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Introduccion

La agencia mundial antidoping (WADA) publicé el 19 de Septiembre de 2009 la lista de
sustancias consideradas como “doping” en el mundo del deporte. Este cddigo entrd en vigor a
partir del 1 de Enero de 2010. Entre las sustancias prohibidas se encontraban: la hormona de
crecimiento (GH), el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1), la isoforma del IGF-I o factor de
crecimiento mecdanico (MGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), los
factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y
el factor de crecimiento hepatocitico (HGF), asi como el plasma rico en plaquetas (PRP)
administrado via intramuscular. Estas sustancias formaban parte de esta lista, ya que interfieren
en la sintesis y degradacidn de proteinas, vascularizacion y regeneracion de musculos, tendones y

ligamentos, lo que podria suponer un efecto beneficioso y ventajista en el rendimiento del atleta.
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Originariamente, el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) o Plasma Rico en Factores de Crecimiento
(PRGF) se definié como “el volumen de plasma autdlogo que tiene una concentracidn plaquetaria
por encima de la linea basal”. En el afio 2000, Vega y colaboradores, lo definieron como un grupo
de sustancias de naturaleza polipeptidica, solubles y difusibles, que tienen la capacidad de regular
el crecimiento, diferenciacién y fenotipo de numerosos tipos de células. Son una fuente autéloga
de muchos factores y sustancias, sobretodo del factor de crecimiento derivado de las plaquetas y
del factor de crecimiento B-transformante. Estos factores de crecimiento liberados tras la
degranulacién de las plaquetas en el lugar de la lesion, son los que proporcionan los mecanismos
necesarios para que se produzcan las sintesis bioldgicas necesarias en el proceso de cicatrizacion y
reparacion de tejidos (Grageda et al., 2005). Entre los factores mas significativos que podemos
encontrar en el PRP-PRGF cabe destacar el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), como el

mas relevante en este proyecto.

En un primer momento, estos concentrados plaquetarios se utilizaban como agentes
hemostaticos, debido a que producen una activacidon local de la cascada de la coagulacion.
Aunque fue en la década de los 90 cuando el PRP-PRGF comenzé a emplearse con el objetivo de
realizar terapias de minima invasion y rdpida recuperacion, en diversos campos de la medicina,

desde la traumatologia y cirugia maxilofacial hasta la oftalmologia y dermatologia.

Hoy en dia, es en la disciplina de traumatologia y ortopedia, y gracias al deporte de élite,
donde mds importancia y relevancia ha suscitado, ya que se ha demostrado que el uso del PRP-
PRGF acelera la cicatrizacién, la recuperacién y por tanto la vuelta al trabajo, tanto en lesiones

musculares como tendinosas.

El PRP-PRGF tiene un evidente efecto sellante y adherente que ayuda a mantener Ia
coaptacién de los planos dificultando la recidiva del hematoma que es un problema omnipresente
en las lesiones musculares, dado que es un tejido altamente vascularizado. Por lo tanto, este
concentrado plaquetario debe considerarse al menos un buen adyuvante terapéutico en este tipo

de patologias (Sampson y Gerhardt, 2008).

Tras una lesidn tisular, se produce una respuesta de fase aguda que refleja los cambios que se
producen en el organismo. Durante el desarrollo de esta respuesta se liberan citoquinas y otros
mediadores que desencadenan, entre otros efectos, la variacion de las concentraciones de ciertas
proteinas presentes en el plasma, denominadas, Proteinas de Fase Aguda (PFAs) (Eckersall 2000;
Ceron et al., 2005; Crisman et al., 2008). Estas proteinas son consideradas marcadores utiles de la
inflamacién en diagndstico clinico, prondstico y monitorizacién de tratamiento en diversas

patologias tanto agudas como crénicas (Martinez-Subiela et al., 2004; Martinez-Subiela y Cerdn,
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2005). Las proteinas que sufren un descenso en sus niveles durante el transcurso de la respuesta
de fase aguda se denominan proteinas de fase aguda Negativas, y aquellas que experimentan un
aumento se denominan proteinas de fase aguda Positivas, como es la proteina C-reactiva (CRP)

(Martinez-Subiela et al., 2001).

La CRP se encuentra en niveles no detectables o muy bajos en animales sanos, aumentando su

concentracién en respuesta a procesos inflamatorios o infecciosos (Martinez-Subiela et al., 2004).
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Hipotesis de Trabajo

Las lesiones musculares son frecuentes en atletas de élite, mermando y retrasando de forma
significativa la vuelta a la competicion. Este hecho supone un coste econdmico y medidtico

considerable dada la influencia social de algunos deportes.

La aplicaciéon de Plasma Rico en Plaquetas en este tipo de lesiones, ha demostrado un
acortamiento en los tiempos de cicatrizaciéon asi como en la recuperacién y regreso a la alta
competicion de estos deportistas. Los tiempos mds cortos hasta la curacion van en beneficio del
atleta, ya que no pierde tanta capacidad fisica y masa muscular, disminuyendo los tiempos de
fisioterapia para el regreso a su actividad normal. Este hecho, ha supuesto una generalizacién en
el uso de esta terapia en la medicina deportiva, dada la gran repercusion econémica producida

por estas lesiones en patrocinadores y clubes.
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La prohibicién de la WADA resultd un freno en la aplicacidon de este tipo de sustancias, y con
ello un deterioro en los tiempos de cicatrizacién y vuelta a la alta competicidn de los deportistas

de élite.

Por ello, en nuestra hipdtesis de trabajo contemplamos la posibilidad de que la aplicacién de
PRGF no supusiera un aumento de IGF-I a nivel sistémico. La demostracién de esta hipdtesis de
trabajo, justificaria una revisidén de las medidas prohibitivas, permitiendo de nuevo el uso de este
tipo de terapias y el beneficio que conllevan en la velocidad de recuperacién. Por lo tanto los
deportistas podrian seguir beneficidndose de las ventajas de estos tratamientos, con el

consiguiente beneficio econédmico y temporal.
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Objetivos

Con esta hipdtesis de trabajo nos planteamos los siguientes objetivos, que han de guiar el

desarrollo de nuestro estudio:

=  Estudiar la influencia de la inyeccidn local en musculo sano de PRGF sobre los niveles
séricos de IGF-1 en la especie canina. De este modo intentaremos vislumbrar el efecto real
sistémico de la inyeccidn aislada intramuscular del PRGF y su posible influencia en efectos
metabdlicos posteriores.

= Evaluar el efecto de la inyeccién aislada intramuscular de PRGF sobre la CRP, proteina
marcadora de la inflamacion aguda.

= Estudiar la relacién entre los niveles séricos de IGF-I y CRP en la especie canina, en el

tiempo.
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=  Valorar los factores que pueden influir en los niveles séricos de IGF-1y la CRP.
= Valorar la influencia local y sistémica de la infiltracidon de PRGF en el musculo y sus
posibles efectos anabdlicos, midiendo el didmetro del vientre muscular mediante

ecografia y Tomografia Compuretizada a diferentes tiempos.
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Reparacion de los tejidos

La reparacion se refiere a la sustitucion de las células dafiadas o perdidas y de la matriz por
nuevas células y matriz. Este proceso, no necesariamente restaura la estructura o funcién original
de un tejido. Se puede considerar la regeneracion como una forma especial de reparacién en la
cual, las células reemplazan al tejido perdido o dafiado por un tejido idéntico al original. Hoy dia
se considera que, a excepcién de las fracturas dseas, la mayoria de las lesiones y enfermedades de
los tejidos musculo esqueléticos no estimulan la regeneracién del tejido original, sino que se

produce una reparacion (Mcllwraith, 2004).

En términos generales, en la reparacidn de tejidos se reconocen tres fases consecutivas que se
solapan entre si: una fase inflamatoria aguda, una segunda fase de proliferacién y reparacién y

una tercera fase de remodelado (Bennett y Schultz, 1993a).
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Desde una perspectiva molecular, la respuesta de los tejidos a una lesién se caracteriza por un
perfil determinado de secrecidén y actividad de los factores de crecimiento, la cual va variando a
medida que evolucionan las fases de reparacion. La liberacién de dichos factores de crecimiento,
en respuesta a la lesién, estd coordinada con un aumento de la expresidn de receptores

especificos para estos factores (Bennett y Schultz, 1993b).

Fases del proceso de reparacion

En la reparacion de tejidos se reconocen tres fases consecutivas que se solapan entre si: una
fase inflamatoria aguda, una segunda fase de proliferacion y reparacién y una tercera fase de

remodelado (Bennett y Schultz, 1993a).

Fase de inflamacion

En la fase aguda tras la lesidn, los daifos ocasionados en las membranas celulares originan
cambios en la permeabilidad vascular y, como consecuencia de un trasvase de fluido,

vasoconstriccion reactiva, isquemia y cambios metabdlicos (Sherwood, 2002).

Clinicamente esta inflamacién se manifiesta asociada a eritema, dolor y pérdida de la funcién.
En todo este proceso intervienen cambios vasculares, celulares y quimicos, que van
evolucionando en el transcurso de las distintas fases. En el mejor de los casos conducen a la
reparacion del tejido y, en casos desfavorables, a la degeneracidn crdénica, a la formacidn de tejido

cicatricial, fibrosis y adherencias (Sherwood, 2002).

La fase inflamatoria se caracteriza por un aumento de la vasodilatacién, inducida por el éxido
nitrico (NO), y un incremento del flujo sanguineo que facilita el movimiento secuencial de las
distintas poblaciones celulares hacia el lugar de la herida. Los neutréfilos, seguidos de monocitos
y macrofagos, limpian la zona fagocitando los restos celulares del tejido dafiado. Las seiales
moleculares iniciales suministradas por el codgulo sanguineo que se forma tras la lesidén vascular,

son amplificadas por los macréfagos (Sherwood, 2002).

Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el fendmeno inflamatorio se encuentra
estrechamente regulado, evitando, asi una respuesta exagerada o perjudicial. Algunos de los
mediadores que producen activacion, al variar su concentracidn o actuar sobre distintos
receptores, van a producir inhibicién, consiguiendo, de esta forma, un equilibrio o modulacion de
la respuesta inflamatoria. Los siguientes factores intervienen en esta regulacién (Gallin, 1989;

Male et al., 1991; Roit et al., 1992):
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= Histamina. Actuando sobre receptores H2 (histamina 2), induce en el mastocito y basofilo
una inhibicién de la liberacién de mediadores, inhibe la actividad del neutréfilo, inhibe la

quimiotaxis y activa las células T supresoras.

= Prostaglandina (PGE). Produce en el mastocito y baséfilo una inhibicion de la liberacién

de mediadores y sobre los linfocitos una inhibicidn de la proliferacién y diferenciacidn.

= Agonistas autondmicos. El mastocito y basoéfilo parecen presentar receptores a y B-
adrenérgicos y C-colinérgicos que sugieren que la liberacidn de mediadores podria estar
sometida a una regulacion autondmica. La activacidén del receptor B-adrenérgico produce
una inhibicién, mientras que la activacion del a-adrenérgico y C-colinérgico inducen la

estimulacién
= Heparina. Inhibe la coagulacion y la activacién de los factores del complemento.

= Eosindfilo. Esta célula, atraida por el factor quimiotactico del eosindfilo (ECF-A), acude al
foco inflamatorio donde libera una serie de enzimas que degradan determinados
mediadores potenciadores de la inflamacidn. La histaminasa actua sobre la histamina, la
arilsulfatasa sobre los leucotrienos y la fosfolipasa sobre el factor activador de las

plaquetas (PAF) (Larsen y Herison, 1983; Male et al., 1991).

Este conjunto de proteinas sefala el inicio de una segunda fase de proliferaciéon y reparacién

(Bennett y Schultz, 1993 ay b).

Fase de proliferacion y reparacion

Cuando las causas de la agresién han desaparecido o han sido eliminadas por la propia
respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparacién. Los cambios caracteristicos de esta
fase son la formacién del codgulo de fibrina y la migracién celular de fibroblastos y células
progenitoras que proliferan y sintetizan proteinas de la matriz extracelular (principalmente
colageno). Existe una poblacién de células locales que también proliferan en respuesta a estas

sefiales proteicas (Bennett y Schultz, 1993b).

En los protocolos de aplicacion del Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) en vez del
codgulo sanguineo que se forma tras la rotura de vasos en la fase inicial, y que estd constituida
por plaquetas, hematies y leucocitos, se ocupa la zona de la lesion con un coagulo blanco,
formado por una red de fibrina que contiene un nimero elevado de plaquetas. Este hecho cambia
el entorno bioquimico de la lesién influyendo en la evolucidn clinica: se observa una disminucién
significativa de la inflamacidn asi como una aceleracién de la fase de proliferacién y de reparacién

(Mei-Dan et al., 2010).
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Al final de la fase de proliferacién el codgulo provisional de fibrina se sustituye gradualmente
por otra estructura mas permanente, formada por coldgeno. Esta estructura se denomina tejido
de granulacion e invade el espacio de la lesién (caracteristica de esta etapa). Paralelamente, ha
tenido lugar la angiogénesis: migracion y proliferacion de células endoteliales que invaden Ia
estructura de fibrina, utilizando a ésta en un primer momento y posteriormente al tejido de

granulaciéon como soporte (Bennett y Schultz, 1993b).

Fase de remodelacion

En esta fase final el tejido de granulacidn se reestructura y se sustituye por un tejido mejor
organizado, cuyas fibras de coldgeno se han orientado. Se caracteriza por un menor contenido

celular y vascular y una matriz extracelular mas densa (Bennett y Schultz, 1993b).

El papel de las Plaquetas en la reparacion tisular

Las Plaquetas son células sanguineas enucleadas, de forma ovalada, con un diametro de 2 a 4
i, contenidas en el plasma sanguineo y cuya concentracién normal en sangre oscila entre 150.000
y 300.000 por microlitro (Anitua y Andia 2000; Guyton y Hall, 2001; Marx y Garg 2005). En
humana, este tipo celular tiene una semi-vida util de 8 a 12 dias, al final de la cual acaba su ciclo
vital y son eliminadas de la circulacién principalmente por el sistema de macréfagos tisulares

(Guyton y Hall, 2001).

Durante el proceso de reparacion tisular, tanto en la fase inflamatoria aguda como en la de
proliferacidn celular y remodelado (Bennett y Schultz, 1993a y b), las plaquetas juegan un papel
importante por su capacidad hemostdtica, actividad quimiotactica y sobre el crecimiento,

morfogénesis y diferenciacidn celular (Anitua et al., 2004).

Por este motivo, a partir de la década de los noventa comenzaron a surgir diversos estudios
que tenian como objetivo el aprovechamiento de los efectos beneficiosos que este tipo celular
brinda en la reparacidn tisular (Tapayongsak et al., 1994; Ledent et al., 1995). A partir de este
momento se fueron utilizando en diferentes campos: cirugia plastica, cirugia general, cirugia

vascular, neurocirugia, oftalmologia, cirugia oral, ortopédica, etc. (Floryan et al., 2004).

Actividad plaquetaria

La plaqueta es un elemento celular multifuncional del sistema circulatorio, que posee forma
discoidea y no tiene nucleo. Ayudan a mantener la integridad vascular, modular la respuesta

inflamatoria y potenciar la curacion de heridas tras una lesion tisular (Sink y Feldman, 2009).
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La primera funcién atribuida a las plaquetas fue su papel hemostatico, a través del cual
impiden la pérdida de sangre en las zonas de lesion vascular. Para ello, se adhieren, agregan y
forman una superficie pro coagulante que conducen a la generacién de trombina y rapida

formacidn del coagulo de fibrina (Reed, 2002; Anitua et al., 2004).

Este tipo celular es capaz de liberar ciertas sustancias que juegan un papel importante en Ila
reparacion tisular e influyen en la reactivacién de la vascularizacidn y sobre otras células durante

los procesos de inflamacién y angiogénesis (Anitua et al., 2004).

