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RESUMEN

Las lesiones osteocondrales en las articulaciones de los caballos son un problema
serio y comun que limita su actividad atlética. Los tratamientos médico-quirurgicos
tradicionales se consideran paliativos y se ha reportado pobre e inadecuada calidad
de reparacion del cartilago y un estado estructural y mecanico no adecuado.En las
ultimas décadas se ha implementado la terapia celular mediante el uso y aplicacion
de células madre mesenquimales (CMM) como tratamiento de diversas patologias
articulares en los equinos.Elobjetivo de este estudio fue evaluar y comparar mediante
examen clinico y paraclinico el efecto de la aplicacion de células madre
mesenquimales de tejido adiposo (CMM-TA) alogénicasen lesiones osteocondrales
inducidas experimentalmente mediante la técnica de microfractura osteocondral por
artroscopia. Se utilizaron seis caballos adultos, clinicamente sanos, a los cuales se
les inyectd 1 x 108 CMM-TA alogénicas resuspendidas en 2 mL de solucién fisiologica
(NaCl 0,9%) en la articulacién intercarpiana izquierda (articulacion tratada) y el mismo
volumen de solucion fisioldgica (NaCl 0,9%) en la articulacién intercarpiana derecha
(articulacién control), el dia 15 posterior a la cirugia.

Los resultados obtenidos no demostraron alteraciones clinicas, radiograficas y
macroscopicas del liquido sinovial a lo largo del estudio en ninguno de los equinos
utilizados, asimismo se pudo observar que la aplicacion de CMM-TA alogénicas no
presento alteraciones en los parametros clinicos, radiograficos y de liquido sinovial en
comparacion a la articulacion control. En conclusion, la aplicacion por artrocentesis de
CMM-TA fue segura y clinicamente no se evidencié signos de reaccion inflamatoria
local. Se necesitan futuros estudios que evaluen la eficacia con otros parametros
articulares a los monitoreados en el presente estudio como potencialmente podrian
ser biomarcadores inflamatorios y regenerativos.
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SUMMARY

Osteochondral lesions in equine joints are a serious problem which can limit athletic
activity. Traditional medical and surgical procedures are considered palliative anda
poor and inadequate quality of cartilage repair and a deficientstructural and mechanical
conditionhave been reported. Over the last few decades, cellular therapies by use and
application of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) have been implemented to treat
various joint injuries in horses. The objective of this study was to evaluate and
compare, by means of clinical and paraclinical examination, the effect of the application
of allogenic Adipose tissue-derived Stem Cells (ADSCs) in experimentally induced
osteochondral arthroscopic microfractures. Six mature, clinically healthy horses were
used; each was injected with 1 x 10 6 allogeneic ADSCs resuspended in 2ml of
physiological saline solution (NaCl 0,9%) in the left intercarpal joint (treated joint), and
the same volume of physiological saline solution (NaCl 0,9%) in the right intercarpal
joint (control joint), 15 days after the surgery.

The results did not show clinical, radiographic or macroscopic alterations of the
synovial fluid throughout the study in any of the treated horses. In addition, it was
observed that the application of allogenic ADSCs did not produce alterations of the
clinical, radiographic or synovial liquid parameters in comparison to the control joints.
In conclusion, the application by arthrocentesis of ADSCs was safe and clinically, no
signs of local inflammatory reaction were evidenced. Further studies are needed to
evaluate the efficacy of this procedure, taking into account other parameters than those
that were monitored in the present study, which could potentially be used as
inflammatory and regenerative biomarkers.
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1. INTRODUCCION

Las lesiones osteocondrales (cartilago articular mas hueso subcondral) en las
articulaciones de los caballos, son un problema serio y comun que limita su actividad
atlética. El cartilago no se repara y las lesiones son tratadas quirurgicamente, pero los
tratamientos actuales no tienen el éxito esperado. Tanto en humanos como en el
caballo, las modalidades para tratar lesiones osteocondrales en las diferentes
articulaciones dependen de procedimientos artroscopicos que eliminan cartilago y
hueso, cuya reparacion se realiza por medio de fibrocartilago.

El examen artroscopico del cartilago articular, hueso subcondral y demas estructuras
articulares sigue siendo el método de eleccion para evaluar las lesiones que no se
pueden detectar mediante el uso de otras modalidades de imagen y ademas provee
informacion valiosa en cuanto al pronédstico de las lesiones.

Los tratamientos médico-quirurgicos tradicionales incluyen reposos prolongados,
corticoides intraarticulares, antinflamatorios sistémicos, agentes condroprotectores
intraarticulares y sistémicos, agentes antiinflamatorios topicos y/o cirugia (artrotomia
/ artroscopia), curetaje articular y remocion de osteofitos.

Estos tratamientos se consideran paliativos y se ha reportado pobre e inadecuada
calidad de reparacion del cartilago (Mcllwraith, Wrighty Nixon,2005; Goodrich y Nixon,
20006) (fibras inelasticas, fibrosis) y un estado estructural y mecanico no adecuado. Se
perpetua la liberacion de factores inflamatorios, promoviendo degradacion del
cartilago articular y persistencia de dolor (Frisbie, 2002).

En cuanto a los antecedentes del uso de las células madre mesenquimales (CMM),
en la ultima década, se ha buscado una alternativa terapéutica para superar estos
desafios del proceso de reparacion articular proporcionando la regeneracion del tejido
por la estimulacion de mecanismos de reparacion endogenos, implementando la
terapia celular mediante el uso y aplicacion de las CMM como tratamiento de diversas
patologias articulares en animales (Ferris, Frisbie y McCue, 2012; Yamada, A., 2011,
Black et al., 2008).

Los equinos son valiosos modelos animales para la evaluacion de nuevas terapias
para humanos considerando implementacion y seguridad in vivo, dado las similitudes
interespecies en estructura tendinosa (Spaas et al, 2012) asi como en grosor del
cartilago articular (Frisbie, Kawcak y Mcllwraith, 2006). El progreso que se ha logrado
en la investigacion de los problemas inflamatorios articulares se debe a las
investigaciones basicas de enfermedad articular en animales de laboratorio. Sin
embargo, los estudios cientificos realizados en articulaciones de caballo in vitro, han
contribuido con hallazgos de vanguardia en el tratamiento de estos problemas (Litzke
et al., 2004; Fuller, Ghosh y Barr, 2002).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1.La Articulacion

2.1.1. Estructura y funcion

Las articulaciones son las estructuras del aparato musculo-esquelético que permiten
la movilidad de un componente éseo respecto a otro, conformando asi, junto con otras
estructuras anatomicas, la locomocién del individuo.

Es importante valorar a la articulacién como si se tratara de un 6rgano, ya que todos
sus componentes interactuan estrechamente para cumplir con una funcién comun y
la alteracion de cualquiera de ellos puede influir en la funcién del resto, dando lugar a
una patologia articular.

Para cumplir con su funcién de forma correcta, esta debe estar en total armonia, ya
que necesita tener una gran resistencia para soportar las fuerzas producidas por el
movimiento, elasticidad para absorber choques y permitir el desplazamiento sin
friccion de los extremos 6seos. Todo esto resulta de una alta complejidad de la misma
y en contra partida a esto, estas estructuras poseen una capacidad de reparacion muy
baja (Barrachina, 2017). Las articulaciones se clasifican a menudo segun su rango
normal de movimiento. Se reconocen tres grupos: 1) Sinartrosis (articulacion inmovil),
2) Anfiartrosis (articulacion con leve movimiento), 3) Diartrosis (articulacion movil).
Otra clasificacion se basa en las formas especializadas del tejido conectivo que se
presenta, sindesmosis (tejido conectivo fibroso), sincondrosis (tejido conectivo
cartilaginoso). (Baxter, 2014).

En la Tabla 1 se encuentran resumidas las caracteristicas principales de los diferentes
tipos de articulaciones, atendiendo a estos criterios y ejemplificando en el caballo.
(Liebich y Konig, 2005b)

1:|po d?. Conexion Grado de Movilidad Ejemplos en el caballo
Articulacion
Generalmente Suturas que conectan los
sinartrosis (grado de huesos del craneo
. Tejido Conectivo ek (L (e
Fibrosa Denso
Algunas anfiartrosis  Articulaciones intervertebrales
(movilidad reducida) (excepto C1-C2)
Cartilaginosa Cartilago Gengralmepte Sinfisis huesos pubicos
anfiartrosis
No conexién Articulaciones del esqueleto

Siempre diartrosis
(amplio grado de
movilidad)

estructural entre
Sinovial extremos 6seos:
cavidad sinovial

apendicular (coxofemoral,
humero-radial, carpo-radial,
interfalangicas, etc.)

Tabla 1- Tipos de articulaciones segun sus caracteristicas estructurales (tipo de conexion entre
extremos 6seos) y grado de movilidad permitido con ejemplos en el caballo (Liebich y Kénig, 2005b).

Estas dos clasificaciones se relacionan por el hecho de que los huesos de las
articulaciones inméviles o poco moviles, estan conectados por membranas fibrosas o
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cartilaginosas (sindesmosis o0 sincondrosis), mientras que las partes de los
componentes 0seos de las articulaciones moviles, estan cubiertas por cartilago
hialino, separadas por completo y contenidas dentro de la cavidad articular, la cual
esta cerrada por la membrana sinovial (articulacion sinovial).

Las articulaciones sinoviales tienen dos funciones principales, dar movimiento y
transferir cargas.

Las diartrosis incluyen la mayoria de las articulaciones sinoviales de las extremidades
de los equinos.

En el caso del caballo, estas articulaciones son las que van a producir mas patologias
locomotoras (Caron, 2011; Liebich y Konig, 2005b; Van Weeren, 2016a).

Al ser las de mayor interés, se describira en detalle su anatomia y fisiologia.

2.1.2. Articulaciones sinoviales del caballo

Las principales articulaciones del aparato esquelético distal en los caballos son del
tipo diartrosis, permiten un mayor grado de movilidad necesario para la locomocion.
Dentro de estas articulaciones se pueden diferenciarse distintos tipos segun las
superficies articulares que las conformen, las estructuras periarticulares que le den
sujecion y los tipos de movimientos que permitan (Barrachina, 2017).

Las articulaciones sinoviales estan conformadas por huesos que en su superficie
articular estan recubiertos por cartilago hialino, y son mantenidos por la capsula
articular y las estructuras ligamentosas y tendinosas circundantes; entre dichas
superficies articulares encontramos la cavidad articular que esta conteniendo el liquido
sinovial.

La capsula articular esta compuesta por dos partes, el estrato fibroso, localizado en la
porcidn externa, que es una continuacion del periostio o pericondrio y la membrana
sinovial, la cual tapiza la cavidad sinovial en aquellos lugares donde el cartilago
articular no esta presente.

La porcion fibrosa de la capsula articular esta compuesta por tejido conectivo fibroso
denso, que proporciona estabilidad mecanica a la articulacion. Los ligamentos
colaterales estan asociados con la capsula articular y los ligamentos intraarticulares
tienen normalmente una membrana sinovial que los cubre. Histolégicamente la
porcion fibrosa de la capsula y los ligamentos estan compuestos por fibras colagenas
(Tipo 1, predominantemente). Los nervios sensitivos se encuentran en la membrana
sinovial, estrato subintimo y ligamentos colaterales.

La estabilidad de la articulacion esta dada por la configuracion ésea, los ligamentos y
el soporte capsular, con la unidad musculo-tendinosa controlando a la misma.
Ademas, hay una presién hidrostatica negativa dentro de la cavidad sinovial de la
articulacion que también ayuda a mantener la estabilidad (Baxter, 2014).
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Figura 1. Esquema de una tipica articulacién sinovial (Baxter, 2014).

Las caracteristicas y movilidad permitida de cada articulacion van a influir en la forma
en que se presenten y desarrollen ciertas patologias, como la osteoartritis (Kawcak,

2016).

En la Tabla 2 se presenta un resumen de las caracteristicas de cada tipo de

articulacion sinovial (Liebich y Konig, 2005b).

Género Su;_)erflcles Medlq dg unién
articulares principal
Enartrosis Cabeza-cavidad Capsula fibrosa
. Céndilo-cavidad Ligamentos
Condileas : 2
glenoidea periarticulares
sl Céncava-convexa Cépsula fibrosa
montar
Troclear o . Ligamentos
oo Troclea-cresta 2
ginglimo periarticulares
Cilindro 6seo que Ligamento
Trocoide da vueltas sobre 9
- transverso
un eje
Artrodia Cara§ planas o ngamentos
casi planas periarticulares

Tabla 2- Tipos de articulaciones sinoviales en el caballo segun las caracteristicas de las superficies
articulares, el tipo principal de medio de union, los tipos de movimientos permitidos y ejemplos en esta

especie (Liebich y Koénig, 2005b).
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Hdmero-radial

Interfalangiana
proximal

Tibio-tarsal

Atlanto-axial
(C1-C2)

Carpo-
metacarpiana



2.1.2.1. Cartilago Articular

El cartilago articular de los animales adultos es un tejido avascular, no inervado que
al igual que otros tejidos conectivos consta esencialmente de células y matriz
extracelular (MEC), ésta es el componente mayoritario del cartilago y sus elementos
principales son agua (70-80%), colageno y proteoglicanos (PGS). Del peso seco del
cartilago, 50% corresponde a colageno y 35% a los PGS aproximadamente, el resto
lo componen diversas glicoproteinas, minerales y otros componentes minoritarios. El
componente celular del cartilago es pequefo, conforma del 1% al 12% del volumen
del tejido, dependiendo de la zona del mismo (Mcllwraith, 2011; Van Weeren, 2016a).

En su aspecto macroscépico normal parece lechoso y opaco en las regiones mas
gruesas, pero se muestra translucido y brillante en las regiones mas delgadas. Sin
embargo, la superficie no es lisa, por microscopia electronica de barrido se ha
mostrado la presencia de ondulaciones y depresiones irregulares.

