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RESUMEN

Introduccion. La osteoartrosis (OA) es una enfermedad articular degenerativa de
origen multifactorial que afecta tanto a tejidos blandos como a los huesos de las
articulaciones involucradas, afectando la calidad de vida de los pacientes. Existen
diferentes tratamientos que no han resuelto el problema ocasionado por la
enfermedad. Las células madre de tejido adiposo (CMDTA) y el plasma rico en
plaquetas (PRP) surgen como nuevos tratamientos debido a la capacidad regenerativa
que poseen. Objetivo. En el presente trabajo se evaluaron los cambios morfoldgicos
inducidos por el PRP, CMDTA y/o PRP/CMDTA, en un modelo animal de OA
quimica. Materiales y Métodos. Se utilizaron 21 conejos de la raza Nueva Zelanda
y se dividieron en tres grupos. Se utilizd colagenasa tipo Il en ambas rodillas y se
dejo evolucionar durante 3 semanas para provocar la OA. Una vez establecida la
enfermedad, se infiltrd en las rodillas derechas PRP, CMDTA y PRP/CMDTA,
siendo las rodillas izquierdas los grupos control de las lesiones. A los tres meses
post-infiltracion, se tomaron biopsias y se realizaron cortes histologicos para hacer
las tinciones de Tricromico de Masson y Safranina O/Verde rdpido. Se hizo un
analisis macroscépico y microscépico mediante las escalas de Yoshioka y O Driscoll
respectivamente. Resultados. Se observaron cambios macroscépicos favorables al
aplicar los diferentes tratamientos en comparacion con las rodillas que no recibieron
tratamiento. Las rodillas izquierdas de todos los grupos, mostraron hendiduras
profundas, fibrilacién, hipercelularidad que es un indicador de una atrofia, asi como
pérdida de la congruencia entre las diferentes zonas del cartilago articular. Hubo una
diferencia significativa en la presencia de matriz extracelular entre el grupo de
CMDTA y PRP/CMDTA en comparacion con los que solo recibieron PRP.
Conclusion. Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden representar el
fundamento para estudios prospectivos clinicos en la practica veterinaria con un
periodo de mayor vigilancia para determinar si el efecto del estimulo proporcionado
por el PRP, CMDTA y PRP/CMDTA, es capaz de mantener su eficacia a largo

plazo.

Palabras Claves: Células Madre, Factores de Crecimiento, Osteoartritis, Plasma

Rico en Plaquetas, Regeneracion de Tejidos.
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ABSTRACT

Introduction. Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease of multifactorial
origin that affects both soft tissue and bones of the joints involved, affecting the
quality of life of patients. There are different treatments that have not solved the
problem caused by the disease. Adipose tissue stem cells (ATSC) and platelet rich
plasma (PRP) as new treatments arise because the regenerative capacity that
possessed. Objective. In this paper the morphological changes induced by the PRP,
ATSC and/or PRP/ATSC in an animal model of OA chemistry were evaluated.
Materials and methods. 21 rabbits of New Zealand race were used and divided into
three groups. Was used collagenase type Il in both knees and was allowed to proceed
for 3 weeks to induce OA. Once established the disease, infiltrated right knees with
PRP, ATSC and PRP/ATSC, being the left knee the injury control groups. At three
months post-infiltration, biopsies were taken and histological sections were
performed to make Masson Trichrome staining and Safranin O/Fast Green. One
macroscopic and microscopic analysis was made using scales Yoshioka and
O'Driscoll respectively. Results. Favorable macroscopic changes were observed to
apply different treatments compared with knees that received no treatment. The left
knees of all groups, showed deep grooves, fibrillation, hypercellularity which is an
indicator of atrophy and loss of consistency between different areas of articular
cartilage. There was a significant difference in the presence of extracellular matrix
between ATSC group and PRP/ATSC compared with those who received only PRP.
Conclusion. The results obtained in this study may represent the basis for clinical
prospective studies in veterinary practice with a longer period of monitoring to
determine whether the effect of the stimulus provided by the PRP, ATSC and PRP/
ATSC, is able to maintain its effectiveness long haul.

Keywords: Stem Cells, Growth Factors, Osteoarthritis, Platelet Rich Plasma, Tissue

Regeneration.
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1. INTRODUCCION

La OA es el resultado de factores mecanicos y bioldgicos que desestabilizan el
acoplamiento normal entre la degradacion y la sintesis por los condrocitos de la
matriz extracelular del cartilago articular y del hueso subcondral. La artrosis puede
ser iniciada por multiples factores entre los que se incluyen factores genéticos,
ambientales, metabolicos y traumaticos. Es un grupo heterogéneo de patologias con
manifestaciones clinicas similares, cambios patoldgicos y radiolégicos comunes.
Provoca dolor y disminuye la flexibilidad en las articulaciones afectadas (Egloff et
al. 2012). Dependiendo de la articulacion afectada, los factores que la causan son
distintos y se pueden diferenciar entre una susceptibilidad generalizada, como la
edad, peso, densidad mineral Gsea, factores nutricionales, herencia, sexo, y los
factores locales de la articulacion, como traumatismos, alteraciones anatomicas de la

articulacion y la actividad fisica que tenga el paciente (Lang et al. 2000).

El PRP es un concentrado de plaquetas autélogas en donde se aprovechan las altas
concentraciones de los factores de crecimiento y se utilizan en la reparacion
quirdrgica y como tratamiento local mediante inyecciones para tendones, ligamentos,
cartilagos y lesiones en lesiones musculares (Akeda et al. 2006). Para desarrollar
una preparacion de PRP, la sangre primero debe ser extraida del paciente. Las
plaquetas se separan a partir de otras células sanguineas y su concentracion se
incrementa durante la centrifugacién. EI tratamiento con PRP es una gran promesa.
En la actualidad se realizan estudios de investigacion para probar la eficacia en otras

condiciones (Harrison 1993).

Las células madre son células con el potencial de convertirse en muchos tipos
distintos de células en el organismo. En la actualidad las CMDTA se emplean en
tratamientos de regeneracion (Aust et al. 2006). Debido a que los tratamientos
actuales para la OA son ineficaces para la regeneracion del cartilago articular,
consideramos que el empleo de herramientas de la medicina regenerativa como el
PRP y las CMDTA, que pueden ayudar a combatir el proceso inflamatorio y a
remodelar la estructura del cartilago articular en un modelo de OA de conejo
mediante la Colagenasa Il (Billinghurst et al. 2011).



