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SUMMARY

Platelets are of pivotal importance for wound healing since they release growth factors that in turns produce chemotaxis, both cellular proliferation and
differentiation, angiogenesis, and extracellular matrix deposition. The use of autologous platelet concentrates (APCs) has been proposed for accelerating
wound healing, decreasing inflammation, to stimulate the regenerative capability of the injured tissues, to decrease the fibroblastic activity and to avoid
the production of non functional scarring tissue. APCs could be obtained by several methods. Each method produces APCs of different both cellular
and molecular quality. Recently, some basic and clinical information that justifies the usage of APCs for the treatment of degenerative musculoskeletal
diseases in horses, such as osteoarthritis, tendinopathies and desmopathies has been published.
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INTRODUCCION

La cicatrizacién de heridas estd dirigida por una suce-
sién de complejos mecanismos celulares y moleculares.
Muchas células estan involucradas en este proceso. Estas
producen y son sensibles a una infinidad de moléculas
(por ejemplo: citocinas, factores de crecimiento (GFs) y
eicosanoides, entre otros) que permiten, en condiciones
fisioldgicas, la reparacion o incluso la regeneracion de los
tejidos lesionados (Theoret 2005). Las plaquetas (PLT's)
desempefian un papel primordial en la cicatrizacién de las
heridas, ya que estos fragmentos citopldsmicos ademds de
poseer propiedades hemostaticas (Hartwig e Italiano 2003)
también poseen propiedades proinflamatorias, reguladoras
(Mannaioni y col 1997) y acciones regenerativas, las cuales
estan mediadas por la interaccién con células (neutréfilos
y células endoteliales) y por la liberacién de GFs, quimio-
cinas y otras moléculas (Anitua y col 2004).

Se ha propuesto el uso de concentrados autélogos
de plaquetas (APCs) en seres humanos para estimular
la cicatrizacién de heridas en cirugia oral y maxilofacial
(Marx y col 1998, Anitua 1999, Carlson y Roach 2002), en
cirugia pléstica (Powell y col 2001, Bhanot y Alex 2002)
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y ortopédica (Lowery y col 1999, Sanchez y col 2003).
En medicina equina los APCs han sido empleados para
el tratamiento de heridas en las extremidades (Carter y
col 2003) y enfermedades musculoesqueléticas cronicas
(Carmona y col, 2009*®, Waselau y col 2008, Abellanet
2009). Los objetivos de esta revision son describir la razones
bioldgicas (fisioldgicas), experimentales y clinicas que
sustentan el uso de APCs en caballos con enfermedades
crénicas del aparato musculoesquelético, tales como la
osteoartritis, tendinopatias y desmopatias.

GENESIS, FISIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE LAS PLAQUETAS

Los megacariocitos (MKs) son los precursores de
las PLTs. Estas células se desarrollan a partir de células
progenitoras mieloides multipotenciales CD34+ que re-
siden en el tejido hemopoyético y el torrente sanguineo.
Los MKs representan aproximadamente el 0,1-0,5% de
las células nucleadas de la médula ésea. Estas células se
encuentran en la regiéon mds profunda de los sinuosidades
capilares de la médula 6sea y emiten prolongaciones
citoplasmdticas (proplaquetas) que estdn en contacto
con la sangre. Estas prolongaciones son seccionadas y
las PLTs son liberadas al torrente sanguineo (Hartwig
e Italiano 2003). Las plaquetas equinas son fragmentos
citoplasmadticos discoides de 5-7 um de largoy 1-3 um
de ancho (Leven 2000, Paes-Leme y col 2006); aunque es
frecuente observar PLTs grandes (>20 my) en el torrente
sanguineo (Argiielles y col 2006).


mailto:carmona@ucaldas

JU CARMONA Y COL

MEMBRANA DE LAS PLAQUETAS Y SUS RECEPTORES

La membrana de las plaquetas se compone de tres
capas: glicocalix, capa fosfolipidica y submembranosa
(Tablin 2000). El glicocalix es la capa exterior que contiene
receptores glicoproteicos implicados en la activacion y
adhesion de las PLTs. Estas glicoproteinas constituyen
los antigenos de membrana de las PLTs, que se dividen
en tres familias: integrinas, proteinas ricas en leucina y
selectinas. Una bicapa fosfolipidica asimétrica con pro-
piedades anticoagulantes constituye la capa central. La
estructura de esta capa es idéntica a la de otras células
con dominios de proteinas periféricas y transmembranales
que actiian como receptores de membrana (Tablin 2000).
La capa submembranosa contiene los microttibulos de
actina y actia como el esqueleto que da la forma discal a
la plaqueta en reposo. Esta capa interviene activamente
en los procesos de sefializacién plaquetaria (Spencer y
Becker 1997).