Beneficios plaquetarios

Las actividades beneficiosas relacionadas con la actividad plaquetaria, son debidas
principalmente a las sustancias que son capaces de almacenar en el interior de su citoplasma, los
granulos alfa, que constituyen el 15% del volumen total de estas células y actian como reservorio
de multiples sustancias proteicas de vital importancia funcional en diversos procesos (Garcia y

Coma, 2000). Estas proteinas se subdividen conforme a su funcionalidad en:

= Proteinas adhesivas (fibrindgeno, fibronectina, vitronectina, trombospondin): que
intervienen en las fases iniciales del crecimiento del trombo sanguineo durante la
hemostasia. Ademas, el fibrindgeno, es el primero que aparece para potenciar el efecto
de la Interleukina-3 (IL-3) en progenitores hematopoyéticos humanos (Zhou et al., 2002).
La fibronectina y la vitronectina también participan en la reparacidon de las heridas

(Lariviere et al., 2003).

= Proteinas mitogenas (factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de
crecimiento B transformante, vascular endotelial, fibroblastico, epidérmico e insulinico):
que estimulan la quimiotaxis y la proliferacion-maduracion celular (Galvin et al., 2000;

Folkman et al., 2001; Reed, 2002).

= Proteinas fibrinoliticas (osteonectina, activador-inhibidor del plasmindgeno tipo I): y/o
reguladoras de la fibrindlisis. El inhibidor- activador de plasmindgeno tipo | (PAI-1), puede
obligar a la vitronectina a promover la formacién y desarrollo de las interacciones de las
células y la matriz (Minor y Peterson, 2002). Otra proteina plaquetaria que puede ser
capaz de formar un complejo con el plasmindégeno y anclarse al colageno es la
osteonectina, proteina secretada por los osteoblastos (Kelm et al., 1994). Un estudio ha
demostrado que el inhibidor de la fibrinolisis de las plaquetas promueve la liberacién de
la trombina activable, funciéon pues también atribuida a las plaquetas (Mosnier et al.,

2003).
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La microscopia electrénica revela unos nucleoides oscuros en los granulos alfa, siendo aqui
donde se localizan proteoglicanos como el condroitin sulfato en sus diversas isoformas. El Factor
plaquetario 4 (PF4) y la tromboglobulina, estan asociados directamente con estos proteoglicanos.
El PF4 es un regulador negativo de la angiogénesis y un potente inhibidor de la proliferacién
celular endotelial (Hagedorn et al., 2002; Sulpice et al., 2002), aunque es capaz de estimular las
células vinculando los proteoglicanos en su superficie o interactuar también con factores de
crecimiento. Comparte propiedades anti-angiogénicas con numerosas proteinas, incluyendo el
Trombospondin y las endostatinas, pero todavia muchas proteinas secretadas en los granulos alfa
reaccionan positivamente a la angiogénesis. El PF4 es también un quimiotactico para neutréfilos y

fibroblastos (Anitua et al., 2004).

Las plaguetas también son ricas en citoquinas y quimiocinas. Un ejemplo de las quimiocinas es
la quimiocina 5 (CCL5) o RANTES, la cual se deposita en el endotelio inflamado por una plaqueta
dependiente del mecanismo P-selectina (mecanismo que crea una sefial asociada a la célula
importante para frenar los monocitos). Los proteoglicanos reconocen RANTES a través de su
heparina vinculada. Otras quimiocinas liberadas son: Interleukina-8 (IL-8), proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1 o CCL2) y el oncogén de crecimiento regulado-a. Estas
atraen a los leucocitos y activan otras plaquetas para modular la produccién de moléculas

inflamatorias por células endoteliales (Schober et al., 2002; Gear y Camerini, 2003).

Una citoquina también muy estudiada es una proteina de membrana intrinseca conocida como
la CD40. Es un sustrato de metaloproteasa y se almacena en su forma soluble (May et al., 2002).
Primero se conocié por su papel en la respuesta inmune y ahora se sabe que en las células
vasculares ocasiona inflamacidn y sintesis de interleuquinas y quimioquinas. Otra citoquina es el
factor tisular (TF), quien inicia la via extrinseca de la cascada de la coagulacidn, siendo también un
regulador de la angiogénesis (Carmeliet et al.,, 1996). Inicialmente se pensaba que los monocitos
lo mostraban en su superficie en sangre circulante, pero el TF es una glicoproteina de membrana
y es transportada a la superficie plaquetaria por los granulos a durante la exocitosis (Leon et al.,
2004). Es decir, las plaquetas que no son estimuladas tienen en la membrana de sus granulos a la
composicion glicoproteica de la membrana plasmatica de las plaquetas (Nurden, 1999). EI TF
puede regular la fijacién del plasmindgeno y contribuir a la cicatrizacién mediante la induccién de

la migracién de cultivos de células musculares lisas (Sato et al., 1996; Fan et al., 1998).

Sin embargo, la proteina mejor estudiada es la P selectina, la cual modula las interacciones

plagueta-leucocito mediante su expresién en superficie (Schober et al., 2002).
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Por tanto, los granulos a tienen una importante participaciéon en el funcionamiento celular, al
propiciar la interaccion entre plaquetas, de ahi que la cantidad de estos granulos (como promedio

35-40) determina el valor funcional de la célula (Garcia y Coma, 2000; Reed 2002).

Los granulos densos se caracterizan por su alta densidad electrdnica, que le confieren el

elevado contenido en calcio (50% del total) y fésforo inorganico (Garcia y Coma, 2000).

La mayoria de las sustancias que se depositan y que se forman en estos granulos son: adenosin
trifosfato (ATP), adenosin difosfato (ADP), calcio, magnesio, serotonina (5 HT), epinefrina,

norepinefrina y dopamina (Anitua et al., 2004).

El calcio es un cofactor necesario para la agregacién plaquetaria y para la formacidn de fibrina.

Es un regulador central potencial en la cicatrizacién de las heridas (Landsown, 2002).

La serotonina tiene receptores en las células vasculares y tras liberarse provoca una
vasoconstriccién e incremento de la permeabilidad capilar, mientras que la histamina puede tener

efectos pro y antiinflamatorios (Burnstock 2002; Landsown, 2002).

Los granulos lisosomales también forman parte del citoplasma plaquetario. Estos granulos
secretan hidrolasas acidas, catepsinas D y E, elastasa y otras enzimas degradativas (Rendu y

Brohard; 2001; Reed, 2002; Marx y Garg, 2005).

En cuanto a los Metabolitos activos, las plaquetas aportan eicosanoides sintetizados del acido
araquiddnico de la membrana fosfolipidica, como el Tromboxano A2 (TXA,). Este es un potente
vasoconstrictor, pero también estd relacionado en dafiar la respuesta vascular proliferativa,
proceso regulado por la prostaciclina (Cheng et al., 2002). Otros metabolitos a destacar son la
esfingosina-1-fosfato por su actividad mitogénica y el factor de activacidn plaquetario (PAF) como
mediador del secuestro y la activacién de los leucocitos en las células endoteliales y/o la
agregacion de plaquetas a través de un mecanismo dependiente de la P selectina (Zhang 1999;

Cheng et al., 2002; Weyrich et al., 2002).
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Lesion muscular

En humana, el musculo esquelético constituye uno de los tejidos mas abundantes del
organismo, representando un 40-45% del total del peso corporal. La gran mayoria de la patologia
muscular es de origen traumatico y esta relacionada con la actividad deportiva. En humana,

alrededor del 30% de las lesiones en atletas afectan los musculos (Mufioz, 2002).

Con frecuencia las lesiones musculares son ignoradas y en ocasiones son objeto de un manejo
terapéutico inapropiado. Se considera que las afecciones musculares ocupan el 1 a 2% de las

enfermedades caninas, aunque su incidencia podria ser mayor (Taylor, 1996).

Los musculos pueden sufrir las siguientes lesiones: contusidn, distensidn, contractura, lesiones
fibrilares, fasciculares o desgarros y ruptura completa. El 89% de las lesiones musculares asientan
en los miembros posteriores, siendo los mas afectados los musculos biarticulares, como, el recto

interno (gracilis), semitendinoso, semimembranoso y gastrocnemio. Esto es debido a que estan
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situados mds superficialmente y poseen poca fuerza, aunque tienen mayor capacidad de
contraccion (Fitch et al., 1997).

Las causas que pueden provocar una lesién muscular se dividen en dos grupos (Delee y Drez,

1993):

=  Factores internos: como movimientos violentos, con una brusca tensién de los musculos,

en especial a causa de esfuerzos repetidos.

Para evitar riesgos se debe mantener un equilibrio adecuado de sales y electrolitos, existencia

de reservas de energia en el musculo (glucégeno) y un estado de nutricional equilibrado antes y

durante la practica deportiva.

= Factores externos: golpes/contusiones, fundamentalmente tangenciales y heridas

profundas. Ademds de causas ambientales (temperatura, humedad, etc.).

La fibra muscular es el elemento estructural basico del musculo esquelético. Se trata de una
célula con forma elongada conectada al tenddn y/o al hueso con el que, conjuntamente, realizan
la funcidon del movimiento. No existen conexiones entre las fibras musculares, siendo el lugar de
conexion el inicio del tenddn. A la unidén entre las fibras musculares y el tenddn se la conoce como
union musculo-tendinosa. La principal funcidon del musculo es producir y modular el movimiento

de las articulaciones (Bloomberg, 1995).

La lesion muscular se produce en los siguientes pasos (Tarrago, 2007):

= Degeneracidn de las miofibras por necrosis de las mismas.

= Accidn de las proteinas de lisis que se liberan durante la lesién.

=  Formacidn de un hematoma, que contribuye a la degeneracion del tejido.
= Se produce un proceso inflamatorio con infiltracidn tipica de neutréfilos y leucocitos.
Los objetivos del tratamiento de las lesiones musculares son (Balius, 2005):

= Resolucidn de los sintomas.

= Restauracién precoz de la funcioén.

=  Regeneracidn versus reparacion.

=  Prevencién de las recaidas.

Una terapia regenerativa eficaz lleva implicita la resolucidon rdpida de los sintomas y la

reduccién del indice de recaidas. Por otro lado la regeneracion tisular depende de una secuencia
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de acontecimientos entre los que destacan los estimulos mecdnicos, por lo tanto la movilizacién

precoz es importante, a la vez que forma parte del plan terapéutico.

Causas y tipos de lesion muscular

Un musculo es requerido para absorber la energia cinética de un miembro. Por tanto, para la
prevencion de una lesion muscular aguda, es importante adaptar el esfuerzo fisico a las
posibilidades musculares del momento, es decir, hay que evitar someter al animal a un ejercicio

violento sin previa preparacién (Boccia y Brusa, 1999).
Entre las causas que predisponen a una lesién muscular, destacan:

=  Fatiga muscular. En este estado el musculo no estd en condiciones de generar fuerza
activa. Los miembros fatigados absorben menos energia que los que no lo estan (Delee y

Drez, 1993).

=  Falta de calentamiento previo, que debe ser progresivo y adaptado a las circunstancias. El
calentamiento favorece la elongacién muscular debido a que aumenta la extensibilidad

del tejido conjuntivo (Mercado et al., 1997).

= Caracteristicas del suelo donde trabajan los animales de deporte. Las pistas de arena
ocasionan mas accidentes. En las pistas elipticas, los perros realizan un marcado esfuerzo
a nivel de las curvas; las lesiones mas frecuentes se producen en el lado derecho, ya que

por lo general en la carrera giran hacia la izquierda (Bruce et al., 1997).

=  Otros factores pueden ser los desgarros por inyecciones repetidas de medicamentos

(Khoury, 1991).

En la especie canina, estas causas de produccion de lesiones musculares no son validas para la

contractura muscular (contraccién involuntaria y permanente del musculo), no reversible con los

movimientos pasivos, como resultado generalmente de una fibrosis y adherencias, que provocan
el acortamiento del musculo. Los musculos mas afectados por esta lesidn, generalmente
unilateral, son: semitendinoso, infraespinoso, gracillis y cuadriceps femoral (Bloomberg, 1995). La
etiopatogenia de esta lesidn no estd bien definida, se citan causas como: esfuerzos desmedidos,
miopatias, traumas, neuropatias, etc. La causa mas frecuente de la contractura de los cuadriceps
es la fractura distal del fémur con inmovilizacién prolongada con la rodilla en extensidn o cuando
se adhiere el musculo al fémur en casos de osteomielitis que producen la fijacidn parcial de la
rodilla (Bloomberg, 1995; Fitch, 1997). En la contractura se manifiesta una restriccion de los
movimientos normales de la articulacidn subyacente, provocando una claudicacién evidente

(Boccia y Brusa, 1999).
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La contusidn estd precedida por un trauma, por lo tanto su presentacién es subita y la
claudicaciéon es moderada con tendencia a disminuir. La zona dolorosa se acompaia de

inflamacién y edema. En casos muy graves puede existir hematoma y necrosis (Taylor, 1996).

En la distensidn muscular los signos son parecidos en cuanto a su presentacién, pero con
frecuencia aparecen durante algin movimiento brusco, o durante o inmediatamente después de
ejercicio sostenido. Es mas dificil detectar la zona afectada, se comienza palpando y presionando
ligeramente el miembro (los musculos deben palparse colocando las manos perpendicularmente
a la direccidn de las fibras musculares) hasta encontrar la zona afectada localizada por el dolor. Si
no se detecta la zona lesionada, se procede a la flexién/extensidén de los musculos posiblemente
afectados. Si surgen dudas, se utilizan métodos complementarios como la ecografia (Lefebure y

Pourcelot, 1991; Bloomberg, 1993).

Los desgarros musculares pueden ser fibrilares, fasciculares o totales, bajo el punto de vista
clinico distinguimos entre ruptura muscular parcial o total. Es dificil distinguir entre ambas
afecciones (Delee y Drez, 1993). La sintomatologia es subita, la funcionalidad es poco apreciable,
exacerbandose con el ejercicio. Se observa una tumefaccién de tamafio variable, de acuerdo al
hematoma formado y al grado de edema concomitante, dolorosa a la palpacidn. Su consistencia
varia de blanda a firme, pudiendo haber equimosis por infiltracion sanguinea de las zonas
subyacentes o hematomas subcutdneos. Si el desgarro es importante y el hematoma lo permite,
se apreciard una depresién a la palpacion digital. En la ruptura total, este signo es facil de
detectar, ya que se puede palpar un abultamiento en su origen que se agranda o reduce cuando
el musculo se contrae. Adema3s, en los casos crénicos las modificaciones fibrosas son frecuentes,
el perfil del musculo puede estar modificado (por ejemplo, desgarro del recto interno) y hay

retraccion de las fibras musculares a nivel de la rotura (Lewis y Shelton, 1997).

En patologia muscular, el mayor problema que se le presenta al clinico es la consulta tardia por
parte del propietario, ya que se debe considerar que las afecciones musculares son agudas hasta
las 48 horas de producirse, siendo subagudas hasta los 10 dias y a partir de entonces se hacen

cronicas en detrimento de la respuesta al tratamiento (Gémez, 1991).

Consideraciones terapéuticas de la lesion muscular

La reparacion tisular de las lesiones musculares se lleva a cabo por el desarrollo de dos

procesos diferentes (Genese, 1994):

= La regeneracidon muscular primaria, con la aparicion de los denominados mioblastos

persistentes que se diferencian a partir de células satélites localizadas en la membrana
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basal o endomisio, con lo cual se puede alcanzar una recuperacién anatdmica

(morfoldgica) y funcional maxima.

La reparacion secundaria por formacidn de tejido fibroso. Este mecanismo es menos
deseable. Las lesiones mas graves del musculo, como las laceraciones o desgarros que
destruyen la membrana basal o endomisio, van a inducir este tipo de cicatrizacidn fibrosa

y, dependiendo de la extensidén, una marcada incapacidad funcional.

En algunos casos, se realiza el tratamiento para evitar el agravamiento de lesiones que pueden

evolucionar en base a cicatrizacidon primaria o sea por regeneracién muscular. Los tratamientos

médicos conservadores suelen indicarse en las lesiones mds leves como las contusiones y

distensiones. Las rupturas y otras lesiones crénicas necesitan ser intervenidas quirdrgicamente

para obtener una resolucion satisfactoria (Boccia y Brusa, 1999).