El cartilago articular del caballo es en general de tipo hialino, pero también esta
presente el fibrocartilago en las articulaciones sinoviales, como en la unién del
cartilago articular, la membrana sinovial, el periostio (zona de transicidén) y el menisco
(Baxter, 2014).

Desde el punto de vista histologico ha sido dividido en cuatro estratos y los condrocitos
tienen diferente aspecto dentro de cada uno de ellos.

Superficie articular
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Figura 2. Esquema del cartilago articular adulto mostrando las 4 capas y el ordenamiento de los
condrocitos y las fibras colagenas (Baxter, 2014).
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La zona superficial consta principalmente de colageno tipo Il, en forma de fibras
densamente agrupadas en orientacién tangencial, con un contenido de PGS
relativamente bajo pero alto en agua y condrocitos aplanados.

En la zona intermedia o de transicion, los condrocitos tienen una morfologia mas
redondeada y grande, en la matriz extracelular hay mas abundancia de PGS, menos
colageno (con fibras orientadas al azar) y agua.

La zona profunda o estrato radiado en su matriz extracelular tiene menor contenido
de agua y de colageno, con una mayor concentracién de PGS, los condrocitos estan
dispuestos en forma de columnas.

Finalmente, el estrato de cartilago calcificado estda compuesto por cartilago
mineralizado y condrocitos en diferentes grados de degeneracion; es una interfaz
entre las tres capas anteriores (que conforman la parte hialina del cartilago) y el hueso
subcondral, o que supone que en ciertas areas existe un contacto directo entre el
cartilago hialino y el hueso subcondral (Caron, 2011; Van Weeren, 2016a).

21.21.1. Componente Celular del Cartilago Articular

El tipo celular predominante en el cartilago articular son los condrocitos, pero al igual
gue en muchos tejidos también existe una poblacion de células progenitoras, aunque
su numero es pequeno (McCarthy, Bara, Brakspear y Singhrao, 2012).

Pese a la baja presencia de condrocitos, su papel es imprescindible ya que son los
encargados de sintetizar los componentes de la matriz extracelular del cartilago. Los
condrocitos se encuentran separados entre ellos, rodeados por matriz extracelular. Al
conjunto condrocito—matriz extracelular se lo conoce como condrén, constituyendo la
unidad estructural, funcional y metabdlica del cartilago hialino (Van Weeren, 2016a).

21.21.2. Principales Componentes de la Matriz Extracelular del
Cartilago Articular

Las moléculas de colageno tipo Il son las mas abundantes (90 — 95%) en la matriz
extracelular del cartilago articular. Este forma uniones entre varias moléculas para dar
lugar a filamentos de gran importancia para las propiedades mecanicas del cartilago.
Se pueden encontrar otros tipos de colageno, aunque no se conoce su papel con
exactitud. Por ejemplo, colageno tipo IX, XI y X que son abundantes en animales
jévenes, donde actuan como co-polimeros del colageno tipo Il o regulando la
mineralizaciéon de la matriz extracelular.

El colageno tipo Il funciona como co-polimero y podria tener un papel en la respuesta
al dano del cartilago articular (Van Weeren, 2016a; Baxter, 2014).

Los PGS constituyen otro componente solido de la matriz extracelular. Constan de
proteinas centrales y cadenas laterales de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG’s).
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Existe una gran variedad de PGS dependiendo de la proteina central y de los GAG'’s.
El PGS mas abundante en el cartilago articular es el agrecano, caracterizado por sus
cadenas de GAG’s del tipo condritin sulfato (CS) (Van Weeren, 2016a; Baxter, 2014).
Las cargas de las cadenas laterales de GAG’s se repelen unas a otras y atraen una
cobertura de hidratacion. Estas proporcionan al cartilago articular una rigidez
fisicoquimica y también afectan a la permeabilidad cartilaginosa (Baxter, 2014).

La longitud de la proteina central y de los GAG’s tienden a disminuir a lo largo de la
vida, viéndose afectadas las propiedades mecanicas del cartilago en individuos en
edad avanzada (Lee, Han, Roughley, Grodzinsky y Ortiz, 2013).

También estan presentes en menor medida en la MEC otros PGS ricos en leucina
(SLRP’s) (Schaeter y lozzo, 2008).

El agrecano se une al acido hialurénico (HA) dando lugar a una conformacion similar
a las cadenas de GAG's con las proteinas centrales de PGS, formando agregados de
PGS-HA que se intercalan con fibras de colageno de la MEC (Heinegard, 2009).

El HA es también un GAG de tipo no sulfatado, es uno de los principales componentes
de la MEC del cartilago articular y también es abundante en el liquido sinovial que
bafa la articulacion (Van Weeren, 2016a).

A su vez existen otros componentes en la MEC, que se encuentran en menor
proporcion, pero tienen igual importancia, como por ejemplo las matrilinas que junto
con los SLRP’s dan coherencia estructural a la MEC, o las proteinas oligoméricas de
la matriz, encargadas de agrupar moléculas de colageno para facilitar el ensamblaje
de la matriz (Caron, 2011; Van Weeren 2016a).

2.1.2.2. Hueso subcondral
Este consiste de una capa delgada de hueso compacto adyacente a la zona
calcificada del cartilago, situado entre el cartilago articular y el hueso trabecular.
Forma una parte integral de la estructura articular, dando soporte estructural al
cartilago articular y aporta cierta rigidez al conjunto de la estructura articular.

El hueso se adapta a las cargas mecanicas que es sometido mediante un proceso de
remodelacion, lo que se traduce en un mayor espesor del mismo en aquellas zonas
que soportan mas carga. Distintos factores pueden influir sobre este patron de carga,
como por ejemplo el ejercicio (Kawcak, Mcllwraith, Norrdin, Park y Steyn, 2000;
Baxter, 2014). Pese a la relativa rigidez del hueso subcondral, este es mas alterable
que el hueso cortical, juega un importante rol biomecanico en la atenuacion de fuerzas
generadas por la locomocion y la actividad atlética. Por esto los cambios en la rigidez
de esta estructura tendran repercusiones en la carga mecanica que debe soportar el
cartilago articular, lo que conduce a la teoria de que la esclerosis del hueso subcondral
puede ser un factor iniciador de la osteoartritis, mas que un efecto secundario de esta
patologia. Aunque se sigue considerando al cartilago articular como el tejido de origen
de la osteoartritis, el proceso degenerativo y reactivo en éste y el hueso subcondral
estan estrechamente relacionados e influyen uno en el otro desde las etapas mas
tempranas de esta patologia (Buckwaltery Brown, 2004; Barrachina, 2017).
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El hueso subcondral a diferencia del cartilago articular tiene una vascularizacién e
inervaciéon mas rica, lo que permite una respuesta completa de este tejido a los
estimulos fisiolégicos y patoldgicos. Su inervacidon es uno de los principales
responsables de la percepcion del dolor durante la patologia articular, junto con los
nociceptores presentes en la capsula articular y en los ligamentos intra y extra
articulares (Van Weeren, 2016a).

2.1.2.3. Capsula Articular y Liquido Sinovial

La capsula articular de la mayoria de las articulaciones esta formada por dos capas,
la externa, que es una capa fibrosa relativamente rigida y su funcion principal es dar
estabilidad a la articulacion, contiene terminaciones nerviosas propioceptivas vy
nociceptivas, por lo tanto es el érgano sensitivo de la articulacion. La capa interna de
la capsula articular se la conoce como membrana sinovial y consta de otras dos capas;
intima en contacto directo con el interior de la cavidad sinovial y la subintima situada
entra la intima y la capa fibrosa. La subintima esta ricamente vascularizada e inervada,
mientras que la intima es muy delgada y no posee membrana basal. Esta disposicion
facilita el paso de componentes del plasma desde la sangre a la cavidad sinovial.

Las células que constituyen la membrana intima, son los sinoviocitos, poseen gran
actividad excretora y se dividen en tres categorias principales, sinoviocitos tipo A que
son macréfagos con funcién fagocitica; sinoviocitos tipo B que son células
fibroblasticas encargadas de producir proteinas y otras moléculas como HA y GAG'’s,
y secretarlas al liquido sinovial, produciéndole gran viscosidad; y los sinoviocitos tipo
C que son una transicion entre los A y B, son muy similares y pueden transformarse
en un tipo o en el otro. Todos los otros sinoviocitos producen variedad de citoquinas,
factores de crecimiento y mediadores inflamatorios, indispensables para el
mantenimiento de la homeostasis de la articulacién (Colahan, 1998; Van Weeren,
2016a). El liquido sinovial se describe como un ultrafiltrado plasmatico al que las
células sinoviales especializadas le agregan acido hialurénico que le confiere su
viscosidad caracteristica, junto a su color amarillo claro.

Posee funciones de lubricar y de disminuir la friccion entre extremos éseos de la
articulacion, importante para que esta cumpla su funcién normal; también cumple un
papel importante en el apoyo nutricional y la regulacién metabdlica del cartilago
articular, sobre todo en animales adultos donde es avascular. El rapido e ilimitado
intercambio de componentes entre la sangre y el liquido sinovial permite un eficiente
aporte de nutrientes y retirada de productos de desechos (Colahan, 1998; Caron,
2011; Van Weeren, 2016a). El componente celular del liquido sinovial normal es muy
bajo, no sobrepasa las 500 células/ul, y consiste principalmente en linfocitos y otras
células mononucleares, mayoritariamente monocitos y macrofagos, y menos de un
10% de neutrofilos (Mahaffey, 2002). La concentracién de proteinas en el liquido
sinovial es de aproximadamente un 25 — 35% de la concentracion plasmatica de
proteinas del mismo animal. Su valor normal documentado para caballos es 1.81 %
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0.26 g/dl, en general se considera normal 2 g/dl. La proteina presente en niveles mas
altos es la albumina (Baxter, 2014).

2.1.2.4. Estructuras intra-articulares

Algunas articulaciones cuentan con estructuras intra-articulares como ligamentos o
meniscos, con el objetivo de proporcionar estabilidad mecanica extra o bien mejorar
la geometria articular cuando la superficie de la misma ha de soportar una carga
mayor, evitando asi presiones excesivas en ciertas areas. Una lesion en alguna de
estas estructuras puede traer importantes consecuencias en la estabilidad articular y
como resultado provocar una patologia articular severa. Estas estructuras al ser
inervadas causan dolor cuando se danan. Al parecer no desempefan un papel
importante en la homeostasis de la articulacion ya sea en situaciones fisioldgicas o
patoldgicas, su principal funcion es mecanica (Barrachina, 2017).

2.1.3. Region del carpo

Dado que esta es la articulacion de eleccién para el estudio in vivo realizado en la
presente tesis, se revisaran los principales aspectos relacionados con la misma.

2.1.3.1. Recuerdo anatomico de la articulacion carpo-radial

El carpo del caballo consta de tres articulaciones formadas por las dos filas de huesos
carpales, el extremo distal del radio y el extremo proximal de los metacarpianos.

La articulacion mas proximal del carpo es la radio-carpiana, formada por el extremo
distal del radio y la fila proximal de huesos carpales (carpo radial, intermedio, carpo
cubital y accesorio); esta articulacion puede ser flexionada 90°. Siguiendo en orden
distal, se encuentra la articulacién intercarpiana, formada por ambas filas de huesos
carpales, la fila proximal y la fila distal (carpal Il, Il y IV); esta articulacion puede ser
flexionada 45°.Finalmente, la articulacion mas distal es la carpo-metacarpiana,
formada por la fila distal del carpo y el extremo proximal de los huesos metacarpianos
(MC I, Il y IV); esta articulacion no permite el movimiento de flexién. En el caballo el
cubito no participa en esta articulacién ya que se fusiona con el radio. La articulacién
radio-carpiana se considera aislada de las otras articulaciones, mientras que las
articulaciones intercapiana y carpo-metacarpiana, se comunican.

La fila proximal de la articulacién radio-carpiana, esta formada por cuatro huesos
carpales, siendo de medial a lateral, carpo-radial (escafoides), intermedio (semilunar)
y el carpo cubital (piramidal), a caudal de este se encuentra el hueso accesorio
(pisiforme). El hueso accesorio articula con la porcion distal del radio en su parte
proximal y con el hueso carpo cubital en su cara dorsal, y conforma el borde lateral
del canal carpiano por el cual corren los tendones flexores digitales.

Los huesos carpales estan sujetos entre ellos por fuertes ligamentos intercarpales que
juegan un papel fundamental en la estabilidad del carpo, como el ligamento carpal
palmar o los ligamentos intercarpales dorsomedial, palmar lateral y palmar medial.
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La capsula articular también es un componente importante para el soporte de esta
estructura. Esta es densa en su parte dorsal, donde se inserta el retinaculo extensor.
Los tendones extensores carpo-radial, digital comun, digital lateral, discurren
respectivamente de forma dorsal, dorso-lateral y lateral al carpo.

En la cara dorsal del extremo distal del radio presenta unos surcos por donde deslizan
los tendones extensores carpo-radial y digital comun.

En la articulacion radio-carpiana, en flexion, se pueden palpar dos depresiones, una
dorso-lateral y otra dorso-medial, correspondientes a recesos articulares, por las que
puede hacerse el abordaje a las mismas (Liebich y Kéing, 2005a; Roso, 2011; Baxter,
2014).

Figura 3. Vista dorsal (A) y palmar (B) de carpo izquierdo normal. (Foto cortesia Br. C. Gallego).

2.1.3.2. Principales Patologias

La osteoartritis es a nivel del carpo la patologia mas comun, sobre todo en caballos
deportivos. El estrés repetido que sufren los huesos carpales produce una esclerosis
del hueso subcondral, por lo que el cartilago que lo recubre se encuentra con un
soporte demasiado rigido y también se lesiona, comenzando de esta forma el proceso
de osteoartritis, pudiendo fragmentarse el area afectada, generando un fragmento
osteocondral.