2. ANTECEDENTES

2.1 Osteoartrosis

La OA o artrosis es una enfermedad articular degenerativa de origen
multifactorial que afecta a los tejidos blandos, asi como a los huesos de las
articulaciones involucradas, provocando dolor y disminucion de la funcionalidad
(Felson et al. 2000). Cualquier articulacion puede manifestar esta enfermedad, pero
las que resultan afectadas con mayor frecuencia son las de la rodilla, el codo, la

mufieca, la columna y la cadera (Blanco et al. 2003).

La artrosis es el resultado de factores mecéanicos y bioldgicos que desestabilizan
el acoplamiento normal entre la degradacién y la sintesis por los condrocitos de la
matriz extracelular del cartilago articular y del hueso subcondral. La artrosis puede
ser iniciada por mdltiples factores entre los que se incluyen factores genéticos,

ambientales, metabolicos y traumaticos (Ajadi et al. 2012).

Dependiendo de la articulacién afectada, los factores son distintos y se puede
diferenciar entre una susceptibilidad generalizada, como la edad, peso, densidad
mineral 6sea, factores nutricionales, herencia, sexo y los factores locales de la
articulacion, como traumatismos, alteraciones anatomicas de la articulacion y la

actividad fisica del paciente (Aigner y McKenna 2012).

Este proceso se considera irreversible y actualmente no existe un tratamiento que
pueda curar completamente esta patologia. Cada paciente debe ser evaluado para
poder brindarle un buen tratamiento y una mejor calidad de vida. Hay varios
factores que se deben tener en cuenta, como el peso, la edad, el grado de artrosis, la
actividad fisica del paciente, la dieta, etc. Los objetivos se basan en la reduccion del
dolor, control de la inflamacion, disminucion de la sobre carga de la articulacion y

mantener el movimiento adecuado de la misma (Fenwick et al. 2010).

Las bases moleculares y celulares del inicio y progresion de la OA aln son
desconocidas. Existen enzimas de degradacion asociadas a la presentacion de OA 'y

citocinas como  posibles mediadores de inflamacion. El cartilago articular



normalmente es resistente a la invasion vascular. Sin embrago, durante la OA, el
cartilago articular pierde esta resistencia. La vascularizacion promueve la formacién
de osteofitos, desarrollo de fibrocartilago y la invasion de hueso subcondral (Smith et
al. 2003; LeBaron et al. 2000).

Diferentes autores hacen referencia a dos fases que caracterizan la degeneracion
del cartilago durante la presentacion de OA: Una fase biosintética, durante la cual los
condrocitos intentan reparar la zona afectada y una fase de degradacién, en la cual
enzimas producidas por los mismos condrocitos digieren la matriz, por lo la sintesis
de esta se inhibe y se acelera la erosion al cartilago articular (Meachim y Brooke
2000).

En el cartilago normal adulto, los condrocitos sintetizan sus componentes de
manera lenta. Sin embargo, durante el desarrollo, la biosintesis es estimulada por
citocinas y factores de crecimiento como proteinas morfogenéticas (BMPs), factor de
crecimiento transformante f (TGF-B) y el factor de crecimiento de insulina tipo 1
(IGF-1) (Fortier et al. 2002; Brandl et al. 2010). Durante la osteoartritis, estos
factores y otros como el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-
1) son producidas en la membrana sinovial y en los condrocitos. En el cartilago
articular normal existe un balance muy estricto en la regulacién entre la sintesis y la
degradacion de la matriz extracelular. En la OA este balance se ve alterado, las
citocinas inflamatorias IL-1, TNF-a, IL-17 y la IL-18, actGan aumentando la
produccién del metaloproteinasas de matriz (MMPs), disminuyendo a los inhibidores
de estas enzimas y la sintesis de matriz extracelular. Por otro lado, las citocinas
anabolicas IGF-1, TGF-B1, 2, y 3, el factor de crecimiento de fibroblastos 2, 4, y 8,

asi como las BMPs estimulan la produccion de matriz extracelular (Goldring 2000).

Existen otras moléculas que participan en la degradacion del cartilago, tales como
los fragmentos de fibronectina que pueden inducir las expresion de
metaloproteinasas y la degradacion de la matriz en los condrocitos (Eyre et al. 2011).
Cuando ocurre un dafio al cartilago articular, los condrocitos intentan reparar la zona
afectada aumentando su actividad anabdlica a pesar de ello, la pérdida de
proteoglicanos es uno de los factores principales en la degeneracion del cartilago



osteoartrdsico. La respuesta celular durante el proceso osteoartrésico ocurre en cinco
etapas (Ryu et al. 2004):

Proliferacion y muerte celular (apoptosis)
Cambios en la actividad sintética
Cambios en la degradacion

Modulacion fenotipica de los condrocitos articulares

A A

Formacion de osteofitos

Diversos estudios indican que hay muy baja actividad de proliferacién en los
condrocitos osteoartriticos. Esta condicidn se debe a que los condrocitos tienen mas
acceso al liquido sinovial debido a que se ha perdido la barrera protectora de

colageno (Aigner et al. 2009).

Los condrocitos del cartilago articular sintetizan enzimas de degradacion como
las MMPs 1, 2, 3, 7, 8, 13 y 14. Durante la OA las MMP-3 (estromelisina), MMp-8
(colagenasa-2) y MMP-13 (colagenasa-3) se encuentran elevadas. Muchas de estas
MMPs son estimuladas por la exposicion de las células a citocinas inflamatorias
(Fuki et al. 2001; Lippiello et al. 2001). Para potenciar estos efectos, los inhibidores
de las metaloproteinasas (TIMP)-1 se encuentran reducidos en la OA (Dean et al.
2000). MMP-13 juega un papel importante en la degradacién del colageno tipo II.
Fukui y Sandell reportaron que este tipo de colageno también puede ser digerido por
las MMPs 7, 9, 13 y 14. De igual forma, diversos estudios indican que mutaciones en
los genes encargados de la expresion de colageno tipo Il derivan a una sintesis

proteica inestable que conduce a la aparicion prematura de OA (Naito et al. 2010).

Otras enzimas de degradacion detectadas en la OA son las ADAMs (A
Disintegrin-like And Metalloproteinase-Like), particularmente la ADAM-10 ha sido
reportada en las areas de mayor fibrosis en el cartilago osteoartrdsico. A ellos se han
sumado las agrecanasas 1 y 2 las cuales son capaces de unirse al condroitin sulfato
(Torterella et al. 2000). Se han encontrado asociaciones entre peptidasas cisteinicas
como las catepsinas L, K y B en zonas subcondrales y osteofitos, particularmente en
areas de remodelacion dsea y sitios de inflamacion, estas catepsinas juegan un papel



importante en la cascada de los eventos de degradacion, debido a que al inhibirlas,
se observo una disminucién en la destruccion del cartilago (Newman 2007).