Tratamiento segun gravedad de la lesion muscular

En las contusiones y distensiones recientes, de menos de 24 horas, la terapéutica tiene
por finalidad detener la hemorragia, minimizar el edema y evitar dafios adicionales a los
tejidos (Renstrom, 1981). A tal efecto, en los casos agudos la aplicacién de frio, ya sea en
forma de compresas, hielo o almohadillas de gel (que se utilizan tanto para aplicar frio o
calor), durante 15 a 20 minutos 2 o 3 veces/dia en las primeras 48 horas, ayuda a
disminuir la hinchazén, mejorando la circulacién y aliviando el dolor (Bloomberg, 1995).
En este tiempo el coagulo formado se mantiene friable por lo que nuevos traumas
podrian inducir la recurrencia del sangrado. Para este propdsito se recomienda el reposo
y una inmovilizacion ligeramente compresiva por medio de una venda elastica o incluso
un vendaje de Robert Jones. Esta contraindicada en este tiempo la realizacién de masajes
u otro tipo de fisioterapia que induzca vasodilatacidon con hiperemia o un aumento local
de la temperatura. También se indican antiinflamatorios esteroides y no esteroides. Esos
ultimos se administran por via oral o parenteral, siendo efectivos para aliviar el dolor de la
miositis. En estudios de evaluacidn del uso de antiinflamatorios en las distensiones
musculares se comprobd el beneficio de su accidn para reducir el dolor y el edema sin
interferir o comprometer el proceso de reparacion (Khoury, 1991). Deben evitarse las
inyecciones intramusculares de corticoides debido a la posibilidad de causar ulteriores
rupturas o desgarros musculares (Bloomberg, 1993). Los antibidticos sélo se indican ante
la sospecha o en presencia de dreas de necrosis. A partir de las 48 a 72 horas se modifica
la orientacidn del tratamiento. En este momento los mioblastos se encuentran rodeando

los bordes de la lesidon. Junto con las células que conducen a la regeneracion muscular
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también se encuentran grandes cantidades de macréfagos convertidos en fibroblastos
que segregan sustancias proteicas precursoras de fibras colagenas no extensibles.
Teniendo en cuenta este proceso es que a partir de las 48 a 72 horas y segun la magnitud
de la lesidn, se comenzarad la movilizacion temprana dentro de la segunda etapa del
tratamiento conservador. La movilidad estard limitada naturalmente por el dolor. El
animal hara uso del miembro a voluntad, no debiendo ser estimulado o forzado en la
actividad fisica. Los movimientos pasivos ejecutados en forma ordenada serdn
beneficiosos para la evolucién. La movilizaciéon temprana incrementa la fuerza ténsil,
estimula la resorcién del tejido conectivo cicatricial, mejora la capilarizacion, impide la
formacidon de adherencias y disminuye la atrofia muscular (Boccia y Brusa, 1999). También
se implementan en esta etapa los procedimientos fisioterapicos, en especial aquellos
capaces de proveer calor al drea que se encuentra en proceso de reparacion (Wilkens,

1993).

El calor, en combinacion con el estiramiento, dard por resultado un aumento en la elasticidad
de las fibras de coldgeno, con lo cual se obtendrd la mayor longitud o elongacién muscular. La
aplicacién de calor localizado se consigue por medio de ultrasonido, corriente galvanica,
microondas, laser y masajes (Mercado et al., 1997). En los animales de deporte, después del 109
dia de la lesidn, se puede comenzar con un programa de entrenamiento, en el cual primero se
incrementara la frecuencia del ejercicio, para luego aumentar la carga si es que ésta es requerida

(Fitch et al., 1997).

= Las lesiones mas graves, como las rupturas o desgarros en los que cabe esperar pérdida
de la funciéon debido a la cicatrizacion fibrosa de las mismas, deben ser tratadas
quirdrgicamente para poder modificar dicho tipo de resolucion. La cirugia estd indicada
sobre todo ante la presencia de un gran hematoma, en rupturas amplias o de musculos
gue poseen pocos 0 ningun agonista, asi como también en casos crénicos con fibrosis y
que hayan resultado refractarios al tratamiento médico (Breur y Blevins, 1994). El
procedimiento quirdrgico consiste bdasicamente en la evacuacion del hematoma con
minuciosa hemostasia de los vasos sangrantes, desbridamiento de los tejidos lesionados y
afrontamiento de los extremos seccionados por medio de diferentes técnicas de suturas.
Las caracteristicas morfoldgicas, constitucionales y dinamicas de los musculos crean un
medio poco favorable para que las suturas mantengan los extremos de la seccién en
aposicion, oponiéndose a la tensidn ejercida por la contraccidn o retracciéon de las fibras,
si se tiene en cuenta que el estrés muscular siempre es en sentido longitudinal. La vaina o

fascia del musculo ofrece mejores condiciones para la colocacién de puntos que absorban
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las tensiones que naturalmente estan presentes en la linea de sutura de las fibras
musculares. Para que esta accién sea mas efectiva se puede recurrir al uso de botones
para obtener mayor traccién de los puntos aplicados en la fascia muscular. La utilizacidon
del patrén de sutura conocido como "cerca-lejos-lejos-cerca” con material reabsorbible
mostré ser muy efectiva (Fitch et al., 1997). A menudo la cirugia se difiere hasta pasados
los primeros dias, en especial en los casos que presentan grandes hematomas e
hinchazén de las rupturas de los vientres musculares carnosos. Las rupturas a nivel
musculotendinoso producen menos hemorragia y pueden ser operadas de inmediato.
Retrasar por mas tiempo la intervencién permite la proliferacién no deseable de tejido
fibroso alrededor y dentro de los extremos musculares seccionados. Las rupturas de la
uniéon musculotendinosa se reparan mejor utilizando la técnica de implante tendinoso
(técnica de Braden). Aunque con este método se produzca un acortamiento y por tanto
mayor tensidén en la linea de sutura, el contacto mas intimo que se logra lo hace preferible
a la anastomosis término-terminal. En la seccion de un vientre muscular, los extremos se
afrontan colocando puntos horizontales simples en la profundidad de la parte carnosa y
puntos que absorben tensidn sobre la fascia. Los materiales de sutura mas recomendados
son el nylon monofilamento, poliéster trenzado y entre las absorbibles, la polidioxanona.
Es necesaria una inmovilizacidon postquirdrgica complementaria durante 1 a 3 semanas,
mediante la aplicacién de un vendaje de Robert Jones o una férula. El retorno a la
actividad serd gradual, siguiendo los mismos principios considerados para los
tratamientos conservadores (Boccia y Brusa, 1999). Las lesiones de este grado tienen un
prondstico reservado ya que entre sus posibles secuelas figuran atrofia, fibrosis y
disminucién en la fuerza y amplitud de movimientos. La calcificacién o miositis osificante
es una complicacion indeseada, pudiendo igualmente alcanzarse una recuperacidon
funcional normal, aunque sélo después de un periodo de evolucién mads prolongado.
Puede ser tratada en forma conservadora o indicarse su extirpacién quirdrgica. Se citan

casos recurrentes en los que fue necesaria la amputacién (Taylor, 1996).

= La contractura requiere de un tratamiento especifico, que dependerd del musculo en
particular que se encuentre afectado. Una vez instalada la fibrosis muscular y dada su
condicidon de irreversible, sélo un procedimiento quirdrgico serd capaz de mejorar la
funcién del miembro, las caracteristicas de la claudicacién o el alivio del dolor en caso de
existir. Esencialmente la transeccién del musculo es suficiente y efectiva para restaurar en
forma inmediata los movimientos de las articulaciones que se hallaban limitadas en su

funcién como consecuencia de la contractura. La tenectomia, miectomia y hasta la
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ablacion total del musculo involucrado, son los procedimientos bdsicos utilizados como
parte del tratamiento en los distintos casos. Los musculos que con mas frecuencia son
asiento de esta patologia estdn sujetos a prondsticos disimiles. La tenectomia del musculo
infraespinoso o la miectomia del redondo menor, es altamente eficaz confiriéndole al
miembro un andar muy similar al normal, siendo ademds de efecto duradero (Bruce et al.,
1997). Menos satisfactorio resulta el prondstico de la contractura del musculo gracilis ya
que a pesar de la recuperacion favorable en lo inmediato a la cirugia, con el transcurso de
los meses la claudicacion puede volver a manifestarse (Lewis et al., 1997). El prondstico
mas desfavorable es para la contractura del musculo cuadriceps femoral. La liberaciéon del
musculo adherido al fémur permite lograr la fijacion de la rodilla en un angulo normal
para poder soportar peso y recuperar funcionalmente al miembro afectado. Algunos
tratamientos estan dirigidos, en especial, a restablecer la movilidad de la rodilla (Wilkens

etal., 1993).

A pesar de ajustarse en tiempo y forma a los procedimientos establecidos, no siempre el
resultado final es el esperado. Es menester subrayar la importancia de un diagndstico precoz y la
inmediata instauracion de las medidas terapéuticas tendientes a resolver este tipo de lesiones
musculares, que permitan alcanzar los mejores resultados. En los animales de deporte la decision
mas critica es determinar el momento a partir del cual se permite el retorno sin restricciones a la
actividad especifica, ya que es en esta instancia cuando se producen muchas de las recidivas.
Cabe aqui hacer una mencion sobre la prevencidn de estas lesiones. En tal sentido, revisando los
posibles origenes de estas afecciones encontramos que las mismas pueden ser consecuencia de
un procedimiento o abordaje quirldrgico inadecuado. Debemos enfatizar los efectos siempre
beneficiosos del manejo atraumatico de los tejidos blandos durante la cirugia, en especial
ortopédica o traumatoldgica, de los miembros. En este aspecto se tendrd presente que cuando en
la via de abordaje a un hueso o articulacién se interpone un musculo, en orden de opciones para
la elevaciéon muscular se preferird en primer lugar la osteotomia del area de insercién, seguida por
la elevacion subperidstica y por udltimo la separacién de las fibras en sentido longitudinal. Es
totalmente desaconsejable la transeccidon de las mismas y en caso que tal situacién fuese
inevitable se procederd a su reparacidon en la forma descrita para los casos de laceraciones

(Piermattei, 1996).

Por otro lado, la prevencién de lesiones en animales de deporte se puede lograr por medio de
un adecuado asesoramiento a los propietarios. En tal sentido, considerando que el dafio se
produce por la elongacién y no por el acortamiento o contraccién muscular, los ejercicios de

calentamiento actiuan incrementando la extensibilidad y en consecuencia deben ser
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recomendados entre otras medidas para reducir la probabilidad de ocurrencia de lesiones (Boccia

y Brusa, 1999).

Métodos de evaluacion de la musculatura

En el pasado, los musculos eran dificiles de estudiar por métodos de imagen hasta la llegada de
la ecografia y la resonancia magnética (RMN), que han abierto un amplio campo, facilitando de
forma clara la evaluacion del sistema musculo esquelético (Soto y Salazar, 2008). La radiologia
simple y la Tomografia Computerizada (TC) tienen un papel limitado pero pueden ser Utiles para

descartar una miositis osificante (El-khoury et al., 1996; Shellok y, Fleckenstein, 1997).

Ecografia muscular

En los ultimos afios, esta técnica ha aumentado su popularidad como método diagndstico en el
campo de la medicina deportiva (Nofsinger y Konin, 2009). Se emplea tanto en patologia muscular
como en otras areas, como lesion ligamentosa, tendinosa, fracturas por avulsién o estrés (Bianchi

et al., 2005; Bianchi et al., 2006; Megliola et al., 2006; Allen y Wilson, 2007).

El estudio ecogréfico de los tejidos musculares es un método complementario, sencillo, no
invasivo y sensible, que nos precisara el lugar exacto de la lesion y sus caracteristicas. Se considera
un método indispensable para el diagndstico de las lesiones musculares, que permite situar la
lesidn y cuantificarla, ademds de realizar actitudes terapéuticas guiadas (Fitch et al., 1997). Es el

examen de eleccidn para valorar la amplia gama de lesiones musculares (Campbell et al., 2005).

El estudio del sistema musculo esquelético se va a realizar con transductores de alta frecuencia
(7.5-15Mhz) que permiten obtener una madxima resolucion de la arquitectura muscular vy

tendinosa (Bianchi et al., 2005; Allen y Wilson, 2007).

Nuevas tecnologias como las ecografias en 3D, permiten obtener reconstrucciones
panoramicas, mientras el Doppler posee mayor sensibilidad en los hallazgos vasculares (Tumezei

etal., 2010).

Las fibras musculares son hipoecogénicas (mds oscuras) respecto al epimisio y las fascias por
las que se encuentran delimitadas, estructuras que por el contrario son ecogénicas (brillantes). Es
posible el estudio de la presencia de roturas totales, parciales u otras anomalias de los vientres
musculares al visualizar de manera dinamica la contraccidon y relajacion de las fibras. A
continuacién se detallan las caracteristicas ecograficas detectables en las diferentes lesiones

musculares (Gomez, 1991; Mattoon y Nyland, 1995):
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= Distension: zona hipoecogénica correspondiente al edema de las miofibrillas y
pequefias imagenes anecogénicas que corresponden a microhematomas. Los

extremos del musculo son de aspecto normal.

= Contusion: zona localizada con hematoma (anecogénica), laceraciones o edema

intenso.

= Desgarro (fascicular): entre aponeurosis delgadas se aprecia un hematoma mas o
menos importante, pudiendo observarse “el badajo de campana” que se manifiesta,
en el corte longitudinal, por una imagen hiperecogénica alargada. En un corte
transversal de la misma lesidn, se visualiza una zona anecogénica (hematoma) y en el

centro, la imagen hiperecogénica redondeada que pertenece al extremo roto.

= Ruptura total: estd involucrado todo el grosor del musculo, con retraccién importante

de los extremos. Se visualizan imagenes en “badajo de campana” y gran hematoma.

= Fibrosis: se ven diferentes areas de hiperecogenicidad, en general heterogéneas,
rodeadas de tejido sano, pudiendo seguir la linea del musculo o no (oblicuas,

perpendiculares, etc.), que no cambian de tamafio al contracturarse.

Tabla 1: Ventajas e inconvenientes de la ecografia muscular (Balius, 2011)

Ventajas Inconvenientes

Prueba no invasiva  Sila lesion es leve no se detecta en las primeras horas
Bajo coste Explorador dependiente (aprendizaje)
Estatica/Dinamica Necesarias mas de una

Comparativa

La curacion de una patologia muscular es un proceso que depende de la magnitud de la lesion
y por lo general tarda desde 3 hasta 16 semanas. En la curacién muscular participa la capacidad
de regeneracién muscular y la cicatrizacidn fibrosa. Tras la evaluacion inicial, el estudio ecografico
tiene una importante funciéon en la monitorizacién del proceso de curacidon de cada patologia
(Lefebure y Pourcelot, 1991). La cavidad inicial ocupada por el hematoma comienza a rellenarse
paulatinamente desde su periferia por la formacion de tejido de granulacion que puede
identificarse en las imagenes por la presencia de focos ecogénicos confluentes que terminan por

ocuparla completamente (Mufioz, 2002).
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Tabla 2: Clasificacion ecografica de lesiones musculares (modificada de Lefebure y Pourcelot, 1991).

Caracteristicas Patologia

=  Lalesidn no se observa por ecografia

= Pequefias imagenes hipoecogénicas o Contracturas, calambres, elongaciones,
hiperecogénicas contusiones benignas

=  Pequefios hematomas de 2mm

= Colecciones hematicas de volumen
moderado (<3 cm)

. Rotura de fibras de numero limitado

Tirones, desgarros musculares, contusiones de
intensidad media

=  Hematomas voluminosos .

Traumatismos musculares graves con desgarro,

- Extensas superficies de fibras musculares . L,
rotura, desinsercion

rotas

El tratamiento pretende estimular la regeneracién para que compita con la cicatrizacion que
invariablemente dard como resultado un musculo de menor volumen y con importante pérdida
de la funcionalidad, porque la cicatriz no es eldstica y ademas predispone a nuevas lesiones

(Mufioz, 2002; Verdugo y Antonio, 2004; Campbell et al., 2005).

La ecografia seriada permite establecer con precisién la velocidad y el estadio de la curacion,
con lo que disminuye de manera significativa la posibilidad de una nueva lesion (Campbell et al.,

2005).