Las integrinas producen agregacion y adhesion plaque-
taria (Gentry 2000, Tablin 2000, Pelagalli y col 2003). Las
integrinas estdn constituidas por dos subunidades, oy B,
las cuales no estan ligadas covalentemente. Las integrinas
estan conectadas de forma interna con el citoplasma de
las PLTs por una sola cola y externamente con el medio
por varias subunidades con dominios extracelulares. En
la parte interior las integrinas estdn asociadas con las
proteinas de sefializacion (proteinas G, tirosina-quinasas)
y fosfoinositoles.

La P-selectina es la principal molécula de adhesién
de las PLTs y MKs. Esta glicoproteina estd presente en
la superficie de los granulos o que interactdan con fi-
brindgeno, factor von Willebrand (vWF), fibronectina y
vitronectina (Mannaioni y col 1997, Gentry 2000, Pelagalli
y col 2003). La externalizacidn de la integrina P-selectina
estd relacionada con la activacién de las PLTs equinas
(Segura y col 2006).

CITOPLASMA Y GRANULOS DE LAS PLAQUETAS

La red citopldsmica de las PLTs estd constituida por
dos tipos de actina (globular y filamentosa). La actina
filamentosa actia como soporte estructural para diferentes
granulos plaquetarios y mitocondrias. La respuesta pla-
quetaria se produce por una actividad contractil mediada
por la polimerizacién del complejo actina-miosina. Los
microtibulos citoplasmaticos mantienen la forma dis-
coide de las PLTs y dirigen los movimientos generados
por actina-miosina (Gentry 2000, Hartwig e Italiano
2003). Las PLTs de los mamiferos contienen tres tipos
de granulos: lisosomales, densos y alfa (o) (Mannaioni y
col 1997, Pelagalli y col 2002). Los granulos lisosomales
contienen hidrolasas 4cidas, guanina, fosfolipasas y quina-
sas, que actian como enzimas proteoliticas e hidroliticas
(Tablin 2000). Los granulos densos almacenan ATP, ADP,
calcio, fésforo y serotonina (figura 1A). E1 ADP induce la

Figura 1. Micrografias obtenidas mediante microscopia electr6-
nica de transmisiéon (MET) de una plaqueta equina normal (A)
y de una plaqueta equina activada. MP: membrana plasmatica.
G: glicégeno. o granulos alfa. P: pseudépodo. MT: mitocondria.
T: microtibulos. La barra representa 1 um (Cortesia de la Pfra.
Fabiola Paes Leme).

Micrographies obtained by transmission electron micros-
copy (TEM) of a normal equine platelet (A) and an activated equine
platelet (B). MP: plasmatic membrane. G: glycogen. o.: alpha granules.
P: pseudopodium. MT: mitocondria. T microtubules. The bar represents
1 um (Courtesy by Pfr. Fabiola Paes Leme).

migracion plaquetaria y en combinacion con la serotonina
produce la contraccion de las arterias lesionadas. E1 ATP
antagoniza la accién del ADP (Pelagalli y col 2002). Los
granulos o contienen varias moléculas (citocinas, quimio-
cinas, GFs, entre otras), algunas especificas para las PLTs
(por ejemplo: factor plaquetario 4 y B-tromboglobulina)
y otras que no son especificas para ellas, tales como la
albimina, condroitin 4-sulfato, fibrin6geno, fibronec-
tina, trombospondina, factor V, factor Va y factor von
Willebrand (Mannaioni y col 1997, Anitua y col 2004).
Estas proteinas son importantes para todas las funciones
plaquetarias, tales como la formacién y crecimiento de
trombos, modulacién inflamatoria y la sintesis de matriz
extracelular (ECM) durante la cicatrizacion de heridas
(Gentry 2000). Los granulos o almacenan principalmente
siete GFs directamente implicados en la cicatrizacion de
las heridas, entre ellos: factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGF-B,), TGF-B,, factor de crecimiento epidér-
mico (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I)
y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (Anitua y
col 2005, Weibrich y col 2005). El cuadro 1 muestra un
resumen que describe las principales caracteristicas y la
accion bioldgica de estas proteinas durante la cicatrizacién
de heridas.

RESPUESTA PLAQUETARIA

Cuando se produce lesion tisular, se dispara una fuerte
interaccién celular. Se producen respuestas plaquetarias
independientes, tales como el cambio de forma, trans-
formacidn interna, secrecién de granulos (figura 1B)
(Paes-Leme y col 2006), formacién del tapén hemostatico
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Cuadro 1. Algunos factores de crecimiento y quimiocinas contenidas en los granulos o de las plaquetas

Some growth factors and chemokines contained in platelet a-granules

Factor de crecimiento/Quimiocinas y sus
formas bioldgicas y receptores

Efectos biolégicos durante la cicatrizacién de las
heridas

Referencias

Factor de crecimiento derivado de las pla-
quetas (PDGF). PDGF-AA, -BB, -AB, -CC
y -DD. Dos receptores (PDGFRs): oy B

Factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B). TGF-B1, -B2, -B3. Cinco recep-
tores (TPRs). TBRI y TPRII son los mas
importantes

Factor de crecimiento epidérmico (EGF).
Un receptor EGF (EGFR)

Factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF). VEGF-B, -C, -D y dos proteinas
VEGEF. Dos receptores: VEGFR-1 y R-2

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF).
FGF-1, -2, -4,-7,-9,-10y -19.