2.2 Clasificacion de la OA

Existen diversos sistemas de clasificacion para la osteoartrosis y puede ser en
base de hallazgos artroscopicos o radiograficos. Entre los sistemas de clasificacion se

encuentra la de Outerbrigde (O’ Driscoll 2000) basada en hallazgos artroscopicos:

Grado Descripcion

0 Cartilago articular normal

I Cartilago reblandecido

] Fisuras de didmetro menor a 12 mm sin exponer hueso
subcondral

I Fisuras de diametro menor a 12 mm con exposicion
de hueso subcondral

v Hueso subcondral expuesto de cualquier diametro

Dado que los cambios radiolégicos no siempre estdn acompafiados de sintomas
como dolor, rigidez o pérdida de la funcion, el solo uso de los criterios radiolégicos
como métodos diagndsticos aumentan la epidemiologia de la enfermedad, por lo que
la forma ideal para un diagndstico preciso debe de incluir al menos criterios
radioldgicos y clinicos. La clasificacion radiolégica mas cominmente utilizada es la

establecida por Kellegren-Lawrence en el 1957:

Grado Descripcion

0 Normal.

1 Dudosa disminucion del espacio articular, posibles Osteofitos
pequefos.

2 Osteofitos definitivos, espacio articular normal o disminucion del

espacio articular dudoso.
3 Osteofitos moderados; disminucién del espacio articular, esclerosis y
posible deformidad articular



4 Grandes osteofitos; marcada disminucion del espacio articular,
esclerosis importante del hueso subcondral y deformidad articular.

2.3 Tratamiento

El tratamiento se basa en la administracion de medicamentos antiinflamatorios,
dependiendo del grado de afectacion de la artrosis, siendo los m&s comunes los
corticoides o AINES. Segun se ha demostrado en estudios recientes los
mucopolisacaridos o glicosaminoglicanos desarrollan un papel importante en la
constitucién del cartilago, mostrando resultados favorables. En casos mas graves se
puede realizar una intervencion quirdrgica en donde se retiran los osteofitos con el
objetivo de contribuir a desbloquear la articulacién y disminuir el dolor. Otra
alternativa de tratamiento, es implantar una protesis total. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que estas técnicas no pueden aplicarse en todas las articulaciones, que no
todos los pacientes responden de igual manera y que no siempre resultan viables
(Juni et al. 2006).

Actualmente la farmacoterapia en la artrosis es de tipo paliativo; no se ha
demostrado que algin medicamento prevenga la enfermedad, retrase su avance o
revierta los cambios patologicos de la artrosis. En el tratamiento del dolor por
artrosis, los medicamentos se deben utilizar como auxiliares de las medidas no
farmacoldgicas. Estas Ultimas constituyen la piedra angular del tratamiento de esta
enfermedad (Rychel 2010). El tratamiento oral o parenteral de corticoesteroides debe
ser limitado en la OA, ya que los beneficios suelen ser de corta duracién, se requiere
ir aumentando la dosis y la toxicidad es elevada con el uso crénico. La glucosamina
y el sulfato de condroitina han recibido gran atencidon recientemente para el

tratamiento de la artrosis (Uitterlinden et al. 2005).

El ejercicio, la pérdida de peso, los AINES vy las inyecciones intraarticulares con
esteroides son métodos comunmente usados para aliviar el dolor y mejorar la
funcién en pacientes con OA. Sin embargo estas medidas no siempre son bien
toleradas o efectivas. En ausencia de un tratamiento mejor para las etapas tempranas
de la enfermedad se han abierto diferentes lineas de investigacion con objeto de
mejorar los tratamientos antes descritos, y una de tantas lineas de investigacion es el

uso de &cido hialurénico. La inyeccién intraarticular de acido hialuronico ha sido
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aprobada para el tratamiento de los pacientes con artrosis de rodilla en los cuales ha
fracasado el programa de tratamiento no farmacoldgico y de analgésicos simples
(Mankin 2003).

2.4 Modelo de OA Animal

Los modelos animales son una herramienta importante para estudiar la etiologia y
patogenia en muchas enfermedades. Permiten realizar estudios experimentales que
no es posible llevarlos a cabo en los seres humanos por razones éticas y
metodoldgicas (Malek et al. 2012). Los conocimientos que se tienen respecto a la
fisiopatologia de la OA humana se basan en gran parte en la experimentacion previa
en modelos animales. Ademas, estos forman la primera fase de los ensayos de
farmacos in vivo (Stewart et al. 2007; Kikuchi et al. 1998). Los modelos animales
son especialmente relevantes en el estudio de la osteoartrosis. Actualmente, existen
modelos bastante homologados y estandarizados para el estudio de esta enfermedad.
Es importante tener en cuenta que cada modelo tiene sus propias ventajas y
limitaciones y la interpretacion de los resultados tampoco debe ir mas alla de las

limitaciones impuestas por el propio modelo en estudio (Ajadi 2012).

Los modelos experimentales de osteoartrosis ofrecen claras ventajas sobre la
investigacion en humanos. En ellos puede determinarse con precision el comienzo y
la duracién de la enfermedad, asi como su gravedad y progresion en el tiempo. Estas
cualidades permiten hacer estudios secuenciales de la enfermedad, cuantificar y
calificar con rigor los cambios patoldgicos encontrados (Kuroki et al. 2011). Para
ello es imprescindible que cualquier modelo experimental de osteoartrosis
reproduzca razonablemente la enfermedad como se desarrollaria en el paciente;
ademas de tener caracteristicas como disponibilidad del espécimen, bajo costo y
facilidad de manejo para el estudio (Goranov 2012). Actualmente se han descrito
diversos modelos de artrosis en animales, dentro de los cuales existen modelos de
artrosis experimental por agresion quimica, la cual se basa en la inyeccion
intraarticular de sustancias irritantes, la administracion intraarticular de enzimas
proteoliticas, como papaina, tripsina o colagenasa, desencadenando una artrosis por

degradacion quimica de las proteinas de la matriz extracelular (Eyre et al. 2011).



2.5 Plasma Rico en Plaquetas

Las primeras descripciones de la elaboracion y el uso de PRP fueron en la década
de 1990, cuando la ciencia estaba enfocada en el desarrollo de nuevos "pegamentos
bioldgicas”. El PRP era un adhesivo potente debido a la alta proporcion de fibrina y
fue utilizado principalmente en cirugias maxilofaciales. Los cirujanos y cientificos
observaron que estas preparaciones tenian una capacidad para formar hueso, asi
como propiedades anti-inflamatorias y anti-bacterianas (Bielecki et al. 2007). Los
efectos se atribuyeron principalmente a las plaquetas que contienen granulos alfa
con varias moléculas que son secretadas tras la activacion. Ademas, se descubrié que
las plaquetas tienen propiedades analgésicas por la liberacién de un receptor activado
por proteasas (PAR-4). La fibrina actia como un andamio provisional para

migracion y la diferenciacién celular (Anitua et al. 2004; Nurden et al. 2008).