Tomografia axial computerizada

Este método de diagndstico por imagen permite valorar patologia dsea y lesiones de cabeza,

columna, ademas de valorar el sistema muscular (Buckwalter, 2009).

Entre sus ventajas cabe destacar, que es un acto clinico rapido y que permite la reconstruccion

de imagenes disminuyendo artefactos producidos por prétesis metalicas (Tumezei et al., 2010).

A su vez, con la llegada del TC multidetector en 1998, se consiguen imagenes del sistema
musculoesquelético en todos los planos del espacio, con mejor contraste de los tejidos y en

menor tiempo de escaneo (Buckwalter, 2009).

Las intervenciones guiadas por TC son utiles en dreas corporales profundas, como Ia
articulacién sacroilica, nervio pudendo y el tendén del iliopsoas, en las cuales es dificil acceder a

través de la ecografia (Anderson y Read, 2008).

Resonancia Magnética

En medicina deportiva esta técnica permite valorar musculos, tendones, ligamentos, cartilago,

médula ésea y placas de crecimiento (Tumezei et al., 2010).
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La resonancia magnética (RMN) es diagndstica en los casos en los que la ecografia no puede
evaluar la lesién por su localizacién en profundidad o por las caracteristicas del tejido; es muy
sensible en las lesiones musculares en las que hay un aumento de liquido (Rybak y Torriani, 2003).
Esta prueba se reserva para aquellos casos en los que existe una discrepancia entre los hallazgos

clinicos y ecograficos (Jarvinen et al., 2000).

La RMN tampoco utiliza radiaciones ionizantes, se basa en la creacién de un campo magnético
y aporta como ventajas frente a la ecografia una mejor vision anatémica de las lesiones, asi como
sus relaciones con tendones y ligamentos, siendo éstos ultimos dificilmente valorables por
ultrasonidos. Como desventajas debemos hablar de que se trata de un método menos asequible
al necesitar una infraestructura mucho mas sofisticada y cara, siendo los estudios de mas larga

duracion y por todo lo mencionado anteriormente de mayor coste econémico (Jiménez, 2006).
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Factores de crecimiento

Los Factores de crecimiento (FC) son un grupo de sustancias de naturaleza polipeptidica,
solubles y difusibles, que tienen la capacidad de regular el crecimiento, diferenciacién y fenotipo

de numerosos tipos de células (Vega, 2000).

Estos factores de crecimiento proporcionan las sefiales iniciales para la activacidn de las células
integrantes de los tejidos que los rodean. Como respuesta a las sefiales que proporcionan estas
moléculas, las células locales y las infiltradas sufren cambios en la proliferacion, diferenciacion y
sintesis de proteinas con diversas funciones bioldgicas. En conjunto, todos estos fenémenos,

definen el proceso conocido como activacién celular (Reed et al., 2000).

Estas sustancias al liberarse de las plaquetas, hacen posible la multiplicacidén y el desarrollo de
las células endoteliales vasculares, de las células musculares lisas y de los fibroblastos. Ademas

ejercen multiples efectos sobre los fendmenos de remodelacion celular (Barnes et al., 1999;
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Anitua, 2001; Marx y Garg, 2005), permitiendo que interactien reciprocamente con los leucocitos
y con las células endoteliales para modular la reaccion inflamatoria en los procesos de

cicatrizacion y de regeneracion tisular (Bazzoni et al., 1991; Klinger, 1997; Ouyang y Qiao, 2006).

En cuanto al mecanismo de accidn, los factores de crecimiento pueden tener efecto sobre las
mismas células que los sintetizan (factores autocrinos) o sobre células de una clase distinta dentro

del tejido (factores paracrinos) (Grageda et al., 2005).

Estas proteinas afectan al comportamiento celular uniéndose a receptores especificos situados
en las membranas de las células. No todos los fenotipos celulares tienen los mismos receptores,
por tanto, el efecto de los factores de crecimiento no serd el mismo en todos los tejidos ni en

todas las situaciones (Stone, 1998).

Cabe destacar el hecho de que los factores de crecimiento pueden potenciarse o inhibirse
entre ellos mismos. Un ejemplo, es la actuacion del TGF-B1, el IGF-1 y el PDGF sobre la sintesis de
proteoglicanos, quienes individualmente incrementan su sintesis en mas de un 100%, pero al
actuar en diferentes combinaciones, los efectos son aditivos y estimulan de forma sinérgica la

sintesis de dichos compuestos (Chopra y Anastassaiades, 1998).

Los factores de crecimiento fueron clasificados en un principio por Canalis en 1988. De esta
forma, encontramos al factor de crecimiento transformante (TGF-B), factor de crecimiento
derivado del hueso (BDGF), factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1) y el factor derivado de las
plaguetas (PDGF) que son sintetizados por células esqueléticas. El factor de crecimiento
fibroblastico acido y basico (aFGF y bFGF) han sido aislados de la matriz dsea. Del mismo modo el
IGF-I y el bFGF son sintetizados por tejidos cartilaginosos, como las interleukinas tipo | (IL-1). El
factor de necrosis tumoral (TNF-a), los factores de crecimiento derivados de los macréfagos vy el
PDGF son sintetizados por células sanguineas. Estudios posteriores, han demostrado que tanto

estos factores y otros son sintetizados por diversos tipos celulares (Grageda, 2004).

Estos factores, junto con otros, que describiremos a continuacién, son piezas clave en la
reparacion de determinadas patologias como, fracturas, lesiones musculares y tendinosas, cirugia
maxilofacial, cirugia plastica, cicatrizacion de heridas y ulceras, cirugia ocular, etc. (Cullinane et al.,
2002; Tarroni et al., 2002; Valbonesi et al., 2002; Molloy et al., 2003; Anitua et al., 2004;
Southwood et al., 2004).

Factor de crecimiento insulinico (IGF)

El IGF existe en dos isoformas, | y Il. En la mayoria de las especies animales, el IGF-I es mas

comun, mientras que en humana, es el tipo Il el que aparece en mayor concentracion. Sin

Elena Damia Giménez 31



Revision Bibliografica

embargo, se ha referenciado como el tipo | tiene un efecto tres veces mayor sobre determinados

tejidos (Grageda, 2004).

La sintesis de IGF se realiza mayoritariamente en el higado, de donde se libera al torrente
sanguineo, y es capturado por las plaguetas mediante un mecanismo de endocitosis, para

posteriormente ser almacenado por los granulos alfa (Duan, 2002).

In vitro, ambas isoformas pueden ser sintetizadas por células osteobldsticas, teniendo un
efecto positivo minimo sobre su proliferacién. En cambio, si que mejoran la funcionalidad de los
osteoblastos al incrementar la expresién de coldgeno tipo |, al igual que el ratio de aposicién de
matriz dsea, y consecuentemente aumenta la produccién de nuevo hueso (Mohan y Baylink,

1991).

El IGF-I o somatomedina C fue aislado por primera vez de suero humano en 1976. Es un
polipéptido de 70 aminoacidos con un peso molecular de 7,6 kDa. La molécula de IGF-I tiene un
48% de homologia estructural con la proinsulina y ejerce su accién en las células al unirse a
receptores especificos en la superficie de éstas y actuando como un potente mitégeno de la

proliferacidon celular (Shavlakadze et al., 2005).

El IGF-1 induce la proliferaciéon, diferenciacién e hipertrofia de multiples lineas celulares, en

particular, del musculo esquelético (Philippou et al., 2007).

La farmacocinética de IGF-I es complicada debido a la presencia de una familia de proteinas
altamente especificas llamadas proteinas de union (IGFBPs), las cuales coordinan y regulan las
funciones bioldgicas del IGF-I. Aproximadamente el 5% del IGF-I circula libre en suero. La mayor
parte del IGF-I en suero (95%) circula ligado a estas proteinas de unidn de IGF especificas, de las
que se conocen 6 clases (IGFBP 1-6), siendo la principal proteina de unién del IGF-1, la BP3. Esta
proteina forma un complejo ternario de alto peso molecular (140.000 Daltons) con IGF-I, la IGFBP-
3, y una subunidad acido-labil (ALS) (Baxter et al, 1989; Rochler, 1993; Holt y Sonksen, 2008). La
vida media del IGF-I libre es de escasos minutos, mientras que la vida media del complejo IGF-
I/IGFBP-3 es de 12-15 horas (Guler et al., 1989). Cuando se administra IGF-I via subcutanea, la
maxima concentracién se alcanza a las 7 horas y la vida media es de unas 20 horas (Grahnen et

al., 1993).

Las concentraciones en plasma/suero de IGF-I varian segln la especie, la edad, el sexo, el
aporte nutricional, tamafio corporal, ejercicio y secrecion de la hormona de crecimiento del
paciente. Sin embargo, en humana, se han descrito valores de 300 ng/ml (rango 94-506 ng/ml) en
adultos de 17 a 20 afios de edad y de 250 ng/ml (rango 117-358 ng/ml) en personas de 21 a 30

afios (Creaney y Hamilton, 2008).

Elena Damia Giménez 32



Revision Bibliografica

Se ha descrito que el perfil de liberacion de GH en seres humanos difiere con el sexo (las
mujeres secretan 2 veces mas GH por cada pulso que los hombres) y esta circunstancia repercute

en las concentraciones circulantes de IGF-1 (Giustina y Veldhuis, 1998; Veldhuis et al., 2005).

Los IGF estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales. De este modo la GH,
los estrégenos y la progesterona aumentan su produccién, mientras que los glucocorticoides la

inhiben (Hill et al., 1995).

El rango de referencia de IGF-1 en perros adultos normales es mayor de 200 ng/ml, mientras

que en los animales de hasta un afio de edad es superior a 500 ng/ml (Schaer, 2006).

Elevadas concentraciones de este factor estan asociadas a resultados positivos en la salud, por
ejemplo, buen estado fisico, 6ptima densidad ésea y neurocognicion (Adams, 2002; Nindl et al.,
2007). En estudios con animales se ha demostrado que el IGF-I mejora la cicatrizacién de lesiones
musculares (Menetry et al., 2000), siendo necesario para la diferenciacién y proliferacién

mioblastica (Engert 1996, Damon 1998).

Los principales tejidos diana afectados por el IGF-I, en combinacién con la hormona de
crecimiento, son: musculos, cartilagos, huesos, nervios, piel, higado, rifiones y pulmones. Este
factor produce numerosos efectos estimulantes del crecimiento, entre los que destacan efectos
mitogénicos y la promocidn de la sulfatacién del cartilago. Asimismo, acta como mediador de las
acciones estimulantes del crecimiento en el esqueleto y otros érganos desencadenados por la

hormona de crecimiento (Trejo et al., 2007).
Los efectos bioldgicos de IGF-1 pueden ser divididos en 2 categorias (Langford y Miell, 1993):
= Efectos metabdlicos a corto plazo: hipoglicemia y aumento de filtracién glomerular.
= Efectos mitogénicos a largo plazo:
o Aumenta el transporte de aminodacidos hacia el interior de las células.
o Incrementa la sintesis de proteinas.
o Aumenta la sintesis de ARN.

o Coopera con el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) para

aumentar la capacidad de las células en la sintesis de ADN.
o Disminuye la degradacion de las proteinas.

o Aumenta la lipogénesis y disminuye la lipdlisis.
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o Incrementa la proliferacién y la diferenciacién celular. El IGF-I aumenta el
metabolismo celular, pero su mayor impacto es sobre el crecimiento; se cree que
es debido al incremento en el niUmero de células (hiperplasia), ya que: aumenta la

proliferacién de condrocitos, mioblastos y fibroblastos.

Tras su administracion, la IGF-I, aumenta el crecimiento dseo, la masa muscular, el peso de las
visceras (bazo, corazén, higado, rifidén, testiculos), aumenta el peso corporal, no produce cambios
en la grasa corporal, disminuye los niveles de glucosa en sangre, aumenta la sintesis de proteinas

y disminuye los niveles séricos de acidos grasos libres (D Ercole, 1991).

Una de las caracteristicas de los factores de crecimiento es su corta vida media, lo que le
confiere mecanismos de accidn circunscritos al sitio en el que fue liberado, excepto por la accién
del IGF-1 y HGF que tienen efectos sistémicos. En el caso del IGF-IEa, es liberada por el higado
sistematicamente bajo el control de la hipdfisis, mientras que la isoforma IGF-IEc es liberada por

el musculo cuando este es ejercitado (Matheny y Nindl, 2011).

Otros factores de crecimiento

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)

Es un polipéptido de naturaleza catidnica que permanece estable hasta alcanzar temperaturas
proximas a los 100°C. Su punto isoeléctrico es muy basico (10,2)* y su peso molecular es de

30.000 Daltons (Deuel et al., 1981; Hauschka et al., 1986; Ross, 1986).

Este factor fue aislado por primera vez a partir de plaquetas durante la degranulacién, de ahi
su nombre (Antoniades et al., 1975; Ross y Vogel, 1978). Hoy en dia, se sabe que es producto de
un amplio rango de tipos celulares, dentro de los cuales se incluyen macréfagos, células
endoteliales, monocitos, fibroblastos, musculo, hueso/cartilago y células del tejido conectivo

(Sitaras et al., 1987; Rappolee et al., 1988; Antoniades et al., 1991; Raines, 1993).

La forma biolégicamente activa de PDGF es un dimero formado por dos cadenas
polipeptidicas, unidas por puentes disulfuro, llamadas A y B. Puede estar presente como
homodimero o como heterodimero y dependiendo del tipo de dimero formado muestra actividad

diferencial (Heldin et al., 2002; Grageda et al., 2005).

PDGF es el producto de cuatro diferentes genes que son ensamblados en cinco isoformas
distintas, conocidas como: AA, AB, BB, CC y DD, siendo las cadenas C y D las mds recientemente
identificadas. PDGF-C es también llamada “Spinal cord-derived growth factor” (SCDGF/PDGF-
C/fallotein) (Ding et al., 2000; Hamada et al., 2000; Li et al; 2000; Tsai et al., 2000) y a PDGF-D se
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le conoce también como SCDEF-B (Bergsten et al., 2001; Hamada et al., 2001; LaRochelle et al.,
2001; Heldin et al., 2002; Li y Erikson, 2003).

Como se ha citado anteriormente, las isoformas de este factor de crecimiento mas conocidas
son el producto de asociaciones de las cadenas A y B con aproximadamente 100 residuos de
aminoacidos cada una, de los cuales el 60% son conservados entre si. Estas isoformas ejercen su
accion sobre las células diana mediante la unién a 2 receptores tirosina kinasa, el receptor a, que
se une sélo a cadenas A y el receptor B, que se une con alta especificidad a las cadenas Ay B

(Heldin et al., 2002).

Se sabe que las células musculares lisas (CML) y los fibroblastos expresan ambos tipos de

receptor, ay B.
=  PDGF-AA:

o Sobre CML: inicia hipertrofia celular (sintesis proteica aumentada) (Inui et al.,

1994).
o Sobre fibroblastos: inhibe la quimiotaxis (Siegbahn et al., 1990).

o Sobre neuronas dopaminérgicas: promueve el desarrollo de la fibra neuronal

embrionaria (Giacobini et al., 1993).

o Dirige la formacién de las ramificaciones que crecen a partir de los tubulos

respiratorios (Souza et al., 1995).
= PDGF-BB
o Sobre CML: induce mitosis (Inui et al., 1994).
o Sobre los fibroblastos: inicia quimiotaxis, (Siegbahn et al., 1990).

o Sobre las neuronas dopaminérgicas: sirve sélo como un factor de mantenimiento

de la supervivencia (Giacobini et al., 1993).

o Dentro del desarrollo pulmonar, regula el crecimiento y nimero de células

epiteliales del tubulo respiratorio (Souza et al., 1995).