Factor de crecimiento insulinico (IGF). IGF-1
y IGF II. Dos receptores: IGF-I-R y - II-R

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF).
Proteina de unién HGF (HGF-BP)

Factor plaquetario 4 (PF-4). Condroitin
sulfato (receptor)

Betatromboglobulina (B—TG). Tres péptidos
relacionados

Este es un quimiotactico e inductor de proliferacion
celular. Estimula la angiogénesis y promueve la
expresion de las metaloproteinas de matriz (MMP)-1
y su inhibidor tisular (TIMP-1) en la tltima fase de
la remodelacién. Los productos de la proliferacion
de fibroblastos, migracién epitelial, vascularizacién
extensiva y la infiltracién de neutréfilos.

Regula la expresion de coldgenos y fibronectina.
Restringe la degradacion de la matriz extracelular
(ECM). Disminuye la expresion de las MMPs,
promueve la sintesis de TIMPs y del factor de
crecimiento de fibroblastos y la produccién de
angiogenésis. TGF-P3 tiene efectos antifibréticos.
Interaccién con TRRI produce proliferacion celular
y con TPRII sintesis de ECM.

Induce la proliferacion celular, diferenciacién y
motilidad. Es altamente expresado en el margen
de las heridas, promueve la reepitelizaciéon. EGF
induce la expresién de MMP-1 y regula el cambio
de coldgeno tipo I.

Promueve la vascularizacién de los tejidos lesio-
nados y facilita el arribo de células inflamatorias
y reparadoras. Tiene efectos sobre la proliferacion
de células del endotelio vascular.

FGF-1 (FGF bdsico) es una potente proteina an-
giogénica y controla los dep6sitos de ECM, puesto
que inhibe la sintesis del coldgeno tipo I.

IGF es un péptido anabdlico. Produce proliferacién
celular y depésito de ECM.

Este péptido tiene efectos angiogénicos, puesto
que incrementa la expresién de VEGFE.

Produce quimiotaxis de leucocitos y la adhesion de
neutréfilos a las células endoteliales. Es un péptido
antiangiogénico, puesto que interactia directamente
con FGF o VEGF mediante el bloqueo de sus re-
ceptores de superficie celular. Inhibe la apoptosis
de monocitos e induce la diferenciacién de estas
células a macrdfagos.

Estas quimiocinas producen quimiotaxis de neu-
tréfilos y degranulacion plaquetaria. En el dltimo
estado de inflamacién, B-TGs desensibilizan la
degranulacién de neutrdfilos y actian como pro-
tefnas antiinflamatorias.

Nimmi 1997, Reigstad y col 2005,
Theoret 2005

Braun y col 2002, Todorovic y
col 2005, Huang y Huang 2005

Nimmi 1997, Calvin 1998

Nimmi 1997, Ferrara 2001, Braun
y col 2002, Theoret 2005

Nimmi 1997, Braun y col 2002,
Theoret 2005

Harridge 2003, Frisbie y
col 2000

Catlow 2003, Anitua y col 2005

Mannaioni y col 1997, Boehlen y
Clemetson 2001

Mannaioni y col 1997, Boehlen y
Clemetson 2001

primario y retraccién del codgulo (Gentry 2000, Tablin
2000). Moléculas de la superficie plaquetaria, como las
integrinas, regulan la capacidad de comunicacién inter-
celular durante la formacién del tapén hemostatico, la
respuesta inflamatoria y los procesos de reparacién de
tejidos (Mannaioni y col 1997). La expresion cinética es

diferente para cada tipo de granulo plaquetario. Primero,
los granulos o liberan sus contenidos como consecuencia
de estimulos de baja intensidad. Luego, los granulos
densos son activados y, finalmente, los granulos lisoso-
males liberan sus productos proteoliticos (Gentry 2000,
Pelagalli y col 2002). Esta cadena de eventos se conoce
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como “reaccion de liberacion plaquetaria” (Pelagalli
y col 2003). Las plaquetas equinas son especialmente
sensibles al ADP, coldgeno y factor activador de plaquetas
(Pelagalli 2003). Las plaquetas y sus proteinas secretadas,
principalmente GFs y quimiocinas, disparan el inicio
del proceso inflamatorio y secuencialmente coordinan
el incremento o la disminucién del efecto de muchas
células y moléculas implicadas en la cicatrizacién de
las heridas (cuadro 2). Estos procesos atin no son bien
comprendidos.