Estos fragmentos no deben confundirse con osteocondrosis, ya que es rara su
presencia en la articulacion radio-carpiana.

Se pueden encontrar fragmentos osteocondrales en esta articulacion sin que medie
este proceso, sino a consecuencia de un traumatismo unico y agudo (de la misma
haremos referencia mas adelante ya que es la patologia hacia la cual hemos orientado
esta tesis).
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Otras patologias de relativa frecuencia en esta region (pero a las que no se hara
referencia en este trabajo) incluyen la artritis séptica, la enfermedad degenerativa
articular, otros tipos de fracturas articulares y diversas afecciones de tejidos blandos
asociados. Asimismo, afecciones de los ligamentos intercarpales o tendones
adyacentes también pueden repercutir en la articulacion radio-carpiana.

2.1.3.3. Diagnéstico

2.1.3.3.1. Examen Fisico

La claudicacién carpiana es extremadamente comun en los caballos PSC de todas las
edades, y en especial en los joévenes. El carpo es una articulacion compleja,
susceptible de sufrir una multitud de lesiones asociadas con el entrenamiento y las
carreras. El estrés esta involucrado en la mayoria de las lesiones 6seas, cartilaginosas
y de tejidos blandos del carpo. Las afecciones comunes incluyen sinovitis y/o
capsulitis, desgaste y erosion del cartilago, y lesiones dseas relacionadas con estrés
del tercer carpiano. También pueden ocurrir numerosas fracturas en pequefios
fragmentos de las articulaciones radio-carpiana e intercarpiana (Baxter, 2014).

Un caballo con patologia de la articulacion radio-carpiana puede presentar diferentes
grados de claudicacion, efusion sinovial, inflamacién de tejidos blandos periarticulares
o flexion del carpo cuando esta en estacion. Cuando se aprecia una inflamacion
severa o0 se conoce una historia previa de trauma en esta region, el diagnostico de la
claudicacion es sencillo de orientar. En otras ocasiones, no hay una evidencia clara
de que el problema esté a este nivel, pero existen varios signos sugestivos, como fallo
al cambiar de mano, se rehusa al salto, tropezar o bajada del rendimiento deportivo
en general. El aumento de la temperatura local en la superficie dorsal del carpo es un
indicador bastante fiable de la presencia de un problema en la region. La efusion
sinovial es también considerada indicativa, pero puede haber lesion sin efusién. El
grado de flexién esta normalmente disminuido en caballos con osteoartritis cronica por
la fibrosis de la capsula articular, que puede notarse engrosada y fibrosa a la
palpacion. En caso de fracturas articulares, la flexion estatica puede ser muy dolorosa.
El test de flexion del carpo es especifico, y cuando es positivo, el origen de la
claudicacion se localiza con muy alta probabilidad en la regién del carpo, aunque no
necesariamente en la articulacion, sin embargo una respuesta negativa no excluye al
carpo como estructura lesionada (Ross, 2011; Kawcak y Barrett, 2016).
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Figura 4. Vista frontal de un carpo con fractura Figura 5. Flexion del carpo para identificar una
del carpo ulnar. (Fuente propia) respuesta dolorosa. (Fuente propia)

2.1.3.3.2. Anestesias diagnodsticas

El uso de anestesia intrasinovial desempefia un papel importante en el diagnéstico de
la claudicacién en equinos. En la mayoria de los casos, es mas especifico y eficiente
anestesiar la estructura sinovial en particular (capsula articular) que se piensa es la
causa de la claudicacion, que realizar la anestesia local perineural.

Esto es especialmente valido en caballos que tienden a tener problemas articulares o
cuando los hallazgos clinicos sugieren un compromiso de una estructura sinovial
(Baxter, 2014).

El resultado puede arrojar falsos negativos por ejemplo cuando hay afeccion del hueso
subcondral, o falsos positivos en caso de afeccion en la insercién del ligamento
suspensor del nudo, que puede verse desensibilizada (Barrachina, 2017).

Al realizar la puncién para administrar el anestésico, se puede aprovechar para
obtener una muestra de liquido sinovial, para analisis de laboratorio y valoracién
macroscopica.
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Figura 6. Artrocentesis. (Fuente propia)

2.1.3.3.3. Examen radiolégico

El estudio radiolégico puede ser una herramienta diagndstica muy util para la region
del carpo, aunque debe tenerse en cuenta ciertas limitaciones, ya que debido a la
configuracion anatomica del mismo y a la superposicion de los huesos carpales
algunos hallazgos pueden ser dificiles de interpretar. Ademas, algunos cambios
sutiles pueden pasar desapercibidos ya que es una técnica con poca sensibilidad para
detectar ciertos procesos como los primeros indicios de ostedlisis y de afeccidn
subcondral de los huesos carpales (Ross, 2011).

Los examenes radiograficos son de ayuda para evaluar el tipo y la extension de la
enfermedad articular. Las manifestaciones radiograficas de la enfermedad articular
son evidentes en tejidos blandos y estructuras 0seas, y pueden desarrollarse antes o
después de la manifestacion de los signos clinicos de la enfermedad (Baxter, 2014).

Los cambios radiograficos en tejidos blandos incluyen engrosamiento de tejidos
blandos periarticulares, distencién de capsula articular y mineralizacién. En los bordes
articulares se va a desarrollar formacion de osteofitos periarticulares vy lisis 6sea. Los
cambios Oseos subcondrales incluyen esclerosis, lisis y fragmentacion. Otros
hallazgos son el aumento o disminucion del espesor del espacio articular; los
entesofitos periarticulares asociados por lo general con el dafio de la capsula articular
o avulsion de ligamento o tendones desde su insercion osea.
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Las anormalidades de alineamiento pueden consistir en subluxacion o luxacion de una
articulacion, o simplemente puede ser el resultado de un anormal grado de flexion o
extension de una articulacién en reposo (Baxter, 2014).

_ Javier Mirazo
Vet Rec:
VetFirstName
VetLastName
Equino4 Mirazo
112417033722
Equine

Figura 7. Imagen radiografica DP (A) y LM en flexion (B). (Fuente propia)

2.1.3.3.4. Ecografia

La ecografia ha permitido un avance significativo en el diagnéstico y el manejo de
varias lesiones musculo esqueléticas en los caballos deportivos (Baxter, 2014).

Por ejemplo, permite evaluar desmitis de los ligamentos colaterales y puede utilizarse
para valorar algunos de los ligamentos intercarpales, como el palmar medial. También
puede utilizarse en casos de tenosinovitis de los tendones extensores y flexores
digitales que discurren adyacentes a la articulacion radio-carpiana. Ademas, permite
valorar el grado de efusion sinovial, el estado de la capsula articular y los bordes
articulares en caso de alteraciones de la articulacion radio-carpiana (Ross, 2011).
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Figura 8. Imagen ecografica transversal de una
tenosinovitis séptica del extensor carpo radial,
la linea punteada indica ensanchamiento del
mesotenddn (Atlas of equine ultrasonography,
2014).

2.1.3.3.5. Otras técnicas de imagen

Aunque la radiografia ha sido descripta con mas detalle por haber sido la técnica
utilizada in vivo en esta tesis de grado, existen otras técnicas de imagen, aparte de la
radiografia y la ecografia, que pueden ser utilizadas en caso de patologias en la region
del carpo.

La artroscopia, ademas de utilizarse para realizar intervenciones quirurgicas
terapéuticas, posterior al descubrimiento radiografico de un fragmento 6seo, el cual
se desea extraer, es también una técnica diagndéstica que permite la visualizacion
directa del cartilago. La resonancia magnética es capaz de detectar pequenas
lesiones en el cartilago y hueso subcondral que son inapreciables con otras técnicas
como la radiografia. Ademas, permite valorar tejidos blandos de dificil acceso como
ligamentos intercarpales.

La tomografia computarizada resulta util para determinar la extension de una lesion y
guiar mejor el tratamiento, como en caso de fracturas (Barrachina, 2017). Tanto la
resonancia magnética como la tomografia computarizada, son técnicas que no estan
presentes en nuestro pais, pero si en la region, como por ejemplo Argentina y Brasil.
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2.2. Artritis traumatica

2.2.1. Definicion

El término “artritis traumatica” incluye una cantidad de estados patoldgicos y clinicos
que se desarrollan después de episodios unicos (trauma agudo) o repetitivos (trauma
cronico) de traumas y pueden incluir uno o todos los siguientes signos:

1- Sinovitis (inflamacién de la membrana sinovial).

2- Capsulitis (inflamacién de la capsula fibrosa articular).

3- Desgarros (lesion de ligamentos especificos asociados con la articulacion).
4- Fracturas intraarticulares.

5- Desgarro meniscal (articulacion femorotibial).

Cualquiera de las situaciones antes mencionadas puede progresar a una Osteoartritis
(Baxter, 2014).

Las artritis traumaticas pueden clasificarse en tres grupos:

Tipo 1: sinovitis y capsulitis traumatica sin alteracion del cartilago articular o disrupcién
(rotura brusca) de las principales estructuras de soporte. Esto incluye sinovitis aguda
y la mayoria de los esfuerzos.

Tipo 2: trauma disruptivo con lesion del cartilago articular o rotura completa de las
principales estructuras de soporte. Este grupo incluye esfuerzos graves, desgarros
meniscales y fracturas intraarticulares.

Tipo 3: osteoartrosis postraumatica, incluye trauma disruptivo como presencia de
lesion residual. Los pacientes pueden tener deformacion, movimiento limitado o
inestabilidad de la articulacion.

2.2.2. Sintomas y diagnédstico

Aunque la mayoria de los animales con fracturas intraarticulares del carpo muestran
signos clinicos de inicio agudo, el dafio es progresivo en el tiempo, al menos en los
caballos de carrera, y ocurre en sitios constantes, en la cara dorsal de la articulacion.
La lesion es el resultado final de un proceso crénico que produce el dano en el hueso
subcondral relacionado con estrés. Puede producirse la fractura aguda y la
fragmentacién del carpo, pero éstas suelen presentarse en localizaciones inusuales,
en especial en la cara palmar de las articulaciones. En esta tesis de grado lo que se
buscé fue inducir una microlesion intraarticular traumatica aguda, en la cara dorsal del
carpo, especificamente en la region distal del hueso carpo-radial, mediante un proceso
quirurgico inducido por artroscopia.

Tres tipos de fracturas pueden ocurrir dentro de las articulaciones del carpo del
caballo: fractura osteocondral (realizada en este estudio), fractura laminar y fractura
conminuta. En fracturas osteocondrales, con frecuencia son vistos multiples
fragmentos pequefios, que muchas veces pueden ser bilaterales. La porcion distal del
hueso radial del carpo es el sitio mas comun para estas fracturas, seguido por la parte
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proximal del hueso intermedio del carpo. Es comun observar fragmentos en la parte
distal del hueso radial del carpo en ambas articulaciones carpianas medias y en la
parte proximal del hueso intermedio del carpo en ambas articulaciones
antebraquiocarpianas en el mismo caballo (Baxter, 2014).

El desarrollo de la fragmentacion de las articulaciones del caballo tiene dos origenes
principales, lesiones traumaticas (agudas o cronicas) y osteocondritis disecante.

En los caballos con fracturas en el carpo, puede aparecer un grado variable de
claudicacion, efusion sinovial, tumefaccion de los tejidos blandos y flexion del carpo
durante la estacion. Si el dafio osteocondral es completo e ingresa a la articulacion,
es comun que se desarrolle una sinovitis, la que genera signos clinicos de efusion
sinovial y dolor articular. Sin embargo, cuando solo se produce dafio en el hueso
subcondral, la sinovitis que conduce a la efusion articular puede no ser apreciada, y
el caballo puede o no dar una respuesta positiva a la flexion carpiana. Los caballos
con pequenos fragmentos osteocondrales en el carpo suelen tener una sutil
claudicacion con una leve cantidad de efusion y tumefaccion de los tejidos blandos.

La caracteristica comun es la abduccion de los miembros anteriores, intentando
minimizar la flexion del carpo. En consecuencia, esto disminuye la altura del arco de
vuelo del pie.

Los caballos con dafio osteocondral suelen mostrar una respuesta positiva a la flexion
y con algunas fracturas evidencian intenso dolor aun con flexion pasiva.

En los estadios mas cronicos de fracturas osteocondrales, puede haber limitaciones
fisicas en el carpo, con dolor o sin él.

La anamnesis, los signos clinicos descriptivos, un correcto y completo examen fisico,
nos orientan al diagndstico. La presencia de fragmentacidn se confirma por medio de
radiografias, las cuales serian ideales realizarlas antes que la analgesia intrasinovial,
ya que con la pérdida del dolor el caballo ya no protegera el miembro, y posiblemente
sufra un dano mayor. Si se presenta una claudicacién sutil o las radiografias no son
concluyentes, si es necesario realizar la analgesia intraarticular para confirmar el sitio
de origen del dolor. Para ello se inyectan aproximadamente 10mL de anestésico local
(lidocaina 2% o mepivacaina 2%), en la articulacion radiocarpiana o intercarpiana,
esta se puede realizar con un abordaje dorsal (se lleva a cabo con el carpo flexionado)
o palmar (se realiza con el miembro en apoyo).

Debido a que la articulacién intercarpiana se comunica con la carpo-metacarpiana, los
anestésicos inyectados desensibilizan ambas articulaciones.