El concentrado rico en plaguetas o plasma rico en plaquetas PRP se define como
la porcion de una fraccion del plasma autologo, el cual contiene altas
concentraciones de plaquetas y proteinas secretoras. Las plaquetas son el producto
final de los megacariocitos que son formados en la médula 6sea. No tienen ndcleo y
no pueden replicarse. La vida promedio son 5 a 9 dias, originalmente se creia que las

plaquetas solo creaban el codgulo durante la hemostasia (Anitua et al. 2009).

Este codgulo es creado después de la lesion en el tejido. Posteriormente las
plaquetas son agregadas al sitio lesionado, proceso conocido con el nombre de
activacion plaquetaria. Durante la activacién los granulocitos alfa se unen junto con

las plaquetas y liberan proteinas (degranulacion) (Anitua et al. 2004).

El PRP es una fuente abundante de factores de crecimiento como: factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante R
(TGF-R), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento
tipo insulina (IGF), factor de crecimiento endotelial (EGF), entre otros (Grageda
2004). Para que estos factores de crecimiento sean liberados, las plaquetas necesitan
ser activadas por detonadores como el cloruro de calcio, gluconato de calcio, etc.
Después de ser activadas, secretan los factores de crecimiento, alcanzando el pico
maximo de concentracién a los 10 minutos. Se sabe que los factores de crecimiento
PDGF, TGF-R, IGF-1 estimulan la condrogénesis (Cugat 2009; Marx 2004).



2.6 Células Madre Derivadas del Tejido Adiposo

La terapia celular regenerativa busca propiciar en el organismo de manera
sistétmica o local, un microambiente adecuado que permita el proceso de
regeneracion tisular disminuyendo el proceso inflamatorio, en donde en el mejor de

los casos, este sea inhibido totalmente (Bacou et al. 2004).

Las células madre mejor conocidas son aquellas denominadas hematopoyéticas y
que estan a cargo de la fabricacion del tejido sanguineo. Esta herramienta terapéutica
celular ha demostrado por mas de 50 afios su efectividad en el tratamiento de
enfermedades hematoldgicas, incluyendo las leucemias y otras enfermedades
congénitas de la sangre. Otro subtipo de células madre derivadas de tejidos adultos
son células madre mesenquimales también conocida con el nombre de células

estromales mesenquimales o derivada del tejido adiposo (Aust et al. 2004).

Las células madre mesenquimales tiene la capacidad de diferenciarse a varios
linajes celulares que constituyen células fisiolégicamente activas en diferentes
Organos o sistemas, asi pues, estas células madre obtenidas del tejido graso, pueden
diferenciarse en una célula muscular, cardiaca, neuronal, pancreatica, hepatica,

neuronal entre otras (Puissant et al. 2005).

Estas células, son capaces de detectar moléculas que han sido secretadas por los
tejidos dafiados o moribundos, fendmeno que se conoce como “homing”. Una vez
que estan en la proximidad del tejido dafiado, las células se adhieren a la superficie
del 6rgano a través de receptores moleculares que son expresados en la superficie de
la membrana celular (Agung et al. 2006). Esto da inicio a una serie de eventos que
permiten a la célula madre integrarse al 6rgano dafiado y comenzar a secretar
factores de crecimiento que estimulan localmente a las células madre residentes del
propio oOrgano afectado, ademas de cambiar el microambiente bioquimico
inflamatorio, para dar origen a un microambiente permisible a la regeneracion
celular, donde comienza un proceso de fusion o diferenciacion celular,
convirtiéndose entonces en una célula fisioldgicamente madura, ademas de propiciar

la formacidn de nuevos vasos sanguineos (Tsvee et al. 2005).



Otro propiedad que solo poseen las células madre mesenquimales es la inmuno-
modulacion. Esto se refiera a la capacidad que tienen esta células de interactuar con
células del sistema inmunoldgico para controlar una respuesta inmunologica, que en
el caso de las enfermedades autoinmunes, son las responsables de la destruccion de
diferentes tejidos 6 células especificas provocando el deterioro observado en diversas
patologias especificas como la artrosis (Jackson et al. 2011). Su capacidad
inmunomoduladora no solo tiene importancia en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, sino que también estas se perfilan como un elemento de tratamiento
indispensable para propiciar la tolerancia hacia 6rganos sélidos como el corazon,

pulmén y rifion (Jones y Pei 2012; Timmins et al. 2012).
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3. JUSTIFICACION

Debido a que los tratamientos actuales para la osteoartrosis son ineficaces para la
regeneracion del cartilago articular, consideramos que el empleo de herramientas de
la medicina regenerativa como el PRP y las células madre derivadas de tejido
adiposo, pueden ayudar a combatir el proceso inflamatorio y a remodelar la
estructura del cartilago articular en un modelo de OA animal. De tal manera, que nos
permita observar los cambios ocurridos por efecto de la infiltracion de estos
tratamientos administrados en conjunto o separados.  Estudiar los cambios
histoldgicos ayudara y complementara los conocimientos ya obtenidos acerca de los
resultados clinicos y establecerd una base cientifica en la que se sustente la

utilizacion de dichos tratamientos.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con PRP y CMDTA, es una alternativa como tratamiento para la

regeneracion de lesiones del cartilago articular.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar los cambios morfoldgicos inducidos por el PRP y/o CMDTA, en un modelo

animal de OA quimica.

5.2 Objetivos Particulares

1.

2
3.
4

Reproducir el modelo de OA quimica en conejos Nueva Zelanda.

Realizar el método para la preparacion del PRP.

Realizar la técnica para la extraccion de CMDTA.

Evaluar por medio de diferentes escalas los cambios ocurridos en el cartilago
articular posterior a la aplicacion de los diferentes tratamientos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Modelo Animal

Se utilizaron 21 conejos hembras de la raza Nueva Zelanda de talla mediana de
aproximadamente 6 meses de edad. Durante el desarrollo del experimento los
animales tuvieron alimento y agua a libre acceso. Los conejos se mantuvieron en
jaulas individuales elevadas con un area de piso de 0.26 m2 y 36 cm de altura. Estos
recibieron los cuidados por médicos veterinarios y estuvieron confinados en el
bioterio del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina UANL, segun la
NOM 062-Z00-1999.