Marx (2004) sefial6 que la clave del efecto regene-
rativo de los APCs (acufiado por €l como plasma rico en
plaquetas —PRP-) estd asociada con el uso de “plaquetas

vivas”. En ese sentido, las plaquetas deberian ser mani-
puladas con delicadeza durante la extraccién venosa y
subsecuentemente durante la preparacién e inyeccion del
APC. La inyeccién de una dosis superior a lo normal de
“plaquetas vivas” en tejidos lesionados podria dar lugar
auna respuesta similar a la inducida por estos fragmentos
citoplasmaticos cuando ocurre una lesion tisular. Aunque
Marx (2004) declaré que el nimero de PLTs concentradas
en un PRP deberia ser mayor que 1 millén de fragmentos
citoplasmaticos por UL, los autores de esta revision y otros
como Anitua y col (2004) han observado que concentra-
ciones hasta de 300.000 PLTs por puL pueden inducir un
efecto terapéutico similar.

Cuadro 2. Patobiologia de la cicatrizacion de heridas: células, citocinas, factores de crecimiento y otras moléculas implicadas en este

proceso.

Pathobiology of wound healing: cells, cytokines, growth factors and other molecules implicated in this process.

Fases de la cicatrizacion
de heridas*

Principales caracteristicas
y células implicadas

Factores de crecimiento implicados
y otras moléculas

Inflamatoria

Proliferativa
(fibroplasia)

Angiogenésis

Epitelizacién

Contraccion

Depésito y remodelacion
de matriz

Disefiada para proteger el cuerpo contra la pérdida
excesiva de sangre y la invasion de sustancias extrafias.
Células implicadas: plaquetas, células endoteliales,
neutréfilos y monocitos.

Comienza la formacion de tejido de granulacién ne-
cesario para la migracion celular y la deposicién de
coldgeno. Células implicadas: macréfagos, fibroblastos
y queratinocitos.

Este proceso se superpone con fibroplasia. Es necesario
para transportar el oxigeno y nutrientes al tejido de
granulacién. Comienza con la ruptura de la membrana
basal por la accién de colagenasas y plasminégeno
activador secretado por las células endoteliales. Células
implicadas: las células endoteliales y pericitos.

Es la fase mds lenta del proceso de cicatrizacién de
heridas. Comienza 1 a 2 dias después de producidas
las heridas y hay una reconstitucién de las células de la
epidermis y otros epitelios. Se produce una migracion
de los queratinocitos desde el borde del corte de la
epidermis y a través del defecto, posiblemente gracias
ala disolucién temporal de desmosomas y hemidesmo-
somas. La migracién se produce gracias a la formacién
de pseud6podos.

La contraccién de la herida determina la velocidad de
cicatrizacion por segunda intencion. El dia 7 después
de producida la herida, los defectos de la piel se redu-
cen gracias al movimiento centripeto de la piel intacta
circundante.

La fase de maduracion se caracteriza por la disminucion
del nimero de fibroblastos y alcanzar el equilibrio entre
la produccién de coldgeno y su lisis. El equilibrio entre
la sintesis de coldgeno y la degradacidn durante la fase
de remodelacién depende de la presencia simultdnea de
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y sus inhibidores
naturales especificos de tejidos (TIMPs).

Factores de coagulacion, fibrina, fibronectina,
trombospondina, bradiquinina, C3a/C5a, hista-
mina, leucotrienos, P-selectina, IL-1B3, TNF-0,
PDGF, TGF-o, TGF-B, EGF, IGF, VEGF, HGF,
PF-4, B-TG.

EGF, TGF-o, TGF-B, FGF-1, HB-EGF, PDGF,
IL-6, VEGEF, IL-4, C5a, coldgeno tipo 1 y III
fragmentos y fibronectina.

FGF, TNF-ao, IL-8, acido lactico, aminas bio-
génicas, TGF-B, VEGF y PDGF

EGEF, factor de crecimiento de los queratinocitos
(KGF), TGF-B

Fibronectina y receptores de integrina [3,,
PDGF y interferén gamma (IFN-Y)

MMPs

*  Esta es una clasificacién arbitraria. De hecho, cada fase del proceso de cicatrizacion se ha superpuesto. 11-1f: Interleucina 1 beta. TNF-ou: Factor
de Necrosis Tumoral alfa. C: Complemento. Otras abreviaturas, tal como en el cuadro 1.
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METODOS UTILIZADOS PARA LA PREPARACION
DE CONCENTRADOS AUTOLOGOS DE
PLAQUETAS

Whitman y col (1997) introdujeron el uso de APCs
(gel autdélogo de plaquetas) en cirugia maxilofacial
humana para aumentar el piso de los senos maxilares
como un sustitutivo del pegamento de fibrina autéloga
(Matras 1982). Después de esto, muchos dispositivos
automatizados, semiautomatizados y métodos manuales
se han desarrollado para la concentraciéon de plaquetas en
seres humanos (Zimmermann y col 2001, 2003, Appel y
col 2002, Weibrich y col 2002, 2003% Y, Eppley y col 2004).
Estos dispositivos concentran mas PLTs, leucocitos y
GFs, que algunos procedimientos de aféresis (Marx y
col 1998) y el método del tubo (Weibrich y col 2005,
Tamimi y col 2007).