Los puntos de inyeccidn de la articulacion radio carpiana e intercarpiana se localizan
en depresiones palpables hacia lateral y medial del tenddn extensor carpo-radial,
sobre la cara dorsal de cada articulacion. Se realiza con aguja calibre 20 y 25 mm a
mitad de camino entre el extremo distal del radio y la fila proximal de huesos del carpo
(articulacién radio-carpiana) o entre fila proximal y distal de los huesos del carpo
(articulacién intercarpiana).
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Figura 9. Vista craneal de los sitios de inyeccién
del carpo. Las agujas pueden ingresar a la
articulacion radiocarpiana (A 'y B) o
intercarpiana (C y D), en posicion lateral o
medial al tendén extensor carpo-radial. (Baxter,
2014).

Para el diagndstico radiografico, se requiere realizar varias incidencias (incluyendo la
antero-posterior (AP), latero-medial (LM), dorsolateral-palmaromedial oblicua
(DLPMO), dorsomedial-palmarolateral oblicua (DMPLO) y lateromedial flexionada
(LMFlex)), para lograr una completa caracterizacion de las articulaciones carpianas, y
en especial en aquellos casos con fragmentos pequefios. Las imagenes deben ser
evaluadas en busqueda de dano osteocondral (ejemplo, lisis de hueso subcondral),
asi como también cambios osteoartriticos (como por ejemplo, osteofitos, entesofitos y
estrechamiento del espacio articular), ambos miembros deben ser evaluados
radiograficamente porque mas del 50% de todos los caballos con fragmentos
osteocondrales tienen lesiones en ambos carpos (Baxter, 2014).

Figura 10. Imagen radiografica que muestra un
pequefio fragmento sobre la cara distal del
hueso carpo-radial (flecha). (Baxter, 2014).
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Otras lesiones importantes incluyen fracturas mas grandes, fracturas laminares y
conminutas. Las fracturas laminares suelen comprometer todo el carpo, aunque son
mas comunes en el tercer carpiano, pueden afectar también los huesos intermedio del
carpo y carpo-radial. Las fracturas conminutas del carpo, se producen
ocasionalmente, la mayoria de las veces comprometen el tercer carpiano, también
pueden afectar los huesos carpo-radial, intermedio y cuarto-carpiano.

Los caballos que sufren esta fractura suelen ser inestables a nivel axial, requieren
estabilizacion de emergencia y por lo general cirugia para alcanzar la normalidad
como reproductores.

Ademas de la fragmentacion y la fractura del carpo, es comun encontrar lisis del hueso
subcondral que produce dolor.

2.2.3. Tratamiento

Cuando se diagnostica una patologia articular, el objetivo clinico ideal deberia ser no
solo frenar la progresion de la lesion, sino ademas reparar los dafios producidos.

Desafortunadamente los tratamientos convencionales solo pueden aspirar a intentar
enlentecer el progreso de la lesidn y asi demorar que se produzcan cambios
degenerativos en la articulacion.

El tratamiento de las patologias articulares es complejo debido a que las estructuras
que normalmente resultan afectadas, la membrana sinovial, el cartilago articular o el
hueso subcondral, poseen una vascularizacién deficiente.

Alguno de los tratamientos articulares mas utilizados en la clinica equina hasta la
actualidad son basicamente, el uso de corticoides intraarticulares, acido hialurénico,
glucosaminoglicanos polisulfatados, lavados articulares y tratamiento quirdrgico como
la artroscopia. Debido a sus resultados limitados, se plantea la necesidad de disponer
de tratamientos que busquen la reparacidn de los defectos que se pueden producir y
de este modo regenerarse las alteraciones provocadas por los procesos patoldgicos.
Estos tratamientos se engloban dentro de la medicina regenerativa.

La eleccion del tratamiento va a depender de los hallazgos fisicos, el tipo de lesién y
su localizacion, otros factores que se deben tener en cuenta es la edad, el sexo y la
funcion que se pretende del animal.

2.2.3.1. Tratamientos médicos

El tratamiento conservador para caballos con fracturas en astillas no desplazadas,
consta de varias etapas para lograr el éxito del mismo. Se debe iniciar con reposo en
box durante 6 a 12 semanas, a partir de la sexta semana, se pueden realizar
caminatas de tiro a diario. Posterior a este periodo y dependiendo de su evolucion, a
partir del tercer o cuarto mes, se puede comenzar con ejercicio libre. En lo que
respecta al entrenamiento propiamente dicho se podria iniciar a partir del 6 u 8 mes
de producida la lesion, periodo que puede ser suficiente para permitir la cicatrizacion
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adecuada de la fractura. Estos tiempos pueden variar dependiendo del tipo y tamafio
de la lesion.

Los AINES, como la fenilbutazona o flunixin de meglumine, pueden ser utilizados en
un primer momento para disminuir el proceso inflamatorio agudo. La aplicacion
intrasinovial de corticoides (triamcinolona, flumetazona entre otros) también es
utilizada, aunque esta maniobra retrasa el proceso de cicatrizacidon y enmascara los
signos inflamatorios, con mayor frecuencia se utilizan los corticoides intraarticulares,
para lograr un regreso mas rapido a la actividad deportiva del caballo.

Las inyecciones intrasinoviales o intravenosas de 4acido hialurénico y las
intramusculares de glucosaminoglicanos polisulfatados, pueden ser beneficiosas para
disminuir la sinovitis, la destruccion progresiva del cartilago y la formacion de
osteofitos. También se han utilizado tratamientos auxiliares como revulsivos tépicos y
herrajes correctivos, pudiendo ser beneficiosos.

Otra técnica utilizada como tratamiento para determinadas patologias articulares, es
el lavado articular, el mismo es utilizado por ejemplo en artritis sépticas o para eliminar
desechos cartilaginosos. Este se puede realizar con el paciente en estacién o bajo
efectos de anestesia general. Se rasura y se prepara asépticamente la articulacion,
posteriormente se introducen dos agujas calibre 12 a 14 G en la zona. Por una de
ellas colocamos suero fisiolégico y por la otra, sale el mismo con los desechos que se
encontraban en la respectiva articulacion. Una vez efectuado el lavado, se pueden
administrar alguno de los farmacos antes mencionados, como por ejemplo acido
hialurénico. Los resultados clinicos en caso de sinovitis aguda, son realmente
gratificantes.

2.2.3.2. Abordaje Quirurgico

La artroscopia se ha convertido en una importante herramienta para el diagndstico y
el tratamiento de las alteraciones ortopédicas de varios espacios sinoviales en el
equino. Esta técnica posee varias ventajas; es minimamente invasiva, brinda
informacion detallada sobre las estructuras intrasinoviales accesibles, permite el
tratamiento directo de diversas lesiones en estas estructuras, y la eliminacion
concurrente de enzimas inflamatorias degradantes mediante el lavado. Pero también
tiene sus desventajas; como la necesidad de realizarlo bajo anestesia general, el costo
del equipamiento requerido y por ultimo la dificultad de la técnica.

La cirugia artroscépica siempre debe realizarse bajo condiciones asépticas rigurosas.
Es esencial contar con un equipo de buena calidad y que el cirujano tenga un buen
conocimiento anatomico, de la técnica y la coordinacidon necesaria para llevarla a cabo
(Walmsley, 2004).

Una vez que el caballo se encuentre bajo anestesia general, la mayoria de los
cirujanos prefieren que al animal se lo coloque en decubito dorsal, para facilitar el
acceso tanto por la puerta artroscopica medial como lateral de ambos carpos, sin
movilizar al caballo y para disminuir la hemorragia intraquirurgica. Después de colocar
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los campos estériles, se flexiona la articulacion en 70° de forma tal que las
articulaciones radiocarpianas e intercarpianas puedan identificarse.

La localizacion del portal por el cual debe ingresar el artroscopio, se realiza sobre el
punto opuesto a la ubicacion de la lesion.

En el carpo las incisiones cutaneas se realizan dorsalmente, en la depresion entre el
tenddn extensor carpo-radial y el tenddn extensor digital comun lateralmente, y medial
al tendon extensor carpo-radial, entre la fila distal y medial de los huesos carpianos
(Stashak, 2004; Walmsley, 2004).

Una vez efectuadas las incisiones cutdneas en sus respectivas localizaciones se
procede a distenderse la articulacidn con suero fisioldgico, para posteriormente incidir
la capsula articular e ingresar con el artroscopio.

Con el artroscopio ya en la luz articular se debe realizar una exploracién completa
para identificar las lesiones esperadas y las no esperadas. Luego de localizadas las
lesiones son evaluadas con el fin de realizar el procedimiento que corresponda,
dependiendo de dicha lesién. Siempre en lo posible el hueso anormal y el cartilago
desgastado se extraen hasta encontrar hueso normal y se lava las articulaciones con
un gran volumen de solucién fisiolégica estéril para eliminar los desechos. En general
la membrana sinovial no se retira a no ser que exista un proceso infeccioso o se
presente una gran irritacion focal.

Posterior a esto, se realiza una exploracion final para corroborar que todo haya salido
bien. Luego se sutura la piel incidida con uno o dos puntos simples (con material no
absorbible, monofilamento) y se realiza un vendaje que se debe mantener hasta que
se quiten los puntos (10 dias aproximadamente).

Figura 11. Campos quirurgicos estériles (A) y posicionamiento del artroscopio en articulacién
intercarpiana (B). (Fuente propia)
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2.2.3.3. Terapias fisicas
La rehabilitacién y la fisioterapia, son modalidades que cada vez se extienden mas en
la clinica equina ya que tienen un papel importante en el mejoramiento del
rendimiento, la prevencién de lesiones o el restablecimiento de la funcién completa
durante la recuperacién de una lesién (Baxter, 2014). Ademas de los habituales
protocolos de rehabilitacion que incluyen diversos grados de actividad fisica y distintos
tipos de ejercicios, existen cada vez mas opciones de terapias fisicas.

Algunos ejemplos son crioterapia, termoterapia, ondas de choque extra corporales,
laser de bajo nivel, ultrasonido terapéutico, las distintas modalidades de hidroterapia
o el uso de dispositivos y ejercicios para mejorar la propiocepcion.

Estos métodos parecen tener un potencial beneficioso para los pacientes, aunque
todavia se sabe poco sobre que método es el mas adecuado para cada situacion en
particular, por lo que para su uso apropiado se requiere identificar previamente el
problema y los objetivos de la rehabilitacion; cada caso particular, la fase de la
patologia en que se encuentra y los objetivos a lograr durante la misma, requiere un
protocolo de rehabilitacién concreto (Porter, 2005;Haussler y King, 2016;Kaneps
2016;Barrachina., 2017).

Figura 12. Técnica de terapia manual por movilizaciéon. Una combinacion de técnicas de movilizacion
fisioldgica pasiva y accesoria pasiva es aplicada en el carpo para aumentar el rango de movimiento en
flexién. El carpo es flexionado, el radio es estabilizado y se aplican movimientos hacia media (A) y
lateral (B) hasta el final del rango a través del tercer metacarpiano. (Fuente propia)
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2.2.3.4. Terapias regenerativas

La base de estos tratamientos es aprovechar los procesos de regeneracion que se
producen de manera fisioldgica en el organismo, mediante la activacidn y potenciacion
de una gran variedad de moléculas enddogenas que intervienen en los mismos,
intentando restaurar la funcion del tejido dafiado. Lo que se plantea con estas
estrategias para el tratamiento de este tipo de lesiones, es utilizar células y factores
que ayuden a la regeneracion de la matriz extracelular que conforman el tejido dafiado
para que lo haga de la forma mas parecida al original.

Los preparados “autdlogos” que pueden aportar factores de crecimiento al tejido
lesionado son el uso de células madre mesenquimales (CMM) y plasma rico en
plaquetas (PRP) (Hernandez, 2017). El PRP es un preparado hematoldégico que se
obtiene por centrifugacion de la sangre extraida con anticoagulantes del mismo
paciente (Carmonay Lopez, 2011). El producto final de dicho proceso contiene células
madre, mediadores anabdlicos y otras proteinas mitogénicas que atraen otros
componentes participantes de la reparacion articular (Robinson y Sprayberry 2012;
Reynals, Cortez y Rosatti, 2019). Las plaquetas son una fuente de factores de
crecimiento y otras proteinas que estimulan la reparacidén tisular, reducen la
inflamacion, inducen quimiotaxis en células mesenquimales, causan proliferacion y
diferenciacion celular, y favorecen la neovascularizacion (Sandoval, Lopez y
Carmona, 2013; Reynals et al., 2019).

2.3.Células madre

Las células madre son aquellas células indiferenciadas, presentes en distintos tejidos
y durante distintas fases del desarrollo, con capacidad auto renovadora y de
diferenciarse a otros tipos celulares.

Las ceélulas madre presentan dos tipos de divisiones, simétrica y asimétrica. En la
division simétrica se dividen para dar dos células hijas que conservan las mismas
propiedades de células madre; mientras que la divisiébn asimétrica da lugar a células
progenitoras en un estado mas diferenciado que las células madre iniciales,
proporcionando la capacidad de diferenciacion de las células madre (Whitworth y
Banks, 2014).

Las clasificaciones mas conocidas son las que se refieren a su potencial de
diferenciacion y a su origen (Bongso y Eng, 2011).

Segun su potencial de diferenciacion podemos clasificar a las células madre en:

- Totipotentes: tienen potencial para dar lugar a tejidos embrionarios y en
cualquiera de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y
ectodermo) y los anexos embrionarios.

- Pluripotentes: pueden diferenciarse a tipos celulares de cualquiera de las tres
capas embrionarias.
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- Multipotentes: son capaces de diferenciarse a distintos tipos de células
especializadas presente en un tejido u 6érgano habitualmente de la misma linea
celular de ascendencia embrionaria.

- Unipotentes: solo son capaces de diferenciarse al tipo celular del tejido donde
residen.

Otras formas de clasificar a las células madre es teniendo en cuenta el origen de
donde proceden:

- Células Madre Embrionarias: son las células encontradas en las primeras fases
del embrion y son pluripotentes.