La interpretacidn de cualquier estudio experimental depende del tipo celular empleado y de la
isoforma de PDGF aplicada. En general se puede decir que las isoformas de PDGF son mitégenos
potentes para las células del tejido conectivo, incluyendo fibroblastos cutdneos, células arteriales
del musculo liso, condrocitos y algunas células epiteliales y endoteliales (Brewitt y Clark, 1988;

Bornfeldt et al., 1994; Guerne et al., 1994; Lubinis et al., 1994).
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Ademds de su actividad mitogénica PDGF es quimiotactico para fibroblatos y células
musculares lisas (Siegbahn et al., 1990; Bornfeld et al., 1994). Ademds el PDGF derivado de
macréfagos actlia como un agente mitogénico y quimiotactico para células musculares lisas y

contribuye al engrosamiento de las paredes arteriales (Ross et al., 1990; Liu et al., 2005).

También se ha demostrado que este factor derivado de las plaquetas juega un papel
importante en el sistema nervioso central, particularmente en la supervivencia y regeneracion
neuronal y en la mediacién de la proliferacién, diferenciacion y migracién de células gliales
(Giacobini et al., 1993; Gard et al., 1995; Erlandsson et al., 2001; Wolswijk, 2002; Milenkovic et al.,
2003).

Factor de crecimiento fibrobldstico (FGF)

Los FGFs fueron aislados por primera vez en los afios 70 a partir de extractos de cerebro
bovino, basandose en su caracter mitogénico y angiogénico. Posteriores estudios establecieron
que los FGFs constituyen una familia de veinte proteinas monoméricas estructuralmente
relacionadas (peso molecular entre 16.000 y 18.000), con diversas actividades y producidas en
algin momento durante el desarrollo de tejidos tales como epitelial, muscular, conectivo vy
nervioso. Debido a que los FGFs han perdido la secuencia del péptido sefial, el cual determina en
otros factores de crecimiento su secrecidn extracelular via reticulo endopldsmico rugoso/aparato
de Golgi, se ha sugerido que su liberacién fuera de la célula puede darse siguiendo una ruta

exocitica independiente (Mignatti y Rifkin 1991).

Es un polipéptido relacionado estructuralmente con los mitdégenos “heparin binding”. Sus
efectos bioldgicos son mediados por receptores de superficie de alta afinidad con actividad

tirosina-kinasa (Huges, 1997).

La familia de los factores de crecimiento ligados a heparina incluye 9 proteinas, de FGF-1 o
aFGF (4cido) a FGF-9. La FGF-2 o bFGF (basico), presente en plaquetas, contribuye a la
angiogénesis en el tejido granulado estimulando la infiltracién y proliferacion de células

endoteliales (Bennett et al., 2003; Grageda, 2004).

La forma basica del FGF (bFGF o FGF-2) es un factor de crecimiento multifuncional que ejerce
una profunda influencia en la fisiologia de la cicatrizaciéon de los tejidos. Su modo de accidn
incluye la modulacién de poblaciones de células madre, asi como de la expresién de genes
especificos que codifican para las proteinas de la matriz extracelular (MEC), receptores celulares,
proteasas de MEC e inhibidores de las mismas. Estudios en animales han demostrado la eficacia

del FGF-2 exdgeno al favorecer la cicatrizacién de las heridas, lo que ha llevado también a su
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utilizacion clinica. En ésta ha sido empleado en las heridas de la practica quirdrgica cotidiana, para
la reparacion ésea, asi como para el tratamiento de Ulceras (de piel y digestivas) y quemaduras en
pacientes diabéticos, cuya velocidad de cicatrizacion se ve reducida a la mitad (Gospodarowicz et

al., 1987).

A pesar de su gran potencia angiogénica y mitogénica, el FGF-2 se degrada rapidamente
cuando se inyecta o es ingerido, llegandose a perder hasta un 99% de su actividad mitogénica en

poco tiempo (Edelman et al., 1991)

Puesto que el FGF-2 es un agente pleiotrépico, es decir, que estimula, inhibe y modula
procesos celulares de manera tiempo- y dosis-dependiente, es esencial controlar su liberaciéon en
el lugar deseado y su biodisponibilidad mientras se necesite de su accién como agente
terapéutico. En este sentido, un grupo de investigacidon del Departamento de Biologia Celular y
Genética de la Universidad de Madlaga, produjo un rhFGF-2, cuya novedad reside en la
incorporacién de una secuencia aminoacidica auxiliar (correspondiente al dominio molecular
modificado del factor de von Willebrand), de alta afinidad de uniéon especifica al colageno tipo |,
que confiere al factor propiedades Unicas y exclusivas. De esta forma, este factor de crecimiento,
llamado rhFGF-2-F2, puede ser almacenado por tiempos prolongados y ser dirigido a dianas
celulares-tisulares especificas donde se precise su actuacién, controlando su liberacién vy
preservando su estabilidad o vida media. De esta manera, se acentla su potencial como agente
terapéutico en la cicatrizacion de heridas y en otros procesos de reparacién tisular (Andrades et

al., 2001).

El tratamiento de heridas cutaneas incisivas por aplicacidn ectdpica de rhFGF-2-F2 en animales
diabéticos acelera significativamente la cicatrizacién de las mismas, cuando se compara con la
misma aplicacién del factor comercial. La especial utilidad de este factor se ve reforzada ain mas
cuando se aplica ectépicamente mezclado con un gel de colageno tipo I, provocando una mayor
velocidad en la reparacién de las heridas, reduciendo el tiempo de cicatrizacién en animales
diabéticos, hasta llevarlo a valores comparables a los animales normales. Segun los estudios
realizados in vitro, podemos pensar que la secuencia aminoacidica de unidén especifica al colageno
estaria incorporando al rhFGF-2-F2 la capacidad de unirse especificamente al colageno tipo I, que
actuaria de carrier. Una vez que este aposito (factor + coldgeno) se coloca en la herida fresca, la
presencia de enzimas del tipo colagenasa, cuya aparicidon en los primeros dias de cicatrizacion ha
sido demostrada, ocasionaria una lenta liberacion del rhFGF-2-F2 desde la matriz de colageno a la
que esta unido hacia el componente celular implicado en la cicatrizacion (células responsables de
la inflamacidn, células endoteliales, fibroblastos encargados de sintetizar mas matriz de

colageno). En este caso, el colageno tipo | ejerceria como modulador fisioldgico en la liberacidn de
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la proteina hacia las células diana, consiguiéndose asi una mayor y mejor disponibilidad del factor
por dichas células. El hecho de que la maxima tasa de cicatrizacidn, tanto en animales normales
como diabéticos, se consiga cuando el rhFGF-2-F2 se aplica combinado con colageno tipo |,
refuerza la idea de que la secuencia polipeptidica introducida esta incorporando a la proteina de
fusion resultante una mayor y/o mas duradera actividad bioldgica. Este hecho también ha sido
discutido para un rhTGF-RB1 producido por los mismos autores con similares caracteristicas, y
empleado con éxito en la induccién condro-osteogénica (Gordon et al., 1997; Andrades et al.,
1999). Las posibilidades que ofrece el uso de factores de crecimiento modificados como agentes
terapéuticos, suponen un avance primordial en el desarrollo de procedimientos alternativos para

mejorar la capacidad de reparacion tisular (Andrades et al., 2001).

Factor de crecimiento transformante (TGF)

Existen dos tipos de TGF, a y B. Este ultimo es una sustancia polipeptidica considerada como
miembro del grupo de las citoquinas, con una estructura dimérica formada por 2 subunidades de
112 aminoacidos unidas por puentes disulfuro, con un peso molecular total de 25000 daltons
(Assoian et al., 1986; Centrella et al., 1986). Su nombre se debe a su identificacién por primera vez

en tejidos transformados (sarcomas) (Burgess, 1989).

La familia TGF-B consta de 35 miembros que incluyen, ademas de los TGF-Bs, activinas y BMPs
(Proteinas Morfogenéticas Oseas) entre otras. Todos ellos juegan un papel importante en el

desarrollo y homeostasis de varios tejidos (Caestecker, 2004).

El TGF- B se sintetiza en varios tejidos, pero el hueso y las plaquetas son el origen mas

importante de esta molécula (Assoian et al., 1986).

En mamiferos existen tres isotipos, llamados B1, 2 y B3. Todas las isoformas presentan un
grado de homologia del 84-92%. La expresién de dichas isoformas se regula de forma diferente a
nivel transcripcional debido a las diferentes secuencias promotoras (Roberts, 1998; Goviden vy

Bhoola, 2003; Jobling et al., 2004).

Una vez sintetizado, el TGF- B es secretado al exterior como un complejo inactivo que consta
de un dimero TGF- B, su pro péptido LAP (“latency associated peptide”) y LTBP (“latent TGF- B
binding proteins”) (Lawrence, 2001; Todorovic et al., 2005). Por lo tanto, el TGF- B secretado
necesita ser activado antes de poder unirse al receptor. Este proceso se llama “latent TGF- B

activation” o “TGF- B formation” (Gleizes et al., 1997).

Este estado inactivo o de “latencia” es un mecanismo de control de la actividad de los factores

de crecimiento, que permite regular su biodisponibilidad y limitar su difusion desde las células

Elena Damia Giménez 38



Revision Bibliografica

que lo secretan, de este modo se logra regular las acciones autocrinas y paracrinas del TGF-

(Arrick et al., 1992).

Este factor de crecimiento estimula la replicacién de células precursoras de la linea de los
osteoblastos y ademds tiene efecto estimulador directo sobre la sintesis de diversos tejidos,
destacando notablemente su efecto sobre el tejido 6seo y cartilaginoso (Pelletier y Pelletier,

1994).

El TGF- B interviene modulando la sintesis de matriz sea por varios mecanismos, incluyendo el
incremento en el nimero de células capaces de expresar el genotipo de los osteoblastos, asi
como actuar directamente sobre los osteoblastos diferenciados. También es capaz de disminuir la
resorcién osea al inducir la apoptosis de los osteoclastos (Grageda et al., 2005) y al disminuir su

formacidon (Bonewald y Mundy, 1990; Steenfos, 1994).

Se ha observado que una administracién exdégena de TGF- B en fracturas experimentales,
resulta en un incremento del tamafo del callo éseo, asi como mejoras en pardametros

biomecanicos (Lind et al., 1993).

En definitiva, el TGF- B estd involucrado directa o indirectamente en procesos como la
cicatrizacidn, angiogénesis, hematopoyesis, desarrollo de las glandulas mamarias, metabolismo
6seo y formacidn de piel, asi como en multiples patologias como enfermedades inflamatorias y

fibréticas y el desarrollo de tumores (Roberts y Sporn, 1990; Bierie y Moses, 2006).

Otro mecanismo de accién del TGF- 1 en el campo de la traumatologia, es su funcién sobre el
tejido cartilaginoso, aumentando la sintesis de componentes de la matriz extracelular como la
fibronectina, el coldgeno tipo | y el biglicano, y disminuyendo las actividades proteoliticas

responsables del catabolismo de esta matriz (Gleizes et al., 1997).

De esta manera, el TGF- B1 es un factor de crecimiento anabdlico expresado en altos niveles
en el cartilago sano, pero se encuentra practicamente ausente en cartilago afectado por

osteoartritis (Davidson et al., 2006).

Factor de crecimiento epitelial (EGF)

El EGF fue descrito por primera vez por Cohen (1962) a partir de la glandula submaxilar del
ratén, su peso molecular es de 6 KDa y contiene 53 aminoacidos. Se conoce también con el
nombre de urogastrona y estd disponible como EGF recombinante (Cohen, 1962; Savage et al.,

1972).

Esta proteina de cadena simple también se ha aislado en glandulas salivares, orina y lagrimas

(Cohens., 1975), en plaquetas, fluido amnidtico y cerebroespinal (Arnas et al., 2002).
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Las células diana del EGF las constituyen aquellas derivadas del ectodermo, tales como cérnea,
epidermis, higado, pancreas, etc. Su efecto bioldgico consiste en la modulacién de la proliferacion
celular por medio de la activacién del receptor tirosina kinasa del EGF y la proteina kinasa C

(Promega, 1991).

Su accion principal es su efecto estimulador de la cicatrizacion (Franklin y Blynch, 1979; Borwn,
1986), que se debe a su accidn mitogénica sobre células epiteliales y fibroblastos (Carpenter y
Cohen, 1981). Teniendo también importantes efectos sobre las células musculares lisas y una

participacidn activa en la angiogénesis (Playford y Macdonald, 1997).

El EGF tiene efecto promisorio en la curacidn de heridas corneales, donde los receptores a este
polipéptido son expresados por muchos tipos de células, tales como: fibroblastos, queratocitos,
células endoteliales vasculares y epiteliales. Puede sintetizarse en células involucradas en la
curacién de heridas, incluyendo plaquetas, queratocitos y macréfagos activados. Este mecanismo
de aceleracion de la curacién del epitelio corneal ha sido registrado en humanos, cuyos analisis en
la fase S del ciclo celular durante la reparacién indican que el tratamiento con EGF induce una tasa
elevada de replicacion epitelial, particularmente cerca de la regidn limbal, en el intervalo de 12 a

24 horas después de las heridas (Kitazawa, 1990; Zanati et al., 1997).

En el campo de la ortopedia, aunque aumenta la proliferacién de osteoblastos, inhibe Ila
sintesis de matriz osteoide (Arnas et al., 2002). A nivel de los condrocitos, se ha observado que
aumenta la sintesis de ADN in vitro de forma edad-dependiente (Ribault et al., 1997). Ademas en
los condrocitos de la placa de crecimiento, es posible que actie potenciando otros factores como
el IGF-l, mientras que sus efectos son contrarrestados por otros como el TGF-B (Benassar y

Trippel, 1997).

Factor de crecimiento neurotrofico (NGF)

Las neurotrofinas constituyen una familia de factores de crecimiento que ejercen sus funciones
principalmente sobre algunas poblaciones especificas de neuronas (Lewin y Barde, 1996;
Reichardt y Farinds, 1997) y posiblemente sobre algunos tipos de tejidos no nerviosos (Shibayama
y Koizumi, 1996; Yamamoto et al., 1996). Las neurotrofinas actlan por medio de de dos tipos de

receptores, los de alta afinidad y los de baja afinidad.

Estudios realizados sobre receptores de baja afinidad (p75LNGFR) en cartilago articular, con
animales deficientes en p75LNGFR han mostrado una reduccién en torno al 20% del espesor del
cartilago articular y disminucion del nimero de mitosis en los condrocitos. Todo lo anterior

sugiere que, por un mecanismo aun desconocido y sin que se pueda asegurar cual es su ligando, la
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p75LNGFR estd implicada en el desarrollo y maduracién de los condrocitos y en la sintesis de los

componentes de la matriz extracelular (Vega et al., 2000).

También se ha demostrado que el NGF produce un aumento tanto de la sintesis de DNA como

de glicosaminoglicanos en el cartilago en desarrollo (Kawamura y Urist, 1998).

Factor de crecimiento hepatocitico (HGF)

El factor de crecimiento de los hepatocitos o factor disperso (“scatter factor”), se describio
inicialmente en 1992 como mitégeno para los hepatocitos. Se trata de una proteina
multifuncional presente en los granulos alfa plaquetarios, que posee multiples funciones
bioldgicas en una gran variedad de células, que incluyen actividades mitogénicas, morfogénicas,
antiapoptéticas e incremento de la motilidad celular. De esta manera, estd implicado en procesos
fisiologicos, entre ellos embriogénesis y desarrollo hepatico, y en la regeneracion y carcinogénesis

hepaticas (Segura et al., 2004).

Este factor se secreta como una proteina inactiva de cadena sencilla, la cual sufre un corte
proteolitico para convertirse en la forma activa de doble cadena. El activador del factor de
crecimiento de los hepatocitos (HGFA) es el principal activador de HGF en la mayoria de sus
funciones. HGF ejerce sus efectos bioldgicos a través de su receptor transmembrana (c-Met) con

actividad de de tirosina kinasa (Fragoso, 1998).

HGF es un factor de crecimiento que demuestra capacidad e importante habilidad para
promover la reparacidon del tejido y la regeneracién de varios érganos tras un dafio, por lo tanto,
tiene un potencial clinico importante para el tratamiento de varias enfermedades (Madonna et

al., 2012).

En un estudio de Skromne-Kadlubik e Ibarra (2010), se probd el uso de HGF en pacientes con
“higado senil”. A la mitad de los pacientes con esta patologia (n=6) se les aplicé una dosis mensual
de HGF intravenosa durante 6 meses y se les practicd determinaciones del flujo sanguineo
hepatico antes y después del tratamiento. El estudio reveld un retraso en la senescencia del

6rgano e incluso mejoria de la funcién hepdtica en los individuos que recibieron HGF.