Todas las técnicas utilizadas para preparar APCs pre-
sentan ventajas e inconvenientes. Aun no se ha desarrollado
un método o dispositivo ideal para concentrar plaquetas
y factores de crecimiento. El sistema de aféresis requiere
alta tecnologia y personal experimentado y un gran vo-
lumen de sangre (> 450 mL) (Marx y col 1998, Weibrich
y col 2002%). Sin embargo, se presenta un bajo riesgo de
contaminacién bacteriana durante la preparacién de los
APCs (Vasconcelos y col 2003).

Los sistemas semiatomatizados (buffy coat) permi-
ten concentrar un elevado nimero de PLTs y GFs en
comparacién con las otras dos técnicas (Zimmermann
y col 2001, Appel y col 2002, Weibrich y col 2002b,
2003, Zimmermann y col 2003, Eppley y col 2004)
y, ademads, el riesgo de contaminacién bacteriana es

menor (Vasconcelos y col 2003) que con el método
manual (tubo) (Weibrich y col 2005). Sin embargo, estos
dispositivos también concentran un elevado nimero de
leucocitos y son costosos. Es importante sefialar que
la funcién exacta de los leucocitos en los APCs no se
ha establecido. Sin embargo, se cree que la concen-
tracién de un gran nimero de glébulos blancos en los
APCs podria ser perjudicial para los tejidos tratados
(Zimmermann y col 2003).

Los métodos manuales (tubo) son sencillos y baratos;
sin embargo, requieren de un estricto manejo aséptico
para evitar la contaminacién bacteriana (Weibrich y
col 2005, Tamimi y col 2007, Alvarez y col 2010). Las
ventajas del método del tubo incluyen su simplicidad y
bajo costo, mientras que los métodos semiautomatizados
son costo-limitantes, ya que requieren Kits y centrifugas
especializadas.

Los tres métodos generales utilizados para la obten-
ciéon de APCs en seres humanos han sido validados en
caballos. Se ha evaluado la capacidad para concentrar
PLTs, leucocitos, algunos GFs (Carter y col 2003, Sutter
y col 2004, Argiielles y col 2006, Schnabel y col 2007,
Carmona y col 2008) y 6xido nitrico (Carmona y col 2008)
(cuadro 3).

INVESTIGACION BASICA QUE SUSTENTA EL
USO CLINICO DE CONCENTRADOS AUTOLOGOS
DE PLAQUETAS EN CABALLOS

Las plaquetas contienen GFs que han sido evaluados
individualmente en cartilago y tend6n equino. De estos,
el PDGF-BB e IGF-I han demostrado efectos positivos

Cuadro 3. Técnicas utilizadas para la preparacion de concentrados de plaquetas autélogos equinos. Comparacién de algunos aspectos

celulares y moleculares.

Techniques used for preparing equine autologous platelet concentrates. Comparison of some cellular and molecular aspects.

Plaquetas WBCs

TGFB, TGFB, TGFB, PDGF-AB PDGF-BB IGF-I Oxido nitrico

Meétodos x103%ul  x10%pul ng/ml ng/ml  pg/ml ng/ml ng/ml  ng/ml (uM) Referencias

Secquire PRP 1.472 32,5 15,3 1 - - - 107,4 - Sutter y col 2004

System

Smart PReP 2 395 4,48 ~9,5 - - - ~8,5 ~200 - Schnabel y col 2007

system

Aféresis 7 Carter y col 2003,

490-55 33,7 ,4-236 43 - 74 - 183,4 - Sutter y col 2004

Aféresis mas 2.172 61,2 57,9 - - - - - - Sutter y col 2004

filtracién

Método del 272 8.4 10,5 - 30.772 - - - 35 Argiielles y col 2006,

tubo Carmona y col 2008

Sangre entera  158-165 6,371  5,58,3 1,2 <30.774 - ~3 171,5 33 Sutter y col 2004,
Argiielles y col 2006,
Carmona y col 2008

‘WBCs: Leucocitos. Otras abreviaturas, tal como en el cuadro 1.



JU CARMONA Y COL

en tendén equino in vitro (Haupt y col 2006) e in vivo
(Dahlgren y col 2002). Lo mismo ha sido documentado
en condrocitos equinos in vitro, especialmente con IGF-I
(Frisbie y col 2000) y TGF-B, (Fortier y col 1997). Estos
GFs incrementan la sintesis de ECM del cartilago articular
y producen proliferacién de condrocitos.