- Células Madre Adultas: estan en tejidos y 6rganos de los individuos adultos y
son multipotentes.
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+ Potencial de diferenciarse a células » Potencial de diferenciarse a células
del linaje ectodérmico, endodérmico del linaje de ascendencia, ej.
y mesodérmico. mesodermo.*
* Capacidad de formar todo los tipos +  En el caso de células unipotentes
celulares de un individuo adulto. tienen capacidad de diferenciarse a
+ Alta capacidad de autorrenovacion in un tipo celular adulto.
vitro. + Limitada capacidad de
« Potencialmente pueden formar autorrenovacion in vitro.

\ teratomas in vivo. / + En el caso de MSCs son capaces de
modaular la respuesta inmune. /

b v

Potencial utilidad Potencial utilidad
« Desarrollo de modelos de * Uso terapéutico para promover la
enfermedades in vitro. regeneracion tisular.
+ Desarrollo de modelos in vitro para + Uso terapéutico inmunomodulador.
prueba de farmacos. + Desarrollo de modelos in vitro para
./ estudiar la regeneracion tisular.

Figura 13. “Esquema de la clasificacion de las células madre por su capacidad de diferenciacion. Se
mencionan principales caracteristicas, utilidades terapéuticas y biotecnolégicas conocidas en la
actualidad, existe el fendmeno de trans diferenciacion in vitro de las MSCs” (Yaneselli, 2019).
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2.3.1. Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales (CMM) conocidas en la literatura internacional
como mesenchymal stromal/stemcells (MSCs) son células madre adultas que derivan
de la capa embrionaria del mesodermo, por lo que van a ser capaces de diferenciarse
a células que conforman los tejidos derivados de esa misma capa, como son hueso,
cartilago, musculo, estroma medular, tendones, ligamentos, tejido adiposo y otros
tejidos conectivos. La capacidad de diferenciacion de estas células no parece limitarse
a estos tejidos, ya que también se ha desarrollado capacidad de diferenciacién a
células de otras capas, como por ejemplo tejido neurogénico, células pancreaticas o
células hepaticas. (Karnieli, 2007).

Las CMM pueden encontrarse en una gran variedad de tejidos del individuo, como
médula 6sea, tejido adiposo, musculo, periostio, sangre periférica, corazén, pulmon,
rindn, cerebro, timo, pancreas, piel, tejido dentales, tendon, membrana sinovial y
liquido sinovial (De Sousa, Casado, Moura, Duarte y Aguiar, 2014), entre otros. De
hecho, por su gran capacidad de migracion, se considera que las células madre
mesenquimales estan presentes en practicamente todo el organismo, encontrandose
en nichos perivasculares, listas para salir al torrente sanguineo y desplazarse a donde
sea necesario (Da Silva Meirelles, Chagastelles y Nardi, 2006). Ademas, también
pueden encontrarse en algunos tejidos neonatales y asociadas al nacimiento, como
sangre, cordon umbilical, liquido amnidtico o la placenta (Barrachina, 2017).

Actualmente las CMM que se estudian con mayor frecuencia, por su facil acceso, son
las derivadas de médula ésea y tejido adiposo, de las cuales profundizaremos, ya que
son las de interés en la presente tesis. También hay un creciente interés en las CMM
derivadas de tejido neonatales por su obtenciéon no invasiva, su mayor potencia de
proliferacion y su baja inmunogenicidad (De Schauwer et al., 2014; Li, Xia, Gao, Chen
y Xu, 2015c).

2.3.1.1. Caracteristicas de las Células Madre Mesenquimales

Con el fin de estandarizar el estudio de las CMM, la sociedad internacional de terapia
celular (ISCT) propuso los requisitos que las células deben cumplir (Dominici et al.,
2006).

1- Capacidad de adherencia al plastico del material de cultivo.
2- Expresion de ciertos marcadores de superficie (inmunofenotipo):

- Positivos: mas de un 95% de las células deben mostrar en su superficie
lasmoléculas de CD 105 (endoglina), CD 73 (SH2 y SH3), CD 90 (Thy-1).

- Negativos: debe ser menos de un 2 % de células positivas para CD 45
(marcador de leucocitos y células endoteliales), CD 34 (marcador
hematopoyético), CD 14 o CD 11b y CD 79a o CD 19 o HLA-DR (MHC-II).

3- Multipotencia: capacidad de diferenciarse a osteoblasto, adipocito y condrocito.

Estos criterios se definieron estrictamente para la especie humana, pero para los
animales como criterio de referencia se menciona a la prueba de mutipotencialidad in
vitro conocida como el ensayo de tridiferenciacion in vitro. Debido que la mulitpotencia
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es el criterio de referencia, vamos a desarrollar esta capacidad de las CMM para
diferenciarse a linajes celulares mesenquimales cuando son sometidas a estimulos
apropiados. Ademas de los tipos celulares mencionados anteriormente (osteoblastos,
condroblasto, y adipocitos), las CMM han demostrado capacidad para diferenciarse a
tenocitos (Gomiero et al., 2016), miocitos de musculo esquelético (Gang et al., 2004)
y otras células del mesodermo visceral (Kim y Cho, 2013).

Algunos estudios in vitro han mostrado que ademas son capaces de dar lugar a
hepatocitos (Aurich et al., 2009; Sawitza, Kordes, Gotze, Herebian y Haussinger,
2015), cardiomiocitos (Toma, Pittenger, Cahill, Byrne y Kesseler, 2002), o neuronas
(Cruz Villagran, Amelse, Neilsen, Dunlap y Dhar,2014; Song et al., 2019). Por ello, su
potencial de diferenciacién ha promovido el estudio de su aplicacién en distintas
patologias, como las de aparato locomotor, bajo la premisa de que las CMM se
diferenciaran a células del tejido afectado y se integraran al mismo. De esta forma son
capaces de regenerar la lesidon con un tejido de caracteristicas muy similares a las del
origen, y no a un tejido cicatricial, pobre en propiedades biomecanicas (Barrachina,
2017).
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Figura 14. Representacién esquematica del potencial de diferenciacion de las CMM. Ademas de su
capacidad para diferenciarse a los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico, las CMM son
capaces de dar lugar a células de linajes derivados de otras capas embrionarias. (Golpanian et al.,
2016).



2.3.1.2. Mecanismos de Accion Terapéutica de las Células Madre
Mesenquimales

Se ha comprobado que solo un bajo porcentaje de estas células son capaces de
integrarse a un tejido y diferenciarse, lo cual no bastaria para justificar los efectos
beneficiosos observados (Prockop, 2007). Las propiedades responsables de los
efectos beneficiosos son, el potencial de diferenciacion y sus mecanismos paracrinos,
que se basa en la secrecion por parte de las CMM de diversas moléculas con
funciones reguladoras.

En primer lugar, las CMM tiene la capacidad de migrar hacia los tejidos dafiados
cuando son administradas de forma sistémica. Esta propiedad se atribuye a la
expresion de distintos factores de crecimiento quimioquinas y receptores de la matriz
extracelular en la superficie celular. Las CMM migran hacia los lugares de inflamacién
y se unen en las células endoteliales activas, para pasar del torrente sanguineo o al
tejido danado. Estas también pueden unirse a componentes de la matriz extracelular,
expresados por los tejidos dafiados, o que se considera clave en la migracion y
anidamiento en el tejido de las CMM (Ruster et al., 2006; Ponte et al., 2007). Pese a
que la capacidad de diferenciacion de las CMM esta bien documentada in vitro y
sugiere un potencial terapéutico de estas células, es complicado evaluar esta
capacidad in vivo. En diversos modelos animales se ha observado que las células
permanecen en el sito de inyeccién cuando son administradas localmente de 2 a 4
semanas, mientras que la administracion sistémica (intravenosa) conduce a un
importante secuestro de las células en el pulmén dentro de las horas siguientes a la
administracién, pero los efectos sistémicos pueden ser observados durante semanas
(Lee et al., 2009; Consentius, Reinke y Volk, 2015).En casos articulares, las CMM son
capaces de integrarse en tejidos como meniscos o la membrana sinovial pero no al
cartilago (Murphy, Fink, Hunziker y Barry, 2003), otros estudios en modelos equinos
mostraron presencia de CMM en cartilago, hasta 6 meses después de su
administracién (Mokbel et al., 2011).Resumiendo, la administracién intralesional,
concretamente en tejidos del sistema musculo esquelético, permite una retencion de
las CMM en la lesién y una supervivencia mas prolongada mientras que la
administracién sistémica aporta solo un porcentaje bajo de CMM en la lesién y va
asociado a una vida media corta de las células.

En segundo lugar, las CMM son capaces de secretar una gran variedad de
mediadores que van a participar en la regulacion de distintos procesos. Los efectos
derivados de esta actividad paracrina pueden derivarse en tréficos, anti-fibréticos, de
quimio-atraccion e inmunomoduladores. El efecto tréfico esta dado porque secretan
moléculas capaces de limitar la apoptosis de otros tipos celulares sometidos a
diferentes condiciones de dano, lo que se traduce terapéuticamente en un efecto anti-
apoptético, reduciendo la muerte celular en el tejido dafiado. Estos factores aumentan
en situaciones de hipoxia como la que tendria lugar al inicio del dano tisular. Esto
sugiere que las CMM podrian actuar limitando el dafio en la fase inicial de la lesién
(Rehman et al., 2004). A su vez en situaciones de dafo tisular, las CMM son capaces
de reclutar y mantener a precursores de las células del tejido dafiado. También tienen
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accioén pro-angiogénica, capaz de restablecer el flujo sanguineo al tejido dafiado,
fundamental para su recuperacion. Ademas de los mediadores pro-angiogénicos y
anti-apoptoticos, aportan componentes de la matriz extracelular que sirven como
substrato para las células endoteliales en los nuevos vasos (Sorrell, Baber y Caplan,
2009).

Por otra parte, tiene un efecto antifibrético (anti-cicatrizal) cuyos mecanismos
moleculares de este proceso, no se conocen totalmente. Esta propiedad explica los
mejores resultados que se obtienen al administrar de forma temprana CMM, antes que
la fibrosis del tejido sea excesiva (Da Silva Meirelles et al., 2009). Esto es de suma
importancia, ya que el sistema locomotor, en su proceso de reparacion tras una lesion
conduce a la formacion de tejido de cicatrizacion con caracteristicas inferiores al de
origen.

Para finalizar, existe una gran variedad de moléculas quimio-atrayentes que son
secretadas por las CMM, las células dianas de estas moléculas van a ser atraidas al
lugar de la lesioén para ejercer sus correspondientes funciones (Da Silva Meirelles et
al., 2009).
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Figura 15. Representacion esquematica de las diferentes acciones que pueden ejercer las CMM
mediante la secrecidn paracrina de diversas moléculas. (da Silva Meirelles et al., 2006).

2.3.1.3. Propiedades inmunomoduladoras de las Células Madre
Mesenquimales

Una caracteristica que ha adquirido gran relevancia en la actualidad es la relacién de
estas células con el sistema inmune, dada por su potente capacidad
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inmunomoduladora sobre las células del mismo, demostrado por la inhibicion de la
proliferacion de los Linfocitos T activos y la secrecion de citoquinas proinflamatorias
por parte de los mismos (Aggarwal y Pittenger, 2005). Ademas, son capaces de inhibir
la produccion de anticuerpos por parte de los Linfocitos B y su proliferacién (Corcione,
2006), asi como la maduracioén, activacion y presentacion antigénica por parte de las
células dendriticas. Las CMM son capaces de inhibir la activacion de las células
natural killer y de modular las funciones de los macréfagos. Estos efectos son
ejercidos principalmente por mecanismos paracrinos, pero también es fundamental el
contacto célula-célula. En un principio éstos se observaron in vitro, en la actualidad
también se observan in vivo dado el numero creciente de estos estudios
experimentales. Todo esto le confiere alas CMM un gran potencial para el tratamiento
de patologias en las que el sistema inmune vy la inflamacion tienen un papel central
(Barrachina, 2017).

Por ejemplo, en casos de OA, donde se presenta un complejo ambiente de
desequilibro anaerdbico y catabdlico en el que la inflamacioén tiene un papel central,
las propiedades reguladoras y antiinflamatorias de las CMM conforman una potencial
herramienta terapéutica (Barry y Murphy, 2013), lo que ademas explicaria los efectos
beneficiosos observados en el cartilago lesionado pese a la baja capacidad que
parecen tener las CMM para implantarse en el mismo (Murphy, 2003).

2.3.1.4. Uso terapéutico de las CMM en patologias articulares

equinas
2.3.1.41. Potencial de las CMM en el tratamiento de patologias
articulares

Vistas las propiedades de las CMM y en qué mecanismos se basa su potencial
terapéutico, estas constituyen una herramienta con gran futuro para el tratamiento de
las patologias articulares en el equino, presentando gran interés para la medicina
regenerativa de uso veterinario. En la actualidad se considera que el potencial
terapéutico de las CMM reside principalmente en sus propiedades paracrinas y de
contacto intracelular que permite disminuir el dafio, modular la regeneracion tisular; es
decir a las células madre progenitoras del tejido lesionado y al sistema inmune, pero
se describe en varios casos un efecto transitorio (Yaneselli, 2019). Se debe seguir
investigando para lograr comprender en su totalidad la accion terapéutica de estas
células y asi poder optimizar sus distintas variables; el origen, dosis a utilizar, modo,
momento y numero de administracion.