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Se aislé en los afios 70 identificdndose como mediador de la permeabilidad vascular. Actia
sobre receptores tirosina kinasa situados en las células endoteliales, teniendo un efecto mitégeno

y quimiotactico sobre estas (Southwood et al., 2004).
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El VEGF activo estd compuesto por 2 subunidades idénticas. La unidén a su receptor estd
mediada por el homodimero a través de la unién del nucleo de la proteina; la modulacién de la
actividad del VEGF esta dada por la unién a heparina, que resulta en una mayor eficiencia de la
actividad de kinasa en la superficie celular, con los dominios que se extienden a partir del nucleo

del VEGF (Ito y Claesson-Welsh, 1999; Goodsell, 2003).

Actualmente se reconoce al sistema que incluye al VEGF y sus receptores como el principal
regulador de las células endoteliales (ECs) vasculares y de la formacién de vasos sanguineos

(Carmeliet y Collen, 1999; Ferrara, 2002).

Es un factor de crecimiento con actividad mitogénica altamente especifica para las ECs; es
miembro de la super familia de genes VEGF-PDGF que incluye al VEGF-A,-B, -C y —D, asi como el
factor de crecimiento de placenta (PIGF) (Veikkola et al., 2000; Shibuya, 2001; Dvorak, 2005).

El VEGF responde a varios estimulos tales como hipoxia/isquemia principalmente mediante el
factor inducible de hipoxia 1 (HIF-1), a distintos factores de crecimiento (EGF, TGF-a y -B, KGF o
factor de crecimiento derivado de queratinocitos, IGF-1 o factor de crecimiento insulinico tipo 1,
FGF y PDGF), a oncogenes activados (por ejemplo Ras) asi como a distintas citosinas (IL-1-a y IL-6),
p53 mutado, estrogeno y oxido nitrico (NO). Mediante estos estimulos se aumenta la expresion
del VEGF (Shibuya, 2001; Partanen y Paavonen, 2001) resultando en la induccidn de proliferacion
de ECs derivadas de las arterias, venas y vasos linfaticos (Ferrara et al., 2003) asi como en la
proliferacidon de algunos tipos celulares no endoteliales (Matsumoto y Claesson-Welsh, 2001).
Ademas, el VEGF promueve la migracién celular e inhibe la apoptosis (D"Arcangelo et al., 2000),
incrementa la conductividad hidraulica de microvasos aislados y vasodilatacién, como resultado
del NO derivado de ECs (Ferrara et al., 2003), promueve la angiogénesis y la permeabilizacion de
los vasos sanguineos y participa en la vasculogénesis (Partanen y Paavonen, 2001) y en la
linfangiogénesis (Nagy et al., 2002). Cuando su regulacion es normal, el VEGF contribuye a la
remodelacién vascular durante el ciclo ovarico y la implantacidn del embridn, a la cicatrizacién y
reparacion, mientras que cuando es inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores
solidos al promover la angiogénesis, ademds de participar en distintas condiciones como la
psoriasis, artritis reumatoide, retinopatia diabética y diabetes mellitus (Partanen y Paavonen,

2001; Ferrara, 2002).

Usos actuales de los factores de crecimiento aislados

Los factores de crecimiento son primeros mensajeros que se unen a receptores glicoproteicos

de membrana para iniciar la transduccion de una seial. Los FC alcanzan acciones fisioldgicas a
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menor concentracidn que otros mensajeros como las hormonas, ademas poseen una variedad

mayor de células blanco que estas (Barbeito y Laube, 2005).

Las proteinas contenidas en los granulos alfa de las plaguetas poseen una fuerte influencia
sobre los fendmenos reparativos. Las plaquetas comienzan a secretar activamente estas
sustancias 10 minutos después de la formacidén del codgulo, liberandose mas del 95% de los
factores de crecimiento pre sintetizados en el lapso de 1 hora. Tras esta liberacidn proteica
masiva, las plaquetas sintetizan y secretan proteinas de forma adicional durante 5 a 10 dias mas.
Cuando la influencia de las plaquetas comienza a remitir, los macréfagos que han llegado al foco,
merced al crecimiento vascular promovido por las plaquetas, asumen la regulacién de Ia
reparacion tisular mediante la secrecion de sus propios factores (Eppley et al., 2006). Las
proteinas secretadas por las plaguetas ejercen multiples acciones sobre diferentes aspectos de la
reparacion tisular. Asi, PDGF es quimiotactico para macroéfagos, PDGF, TGF-B e IGF. También
ejercen una accidn quimiotactica y mitogénica sobre células progenitoras y osteoblastos, asi como
un efecto angiogénico e inductor de la matriz dsea y la sintesis de colageno. Por su parte, TGF-B y
PDGF coadyuvan en la mineralizacidn dsea. Algunas de las proteinas liberadas por las plaquetas se
encuentran ausentes en heridas crénicas que no curan adecuadamente, lo cual viene a aportar

una evidencia mas del papel de estas sustancias en la reparacidn tisular (Echevarria et al., 2007).

Los FC se asocian con frecuencia a mecanismos de accidon conjuntos. Algunos de ellos poseen
funciones especificas, es decir, que pueden utilizarse como agentes terapéuticos de forma aislada.
Por ejemplo IGF, PDGF y TGF-B poseen formas latentes que se unen a algunas proteinas séricas y
a los granulos plaquetarios. Otros factores como los FGFs interaccionan con componentes de la
matriz, lo que favorece la creacion de un microambiente especial para su accidon (Massagué, 1990;

Dickson y Lippman, 1995; Massagué, 1998).

Estudios recientes abalan la eficacia de la aplicacién aislada de determinados factores de
crecimiento. Asi Witte et al. (2011) demostraron que el tratamiento mediante inyecciones
intralesionales (de 4 a 5) de IGF-1 en la tendinitis del tenddn flexor digital superficial en 40 caballos
de carreras, mejora la severidad de la lesién, valorado por imagenes ecograficas. En humana,
Nakagawa et al. (2010) demostraron que el uso tépico de IGF-I en forma de hidrogel puede ser
eficaz para la recuperacién de la audiciéon en pacientes con pérdida de la misma de naturaleza
neurosensorial subita resistente a los glucocorticoides sistémicos. En un estudio experimental,
Chang et al. (2010) comprobaron como la inyeccién intramuscular de IGF-I en ratas con isquemia
cerebral mejora la funcién motora e impide la atrofia muscular. Debido a que IGF-I aislada no
supone una terapia practica para la reparacion del cartilago por su escasa vida media, se ha

utilizado junto a heparina (“heparin-binding”: HB), creando el complejo HB-IGF-I, que estimula la
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sintesis de proteoglicanos, aplicdndolo en inyeccidn intraarticular de rodillas de ratas. Este
complejo se mantiene en el cartilago, por lo que seria practico para el tratamiento de las lesiones

condrales (Miller et al., 2010).

El PDGF estimula los osteoblatos y la actividad de células osteoprogenitoras. Bordei (2011)
compard la resolucién mediante implantes bioabsorbibles de acido polilactico de una fractura
tibial cerrada en ratas. En el grupo control sélo aplicaban el implante y en el segundo grupo,
ademas del implante utilizaban PDGF. Las radiografias mostraron mayor consolidacién del callo
6seo en este ultimo grupo. Este factor de crecimiento también se ha utilizado junto a otras
sustancias, como el Fosfato B-tricalcico (B-TCP), en un estudio experimental en ovejas. En este se
valoré la resolucién de defectos circunferenciales creados en el ilion, mediante 3 tratamientos
diferentes, uno relleno de rhPDGF-BB (factor de crecimiento derivado de las plaquetas
recombinante humano purificado)/B-TCP, otro de B-TCP y el tercero con codgulo sanguineo. La
mayor tasa de formacién de hueso lo mostré el implante relleno de rhPDGF-BB/B-TCP después de

2y 4 semanas (Choo et al., 2011).

En un estudio in vivo, en humana, sobre la terapia de privacion androgénica (ADT) en el cancer
de proéstata, sobre la expresidon de TGF-B1 y su receptor TB-RIl, los resultados sugieren que la
privaciéon de andrégenos a través de ADT durante 1 mes, implica un cambio del mecanismo TGF-
B1 en este tipo de cancer, lo que sugiere que el TGF-B1 promueve la proliferacién de células

epiteliales de la prdstata e inhibe la apoptosis de una manera autocrina (Fuzio et al., 2011).

En cuanto a la aplicacién del FGF, se ha demostrado que debido a sus funciones bioldgicas,
tiene potencial para inducir la regeneracién de una amplia gama de tejidos, incluyendo piel, vasos
sanguineos, musculo, tejido adiposo, el tenddn/ligamento, cartilago, hueso, dientes y tejidos
nerviosos. Sin embargo, cuando las soluciones libres de FGF se inyectan en vivo, rapidamente
pierden su actividad bioldgica funcional, principalmente debido a la pérdida por difusién y/o
inactivacién enzimatica/degradacion (Andreopoulos y Persaud, 2006; Freudenberg et al., 2009)
Por lo tanto, para obtener un rendimiento satisfactorio, se requiere una gran cantidad de FGF con
una dosis continua. Por el contrario, cuando los FGF se absorben dentro de los materiales, su
riesgo de degradacién pueden ser menor, asegurando la actividad bioldgica. Una amplia variedad
de biomateriales como matrices de tejidos y polimeros sintéticos y/o naturales, han sido
estudiados como materiales candidatos para portar a FGF y provocar su eficacia terapéutica in

vitro y/o in vivo (Ye-Rang et al., 2010).
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Plasma rico en factores de crecimiento (PRFC)-

Plasma rico en plaquetas (PRP)

La terapia regenerativa pretende lograr la predominancia de los fendmenos regenerativos
sobre los reparativos (restitucion anatomica y funcional de los tejidos versus cicatriz fibrosa),
mediante la aplicaciéon de agentes inductores celulares como son los Factores de Crecimiento.
Una terapia regenerativa eficaz lleva implicita la resolucién rapida de los sintomas y la reduccién

del indice de recaidas (Orozco et al., 2010).

Los preparados plasmaticos ricos en plaquetas empezaron a desarrollarse a principios de los
afios 90, siendo sus primeras aplicaciones en cirugias cardiacas (Ferrari et al., 1987; Hood, 1993).
Es a finales de los 90 cuando se introdujo su uso en cirugia bucal (Withman et al., 1997). A partir

de ese momento empezd su utilizacion en diversos campos, como: cirugia general, cirugia
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pldstica, neurocirugia, cirugia vascular, oftalmologia, cirugia maxilofacial, ortopédica, etc. (Floryan

et al., 2004; Sampson et al., 2008).

El plasma rico en plaguetas (PRP) se define como el volumen de plasma autdlogo que tiene
una concentracion plaquetaria por encima de la linea basal (Marx, 2001; Grageda et al., 2005;
Pietrzak y Eppley, 2005); empledandose cominmente como sinénimos, el plasma rico en factores
de crecimiento (PRGF), PRP-gel, gel plaquetario o codgulo plaquetario (Anitua et al., 2004; Anitua
etal., 2007).

El PRP es otra forma normal de codgulo sanguineo autélogo que contiene un numero
favorablemente elevado de plaquetas y presenta un pH entre 6,5 y 6,7. Proviene de la propia
sangre del paciente, por lo cual estad libre de enfermedades transmisibles y no puede causar

reacciones de hipersensibilidad (Marx et al., 1998; Marx, 2001; Marx y Garg, 2005).

Al mismo tiempo, el PRP contiene, ademas de los factores de crecimiento plasmaticos,
proteinas en suspension que juegan un papel importante en el proceso de
reparacion/regeneracion tisular, entre las que destacan el fibrindgeno, la fibronectina y la
vitronectina. Estas ayudan a la adhesidn de células y de otras moléculas utiles para la conduccién
celular, actuando como “matriz” base para la reparacion tisular (Okuda et al., 2003; Kawase et al.,

2004; Kawase et al., 2005; Garcia, 2008).

Mas de un centenar de proteinas siguen ligadas a la fibrina tras su activacion (vitronectina,
calmodulin, TSP-1, etc.). El rol de estas proteinas, detectadas mediante analisis protedémico de la

fibrina con técnicas ELISA, es (Anitua et al., 2011):
=  Proceso de coagulacién.
= Respuesta inmune.
= Regeneracion tisular.
= Actividad plaquetaria.

Existe discrepancia en detalles técnicos como la inclusidn de leucocitos o hematies, velocidad y
tiempo de centrifugacion. Aunque parece ser que los resultados son similares (Weibrich et al.,

2002; Kevy y Jacobson, 2004; Weibrich et al., 2005; Beca et al., 2007).

Anitua (2004) defiende la no inclusidn de leucocitos, fraccion situada justo por encima de los
hematies, argumentando que alteran la funcidn de algunos FC e interfieren en la accidn
antiinflamatoria. Otros como el grupo de Harvest (PReP2) alegan que carece de importancia este

detalle y ademds su PRP contiene algunos hematies. Otros autores prefieren la inclusidon de
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leucocitos para el tratamiento de las ulceras u otras cirugias, ya que consideran que tiene un

efecto antimicrobiano y desinfectante (Trowbridge et al., 2005; Bielecki et al., 2007)

En los Ultimos afos se ha establecido una diferenciacidon entre PRP y PRGF, al considerar que
en este Ultimo, ademas de existir un incremento de la concentracidn plaquetaria, debe coexistir
una ausencia de glébulos blancos y una confirmacion cuantitativa y cualitativa de los principales
factores de crecimiento conocidos; obteniéndose también un aumento con respecto a los valores
en plasma. Esta nomenclatura confiere una nueva importancia al plasma como fuente de factores

de crecimiento de origen plasmatico, con importancia similar a las plaquetas (Anitua et al., 2007).

Este sistema autdlogo mas avanzado del PRP, es el PRGF System, comercializado por BTI
system. Cuenta con la certificacién CE de las autoridades sanitarias europeas, por lo que esta
autorizado en Europa para la obtencién de factores de crecimiento plasmaticos y su aplicacién en
diversas especialidades médicas. En USA se comercializa con la denominacién ENDORET, es la
tecnologia PRGF -Endoret’, pionera en el desarrollo de protocolos especificos para Ia
regeneracion tisular y la primera técnica 100% autdloga del mercado. Entre sus ventajas destacan

(Anitua et al., 2007):
= Biocompatible, versatil y seguro.
= Control en su activacién y utilizacién.
=  Protocolo sencillo: un solo centrifugado.
=  Protocolo rapido: 8 minutos de centrifugacién y 20 minutos de preparacidn.
= No contiene leucocitos, por tanto, evita su actividad proinflamatoria.
=  Posee propiedades bacteriostaticas.

= Gran potencial terapéutico, sin efectos secundarios, reduce notablemente el tiempo de

recuperacion de fracturas, lesiones musculares, tendinosas e intervenciones quirurgicas.

= Aplicable en numerosos campos de la medicina en los que se ha comprobado su alta
eficacia en la regeneracion de diferentes tejidos: hueso, piel, mucosa oral, tendones,
ligamentos, musculos, cartilago y cérnea. Abarcando asi especialidades médicas tales
como: cirugia oral y maxilofacial, ortopedia y medicina deportiva, dermatologia,

oftalmologia, cirugia vascular, cirugia plastica y estética e incluso cirugia veterinaria.

Otros sistemas comerciales para la preparacion de PRP existentes, son (Mishra y Pavelko,

2006; Sanchez et al., 2009):
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= Autologous Conditioned pIasma-Arthrex®: extraen 9cc de sangre venosa, centrifugan
durante 5min a 1500 rpm y aplican 2-3 cc de plasma en su totalidad, sin separarlo,

refiriendo concentraciones de plaquetas y de FC parecidas y efectos similares.