La investigacion bdsica del efecto de los APCs en
caballos se ha centrado en estudios en sistemas in vitro
(Smith y col 2006, Schnabel y col 2007, 2008, McCarrel y
Fortier 2009) y en modelos de tendinitis (Maia y col 2009,
Bosch y col 2010). Se ha dado gran preponderancia al
efecto de los APCs sobre el metabolismo de tenocitos
y/o miofibroblastos y la matriz extracelular de tendén
y/o ligamento suspensorio de caballos. Sin embargo,
hasta el momento (segtn lo revisado por los autores),
no se ha descrito el efecto in vitro de los APCs sobre
cartilago, menisco o membrana sinovial de equinos. Los
APCs aumentan la capacidad metabdlica y proliferativa
de tenocitos y fibroblastos, la cual se hace evidente al
incrementar la expresion de coldgeno tipo I y la sintesis
de proteina oligomérica de matriz del cartilago (COMP)
(Smith y col 2006, Schnabel y col 2007, 2008). Por otra
parte, Anitua y col (2005) demostraron in vitro, en explan-
tes de tendén humano, que estas sustancias promovian
la angiogénesis mediante el incremento de la expresion
del factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF) y
el factor de crecimiento hepatocitario (HGF).

Recientemente, se ha publicado una investigacion
sobre el efecto de un APC (obtenido mediante el
método del tubo) en un modelo equino de tendinitis
inducida por colagenasa (Maia y col 2009) y otra sobre
el efecto de un APC (obtenido mediante un método
semiautomatizado) sobre la calidad de la reparacién
de lesiones tendinosas centrales (core lesion) induci-
das mecdnicamente en caballos. En el primer estudio
se observo que a los 36 dias los caballos tratados con
APC tenian una mejor disposicion histoldgica de las
fibras de coldgeno y fibroblastos sobre la matriz de sus
tendones en comparacién con los caballos del grupo
control. Sin embargo, el nimero de fibroblastos y vasos
sanguineos no fue diferente entre ambos grupos (Maia
y col 2009). En el segundo estudio se observé que a
los 6 meses el grupo de caballos tratados con APC
presentd una mejor arquitectura histolégica, mayor
contenido de coldgeno, glicosaminoglicanos, DNA y
mayor resistencia ténsil que el grupo control (Bosch y
col 2010). Se puede apreciar que ambos métodos para
concentrar plaquetas produjeron resultados biolégicos
similares en esos estudios experimentales.

En cuanto al efecto in vitro de los APCs sobre el meta-
bolismo de tejidos articulares, en porcinos se ha observado
que producen proliferacion de condrocitos y aumento de
la sintesis de su matriz extracelular (Akeda y col 2006) y
en sinoviocitos de personas con osteoartritis promueven
la sintesis de 4cido hialurénico y la expresiéon de VEGF
(Anitua y col 2007).

USO CLINICO DE CONCENTRADOS AUTOLOGOS
DE PLAQUETAS COMO TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES DEGENERATIVAS DEL
APARATO LOCOMOTOR EQUINO

La historia del uso clinico de los APCs como tra-
tamiento de enfermedades degenerativas del aparato
musculoesquelético de caballos, tales como tendinopatia
(principalmente) del tendén flexor digital, desmopatia del
ligamento suspensor y osteoartritis es muy reciente. En
Estados Unidos existe predileccién por el uso de dispo-
sitivos semiautomatizados, tales como el Secquire (PPAI
Medical, Fort Myers, FL, USA) (Waselau y col 2008) y
el SmartPReP?2 system (Harvest Technologies, Plymouth,
MA, USA), para preparar APCs equinos con finalida-
des terapéuticas (Schnabel y col 2007). Entretanto, en
Europa continental y en algunos paises de Latinoamérica
se emplea el método manual del tubo (Argiielles y
col 2006, Carmona y col 2008). Un aspecto importante
que se debe considerar es que independientemente del
método empleado (tal como se ha observado reciente-
mente en estudios experimentales (Maia y col 2009,
Bosch y col 2010)), se han obtenido buenos resultados
en caballos con diferentes enfermedades locomotoras.
Sin embargo, el método del tubo tiene la ventaja de ser
muy barato y efectivo en comparacién con los métodos
semiautomatizados (Monteiro y col 2009).