Ademas del potencial antiinflamatorio y de la estimulaciéon de la regeneracion
enddgena del cartilago, cabe recordar que las CMM podrian diferenciarse in vivo y
reemplazar de forma directa el cartilago dafiado, aunque este mecanismo podria
conllevar a una reduccion de su potencial inmunosupresor y un posible aumento en
su inmunogenicidad (Lohan et al., 2014).
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Figura 16. “Esquema de la terapia celular utilizando CMM. Las células pueden ser obtenidas de diversos
tejidos, con mayor frecuencia de médula ésea o tejido adiposo, tanto del paciente o de un donante de
la misma especie. Posteriormente, deben ser propagadas in vitro para aumentar su capacidad inicial y
poder ser acondicionadas para la terapia celular. Otra opcién, es contar con CMM en un biobanco y al
momento de ser requeridas pueden propagarse rapidamente y aplicadas. Los biobancos
potencialmente pueden acortar los tiempos de tratamiento para el paciente debido a que ya se realizé
previamente el aislamiento y propagacion inicial, permitiendo almacenar un gran ndmero de células.”
(Yaneselli, 2019).

En la actualidad existe un gran numero de estudios sobre los efectos de las CMM
administradas de forma intraarticular como tratamiento de distintas patologias
articulares en equinos (Frisbie y Smith, 2009; Tyrnenopoulou et al.,2015; Gugjoo et
al.,2019; Mohammed et al., 2018). La mayoria de ellos se centran en el uso de CMM
autdlogas, mientras que otros comenzaron a explorar el efecto de las CMM alogénicas
(como es el caso de esta tesis de grado) como estrategia terapéutica por sus
ventajas(Ferris,2009;Broeckx et al.,2014; Mohammed et al., 2018;Gugjoo et al.,
2019).Hasta la fecha también se ha estudiado el uso repetido de las CMM, ya que hay
autores que reportaron que la administracion de varias dosis de CMM puede aumentar
sus efectos beneficiosos (Hatsushika et al., 2014).El uso repetido de CMM alogénicas
combinadas de varios donantes, en articulaciones equinas sanas han demostrado ser
seguras en términos de respuestas clinicas (Ardanaz et al.,2016). Otros estudios
también en articulaciones sanas de caballos han mostrado una ligera reaccion
inflamatoria local tras la inyeccién intraarticular de CMM (Whitworth y Banks, 2014),
tanto autélogas como alogénicas. Es por esto que se debe considerar la
inmunogenicidad de las CMM y la posibilidad de que induzcan memoria inmunoldgica.

Nuestro estudio se basé en CMM alogénicas derivadas de tejido adiposo, las cuales
junto a las CMM derivadas de médula 6sea son utilizadas para tratamientos de
lesiones osteoarticualres (Frisbie y Smith, 2009), mientras que las CMM derivadas de
médula 6sea también son utilizadas para tratar tendinopatias (Smith, 2006). El uso de
las CMM alogénicas en patologias articulares equinas es ilimitado, y parece que su
administracion intraarticular es segura en términos de efectos adversos. Otro hallazgo
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importante sobre su aplicacién intraarticular es que promueven la regeneracion de la
matriz cartilaginosa y disminuyen el progreso degenerativo debido a su poder
inmunosupresor y a su capacidad de diferenciacion (Broeckx et al., 2014). Frisbiey
Smith, 2009, realizé un estudio en el cual, por medio de artroscopia realizé
microfracturas osteocondrales y posteriormente las trato con CMM. Los resultados
indicaron mejoras en los niveles de prostaglandina E2 en el liquido sinovial en
respuesta al tratamiento con CMM de médula 6sea, mientras que aquellas tratadas
con CMM de tejido adiposo demostraron una respuesta negativa debido al aumento
de TNFa en el liquido sinovial. La implantacién de CMM de médula ésea junto con la
técnica de microfractura por artroscopia genera una respuesta beneficiosa tanto
clinica como histoldgica. Aunque la microfractura puede hacer que las células madre
estén disponibles, su numero puede ser insuficiente para causar la regeneracién
deseada en dicha lesion (Fortier et al., 2010).

Por estos motivos se llegd a la conclusion que su combinacién es la que produce
resultados mas alentadores. Efectos benéficos han sido observados en el tratamiento
de estas patologias, sobre todo a corto plazo, pero esto no logra mantenerse de forma
prolongada, lo que quizas podria mejorarse empleando dosis repetidas de CMM. En
casos de osteoartritis en distintas articulaciones, se reveldé que la combinacién de
CMM alogénicas indiferenciadas o diferenciadas a condrocitos, y el PRP mejoraba el
resultado clinico tanto a corto plazo (6 semanas) como a largo plazo (12 meses)
(Broeckx et al., 2014b), juntos mejoran la funcionalidad y el sostén de la articulacion
dafiada, de 6 semanas a 6 meses (Fortier et al., 2010). El uso de las CMM
diferenciadas a condrocitos logré un mayor porcentaje de animales que recuperaban
su actividad previa (Barrachina, 2017).

Resumiendo, la administracion unica o repetida de CMM autdlogas o alogénicas en
articulaciones equinas sanas, han demostrado ser seguras, pero en ocasiones puede
inducir una respuesta inflamatoria local transitoria de ligera a moderada. Los efectos
benéficos se observan sobre todo a corto plazo, pero la combinacion de CMM
alogénicas indiferenciadas o diferenciadas a condrocitos, junto con PRP, mejoran los
resultados clinicos tanto a corto como largo plazo. La seguridad de las CMM
alogénicas es una gran ventaja para su uso terapéutico, pero vale la pena remarcar
que la inmunogenicidad de las CMM alogénicas es un punto clave a estudiar para
lograr terapias alogénicas seguras y efectivas, ya que éstas pueden generar cierta
respuesta inmune no deseada por parte del paciente. El desarrollo de estrategias para
reducir la inmunogenicidad, como el estudio de compatibilidad entre donante y
receptor o la manipulacion genética de CMM, necesitan seguir siendo investigadas
(Lohan et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

Estudiar el efecto de aplicaciéon intraarticular de CMM-TA alogénicas mediante
examen clinico y paraclinico en lesiones osteocondrales inducidas quirdrgicamente
en equinos.

3.2. Objetivos especificos:

1. Realizar la técnica de microfractura osteocondral intraarticular mediante
artroscopia como modelo de técnica para ensayos experimentales en equinos.

2. Evaluar periddicamente la evolucién clinica y paraclinica de los animales con
microfractura osteocondral intraarticular inducida.

3. Evaluar periodicamente la evolucién clinica y paraclinica de los animales que
recibieron intraarticular CMM-TA alogénicas con la lesion inducida.

4. Comparar el efecto sobre la articulacion que recibe la aplicacion de las CMM-TA
alogénicas y la de control.
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4. HIPOTESIS

La utilizacion de una terapia celular mediante la aplicacion de CMM alogénicas en

lesiones osteocondrales, tendra un efecto terapéutico a nivel articular promoviendo la
regeneracion articular.
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5. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el Hospital de la Facultad de Veterinaria (Area de Asistencia
de Equinos y Quiréfano de Grandes Animales), y en los Laboratorios de cultivos
celulares de la Unidad de Inmunologia e Inmunoterapia y Analisis Clinicos, llevandose
a cabo mediante un equipo de trabajo que constaba de un cirujano veterinario, un
anestesista veterinario y un grupo de estudiantes avanzados. Los procedimientos y
técnicas que se utilizaron en este proyecto contaron con la autorizacién de la Comision
Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA) - N°exp. CEUAFVET-PI27 EXP
111130001661-13.

5.1. Animales

Se utilizaron 6 caballos adultos clinicamente sanos, de raza mestiza, de entre 3 a 10
afios de edad y 290-350 kg de peso, quienes tuvieron un periodo de adaptacion y
fueron evaluados clinica y radiolégicamente previos al inicio del estudio. Se evaluaron
los parametros vitales (frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura
corporal, estado de hidratacion, sensorio y examen de claudicacién) y parametros de
laboratorio (hemograma, leucograma y perfil bioquimico) para incluir los animales en
el estudio.

5.2. Aislamiento de CMM-TA equinas

Para el aislamiento de CMM-TA equinas la grasa se tomd post mortem de muestras
de frigorifico y se utiliz6 un protocolo estandar de cultivo celular y caracterizacion
descripto en la siguiente publicacidon del grupo de trabajo Yaneselli, 2018.

5.3.Instrumental de cirugia y artroscépico

En el procedimiento quirurgico fue utilizado instrumental basico de cirugia y equipo de
artroscopia estandar tamafo 5,5 mm, compuesto por éptica de vision foroblicua
panoramica gran angular (Wolf) 30°, 4 mm de diametro, 18 cm de longitud,
esterilizable, con conductor de luz de fibra éptica incorporado; vaina de artroscopio
high-flow, con cierre rapido de 6ptica, 5,5 mm de diametro, 13,5 cm de longitud, dos
llaves, giratoria, para utilizar con una éptica (Wolf) de 30° y bomba de fluidos para
irrigar.

Para provocar la microlesion osteocondral de 8 mm de longitud y 2 mm de profundidad
se utilizé un osteotomo plano, con filo bilateral, de 4 mm de ancho, 19 cm de longitud
y martillo de metal de Cottle de 18 cm de longitud.

La incision realizada fue cerrada con sutura monofilamento no absorbible.

5.4.Procedimiento quirargico para inducir la microlesion osteocondral por
artroscopia.

El procedimiento quirurgico se llevo a cabo el dia 0 (T-0), por unica vez, a todos los
animales, en el Quiréfano de Grandes Animales del Hospital de la Facultad de
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Veterinaria, mediante un equipo de trabajo que constaba de un cirujano veterinario,
un anestesista veterinario y un grupo de estudiantes avanzados.

Se realizé evaluacién pre-quirdrgica tomando los siguientes parametros clinicos:
frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura rectal y peso.

Preparacién pre-quirurgica del paciente:

- Colocacién de catéter 14G, en vena yugular izquierda.

- Administracion de antibiéticos de amplio espectro, gentamicina (6,6 mg/kg, 1/V),
penicilina-estreptomicina (22000 Ul/kg, I/M) y antiinflamatorios no esteroideos,
fenilbutazona (2,2 mg/kg, 1/V).

- Tricotomia en la region del carpo de ambos miembros anteriores.

- Ingreso a box de derribo para llevar a cabo la preanestesia con xilazina
(1,1mg/kg, I/V) y el derribo farmacolégico con diazepam (0,05 mg/kg, I/V),
ketamina (2,2 mg/kg, 1/V) y butorfanol (0,02 mg/kg, I/V).

- Posteriormente, se llevé a cabo la intubacion endotraqueal del equino para el
mantenimiento de la anestesia general con isoflurano, e ingreso a quirdfano,
siendo posicionado en decubito dorsal.

- Por ultimo, se realiz6 el posicionamiento de la articulaciéon en un angulo de 70°
y la asepsia de la region a intervenir con iodopovidona 10%, alcohol 70%.

A continuacién, se practico la artroscopia mediante la técnica de triangulacién en la
articulacion intercarpiana de ambos miembros anteriores, en la region distal del hueso
carpo-radial; realizando una microlesion de 8mm de longitud segun lo descrito por
Mcllwraith (1998). La técnica de triangulacion consiste en la introduccion de uno o mas
instrumentos quirurgicos a través de portales separados al utilizado por el artroscopio
y dirigiéndolos hacia el campo visual del mismo. A diferencia de otras articulaciones
las incisiones en la piel de estos portales se realizan previo a la distensién de la
articulacion, para evitar dafar las vainas tendinosas. La incision de piel para el portal
lateral se ubica en medio del tenddn extensor carpo-radial y del tenddn extensor digital
comun, para el portal medial se realiza aproximadamente 10 mm medial al tendén
extensor carpo-radial para evitar su vaina tendinosa, ambos tienen entre 6-10 mm de
longitud, son realizadas con hoja de bisturi n® 11 y siempre deben penetrar tejidos
periarticulares y la capsula articular. Posterior a esto se realizé la distension de la
articulacion empleando un volumen de 20 mL. de solucién fisiolégica (NaCl 0,9%).

A continuacién, se realizé la incisidn de la capsula articular mediante una inciso
puncion con bisturi, para que luego sea introducida la vaina con el trocar romo a través
de la capsula fibrosa de la articulacion, con presion manual y movimientos suaves de
torsion. La vaina debe seguir la trayectoria perpendicular del portal creado. Tras esto,
se retird el trocar romo y se introdujo a través de la vaina, la iluminacién al artroscopio.
Se procedié a recuperar la distension intraarticular por medio de la bomba de fluidos,
ya que se habia perdido la presién con las maniobras anteriores. Luego se localizé la
cara distal del hueso carporadial, donde se procedié a realizar la microlesién
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osteocondral. Posterior a esto se realizd la sutura de las incisiones cutaneas
realizadas.

Al finalizar la cirugia se realizd un vendaje ligero desde proximal del carpo hasta mitad
de cana, colocando una gasa embebida en solucion antiséptica (iodopovidona 10%)
sobre la incisidn quirurgica, luego algodén y venda Vetrap® por encima de la misma,
se mantuvo al animal en reposo durante 4 a 5 horas en box del Hospital de Facultad
de Veterinaria, con monitoreo regular de parametros vitales, para controlar la
evolucion post-quirdrgica. A posteriori se los colocd en corrales de 7x7 metros
aproximadamente o atados a estaca en el predio de Facultad con movilidad limitada.

A todos los equinos luego de la cirugia se les administré como tratamiento tradicional
(TT) antiinflamatorios no esteroideos (Fenilbutazona, 2,2 mg/kg I/V cada 24 horas) y
antibidticos de amplio espectro (Gentamicina, 6,6 mg/kg I/V cada 24 horas y
Penicilina-Estreptomicina, 22000 Ul I/M cada 12 horas), durante una semana.