* Fibrinet Cascade’-Biotec: Este sistema produce una matriz bioldgica consistente,
completamente autdloga, con factores de crecimiento, citoquinas y proteinas mitogénicas
extraidas de la propia sangre del paciente. Esta matriz bioldgica se prepara facilmente a
través de un proceso de centrifugacion para formar una Matriz de Fibrina Rica en
Plaquetas (PRFM). Durante este proceso es muy importante la funcidon que ejerce la
fibrina, al ser una matriz que facilita el movimiento de las células regeneradoras hacia el

sitio de la lesidn.

= GPS’ Il system-Biomet: con este sistema se consigue un volumen fijo de PRP (el 10% del
volumen de sangre inicial), que contendra mas del 90% de las plaquetas disponibles,
independientemente del hematocrito del paciente. Biomet prepara el PRP basandose en

un sistema de émbolos dentro de un cilindro (3200 rpm durante 15min).

. SmartPRep®-Harvest Technologies: Harvest (PReGF) presenta una técnica de doble
centrifugacion con decantacién automatica (2400 rpm, 15min), argumentando que de
esta forma no se lesionan las células y su reproductibilidad es mayor. Procesa cantidades
de sangre de 45 a 60 ml para obtener de 5 a 6 ml de PRP por ciclo (Pefiarrocha et al.,

2001; Martinez et al., 2002; Tischler, 2002) en 15 minutos (Sanchez et al., 2003).

Concentracion de plaquetas

Las plaguetas, ademds de su conocida funcién hemostatica, han demostrado ser capaces de
liberar ciertas sustancias que juegan un papel vital en la reparacidn tisular, influyendo de este
modo en la reactivacién de la vascularizacidén y sobre otras células durante los procesos de

inflamacién y angiogénesis (Anitua et al., 2004).

Un coagulo de sangre normal contiene 93% de células rojas, 6% de plaguetas y en algunos
casos menos de un 1% de células blancas. En contraste, un coagulo de PRP contiene un 94% de
plaguetas, sélo un 5% de células rojas y un 1% de células blancas. Esta alteracion de las
proporciones celulares de las células que no estimulan la cicatrizacion (células rojas) por las que si
estimulan todas las fases de cicatrizaciéon (plaguetas), es lo que explica su habilidad en reforzar la

regeneracion tisular (Anitua, 2001; Marx 2004; Marx y Garg, 2005; Sampson et al., 2008).

No existen datos concretos sobre la cuenta de plaquetas requerida en un coagulo para

calificarlo como PRP, pero una concentracidén de aproximadamente 1 milléon de plaquetas/ul o de
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4 a 7 veces sobre su cuenta basicamente usual (200.000 plaquetas/ul), ha demostrado
proporcionar beneficios clinicos (Marx et al, 1998; Marx, 2001; Weibrich et al, 2004; Marx y Garg,
2005; Sampson et al., 2008).

En cuanto a las concentraciones de FC en el PRP son superiores a las del plasma normal en 5-
25 veces (v) segun el FC (25 v: PDGF-AB, 5-11v: EGF, VGF, PDGF-BB. 5v: IGF-1, TGF-B1, y TGF-B2).
Sin embargo no siempre mds concentracién y mas FC suponen un mayor efecto, lo que debe
tenerse en cuenta (Weibrich et al., 2002; Kevy y Jacobson, 2004; Weibrich et al., 2005; Beca et al.,
2007).

Procedimiento de obtencion del PRGF-PRP

La obtencidn de las plaquetas y su concentracion se inician con asepsia y mediante una técnica
con minimo traumatismo para obtener un pequeiio volumen de sangre, normalmente entre 10-
60 ml, dependiendo de la extensién y el tipo de cirugia (Anitua y Andia, 2000; Marx 2001; Marx y
Garg, 2005).

En humana, el clinico debe tener presente que cualquier dispositivo de PRP terapéutico debe
procesar una concentracion aproximada de 1.000.000 plaquetas/ul y la sangre entera contiene
aproximadamente 200.000%£75.000 plaquetas/ul. Ademas, algunos autores afirman que el PRP
terapéutico es el que tiene un promedio de aproximadamente un 400% de aumento en el contaje
plaquetario con respecto a la sangre entera (Marx, 2004), mientras otros consideran el PRGF
aquel que posee aproximadamente una concentracion de plaquetas 1,5 veces la concentracién en

sangre entera (Anitua, 2004).

La obtencion de PRP debe ser un proceso viable, estéril y libre de pirégenos para que las
plaguetas se mantengan ilesas (Anitua y Andia, 2000; Marx, 2001; Marx, 2004; Marx y Garg,
2005).

Para que la muestra no coagule inmediatamente, se coloca en un recipiente estéril (tubo de
ensayo) con citrato sddico al 3,8% como anticoagulante, ya que esta solucidon capta los iones
calcio que se encuentran en la sangre y los neutraliza formando un compuesto quimico llamado
quelato, impidiendo de esta manera la coagulacidn sanguinea. Ademas el citrato sddico no altera
los receptores de membrana de las plaquetas y permitird revertir el proceso al afiadir Calcio en
forma de Cloruro de Calcio (CaCl,). Se coloca 1 ml de anticoagulante por cada 5 ml de sangre y
ambos se mezclan moviendo el tubo por inversién (Pierce et al., 1992; Anitua y Andia, 2000;

Marx, 2001; Marx y Garg, 2005).
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La sangre con anticoagulante se coloca entonces en el dispositivo para su centrifugaciéon. Tras
este proceso se separan los componentes sanguineos en varias fases (Figura 1): en el fondo del
tubo quedan las células rojas. La fase superior amarillenta se subdivide en dos fases (Anitua,

2007):

=  Fraccién 1 (superior): que corresponde al Plasma Pobre en Factores de Crecimiento

(PPGF).

=  Fraccién 2 (intermedia): que es el Plasma rico en Factores de Crecimiento (PRGF). Esta
fraccidén plasmdtica esta situada inmediatamente por encima de la serie roja y la serie
blanca, posee alto contenido en plaquetas, unas tres veces el nimero de plaquetas
presentes en la sangre periférica. Estas plaquetas se caracterizan por tener una mayor
densidad comparandolas con las de otras fracciones, que por el centrifugado quedan mas
abajo. Esta mayor densidad se debe a que son plaquetas jévenes, llevan pocos dias en el

torrente sanguineo y no han sufrido desgaste ni activacidn (Anitua, 2007).

La concentracion de factores de crecimiento en estas plaquetas es significativamente superior
al resto de las plaquetas de las otras fracciones plasmaticas. Por esta razén este plasma es muy

rico en factores de crecimiento.
=  Fraccidén 3: serie roja.

Figura 1: Fracciones de la separacion del Plasma

} Fracciéon 1 (PPGF)
}Fraccién 2 (PRGF)

Serie blanca
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Tras del proceso de centrifugacién, la fraccion del PRGF se separa, por medio de un pipeteado
y se coloca en un tubo estéril, donde permanecera hasta su activacién. El PRP debe permanecer
estéril para que las plaguetas sean viables y bioactivas durante las proximas 8 horas desde que se
obtuvieron a temperatura ambiente (Anitua y Andia, 2000; Marx, 2001; Marx y Garg, 2005). Se
recomienda que el PRGF no se coagule hasta que se active, para poder ser colocado de esta
manera en el sitio quirdrgico. No es aconsejable almacenar este concentrado durante mads de 8
horas, ya que su viabilidad no se ha probado en horarios extendidos a este tiempo y la
congelacion puede lesionar o romper las membranas de las plaguetas (Marx y Garg, 2005; Omer

Mei-Dan et al., 2011).

Métodos de obtencion del PRGF-PRP

Una de las principales ventajas del PRP es su facilidad de obtencién. Sin embargo, es
importante estandarizar el protocolo de preparacion para poder controlar la concentracién de
factores de crecimiento y proteinas que se obtienen, y conseguir asi el preparado mas adecuado

para cada una de las situaciones fisiopatoldgicas que se pueden presentar (Anitua et al., 2007).

La primera referencia bibliografica de obtencién de plasma rico en plaquetas autdlogo es del
afio 1992. En ésta, la sangre entera se extraia y se almacenaba en tubos de citrato para proceder a

su centrifugado (1120 rpm durante 10 minutos) (Uhlin-Hansen et al., 1992).
Los métodos descritos para la obtencidn de estos concentrados plasmaticos se agrupan en:

= Métodos manuales: que aplican los métodos cldsicos de pipeteo manual para la

extraccion de estas fracciones.

= Kits Comerciales: los cuales logran el concentrado de forma automatica y con menor

manipulacion.

Respecto a los métodos manuales de obtencidn de PRP se han publicado diferentes
protocolos en funcion de las especies objeto de estudio. De este modo encontramos diferentes

protocolos descritos (Tabla 3).

En humana, se han referenciado diversos protocolos para la obtencién de estos concentrados

ricos en factores de crecimiento, empledndose una Unica centrifugacidn o centrifugacion doble.

Con respecto a la centrifugacién Unica, encontramos:

Anitua y Andia (2000) y Anitua (2001) obtienen el PRP en un proceso de una sola fase,
centrifugando el plasma a 1800 rpm durante 8 minutos, separando los componentes sanguineos

en las diferentes fases descritas. Sanchez et al. (2007), a partir de sangre depositada en tubos de
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citrato sodico de 4,5 ml, con su método a 460 g (o 1800 rpm) durante 8 minutos obtuvieron
incrementos en las concentraciones plaquetarias (aproximadamente 300%) y del TGF-B1 (350%).
Prestaron especial atenciéon a la presencia de glébulos blancos, cuyos valores estuvieron por
debajo de los limites de deteccién, hecho que resaltan estos autores, ya que afirman que la
presencia de leucocitos en estas fracciones plasmaticas induce efectos inflamatorios en los tejidos

en los que son aplicados.

DeObarrio et al. (2000) y Camargo et al. (2002) utilizaron un protocolo de una centrifugacion a
5600 rpm durante 6 minutos, obteniéndose un contaje promedio de la concentracidén plaquetaria

de 5,29% con respecto a la concentracidn en sangre entera.

Por otro lado, Marx et al. (1998) y Marx (2001) afirman que intentar obtener PRP con una sola
centrifugacién no produciria un verdadero concentrado terapéutico. En cambio se obtiene una
mezcla de PRP y PPP que contiene poca cantidad de plaquetas. Esto se debe principalmente a que
mediante la realizacién de un solo giro, las células rojas interfieren con la separacién de las
plaguetas. Este es el principal error que ocurre con las centrifugas convencionales de laboratorio,
ya que estas son disefiadas con propdsitos diagndsticos y no para la preparacion de PRP. Dichos
dispositivos no producen un rendimiento suficiente y pueden lesionar las mismas (Marx et al.,

1998; Marx, 2001; Marx y Garg, 2005).

Jensen et al. (2004) describieron un método manual para concentrar plaquetas de perros
utilizando tubos con EDTA para la recoleccidn de la sangre, mediante centrifugacién unica. Ellos
obtenian un incremento de plaguetas en el PRP en relacion a sangre entera de 670% (1.884.000
plaquetas/ul). Pero el uso de EDTA para obtener PRP podria provocar lesiones estructurales,
bioquimicas y funcionales a las plaquetas y ser irritante para los tejidos tratados (White y Escolar

2000).

En el estudio de Peris (2008) en la especie canina, el protocolo propuesto consistido en una
Unica centrifugacién, en la que se empled una fuerza centrifuga relativa de 210 g durante 10
minutos, obteniendo un valor medio en el PRP de 1013x10° plaquetas/ul, que consigue

incremento de entorno al 336% con respecto a la sangre periférica.

Otro método reciente para la obtencidén de este concentrado autdlogo de plaquetas en la
especie canina, es el descrito por Silva et al. (2011), que obtuvieron una concentracién de
plaquetas alrededor de 1,5 veces (1,28) la concentracion en sangre entera utilizando una

centrifugacién de 191 g durante 6 minutos.

En cuanto a la obtencién de PRP mediante doble centrifugacién, cabe destacar que, Marx

(2001) y Marx y Garg (2005), emplean un dispositivo de centrifugacion doble. El primer giro
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llamado giro fuerte o giro de separacién, es a una velocidad de 5600 rpm, obteniendo la
separacion de las células rojas (glébulos rojos) del resto de componentes de la sangre. El segundo
giro llamado giro suave o giro de concentracidn, es a una velocidad de 2400 rpm, que separa y
une fuertemente a las plaquetas, células blancas y un pequefio nimero de células rojas residuales
del plasma, en funcién de su densidad, del menos denso al mas denso: PPP primero, PRP segundo,
y por ultimo las células rojas, que son las mas densas. Este giro suave produce el PRP y lo separa
del PPP, ambos procedimientos se realizan en un tiempo total de 15 minutos aproximadamente

(Marx et al., 1998; Anitua y Andia, 2000; Marx y Garg, 2005).

El componente PPP es el plasma acelular, que cuenta con aproximadamente 200 cc de
volumen, el componente de las células rojas se condensa esencialmente y cuenta con
aproximadamente 180 cc de volumen. EI PRP es el plasma con un numero concentrado de

plaquetas y células de sangre blancas (Marx, 2001).

Kawase et al. (2003) y Okuda et al. (2003) describieron un protocolo de dos centrifugaciones,
obteniendo incrementos significativos de la concentracidn plaquetaria (300% aproximadamente).
Sanchez et al. (2007), obtuvieron resultados similares en la concentracién plaquetaria utilizando

una unica centrifugacion.

Una concentracion plaquetaria de aproximadamente el 200% obtuvieron Garcia et al. (2005)

con su técnica de doble centrifugacidn.

Ouyang Xiang-ying y Qiao Jing (2006) emplearon un protocolo de doble centrifugacion
obteniendo valores de plaquetas en el PRP alrededor del 539% con respecto a los detectados en

sangre periférica.

Respecto a la utilizacion de los métodos manuales en animales, en la especie canina, De
Vasconcelos Gurgel et al. (2007) realizaron dos pasos de centrifugacion para la obtencién de PRP.
Tras la primera centrifugacion, la porcidon correspondiente al PPP era desechada y el resto del
contenido se centrifuga durante un periodo mas prolongado. Con este protocolo obtuvieron un
incremento del 320% en la concentracién plaquetaria (Tabla 3). Casati et al. (2007) publicaron un
estudio en perros realizando también doble centrifugacion con resultados similares al estudio

anterior (148520 plagquetas/ul en sangre entera y 460350 plaquetas/ul en PRP).

En otras especies, como el conejo (Aghaloo et al., 2002) y el caballo (Carmona et al., 2007)
también se obtuvieron fracciones de PRP por medio de protocolos de dos centrifugaciones en sus
estudios piloto, obteniendo incrementos en las concentraciones plaquetarias. Ademas en un
estudio con ratones donde obtuvieron 2 muestras (de 5 ml cada una), la primera, sometida a un

Unico centrifugado (muestral: 160 g durante 6 minutos) y la segunda a doble centrifugacién
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(muestra 2: 160 g 20 minutos y 400 g 15 minutos), comprobaron que la concentracidén de

plaguetas era mayor en la 22 muestra (Nagata et al., 2010).

Entre los dispositivos comerciales para obtener PRP en humana, podemos citar el estudio

presentado por Weibrich y Kleis (2002), donde se compararon 2 métodos:
= Curasan PRP kit® (Alemania): con un recuento de plaquetas de de 636.000 a 1.075.000.

=  PCCS PRP system® (Estados Unidos de Norteamérica): con un recuento de plaquetas de

901.999 a 2.209.000.
El recuento y la concentracion de plaquetas fue mayor con el PCCS system®.

Por su parte Appel et al. (2002) compararon en su estudio, los mismos Kits que Weibrich y Kleis
(2002), obteniendo que el aumento absoluto de plaquetas era mayor con el PCCS PRP system® y

la mas alta concentracion por pl se obtuvo con el sistema Curasan PRP kit®.

Weibrich et al. (2003) compararon el sistema Harvest Smart PReP system® (Alemania) con el
Friadent-Schutze PRP kit® (Austria). El dispositivo Aleman fue el sistema con mejor facilidad de

manejo, mejor tiempo operatorio y de mayor eficacia en la recoleccidn de plaquetas.