TRATAMIENTO DE LESIONES DEGENERATIVAS DE
TENDONES Y LIGAMENTOS

Se ha descrito el uso de APCs en casos de tendinopatia
(Abellanet 2009, Carmona y col 2009?) y desmopatia del
ligamento suspensorio (Waselau y col 2008, Abellanet
2009, Carmona y col 2009%). Los APCs (obtenidos mediante
el método del tubo) fueron utilizados inicialmente en un
pequefio nimero de caballos con afecciones tendinosas
y ligamentosas (Carmona y col 2009%). Los pacientes de
ese estudio presentaron una mejoria clinica y ecogréfica,
pero esa investigacion incluy6 un bajo niimero de pacien-
tes (n = 5) y no habia un grupo control. Sin embargo,
el tratamiento fue seguro, ya que las inyecciones de
APCs no indujeron reacciones adversas en los caballos
tratados. Waselau y col (2008) describieron los resul-
tados de una inyeccion de un APC (obtenido mediante
método semiautomatizado) seguido de un programa de
ejercicio controlado como tratamiento de desmitis mo-
derada o severa del cuerpo del ligamento suspensorio
en 9 caballos de carreras. Los pacientes alcanzaron su
nivel atlético entre 6, 5-17 meses poslesion y corrieron
consecutivamente durante dos afios. Sin embargo, en ese
estudio no habfa grupo control.

Recientemente, Abellanet (2009) describio los resul-
tados de un estudio clinico controlado en el que se evalud
el uso de APCs (obtenidos mediante el método del tubo
(Argiielles y col 2006, Carmona y col 2008, 2009)) en 72
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caballos con tendinopatia del tend6n flexor digital superfi-
cial, 10 con tendinopatia del flexor digital profundoy 16
con lesiones del ligamento suspensorio. Los caballos con
tendinopatia del tendon flexor digital superficial presen-
taron una mejoria clinica del 80% vs 45% para el grupo
control (n = 9). De los caballos que fueron tratados con
APCs presentaron recidiva el 22% en comparacién con
el 80% del grupo control. Los caballos con tendinopatia
del flexor digital profundo que recibieron tratamiento con
APCs presentaron mejoria del 100% en comparacién con
el 0% del grupo control (n = 4) y una recidiva del 17%
en los caballos tratados. Los caballos con desmopatia
del ligamento suspensor presentaron mejoria clinica el
90% vs 0% del grupo control (n = 16). De los caballos
que fueron tratados con APCs recayé el 10%. En general
todos los caballos tratados con APCs se recuperaron en
un periodo de 6 meses.

TRATAMIENTO DE OSTEOARTRITIS

Carmona y col (2009°) describieron el tratamiento
con APCs de 4 caballos con OA de diferentes articula-
ciones. Los resultados obtenidos fueron favorables ya
que los APCs disminuyeron el grado de cojera y efusién
sinovial por mds de 8 meses. Sin embargo, en ese es-
tudio no habia un grupo control, por lo que los autores
s6lo pudieron concluir que la inyeccién intraarticular
de APCs en caballos con OA era segura. Sin embargo,
recientemente Abellanet (2009) evaluo el efecto clinico
de la inyeccién intraarticular de APCs en 30 caballos
con OA. En ese trabajo se observé mejoria clinica en
el 75% de los caballos tratados contra 0% en el grupo
de 12 caballos con OA que no recibié tratamiento. El
porcentaje de recidiva en esa investigacion fue del 30%.
Los caballos que recayeron presentaban alteraciones
radioldgicas severas, principalmente fragmentos 6seos
libres mayores de 4 mm (Abellanet 2009).

EFECTOS ADVERSOS ASOCIADOS CON LA
INYECCION DE CONCENTRADOS AUTOLOGOS
DE PLAQUETAS

Hasta la fecha no hay informes sobre efectos adver-
sos secundarios derivados del uso de APCs en pacientes
equinos. Los autores han realizado mas de 1.000 inyec-
ciones de APCs, obtenidos mediante el método del tubo
(Argiielles y col 2006, Carmona y col 2008), sin ningin
tipo de complicacién, aunque algunos caballos afectados
por enfermedad articular desarrollaron un ligero derrame
sinovial durante las primeras 48 horas después de la in-
yeccién de APCs (Carmona y col 2009). Es posible que
estas efusiones sinoviales transitorias estén relacionadas
con la presencia de leucocitos en los APCs. Sin embar-
go, el PDGF liberado durante la activacién plaquetaria
también podria contribuir con este problema, ya que es
un poderoso factor de crecimiento quimiotactico para

leucocitos periféricos (Nimmi 1997). Existe alguna
desconfianza entre veterinarios para inyectar APCs via
intraarticular en caballos con OA, pues se piensa en la
posibilidad de desarrollar una artritis séptica posinyeccion.
Recientemente, Alvarez y col (2010) demostraron que los
APCs obtenidos mediante el método del tubo no sufren
contaminacién bacteriana, siempre y cuando se realice
un adecuado protocolo de desinfeccién de la piel del
sitio de la venopuncion y que estos sean preparados en
un cuarto cerrado y sin corrientes de aire. Por otra parte,
es necesario considerar que los APCs tienen una potente
accion antimicrobiana contra las bacterias de la piel de los
caballos (Alvarez y col, datos sin publicar), tales como
Staphylococcus aureus (Bielecki y col 2007).