5.5. Aplicacion de CMM intraarticular

Al dia 15 post-quirurgico (T-15) en el Hospital de la Facultad de Veterinaria, por unica
vez se inyectaron en la articulacion intercarpiana izquierda 1 x 106 CMM-TA
alogénicas resuspendidas en 2 mL. de solucion fisiolégica (NaCl 0,9%), con el animal
en estacion, bajo sedacion realizada con xilazina (1,1mg/kg, I/V), y el miembro en
semiflexion, realizandole la asepsia correspondiente en la regién del carpo con
iodopovidona 10% y alcohol 70%, previo a la inyeccién. En la articulacién intercarpiana
derecha para ser utilizada como miembro control en el mismo animal, se inyecto
solucién fisioldgica (NaCl 0,9%), el mismo volumen total que en el miembro izquierdo.
Posterior a la aplicacion se colocé un vendaje ligero con gasas con antiséptico y
Vetrap® por encima de las mismas, involucrando la articulacion del carpo y se mantuvo
al animal en reposo en box durante 4 a 5 horas.

5.6.Evaluacion clinica

Se realizaron evaluaciones clinicas quincenalmente los dias (T-15), (T-30), (T-45), (T-
60), (T-75), (T-90), evaluando frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, sensorio,
respuesta de dolor a la palpacion, temperatura local y circunferencia articular, marcha
al paso y al trote, buscando indicios de claudicacion. A los resultados obtenidos se les
asigno un score especifico para cada categoria, tomados como ejemplo y modificados
de Van Loon et al., 2010, para scores clinicos referenciados al dolor, de American
Association of Equine Practitioners (AAEP) para claudicacién y Mokbel et al., 2011,
para scores paraclinicos referenciados al aparato locomotor. Estos fueron realizados
para reflejar cambios no deseados con respecto a valores normales, siendo el valor
“0" el nulo o el deseado y aumentando el valor con respecto a la gravedad del
parametro evaluado.

A continuacion, detallamos los scores clinicos utilizados:
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Scores Clinicos: (Parametros y estado corporal) 0-3 (Ver Anexo 1.1)
Scores Clinicos: (Dolor) 0-3 (Van Loon et al., 2010) (Ver Anexo 1.2)
Scores Clinicos: (Especifico de Aparato Locomotor) 0-5 (Ver Anexo 1.3)

5.7.Evaluacién Radiolégica

Las evaluaciones se realizaron quincenalmente los dias (T-15), (T-30), (T-45), (T-60),
(T-75), (T-90). El estudio radioldgico consistié en 6 incidencias incluyendo la antero-
posterior (AP), latero-medial (LM), dorsolateral-palmaromedial oblicua (DLPMO),
dorsomedial-palmarolateral oblicua (DMPLO) y Lateromedial flexionada (LMFlex).
Una vez evaluada la presencia o no de alteraciones radiologicas, se les asigné un
score utilizando el mismo criterio que para los scores clinicos, como se detalla a
continuacion:

Score Paraclinicos: (Aparato Locomotor) 0-4 (Ver Anexo 2.1)
Dentro del score paraclinico de Ap. Locomotor también fue incluida la evaluacién de
la temperatura local de la articulacidén en cuestion.

5.8.Evaluacion de Analisis de Laboratorio

Las evaluaciones se realizaron quincenalmente los dias (T-15), (T-30), (T-45), (T-60),
(T-75), (T-90). Consistio en el estudio de sangre venosa (vena yugular) (eritrocitos,
hematocrito, leucocitos y linfocitos), y el estudio del liquido sinovial (aspecto, color,
viscosidad, proteinas y presencia de leucocitos). Se le asigné un score especifico a
cada evaluacion, utilizando el mismo criterio que para los scores clinicos, como se
detalla a continuacion:

Scores Paraclinicos Laboratorio: (Liquido sinovial) 0-3. (Ver Anexo 2.2)

5.9. Analisis Estadistico

Se realiz6é la estadistica descriptiva de los datos y posteriormente la prueba de
normalidad Lillieforsy de homocedasticidad de Levene como criterio para la utilizacion
de prueba paramétrico o no paramétrico para el posterior analisis. Se comparé la
articulacion que recibio el tratamiento con células con la articulacion control que fue la
contralateral sobre las variables de evaluacion clinicas y paraclinicas en diferentes
semanas hasta la 12. Para el analisis se utilizé la prueba de ANOVA de dos vias y la
prueba de comparacion multiple de Sidak. Los resultados en media * error estandar
de la media (standard error ofthe mean, SEM) y se consideraron diferencias
significativas un p < 0,05. El programa informatico utilizado para realizar el analisis fue
GraphPad y Past.
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RESULTADOS

5.10. Evaluacion clinica

5.10.1. Parametros y condicién corporal

En lo que respecta a los parametros clinicos que fueron evaluados desde la llegada
de los equinos a la Facultad de Veterinaria y durante toda la fase de estudio, como lo
fue la FC, FR, temperatura rectal, coloracion de membranas mucosas, tiempo de
llenado capilar y la condicion corporal de cada animal, se observaron variaciones en
la FC y FR entre los distintos animales, a su vez éstas fueron constantes en cada
equino durante todo el periodo de estudio. La FC tuvo valores por encima de los
normales (24-44 latidos/minuto) en dos de los seis equinos. Con respecto a la FR,
cinco de los seis equinos presentaron valores por encima de los parametros normales
(8-13 respiraciones/minuto).

5.10.2. Confort y signos asociados al dolor

En lo que respecta al comportamiento de los equinos frente a la presencia del
observador, se noté que cinco de los seis tuvieron una respuesta exagerada a los
estimulos auditivos durante el primer mes de ingresados al predio de Facultad,
corrigiéndose posteriormente dicho comportamiento, mientras que el equino N° 6
simplemente prestaba atencion al publico (Figura 17 A).

Al realizar la palpacion en la zona de dolor (region del carpo), tres de los seis caballos
tuvieron una leve reaccion a la misma en ambos miembros durante la primera semana
posterior a la cirugia, mientras que los tres caballos restantes presentaron dicha
reaccion, también en ambos miembros, luego de la inyeccion de las CMM-TA en la
articulacion intercarpiana del miembro izquierdo y de solucion fisiolégico en el
miembro derecho, revirtiéndose a la semana (Figura17 B).
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Figura 17. Resultados del seguimiento clinico del discomfort. En la semana 0 recibieron la lesion
articular inducida y la semana 2 recibieron por artrocentesis las CMM-TA o el control con solucion
fisioldégica. Expresados con la mediatSEM.A: corresponde al score de observacion y B: corresponde a
score de palpacion. Las lineas se encuentran superpuestas por su similitud.

Al observar la postura de todos los animales para evaluar distribucién de peso y
confort de los mismos, se observé que el equino N° 1 durante las dos semanas
posteriores a la cirugia alterné el apoyo en los miembros, con leves tremores
musculares, revirtiendo esto pasada las dos semanas.

Cuando se evaluo la actitud, cinco de los seis equinos se mostraron alerta, vivaces,
con movimientos ocasionales de cabeza y no se negaban a moverse luego de
realizada la cirugia, compatible esto con un estado normal de sensorio y
comportamiento, mientras que uno de ellos, el equino N° 1, expreso facies anormales,
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con dilatacion de pupilas e inquietud, los mismos se fueron revirtiendo de forma
paulatina hasta alcanzar un estado de normalidad a la segunda semana post cirugia.

El apetito no tuvo alteraciones durante ninguna fase del estudio y tampoco se presentd
signo alguno de sudoracién excesiva en ninguno de los seis caballos.

Otro comportamiento que se evalud asociado a incomodidad o dolor, fue el manoteo
al suelo, el cual solo se present6 de forma ocasional (1-2 veces/5 minutos) con ambos
miembros por parte del equino N° 1 durante la primera semana post cirugia,
demostrando cierta incomodidad durante ese periodo.

5.10.3. Aparato locomotor

A los 15 dias post cirugia, se evalud la marcha al paso y al trote en linea recta, no
detectando claudicacién en ninguno de los seis caballos, también se les realiz6 prueba
de flexién forzada controlada en ambos carpos con posterior trote en linea recta,
dando todos negativos. Con respecto a la medicion de la circunferencia en la region
del carpo, tomada paralelo al suelo, a nivel de la articulacién intercarpiana en ambos
miembros posterior a la cirugia en busqueda de distencién articular, se observd un
aumento leve en dos de los seis caballos, moderado en tres de ellos y solo en el
equino N° 8 se vio un aumento. En tres de los seis caballos la articulacién control fue
la que mostré6 mayor aumento; en el equino N° 1, se presenté mayor aumento en la
articulacion tratada; mientras que en los restantes no hubo variacion entre los
miembros.

Figura 18. Test de flexion forzada controlada
del carpo. (Fuente propia)
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Figura 19. Medicién de circunferencia en la
region del carpo. (Fuente propia)
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Figura 20. Resultados del seguimiento clinico de la morfologia. En la semana 0 recibieron la lesion
articular inducida y la semana 2 recibieron por artrocentesis las CMM-TA o el control con solucion
salina. Expresados con la mediazSEM.

Se obtuvo una media de 27, 6 £ 0,2 cm vs 27, 6 £ 0,2 cm para la articulacion tratada
y control (contralateral) (Figura 20 A), asimismo, no se encontraron diferencias
significativas en el tratamiento a excepcion de la semana 6 (p=0,03). Cuando se
evalu6 a través del score encontramos una media de 2,6 £ 0,2 vs 2,9 + 0,2 para la
articulacion tratada y control (Figura 20 B), sin obtener diferencias significativas entre



5.11. Evaluacién paraclinica

5.11.1. Aparato locomotor

Lo que respecta a la evaluacion de la temperatura local en la region del carpo, en
todas las mediciones se obtuvo un aumento promedio de 4°C, en ambos miembros.

Este aumento solo seria significativo en caso de manifestarse simultdneamente a
otros signos (como inflamacion, dolor o claudicacion), no siendo éste el caso. Vale la
pena mencionar que es una medicion muy cuestionable, ya que la misma puede variar
por muchos factores, sean del animal por movimiento o ambientales al estar expuesto
a altas temperatura, es por este motivo que para ser tomado como significativo debe
ir de la mano con signos clinicos.

Figura 21. Evaluacion de la temperatura local en la regién del carpo. (Fuente propia)
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Figura 22. Resultados del seguimiento clinico por temperatura. En la semana 0 recibieron la lesion
articular inducida y la semana 2 recibieron por artrocentesis las CMM-TA o el control con solucion
salina. Expresados con la mediatSEM.

Se obtuvo una media de 31,3+ 0,6°C vs 31,2 + 0,6°C para la articulacién tratada y
control (Figura 22 A), asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre
ellos. Cuando se evalu6 a través del score encontramos una media de 3 + 0,2vs 3,4 £
0,1 para la articulacion tratada y control (Figura 22 B), sin encontrar diferencias
significativas en la comparacion.
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En los examenes radiograficos, no se detectaron alteraciones radiolégicas en ninguno
de los seis equinos utilizados para el estudio.
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Figura 24. Ejemplo de radiografias; carpo derecho, incidencias DLPMO (A) y DMPLO (B). (Fuente
propia)
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Figura 25. Radiografia de carpo derecho, incidencia LM en flexion.

(Fuente propia)

5.11.2. Liquido sinovial

Al evaluar el liquido sinovial de forma macroscopica, no se observaron diferencias
significativas en aspecto, color y viscosidad en las articulaciones tratadas y control.
En lo que respecta a los resultados obtenidos, su aspecto fue de una turbidez
moderada, color amarillo claro y una viscosidad normal (1-2 cm) en la mayoria de los
equinos, siendo éstos compatibles con un estado normal a nivel articular.

Figura 26. Extraccién de liquido sinovial intraoperatorio. (Fuente propia)

Los analisis de celularidad y proteinas de fase aguda del liquido sinovial, no fueron
incluidos en la presente tesis debido a que se estudiaron en conjunto y seran
divulgados en otra tesis de grado.

57



6. DISCUSION

Las lesiones osteocondrales en las articulaciones de los caballos, son uno de los
desdrdenes mas importante y de dificil solucién en el equino atleta, debido a que los
tratamientos actuales no tienen el éxito esperado, limitando de esta forma su
capacidad atlética. Por este motivo es que se ha buscado una alternativa terapéutica
en base a CMM para lograr la regeneracion osteocondral a nivel articular y asi poder
superar estos desafios (Spaaset al., 2012; Broeckxet al., 2014; Tyrnenopoulouet al.,
2015).

Trabajos sobre el uso de CMM en patologias articulares en equinos han demostrado
clinicamente una reduccion en el grado de claudicacion (Black et al., 2008;Spaaset
al., 2012; Gugjoo et al., 2019; Magri, 2019) y el porcentaje de animales que retornaron
a la actividad (trabajo o deporte) post cirugia artroscépica y administracion de CMM
fue de un 60 % (Hegewald et al, 2004) en comparacion a un 6 % en lesiones solo
tratadas por artroscopia (Cohen et al., 2009), cifras que evidencian resultados
positivos y estimula la investigacion en el area. Otros estudios posteriores llegaron a
la misma conclusién, que la utilizacion de cirugia artroscopica combinada con la
inoculacion de CMM resulta en una mejor reparacion de las lesiones (Tyrnenopoulouet
al., 2015; Gugjooet al., 2019).

Cuando evaluamos parametros clinicos como FC, FRy TR, podemos decir que no se
observaron cambios significativos en los mismos durante todo el periodo de estudio,
cabe mencionar que estos parametros variaron entre los distintos animales, pero
siempre dentro los rangos fisiolégicos, estas variaciones pueden ser atribuidas a
factores individuales, medio ambientales o del propio operador encargado de
tomarlos. Ademas, es importante mencionar que no se vieron efectos adversos al
evaluar estos parametros cuando se aplicaron CMM intraarticular al igual que en otros
trabajos (Broeckxet al., 2014; Broeckx et al., 2017)

Broeckxet al., 2014, realizaron un estudio en el cual evaluaron el efecto de las CMM
alogénicas como tratamiento para la EDA en equinos, a la semana post inoculacién
intraarticular de las CMM, realizaron un monitoreo diario durante una semana para
observar la aparicion de posibles efectos adversos como sudoracion excesiva, cambio
de postura (indicando distribucion de peso y confort), variaciones en FC, FRy TR o
alguna reaccion de hipersensibilidad, registrando los mismos resultados obtenidos en
la presente tesis, todos los pacientes tratados se sintieron comodos durante todo el
periodo de seguimiento y sin efectos adversos.