6.2 Lugar del Estudio

La extraccion celular y preparacion de las dosis a infiltrar se realizd en el
Laboratorio de Ingenieria Tisular del Banco de Hueso y Tejidos del Hospital
Universitario "Dr. José E. Gonzélez". Los ensayos histoldgicos se llevaron a cabo en
el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud de la UANL.

6.3 Grupos de Estudio

Se utilizaron tres grupos experimentales con 7 conejos cada uno (Tabla 1). A
todos los conejos se les provocd una osteoartrosis quimica mediante la aplicacién de
colagenasa tipo Il de Clostridium histolyticum (Thermo Fisher Scientific Inc., MA
USA) en ambas rodillas. Para obtener el modelo de lesion, los animales de
experimentacion fueron anestesiados con una inyeccion intramuscular de Xilacina al
2% a una dosis de 1.9 mg/Kg y 46 mg/Kg de Ketamina. Se les realizé a todas las
rodillas una inyeccion intraarticular de colagenasa tipo Il, de acuerdo al método
estandarizado por Kikuchi et al. en el 2000. La dosis consistio en 4mg/ml de
colagenasa tipo Il en PBS. La primera infiltracion se realizd el dia 1 y se repitio el
procedimiento el dia 4. Los conejos se mantuvieron durante 3 semanas en el bioterio
de Fisiologia de la facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo

Ledn hasta obtener los modelos de osteoartrosis leve.

Los grupos se dividieron de la siguiente manera: un grupo con plasma rico en
plaquetas PRP, otro grupo con células madre de tejido adiposo CMDTA y por
ultimo el grupo con ambos tratamientos PRP/CMDTA. Los tratamientos se aplicaron
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en las rodillas derechas, siendo las izquierdas el grupo control de lesién, en los
cuales se dejo progresar la enfermedad ya que no recibieron tratamiento.

Tabla 1. Grupos sujetos a estudio.

Grupos Experimentales N Tratamientos
Grupo 1 7 PRP
Grupo 2 7 CMDTA
Grupo 3 7 PRPy CMDTA

6.4 Preparacion del PRP

La extraccion del concentrado plaquetario se realiz6 sujetando manualmente a los
conejos, llevando a cabo asepsia en el sitio y con jeringas de 5 ml se obtuvo un
volumen de 5 ml de sangre de la vena central de la oreja. Esta sangre se coloco en tubos
Vacutainer™ (Becton, Dickinson and Company., NJ USA) de 5ml con citrato de
sodio al 3.8% como anticoagulante. Posteriormente se centrifug6 a 2,400 rpm por 15
minutos en una centrifuga Eppendorf 5702 (Eppendorf AG., Hamburgo Germany).
Se extrajeron 500 pl de plasma de cada tubo con una pipeta automatica de 1000 pl
(Eppendorf AG., Ham Germany) y se volvieron a centrifugar por 10 minutos a una
velocidad de 2,000 rpm obteniendo dos fracciones, plasma pobre en plaguetas en la
parte superior y el plasma rico en plaquetas en la parte inferior. Para la activacion y
preparacion del gel plaquetario, se utilizaron 0.050 pl de CaCl, por cada mililitro de

plasma.

6.5 Extraccion de Células Madre de Tejido Adiposo

Para realizar las lipectomias se utilizé Xilacina al 2% (0.1 mg/kg) IM y Ketamina
al 5% (25 mg/kg) IM para llevar a un plano anestésico a los conejos. Una vez
anestesiados, se les afeitd y se les realiz6 asepsia y antisepsia en el area inguinal. Se
les realiz6 una incisién de 3 centimetros y se extrajo aproximadamente 5 gramos de
tejido adiposo, posteriormente, se procedio a suturar la incision. Como antibiotico
se les administro Cefalosporina via IM a una dosis de 10 mg/kg cada 12 horas y
Clorhidrato de Tramadol IM a una dosis de 4 mg/kg durante tres dias. Posteriormente
la muestra se paso6 a un frasco estéril (pomadera) y se le afiadié Colagenasa Tipo | al
0.075% (Thermo Fisher Scientific Inc., MA USA). Se separd la grasa de la fraccion
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liquida y esta ultima porcidn, se coloco en un tubo Falcon de 50 ml. Se centrifugé a
1,500 rpm durante 5 minutos para obtener el boton celular de la fraccién vascular del
estroma. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendio el boton celular en solucion
fisioldgica estéril. Posteriormente, se prepararon las dosis celulares contando 5x10°
celulas en una camara de Neubahuer y fueron resuspendidas en 500 pl de solucion
fisiologica estéril.

6.6 Aplicacion de los Tratamientos

Una vez que se prepararon los tratamientos autdlogos (PRP y CMDTA), se
anestesiaron a los conejos con Xilacina al 2% (0.1 mg/kg) IM y Ketamina al 5% (25
mg/kg) IM. Una vez anestesiados, se les realizd asepsia y antisepsia en el area de las
rodillas y se les aplicaron los tratamientos a través de una infiltracion intraarticular
segun los grupos de estudio. Posterior al manejo terapéutico se les administro la
antibioticoterapia descrita anteriormente.

6.7 Eutanasia de los Conejos

A 32 dias post la infiltracion, se realizé la eutanasia de los conejos sujetos a
estudio. La eutanasia se llevd a cabo siguiendo la NOM-62-Z0O0-1999 mediante el
uso de barbituricos. Se sujetaron manualmente, se tranquilizaron con Xilacina al 2%
(0.1 mg/kg) IM y se les aplico Pentobarbital Sodico IV (90 a 210 mg/kg). Se
asegurd que no hubiese laditos cardiacos ni frecuencia respiratoria antes de realizar

los protocolos para la toma de biopsia.

6.8 Analisis Morfoldgico e Histologico

Para el andlisis histolégico después de concluir los 32 dias post-tratamiento, las
muestras fueron fijadas en solucion de Bouin por 14 horas, posteriormente se
deshidrataron gradualmente con acetonas y se embebieron en parafina para realizar
cortes de 5 um. Finalmente los cortes se desparafinaron y se realizaron las tinciones
de hematoxilina y eosina (H&E) para visualizar la morfologia celular, valorar la

estructura e integridad del “tidemark”.