NUMERO Y VIABILIDAD DE PLAQUETAS,
NUMERO DE DOSIS, INTERVALO POSOLOGICO,
MOMENTO IDEAL DE APLICACION

VERSUS EFECTIVIDAD CLINICA DE LOS
CONCENTRADOS AUTOLOGOS DE PLAQUETAS

Segtn la literatura revisada y particularmente por los
resultados obtenidos in vivo en modelos experimentales
(Maia y col 2009, Bosch y col 2010) y en estudios cli-
nicos (Waselaw y col 2008, Abellanet 2009, Carmona y
col 2009% b) existe una buena respuesta terapéutica de
los APCs a partir de dosis de plaquetas tan bajas como
300.000/uL (Maia y col 2008, Carmona y col 2009% b
Abellanet 2009) y tan altas como mds de un millén/uL
(Waselaw y col 2008). Para los autores de esta revision la
fraccién celular extraplaquetaria y la viabilidad plaque-
taria son aspectos mds importantes que concentrar una
gran cantidad de plaquetas “no viables” y de factores de
crecimiento (McCarrel y Fortier 2009). Aunque existe
una corriente norteamericana que recomienda congelar
APCs para un posterior uso en el paciente, nuestro equipo
cree que estos concentrados se deben activar y aplicar
inmediatamente. Esto porque es posible que la viabilidad
celular del APC y su actividad metabdlica produzcan una
reaccién de liberacién mas adecuada y temporalmente
sostenida de los granulos alfa y una mejor interaccion
celular (Anitua y col 2004).

Los resultados de Abellanet (2009) confirman, es-
pecialmente para lesiones de tejidos blandos, que entre
mayor sea el nimero de aplicaciones de APC/lesidn, se
presentard una mejor respuesta clinica y un menor nimero
de recaidas. Los autores consideran que tres e incluso
cuatro aplicacion de APCs, con un intervalo de 10-15 dias
entre aplicacidn, es un esquema posoldgico adecuado. Este
esquema terapéutico se ha basado en la impresion clinica
de los autores y, por otra parte, los estudios de Abellanet
(2009) indican que algunos biomarcadores anabdlicos
declinan 15 dias después de la aplicacion intraarticular o
intrasinovial de APCs en caballos. Los autores consideran
que los APCs pueden ser aplicados en cualquier momen-
to de evolucién de las lesiones. No se debe olvidar que
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la mayoria de las enfermedades del aparato locomotor
equino son “cronicas por naturaleza” y que los episodios
agudos son solamente agravamientos momentaneos de las
mismas patologias (Carmona y Prades 2009). Los APCs
constituyen un excelente tratamiento analgésico y anti-
inflamatorio para las lesiones en “fase aguda” de tendones,
ligamentos y articulaciones y sélo existen “limitaciones
tedricas”, que sugieren su aplicacion Unicamente en la
fase proliferativa de la lesion, especialmente tendinosa
(Schnabel y col 2007).

CONCLUSION

Los APCs constituyen una opcién terapéutica real
para el manejo de las enfermedades crénicas musculo-
esqueléticas del caballo. Segtin los resultados obtenidos
en modelos experimentales y en pacientes con enferme-
dad natural, existe una buena respuesta terapéutica de
los APCs a partir de dosis de plaquetas tan bajas como
300.000/uL. Los APCs deberian ser aplicados al menos
tres veces con un intervalo de 2 semanas entre aplica-
cién. El método del tubo representa una opcién simple
y econdmica para preparar concentrados autélogos de
“plaquetas viables”.

Es necesario ampliar el conocimiento sobre los efec-
tos moleculares de los APCs sobre el cartilago articular
equino y realizar més estudios clinicos doble ciego que
incluyan un gran niimero de pacientes equinos con dife-
rentes enfermedades musculoesqueléticas y hacer estudios
sobre el comportamiento de biomarcadores anabdlicos
y catabdlicos a largo tiempo (3 afios). Los resultados de
estudios de tal magnitud no sélo serian de beneficio para
los caballos, sino que tendrian una importante aplicacion
traslacional en seres humanos.

RESUMEN

Las plaquetas son fundamentales para la reparacion tisular
de las heridas, ya que secretan factores de crecimiento, los cuales
inducen quimiotaxis, proliferacién y diferenciacion celular,
neovascularizacion y produccién de la matriz extracelular. Se ha
propuesto el uso de concentrados autélogos de plaquetas (APCs)
para acelerar la cicatrizacion de heridas, disminuir la inflamacién,
estimular la capacidad regenerativa de los tejidos lesionados, disminuir
la actividad fibrobldstica y la produccién de tejido cicatricial no-
funcional. Los APCs pueden ser preparados mediante diferentes
métodos. Cada método produce APCs de diferente calidad celular
y molecular. Recientemente, se ha generado informacién basica y
clinica que justifica el uso de APCs en caballos con enfermedades
degenerativas del aparato musculoesquelético equino como la
osteoartritis, tendinopatias y desmopatias.
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