Asimismo, Broeckxet al., 2017, realizaron otro estudio clinico en donde evaluaron una
unica inyeccién articular de CMM condrogénicas inducidas en combinaciéon con
plasma alogénico equino y un control placebo en la articulacion contralateral, que
consistio en solucién salina estéril al 0,9%, en equinos experimentalmente sanos.
Siendo evaluados diariamente durante todo el periodo de estudio para FC, FR, TR,
TLLC, coloracion de membranas mucosas y consumo de alimento, al igual que en
nuestra investigacion los resultados no presentaron diferencias significativas.
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También fueron sometidos a una evaluacion diaria de las articulaciones y de
claudicacion, las primeras dos semanas post-inyeccion, seguido de una evaluacién
semanal el resto del estudio, obteniendo resultados sin diferencias significativas para
la respuesta al test de flexion forzada, claudicacion (Puntuacion AAEP), circunferencia
articular, dolor a la palpacién presion y temperatura local, concordando en su mayoria
con nuestros resultados ya que ningun caballo presentd claudicacion durante el
periodo de estudio, la misma se evalu6 al paso y trote en linea recta y por medio de
prueba de flexion forzada de la articulacion del carpo (Ver figura N° 18), resultados
que también public6 Ardanaz, 2012; tampoco tuvimos diferencia significativas
respecto a la palpacién presion en la zona de dolor al igual que lo descripto por
Broeckx et al., 2017.

Donde si observamos diferencias fue al evaluar la circunferencia articular con cinta
métrica (Ver figura 19), obteniendo como resultado mayor distencion articular en los
carpos control durante todo el periodo de estudio a excepcion de la sexta semana,
donde se observdé mayor distencidon en la articulacion tratada (Ver figura 20),
coincidiendo ésta con los resultados de Ardanaz, 2012; que describen una mayor
distencion en las articulaciones tratadas con CMM, a su vez agrega que la reaccién
inflamatoria que se produce es transitoria y se normaliza a los 10 dias sin necesidad
de tratamiento alguno, siendo en la mayoria de los animales dificilmente detectable a
nivel clinico

De los resultados obtenidos respecto a la medicién de temperatura en la regién de
carpo (Ver figura 21), se observd un aumento promedio de 4°C en ambas
articulaciones (Ver figura 22), dicho aumento puede estar relacionado a la temperatura
ambiental ya que el estudio fue realizado en primavera- verano y al no encontrarse
asociado a un proceso inflamatorio, doloroso o claudicante, dicho aumento es
insignificante, Ardanaz, 2012; publicé en su estudio una diferencia media entre la
articulacion tratada y control menor a 1°C.

Otros parametros observados como la actitud del equino en presencia del observador,
manoteos al suelo como demostracion de incomodidad, no fueron encontrados en una
extensa revision bibliografica, en nuestro estudio obtuvimos en cinco de los seis
equinos una respuesta exagerada a los estimulos auditivos durante el primer mes de
seguimiento, asociado al periodo de adaptacion a su nuevo ambiente, los operadores
y al publico en general que se encontraba en Facultad, ya que éstos caballos eran de
distintos origenes, temperamentos y trato con personas, posterior a dicho periodo se
notdé un cambio sustancial, siendo los mismos muy ddciles. Con respecto a la
evaluaciéon de manoteos al suelo, indicador de incomodidad o dolor, solo uno de los
caballos los presentd por el periodo de una semana post cirugia, revirtiéndose
posteriormente; los caballos fueron tratados con AINES y antibidticos de amplio
espectro durante una semana buscando evitar la presencia de dolor y desarrollo de
una infecciébn postoperatoria, y cuyo resultado fue obtenido exitosamente y
comparable en el descrito por Tyrnenopoulouet al., 2015.
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Estudios similares y previos al nuestro, en los que trataron con CMM lesiones
articulares experimentalmente no mostraron diferencias clinicas entre los grupos
tratados y controles (Frisbiey Smith, 2009; Mcllwraith, 2011) pero otros estudios en
patologias articulares de origen natural mostraron un mejor resultado clinico
(Broeckxet al., 2014; Ferris et al., 2014a). Barrachina, 2017, concluy6 que la diferencia
en el progreso clinico entre los grupos tratados y control son leves, pero la evolucion
de los parametros clinicos sugiere una normalizacion mas rapida en los grupos
tratados con CMM. Los efectos beneficiosos se observan principalmente a corto plazo
entre los seis y ocho meses (Wilke, Nydam y Nixon, 2007; Frisbiey Smith, 2009;
Barrachina, 2017). Cabe mencionar que no todos los casos muestran un mismo nivel
de mejora (Broeckx et al., 2019; Gugjoo et al., 2019), y que la claudicaciéon no siempre
tiene una correlacién directa con la gravedad de la lesion (Ferris et al., 2014).

En los examenes radiograficos realizados post cirugia y post tratamiento con CMM,
no observamos alteraciones radiolégicas en ninguno de los seis caballos,
probablemente a causa de que la microlesion no tuvo la profundidad suficiente como
para generar un dafo evidente radiograficamente (Ver figuras N° 23 A-B, 24 A-B 'y
25). Frisbie y Smith, 2009; en su modelo experimental de OA inducida tratada con
CMM, no encontré cambios radiologicos significativos que indiquen una mejora de la
lesién, resultado que concuerda con lo publicado posteriormente por Spaas et al.,
2012 en un estudio realizado en padrillos con EDA adquirida.

Con respecto a la induccidn de la lesion osteocondral, se detalla en la literatura
diferentes modelos ademas del realizado en la presente tesis, en la cual se quiso
replicar las condiciones de una fractura intraarticular. El trabajo realizado por Elmesiry,
Seleim y Cullis-Hill, 2014; relata un modelo de induccién quimica, donde la lesién es
provocada por medio de la inyeccién intraarticular con monoiodoacetato de sodio en
un grupo y particulas de cartilago alégeno en otro; asi como también Barrachina, 2017;
induce la lesion por medio de la aplicacion intraarticular de Anfotericina-B. En ambos
estudios se destacaron cambios clinicos y paraclinicos evidentes, pero no severos
con respecto a claudicacioén, circunferencia articular y analisis radiolégicos en la primer
semana post-inyeccidn, resultados que estan en correspondencia con cambios
degenerativos moderados a nivel articular, pero que discrepan con nuestros
resultados ya que no observamos alteraciones de ningun tipo.

Por ultimo, al evaluar macroscépicamente el liquido sinovial, no se observaron
cambios en color, turbidez ni viscosidad, indicando esto que no se produjo una
reaccion adversa a causa de la microlesion osteocondral inducida quirurgicamente
en la articulacién intercarpiana capaz de generar cambios de los mismos; asimismo
no hay bibliografia que documente posibles cambios a nivel macroscopico.
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7. CONCLUSIONES

No fue posible evidenciar signos clinicos, radioldégicos y macroscépicos del liquido
sinovial a causa de la lesién osteocondral inducida artroscopicamente en los animales.
Asimismo, se pudo observar que la aplicacion de CMM-TA alogénicas no presento
alteraciones en los parametros clinicos, radiolégicos y de liquido sinovial en
comparacion a la articulacion control. Por ello, podemos asegurar que la aplicacion
por artrocentesis es segura y clinicamente no se evidencié signos de reaccion
inflamatoria local.

1. Clinicamente los equinos no tuvieron alteraciones ni dolores significativos a
nivel locomotor asociado a la cirugia o al tratamiento con CMM-TA.
2. Durante el transcurso del estudio no se observaron alteraciones radiograficas.

Como perspectivas se deberia continuar con investigaciones sobre estudios
colaterales como la histopatologia para lograr un mejor diagnéstico y asi poder evaluar
con mayor eficiencia el efecto terapéutico de las CMM-TA. Asimismo, si se
documentaron cambios a nivel microscépico del liquido sinovial en el presente trabajo,
pero estos seran publicados en otra tesis de grado, lo que nos indicaria
potencialmente que existié una reaccion a nivel articular post cirugia.
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9. ANEXO

1. Scores Clinicos:

1.1Scores Clinicos: (Parametros y estado corporal) 0-3

Parametro Frecuencia cardiaca:
0: 24-44 |atidos/minuto.

1: 45-52 latidos/minuto.

2: 53-60 latidos/minuto.

3: > 60 latidos/minuto.

Parametro Frecuencia Respiratoria:
0: 8-13 respiraciones/minuto.

1: 14-16 respiraciones/minuto.

2: 17-18 respiraciones/minuto.

3: > 19 respiraciones/minuto.

Parametro Temperatura rectal:
0: 36,9°C-38,5°C.
1: 38,6°C-39,0°C.
2: 39,1°C-39,5°C.
3: 39,6°C-40,0°C

Parametro de membranas mucosas:
0: Rosa brillante y humedas.

1: Rosa palida y algo humedas.

2: Rosa palida y secas.

3: Congestivas.

Parametro tiempo de llenado capilar:
0: 0-2 segundos.

1: 1-3 segundos.

2: 2-4 segundos.

3: 3-5 0 mas segundos.

Parametro condicién corporal (AAEP):
0: 5.

1:406.

2:307.

3:1-2 u 8-9.
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1.2Scores Clinicos: (Dolor) 0-3 (Van Loon et al., 2010)

Comp., respuesta al observador:

0: Presta atencion al publico.

1: Respuesta exagerada a estimulos auditivos.

2: Respuesta excesiva a agresiva a estimulos auditivos.
3: Estupor, postracion, no respuesta a estimulos auditivos.

Comp., respuesta a la palpacion de la zona dolorosa:
0: Sin reaccion a la palpacion.

1: Leve reaccion a la palpacion.

2: Resistencia a la palpacion.

3: Violenta reaccion a la palpacion.

Comp., postura (distribucién de peso y confort):

0: De pie tranquilo, normal al caminar.

1: Alternancia de apoyo de miembros, leves tremores musculares.
2: Sustraccion de apoyo, distribucion anormal de peso del cuerpo.
3: Postura antialgica marcada y/o decubito.

Comp., actitud (rechazo a moverse, inquietud, ansiedad):

0: Alerta, cabeza y orejas bajas, no se niega a moverse.

1: Alerta y vivaz, movimientos ocasionales de cabeza, no se niega a moverse.
2: Expresién facial anormal, inquietud, pupilas dilatadas.

3: Expresion facial anormal, excitado, movimientos corporales continuos.

Comp., apetito:

0: Come pasto y fardo sin inconvenientes.

1: Muestra poco interés en el pasto, solo come fardo y racion.
2: Muestra poco interés en el fardo y racion.

3: No muestra interés en comer.

Comp., sudoracion:

0: Sin signos de sudoracion.

1: Himedo al tacto.

2: Mojado al tacto, marcas de sudor aparentes sobre el cuerpo.
3: Sudor excesivo, marcas liquidas discurriendo sobre el cuerpo.

Comp., manoteo al suelo:

0: De pie tranquilo, sin manotear al suelo.

1: Manoteo ocasional (1-2 veces/5 minutos).
2: Manoteo frecuente (3-4 veces/5 minutos).
3: Manoteo excesivo (>5 veces/5 minutos).
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1.3 Scores Clinicos: (Especifico de Aparato Locomotor) 0-5

Claudicaciéon (AAEP):

0: Sin claudicacion perceptible bajo ninguna circunstancia.

1: Dificil de observar y no consistentemente aparente en circunstancias
especiales.

2: Dificil de ver al paso y trote pero si consistentemente aparente en
circunstancias especiales.

3: Consistentemente aparente al trote en todas las circunstancias.

4: Consistentemente aparente al paso en todas las circunstancias.

5: Minima carga de peso en movimiento o reposo, o completa incapacidad de
moverse.

Test de flexién, 0-3:
0: Sin claudicacion.
1: Leve.

2: Moderada.

3: Grave.

Morfologica (circunferencia articular):
: Sin cambios.

:+0,5¢cm.

:+1,0cm.

:+1,5cm.

:+2,0cm.

i+ 2,5¢cm.

OB WN-20

. Scores Paraclinicos

2.1 Score Paraclinicos: (Aparato Locomotor) 0-4

Temperatura local, 0-4:
0: Sin cambios.

1: +1,0°C.

2:+2,0°C.

3: + 3,0°C.

4: > +4,0°C.

Radioldgicos (Mokbel et al., 2011) 0-4:

0: Normal.

1: Sin cambios en hueso/cartilago; minima distencién/efusion articular.

2: Minimos cambios en hueso; osteofitos < 1 mm, sin evidencia de pérdida de
cartilago.

3: Moderados cambios en hueso; osteofitos 1-2 mm, con lisis 6sea o pérdida
de cartilago.

4: Severos cambios en hueso; osteofitos > 2 mm, con o sin lisis 6sea o pérdida
de cartilago.
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2.2 Scores Paraclinicos Laboratorio: (Liquido sinovial) 0-3

Fisico aspecto:

0: Normal.

1: Transparente.

2: Turbidez moderada.
3: Turbidez completa.

Fisico color:

0: Normal.

1: Amarillo claro.
2: Amarillo oscuro.
3: Amarillo rojizo.

Fisico viscosidad:

0: Normal.

1: Moderada disminucion.
2: Importante disminucion.
3: Grave disminucion.
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