La solucion de Bouin como fijador se prepard con acido picrico (J.T. Baker),
formaldehido (J.T. Baker) y acido acético glacial (CTR), las muestras se

deshidrataron con acetona (CTR Scientific. Monterrey, México), se incluyeron en

16



parafina (Mc Cormick Scientific Paraplast) y se utilizaron cuchillas de bajo perfil
para microtomo (TBS Inc. Carolina del Norte). Para las tinciones se utilizo
hematoxilina monohidratada (MERCK), escarlata Biebrich (Analytika), fuscina
acida (Analytyka), acido fosfomolibdico (CTR Scientific), acido fosfotungstico
(CTR Scientific), azul de anilina (J.T. Baker), acido acético glacial (CTR), verde
rdpido (SIGMA), safranina O (SIGMA), xilol (CTR), alcohol absoluto (CTR) y
alcohol de 96 % (CTR).

El area de la lesion se secciond tomando tejido sano adyacente y hueso
subcondral para realizar una comparacién y la evaluacién del cartilago. Este tejido se
empled para realizar una evaluacion histoquimica que consistié en diferentes
técnicas. En una muestra de cartilago sano la técnica de Tricrémico de Masson
permite apreciar en color azul brillante la matriz cartilaginosa compuesta de
colagenos y mucinas. En rojo evidencia a la matiz 6sea. Permite también identificar

morfologia celular.

La técnica de azul de toluidina es ampliamente utilizada para el analisis de
cartilago ya que presenta un efecto de metacromasia debida a los grupos sulfatos que
se encuentran en los proteoglicanos del tejido, dando una coloracion violeta. En
nuestro caso se empleo para realizar una evaluacion a través de la escala O’Driscoll
(Tabla 2).

El analisis morfoldgico se realizd6 mediante la escala publicada por Yoshioka et
al.. En la cual el grado 1 indica superficie articular intacta; grado 2, minima
fibrilacién; grado 3, fibrilacién evidente y grado 4, erosidn con exposicion de hueso.
(Tabla 3). La técnica que emplea safranina O y verde rapido permite identificar la
produccion de GAGs mediante una coloracion roja y en color verde palido a los

colagenos, sin distinguir entre tipos de colagenos.
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Tabla 2. Escala de O’Driscoll para evaluar la integridad celular.

Categorias Caracteristicas Puntaje
Morfologia Celular Cartilago Articular Hialino 2
Mesénguima no Difenrenciado 1
Tejido Fibroso o Hueso 0
Tincion Safranina O Normal o Casi Nada 3
Moderada 2
Ligera 1
Ninguna 0
Superficie Intacta 2
Fisuras 1
Interrupcion Severa con Fibrilacion 0
Integridad Estructural Normal 2
Ligeramente Interrumpida con Quistes 1
Desintegracion Severa 0
Grosor de Cartilago 100% o Similar a Cartilago Adyacente 2
50-100% de Cartilago Normal 1
0-50% de Cartilago Normal 0
Hipocelularidad Celularidad Normal 3
Ligera Hipocelularidad 2
Hipocelularidad Moderada 1
Severa Hipocelularidad 0
Grupos de Condrocitos Sin grupos 3
Algunos grupos 2
Presencia moderada 1
Abundantes 0
Degeneracion Cartilago Celularidad normal, sin grupos de 3
Adyacente condrocitos, tincion normal
Celularidad normal, pocos grupos de 2
condrocitos, tincion moderada
Hipocelularidad moderada, tincion ligera 1
Hipocelularidad severa, poca o nula 0

tincioén
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Tabla 3. Escala de Yoshioka para la evaluacion morfoldgica del cartilago articular.

Grado Descripcion
1 Superficie Articular Intacta
2 Minima Fibrilacion
3 Fibrilacion Evidente
4 Erosion con Exposicion de Hueso

6.9 Analisis Estadistico

Todos los célculos estadisticos fueron realizados con el programa SPSS 17
(IBM). Los datos de la evaluacion histologica fueron analizados mediante una
prueba de U de Mann-Whitnney para variables no paramétricas. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p<0.05. La significancia

se determind en 0.05 y se utilizaron intervalos de confianza de 95%.
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7. RESULTADOS

7.1 Andlisis Macroscopico

Las muestras fueron evaluadas de manera macroscopica y microscopica. Las
rodillas izquierdas fueron el grupo control de lesion, mientras que las rodillas
derechas fueron sometidas a los diferentes tratamientos (PRP, CMDTA vy
PRP/CMDTA). Las rodillas izquierdas de los tres grupos, en las cuales se dejo
progresar la lesion, se observaron erosiones evidentes con datos de fibrilacion y en
algunos casos se pudo observar el hueso subcondral en los condilos femorales asi
como en los platillos tibiales (Figura 1A, 1C y 1E). Es importante sefialar que en la
evaluacion macroscopica por la escala de Yoshioka (Tabla 5), este grupo control se
acerc6 mas a un puntaje de 4, lo que demuestra que la articulaciéon presenta una
artrosis establecida (P=0.25).

RODILLA DERECH

RODILLAIZQUIERDA

PRP

CMDTA

PRP/CMDTA

Figura 1. Hallazgos Macroscdpicos en la Superficie Articular de las Rodillas Sujetas a Estudio.
A) Rodilla control de lesion del grupo tratado con PRP. B) Rodilla tratada con PRP. C) Rodilla
control de lesion del grupo tratado con CMDTA. D) Rodilla tratada con CMDTA. E) Rodilla control
de lesidn del grupo tratado con PRP/CMDTA. F) Rodilla tratada con PRP/CMDTA.
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En cuanto a las rodillas derechas, en el grupo con PRP, encontramos que el
cartilago articular obtuvo una puntuacion mayor en comparacién con el grupo
PRP/CMDTA con una diferencia estadisticamente significativa (P=0.010). En
cambio no hubo una diferencia entre los grupos tratados con PRP y CMDTA. En
general, se observo una superficie lisa y con mucho menor erosion y fibrilacion
(Figura 1B, 1D y 1F).

Tabla 5. Resultados valoracién macroscopica a través de la escala de Yoshioka.

Rodilla )
Grupo ) Rodilla Derecha
Izquierda
PRP 3.75+0.71 2.45 +0.76
CMDTA 3.75 +0.46 2.13+0.35
PRP/CMDTA 3.50 +0.35 1.29 +0.49

7.2 Analisis Histologico

Las rodillas izquierdas de todos los grupos, mostraron hendiduras profundas,
fibrilacién, hipercelularidad que es un indicador de una atrofia, asi como pérdida de

la congruencia entre las diferentes zonas del cartilago articular (Figura 2).

o

Figura 2. Microfotografias de Cortes Histolégicos de Rodillas lzquierdas de los Diferentes
Grupos Sujetos a Estudio. En la imagen A) observamos el grupo PRP, se observa hipercelularidad
pérdida de la estructura. B) Grupo CMDTA, se observa el cartilago articular agrietado y perdida de la
congruencia del cartilago. C) Grupo PRP/CMDTA se observan irregularidades sobre la superficie

articular y fibrilacion. Tinciones con H&E, objetivo 5x.
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En cuanto a la tincién con Tricrdmico de Masson, se empled cartilago sano de
conejo para poder comparar la intensidad de la matriz extracelular con respecto a los
diferentes grupos. Se puede apreciar que en los conejos que recibieron PRP como
tratamiento, la tincion con azul de anilina, que es el colorante que tifie la matriz del
cartilago, se encuentra disminuida en comparacion con los grupos que recibieron
CMDTA o PRP/CMDTA (Figura 3).

