembros anteriores, dos caballos tenian PDSL de ambos miembros
posteriores; de estos pacientes uno tenia desmitis de la rama medial

81



JU CARMONA'Y COL

de ligamento suspensorio del miembro posterior izquierdo. Todos los
caballos de este reporte presentaron una disminucién clinica del grado
de cojera y respuesta a la prueba de flexion dos meses después del
ultimo tratamiento. La apariencia ecografica mejoro en los caballos con
tendinopatia del SDFT, pero permaneci similar en los caballos con PDSL
Los caballos con tendinopatia aguda del SDFT regresaron exitosamente
a su nivel de competicién sin recidiva. Los caballos con PDSL tanto de
las extremidades anteriores como posteriores regresaron exitosamente a
su nivel de competicién sin recidiva. Por cada ml de APC se obtuvo un
promedio de 250 + 71,8 x 10° plaquetas, 8,68 + 3,78 leucocitos x 10°y
12,5 + 2,4 ng de TGF-§,.
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