CARTILAGO PRP CMDTA PRP/CMDTA

Figura 3. Tinciones con Tricréomico de Masson. Se aprecia la matriz extracelular tefiida de azul y el
hueso de color rojo. En la primer columna se observa cartilago hialino sano. A) Rodilla derecha que
recibi6 PRP como tratamiento. B) Rodilla derecha que recibi6 CDMTA como tratamiento. C)
Rodilla derecha que recibié PRP/CMDTA como tratamiento. D, E y F) Rodillas izquierdas en donde

se dejo progresar la lesién. Objetivo 5x.

En las rodillas izquierdas, se observaron diferentes patrones de tincion debido a
que la superficie articular presentaba, desde pobre coloracion de la matriz
extracelular, hasta falta de color azul por la pérdida o erosién del cartilago articular.
El principal objetivo de una terapia celular para el cartilago articular, es la
regeneracion de la arquitectura del tejido. Existen diferentes escalas de evaluacion
histoldgica para determinar la naturaleza del tejido formado. La Escala O’Driscoll
evalta ocho rasgos del cartilago tratado valorandolos con un puntaje que va del 0 al
3, siendo 0 el peor resultado y 2 o0 3 un tejido similar al cartilago hialino. A partir de
las observaciones de tres técnicos diferentes y de forma independiente, se
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determinaron los puntajes para cada variable y se aplicd la prueba U de Mann-
Whitnney para datos no paramétricos.

En cuanto a la morfologia celular, el grupo que recibio PRP como tratamiento
presentd mayor cantidad de fibrosis en ciertas zonas. Para los otros grupos se
observd una transicion entre tejido fibroso y matriz extracelular con apariencia de
cartilago articular. Al momento de analizar los cortes que fueron tefiidos con
Safranina O, el grupo que recibio PRP/CMDTA mostré mayor cantidad de GAGs en
su matriz extracelular en comparacion con los otros dos grupos. De la misma
manera, la superficie articular fue méas integra y con menos fibrilacion o hendiduras
para el grupo en donde se administraron PRP y CMDTA en el mismo evento. No se
observo una diferencia significativa en cuanto al espesor del cartilago entre los tres

grupos.

Sin embargo, el grupo con PRP mostré una menor presencia de células, lo que
podria explicar la poca cantidad de GAGs y de matriz extracelular, a pesar de que el
cartilago hialino sano, es de baja celularidad. Este evento es totalmente opuesto a la
situacion de los grupos con CMDTA y PRP/CMDTA ya que poseen mayor nimero
de células y una matriz extracelular con mayor presencia de colageno y GAGs. Una
caracteristica no deseable en la regeneracidn de cartilago es la formacion de grupos o
clusters de condrocitos que se presentan en cicatrices fibrosas. ElI grupo con
PRP/CMDTA presentd un puntaje mas alto en esta variable, esto podria deberse al
estimulo de ambos tratamientos y se debera realizar un estudio in vivo de mayor
tiempo para poder evaluar la diferenciacion de los condrocitos, ya que al momento
de analizar el cartilago adyacente a las zonas en proceso de regeneracion, esta

caracteristica parece invertirse.
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PRP/CMDTA

Figura 4. Cortes tefiidos con Safranina O y Verde Rapido. En rojo se pueden apreciar zonas de
produccion de glucosaminoglicanos. En verde palido se pueden detectar areas de produccion de
colagenos. Se uso cartilago sano de conejo para observas los GAGs. A) Radilla derecha que recibid
PRP como tratamiento. B) Rodilla derecha que recibi6 CDMTA como tratamiento. C) Rodilla
derecha que recibi6 PRP/CMDTA como tratamiento. D, E y F) Rodillas izquierdas en donde se dejo

progresar la lesion. Objetivo 5x.

En las rodillas izquierdas, se observa como el colorante verde rapido tifie las areas
de colageno pertenecientes al hueso subcondral y se puede distinguir la escasa o nula

presencia de GAGs.
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8. DISCUSION

La OA es una enfermedad degenerativa muy comun que afecta el cartilago
articular de humanos y de diferentes animales en la medicina veterinaria. Esta
condicion afecta al 15% de la poblacién mundial, con costos de atencion de salud
colosal y tiene un gran impacto en la calidad de vida de un paciente.

Los enfoques terapéuticos actuales se centran en la prevencion o al menos retrasar
los cambios estructurales y funcionales de OA. El uso de terapias basadas en células
madre y PRP para la reparacion y regeneracion en la OA, se ha convertido en una
nueva via de tratamiento, como una alternativa a las terapias mas agresivas (Singh
2012).

Las células madre mesenquimales pueden ser facilmente aisladas de muchos
tejidos adultos como la médula dsea, la placenta, cordon umbilical, el musculo
esquelético, la membrana sinovial, liquido sinovial y el tejido adiposo entre otros.
Una cantidad cada vez mayor de estudios, estan utilizando tejidos derivados de
células mesenquimales de tejido adiposo para el tratamiento de la OA, por las
grandes cantidades de células facilmente cosechadas y con poca morbilidad o
malestar del paciente en el sitio donante, asi por la capacidad de diferenciacién en
condrocitos, osteocitos y adipocitos (Yang et al. 2012; Wu et al. 2013). Se ha
demostrado que las células madre autdélogas tienen una afinidad por el tejido articular
dafado; estudios recientes han confirmado que las células madre tienen la capacidad
de localizar y participar en la reparacion de las estructuras articulares dafiadas.
Recientemente, se ha publicado que la terapia celular resulté ser un tratamiento
adecuado para las articulaciones de cadera en los perros, la mejoria de la marcha y la
capacidad de vivir una vida normal mas del perro (Black et al. 2008).

Los modelos animales aportan muchas de las claves para mejorar nuestra
comprension sobre la evolucion de las lesiones subcondrales en la OA y la creacion
de tratamientos que pudieran ser eficaces. La mayoria de los estudios clinicos se han
ocupado de la enfermedad avanzada como el diagnostico de la artrosis temprana
(Serra et al. 2013). En estudios preclinicos, se ha utilizado PRP como un gel para

rellenar defectos del cartilago con resultados variables o para retardar la progresion

25



de la artritis en modelos animales con resultados positivos. Los resultados de los
ensayos clinicos actuales sugieren que el PRP puede tener el potencial para llenar
defectos y para mejorar la reparacion del cartilago, atendan los sintomas de la
osteoartritis y mejora la funcion articular, con un perfil de seguridad aceptable (Vilar
et al. 2013).

Xie et al. , realizaron defectos osteocondrales en la troclea de conejos, aplicaron
PRP, PRP/CDMTA y PRP/Células madre mesenquimales, encontrando mejores
resultados macroscopicos e histoldgicos en los grupos con PRP y células que en el
grupo con PRP solo. En el presente estudio y con nuestro modelo de OA quimica en
conejos, encontramos mayor sintesis de GAGs y de colagena en la matriz
extracelular en el grupo que recibid tratamiento de células y en el grupo con células y
PRP, que con el grupo en donde solo se administr6 PRP. Sin embargo, el PRP fue
capaz de estimular la regeneracién de las lesiones provocadas por la OA quimica. El
mecanismo por el cual el PRP puede estimular la regeneracion en los tejidos se
puede deber a que una vez activadas, las plaquetas pueden liberar una multitud de
factores de crecimiento en concentraciones significativamente mas altos que los
niveles en sangre incluyendo factor de crecimiento transformante-p (TGF-p), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), factor de crecimiento basico de fibroblastos (FGFb), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento epidérmico (EPG),
ente otros. Muchas de estas citocinas anabdlicas, tales como el TGF-B, IGF, FGFb y

PDGF, son condro-promotores y condro-protectores (Vilar et al. 2013).

En concreto, pueden estimular a condrocitos, células madre mesenquimales y
derivadas del tejido adiposo, asi como la proliferacion celular, promover la sintesis
de agrecano, colageno tipo Il. También conducir la diferenciacion de las CMDTA
hacia un fenotipo condrogénico, prevenir la apoptosis de condrocitos y CMDTA y
disminuir los efectos catabdlicos de citocinas inflamatorias, tales como IL-1B, y
MMPs (Yoshihara et al. 2011).

Un analisis macroscopico resulta insuficiente ya que es en los analisis
histoquimicos e inmunohistoquimicos donde se puede observar la naturaleza y

arquitectura del tejido formado y del tejido lesionado. Sin embargo, los cambios
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favorables fueron muy evidentes y respaldados por la escala de Yoshioka, en donde
las cuatro variables describen la calidad del tejido articular. En el presente estudio,
las rodillas izquierdas mostraron zonas amplias en donde se observaba el hueso
subcondral de manera franca. Contrario a los grupos en donde se aplicaron los
diferentes tratamientos, donde en todas las rodillas se pudo atestiguar la presencia de
un tejido muy similar al cartilago hialino con superficies regulares y con minima

fibrilacién.

Microscdpicamente en los tres grupos, se observa una recuperacion del cartilago,
debido a la presencia de grupos de condrocitos cerca de las areas lesionadas. En la
tinciébn con Tricromico de Masson se observa un patrén normal, la matriz
cartilaginosa en color azul y la matriz dsea en color rojo. En la zona superficial se
encuentran fisuras, la tincion con verde rapido indica riqueza de colagenos lo que
confirma lo encontrado por Tricrdmico de Masson (Yarak 2010). La tincion con
Safranina O reveld la presencia de GAGs muy similar al control de cartilago sano.
Sin embargo, se pudieron observar areas de fibrocartilago que suponemos fue por la
proliferacion excesiva de condrocitos. Aln asi, es probable que se requiera de un
mayor tiempo para el sacrificio de los animales, pues existen diversos estudios, que
sugieren que la regeneracion del cartilago total, es un proceso que lleva de 6 a 12

meses (Zscharnack, et al. 2010; Marquass et al. 2011).

En los tres grupos con tratamiento (rodillas derechas), pudimos observar una
mezcla de tejidos en aparente estado de organizacion: hialino, mesenquimatoso y
fibroso. También se puede apreciar lagunas propias del cartilago articular dispersas a
lo largo del los cortes histoldgicos. Existen reportes de mesénquima presente cuando
se aplican terapias con células madre, aunque éstas hayan sido pre-diferenciadas y es
probable que se deban a factores de crecimiento que éstas secretan, lo que podria
promover el reclutamiento de otras células mesenquimales o de células

especializadas en la reparacién del tejido (LeBaron et al. 2000).

Los resultados del presente estudio coinciden con los de numerosos estudios, que
han demostrado que el PRP estimula la proliferacion de condrocitos y la sintesis de
matriz (Akeda et al. 2006; Serra et al. 2013) e indican que la inyeccion intraarticular
de PRP previene la progresion de la osteoartritis, mejora la funcion articular y reduce
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el dolor en el area. Otros estudios han proporcionado pruebas de que las células
madre pueden ofrecer un beneficio terapéutico potencial en la OA (Agung et al.
2006; Vilar et al. 2013). Sin embargo, debe determinarse el numero de aplicaciones
necesarias tanto de PRP como de CMDTA para tener un resultado permanente, asi
como estimar un numero adecuado de células que deberan ser aplicadas en los
tejidos tratados. En el caso de la medicina veterinaria, se deberd también considerar
el grado de lesion, la articulacion comprometida, la edad del paciente, asi como
costos entre una terapia y otra, ya que realizar la técnica de la preparacion del PRP
requiere de mucho menos inversion y es de menor invasion en comparacion con todo
el proceso de extraccion de CMDTA. Consideramos que es necesario determinar si
existe relacion entre los niveles de marcadores biologicos. También se debera
realizar inmunohistoquimica para establecer la calidad de la matriz extracelular (Kon
et al. 2010; Sampson et al. 2010).
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9. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden representar el fundamento
para estudios prospectivos clinicos en la practica veterinaria con un periodo de
mayor vigilancia para determinar si el efecto del estimulo proporcionado por el PRP,
CMDTA y PRP/CMDTA, es capaz de mantener su eficacia a largo plazo.

Aplicar las CMDTA solas o en conjunto con el PRP, mostrd una regeneracion
mas favorable de manera macroscopica y microscépica en comparacion con el grupo
en donde se aplico solo el PRP. Sin embargo, la técnica del PRP es un procedimiento
seguro, sin complicaciones y de bajo costo que también demostré su capacidad de

regeneracion en comparacion con los grupos en donde se dejo progresar la lesion.
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