En un estudio realizado por Weibrich et al. (2005), compararon 2 métodos de obtencién del

PRP, que difieren en los tiempos de centrifugacion:

= “Platelet-Rich-in-Growth-Factors kit” (PRGF kit; G.A.C. Medicale San Antonio, Vitoria,
Spain): método propuesto por Anitua, en el que se extraen 3 tubos de sangre de 5 mly

son sometidos a una centrifugacion a 1800 rpm durante 8 minutos.

=  “Platelet Concentrate Collection System” (PCCS; 3i/Implant Innovations, Palm Beach
Gardens, FL): método ya establecido para la obtencién de PRP, en el que se extrae mayor
volumen de sangre (60 ml) que se somete a doble centrifugacion. La primera a 3000 rpm

durante 3,75 minutos y la segunda, durante 13 minutos a 3000 rpm.

El producto final obtenido con el PCCS presenté una mayor concentracién plaquetaria y por lo
tanto, mayores niveles de factores de crecimiento. Es sabido que los niveles de factores de
crecimiento en las preparaciones de PRP pueden variar segin las concentraciones obtenidas de

plaquetas y leucocitos (Weibrich et al., 2005).

En cuanto a los preparados comerciales para la obtencion de PRP en animales, Hauschild et al.
(2005), resolvieron una luxacidon traumatica de la articulacidn intertarsal en un perro con una
artrodesis parcial. En este caso, utilizaron el kit Ilamado Curasan AG (Kleinostheim, Germany), que

resulté de facil manejo y ofrecié buenos resultados en condiciones clinicas.

Elena Damia Giménez 54



Revision Bibliografica

Otro kit utilizado por Grageda et al. (2005) en un estudio realizado con la especie ovina fue el
Harvest Smart PreP Processing unit (Plymouth, Mass). En este se utiliza citrato como
anticoagulante y consistia un una doble centrifugacién. Obtuvieron una mayor concentracion de
plaguetas en el PRP (Tabla 3). Este kit fue empleado por Gerard et al. (2006), en un estudio en la
especie canina, obteniendo una concentracién plaquetaria de 388%, 344%, 386% y 334%, para

animales de 1, 2, 3 y 4 meses respectivamente.

Tabla 3: Protocolos para la obtencion de PRP-PRGF

) .. HELITEEN
Centrifugacion
. . : .. . en sangre Plaquetas en PRP
Especie Método 12centrifugacion Tiempo es .
. .. periférica (cel/pl)
22centrifugacion
(cel/ul)
3,75
Weibrich® 3000 rpm 5 274200+
. . +
(2005) Humana PCCS Kit 3000 rpm min ) 54050 1641800+426820
13 min
(1)
Anitua . . 274200% 513630
(2005) Humana PRGF Kit 1800 rpm 8 min 54050 139470
?;;32;“"” S Lumana  Manual 5600 rpm 6min 240000 12500*
Garcia et al 1800 rpm 8 min
' Humana Manual 1800 rpm 8 min 240000%* 461000*
(2005)
Ouyang Xiang- .
VNP Humana Manual 1220 Pm 15min - 10900 1300000
3600 rpm 15 min
(2006)
Sanchez et al. Humana PRGF 460 g 8 min 142000 a 421000 a
(2007) System II - 379000 1314000
Okuda et al. Humana Manual 2400 rpm 10 min 257000% 709000*
(2003) 3600 rpm 15min  46000" 216000
De Vasconcelos .
Gurgel et al. Canina  Manual ;gg g 1‘5) 2:: 148250 460350
(2007) g
Carmona et al. 120g 5 min 250x10%+
(2007) L Lo 5 min - 71,8x10°
Grageda et al.” 261500+ 588700+
(2005) Ovina HSPP Kit 118700 358000
Aghaloo et al. . 215 g (1500 rpm) 10 min
(2002) Conejo Manual 863 g (3000 rpm) 10 min 144000 1050000
Peris (2008) Canina  Manual 210g 10 min  301x10° 1013x10°
i +
Nagata et al ; pooLE 5 m"? 80,73+31,01 PR
(2010) Raton Manual 160 g 20 min 347 68+58 447,68+58
400 g 15 min T
SIEECNPLE 5 Canina  Manual  161g 6 min 345,3x10° 515,9x10°

rpm: revoluciones por minuto; min: minutos. (*)Valores promedio. (+) El valor referenciado
corresponde a la concentracion de plaquetas en plasma no concentrado. (1) Estos autores
no expresan la velocidad de centrifugacion en fuerza centrifuga negativa (g). (2) Estos
autores emplean una doble centrifugacidn, pero no referencian tiempos ni g-rpm.

Si los resultados obtenidos con los diferentes sistemas son distintos, se debe a la importancia
de la influencia del empleo de diferentes dispositivos y equipos de evaluacién, y de distintos
protocolos de obtencion del PRP. El verdadero PRP se obtiene con maquinas calificadas para tal

fin; dispositivos en mal estado pueden alterar las proporciones y la calidad del PRP y su beneficio
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no sera el mismo si se compara con el obtenido por una centrifuga certificada (Marx y Garg,

2005).

La diversidad de resultados que se pueden obtener de acuerdo al dispositivo empleado es
numerosa, por lo que es de esperar que, si la concentracién plaquetaria difiere de un concentrado
a otro, los resultados postoperatorios también seran diferentes. Algunos estudios pueden mostrar
grandes beneficios con el PRP al emplear dispositivos que garanticen una optima concentracién

de plaquetas (Luces y Garcia, 2006).

Métodos de activacion PRGF-PRP

Para conseguir las ventajas que brinda el plasma rico en plaquetas, éste tiene que activarse, es
decir, las plaquetas deben lisarse y/o liberar los granulos citoplasmaticos, que son los que

contienen los factores de crecimiento y los metabolitos activos (Soler, 2006).

Existen diversos protocolos o técnicas de activacion para el plasma rico en plaquetas. Cada uno
de estos métodos tiene sus ventajas e inconvenientes, y es por esto que no hay un Unico modo de

activar el PRP. Principalmente podemos dividir estas técnicas en tres.

Congelacion y descongelacion

El procedimiento de congelacidn y descongelacidon del concentrado plaquetario fue el primero

en utilizarse.

Este método consiste en congelar y descongelar el plasma, de manera que, al someterlo a
bajas temperaturas las plaquetas se lisan y son capaces de liberar los factores de crecimiento
contenidos en sus granulos (Landesberg et al., 2000; Zimmermann et al., 2001). Landesberg et al.
(2000) obtuvieron concentraciones de plaquetas alrededor de tres veces superiores a lo normal

en el sobrenadante del Factor de Crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF).

Esta técnica tiene como ventaja que al destruir todas las células, el riesgo de contaminacion
con glébulos blancos o con bacterias, es practicamente nulo. El mayor inconveniente es el tiempo
que se requiere para la activacién, impidiendo en muchas ocasiones su aplicacién in vivo en los

procedimientos clinicos (Zimmermann et al., 2001).

Sonicacion

Consiste en la aplicacion de ultrasonidos a una suspensién celular. La intensa agitacidn
producida destruye las membranas celulares. Dependiendo de la frecuencia, intensidad y energia

aplicadas se pueden destruir asimismo las estructuras subcelulares e incluso solubilizar los
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complejos proteicos. Se puede aplicar en frio para evitar el sobrecalentamiento de las muestras

que podria provocar la desnaturalizacion de las proteinas (Reina, 2005).

Con este método se consigue una reduccidén del tiempo necesario para la obtencién de los
factores de crecimiento mediante tres pulsos de 10 segundos, para un posterior centrifugado a
10000 giros durante 20 minutos a 42 C. Teniendo en cuenta la labilidad de alguno de estos
productos, reducir el tiempo de procesamiento y mantener unas condiciones estables (sobre todo

de pH), puede resultar trascendental para su eficacia (Guillén et al., 2005).

Adicion de otras sustancias

Gel de fibrina

A principios de los afios 90 se desarrollé el gel de fibrina como material hemostatico y con
propiedades adhesivas. Yazawa et al. (2004) protocolizaron la adicion de un gel de fibrina al PRP,

de manera que actuaba como malla para permitir el avance de los Factores de Crecimiento.

Oyama et al. (2004), en su trabajo obtuvieron hueso esponjoso de la cresta iliaca, al cual se
afiadia plasma rico en plaquetas. Este PRP habia sido activado previamente con gel de fibrina. De
esta manera obtenia un material de trasplante maleable que colocaba en el defecto alveolar. En
los pacientes tratados con este hueso esponjoso enriquecido con PRP el porcentaje minimo que
relaciona el volumen del defecto alveolar con el volumen de hueso regenerado fue de 71,27%,
mientras que el grupo control fue de 47,47%, siendo diferencias estadisticamente significativas

(p< 0,05).

Trombina bovina

La actividad plaquetaria se desencadena a través de los receptores de trombina presentes en
la superficie de las plaquetas. Aunque diversos autores han utilizado la trombina bovina (Hansen
et al, 1992; Whitman et al, 1997, Marx et al., 1998), actualmente su aplicacion esta
contraindicada por el riesgo potencial de desarrollar coagulopatias (formacién de anticuerpos
antitrombina que induzcan la deficiencia del factor V de coagulacién) (Landdesberg et al., 2000;
Anitua y Andia, 2000; Anitua, 2001; Marx, 2001; Marx y Garg, 2005). Guillén et al. (2005)
comprobaron en su estudio que los factores obtenidos de las plaquetas son suficientes para
provocar la coagulacién del plasma, por lo que se podria obviar la adicién de trombina. Ante estas
contraindicaciones, el empleo de trombina recombinante humana podria ser una alternativa

(Anitua et al., 2004; Fuerst et al., 2004; Grageda, 2004).
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Existen autores que han empleado esta sustancia de forma aislada (Hansen et al., 1992), junto
con Cloruro Célcico (Marx et al., 1998; Everts et al., 2006) o Unicamente Cloruro Célcico (Anitua,

1999; Sanchez et al., 2003; Anitua et al., 2004; Cugat et al., 2005; Tarragé, 2007).

Cloruro Calcico

La activacion del PRP requiere reemplazo del calcio y la iniciacidn de la cascada de coagulacion

sanguinea (Garcia, 2008).

Para activar las plaquetas y coagular el fibrindgeno se afiade Cloruro Calcico (50 pl por cada ml
de plasma), de manera que el plasma inicia un proceso dinamico de coagulacidon, que finaliza con
la retraccion del codgulo. Es en este codgulo de fibrina donde estan los factores de crecimiento

plaquetarios (Tarrago, 2007).

Hoy dia, en la actividad clinica se utiliza principalmente la adicién de Cloruro Calcico 22,8 mM
en un incubado a 372C. Los porcentajes exactos empleados varian entre un 4 a un 14% del
sobrenadante (Marx et al., 1998; Anitua et al.,, 2004; Cugat et al., 2005); consiguiendo asi la

activacion de un modo mas seguro (Anitua, 1999).

Aplicaciones del PRGF-PRP

Los inicios en la aplicacién clinica de estos concentrados plaquetarios fueron como agentes
hemostaticos, ya que producen una activacién local de la cascada de coagulacion. Una vez que la
cascada estd activada, una elevada concentraciéon de plaquetas, presente en esta fraccidn
plasmatica, se adhiere a la superficie dafiada. De este modo, la activacién y degranulacién de

dichas plagquetas produce la liberacidn de mds sustancias hemostaticas (Rieman, 2000).

Los preparados plasmaticos ricos en plagquetas empezaron a desarrollarse a principios de los
afios 90, siendo sus primeras aplicaciones en cirugias cardiacas (Ferrari et al., 1987; Hood, 1993);
es a finales de los 90 cuando se introdujo su uso en cirugia bucal (Withman et al., 1997). A partir
de este momento comenzd su aplicacién en diversos campos, como: cirugia general, cirugia
pldstica, neurocirugia, cirugia vascular, oftalmologia, cirugia maxilofacial, ortopédica, etc. (Floryan

et al., 2004; Sampson et al., 2008).

Con el paso de los afios, esta primera aplicacién fue abriendo las puertas a sucesivas
aplicaciones en otros campos terapéuticos, donde destaca actualmente la medicina regenerativa

tisular (Orozco et al., 2010).
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PRGF-PRP en lesiones musculares

La Terapia Regenerativa pretende lograr la predominancia de los fendmenos regenerativos
sobre los reparativos (restitucion del tejido muscular anatémica y funcional versus cicatriz fibrosa)
mediante la aplicacién de agentes inductores celulares como son los Factores de Crecimiento.
Esto puede mejorar la “quimica” de la regeneracion fisioldgica y/o la aplicacion “in situ” de células
progenitoras cultivadas “ex vivo” mediante birreactores que pueden conseguir una regeneracion

tisular mas rapida y segura (Orozco et al., 2010).

Mecanismo fisioldgico

El PRP tiene un evidente efecto sellante y adherente que ayuda a mantener la coaptacién de
los planos dificultando la recidiva del hematoma, que es un problema omnipresente en las
lesiones musculares, dado que es un tejido altamente vascularizado. Por lo tanto, como minimo,
el PRP debe considerarse un buen adyuvante terapéutico en este tipo de patologias (Sampson y

Gerhardt, 2008).

Las plaquetas contienen en sus granulos alfa un céctel de mediadores quimicos que disparan el
inicio de la fase regenerativa, tanto a través de la promocidn de la angiogénesis como del inicio de
la regeneracion celular a través de los mediadores mitéticos de las células mesenquimales, es el
“kick-off coktail”. Ademds, la presencia del TGF-B en estado latente bloquea la respuesta
inflamatoria inhibidora de la regeneracidon que es mediada por linfocitos (Brunner y Blakytny

2004; Wang et al., 2005).

La accién de los granulos de las plaquetas es clave en el pasaje de la fase hemostatica a la
regenerativa. Sus lisosomas contienen una gran cantidad de enzimas proteoliticos, sus granulos
densos contienen factores protrombdticos y sus granulos-a un alto contenido en Factores de
Crecimiento (FC) pro regenerativos, entre los que destacan el PDGF y el TGF-B. Ademas, a lo largo
de su formacidn, las plaquetas tienen la propiedad de acumular por endocitosis numerosas
moléculas del medio entre las que destacan mediadores lipidicos, como, la esfingosina-1-fosfato
(SPP), el acido fosfatidico y el lisofosfatidato. Estas sustancias tienen efecto antiapoptoético de las
células endoteliales, estan implicadas en la quimiotaxis de células endoteliales, su proliferacién y
promocién de uniones adherentes para formar estructuras tipo capilar. La esfingosina parece
fundamental en el inicio de la angiogénesis, dado que es el ligando de los receptores EDG
(“endothelial differentiation genes”). Finalmente, la sobreexpresion de VEGFR2, hace sensible al
endotelio circundante a la produccion del VEGF (FC vasculoendotelial) para iniciar la angiogénesis

a partir de las células endoteliales (Romagnani, 2004).
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Las fases que definen a grandes trazos la denominada regeneracién fisiolégica son:
degenerativa, inflamatoria, regenerativa y fibrosis. Debe entenderse que los conceptos que
describen estas fases son interdependientes y se solapan durante gran parte de su tiempo. El
codgulo de fibrina actia como primordio del nuevo tejido y vehiculo del reclutamiento celular y
vascular. Este va a ser sustituido por matriz extracelular propia del musculo, que es producida a
partir de la diferenciacién celular mediada por factores del ambiente. En este sentido las células
fibroblasticas y miofibrobasticas juegan un papel fundamental en la regulaciéon de Ia

diferenciacion érgano-especifica (Li y Huard, 2002).

A continuacion, coexistiendo con el proceso de la fibrinolisis y la activacién endotelial, se
produce la liberacién “in situ” de FC secretados por los granulos-a plaquetarios que han quedado
secuestrados en el interior de la malla de fibrina. Este kit disparador quimico desempeiia el papel
de desencadenante de la respuesta regenerativa. El principal FC que hace de bisagra en estas

respuestas es el TGF-B que se secreta en dos formas (Weyrich y Zimmerman, 2004):

=  Forma latente en complejos pequefios de accidn inmediata, que promueven la atraccion
de células inmunitarias y que son degradados por las enzimas “furin-like” liberadas por

las mismas plaquetas.

= Forma latente de liberacién tardia, formando complejos grandes ligados a la matriz
extracelular fibrilar (o a la propia fibrina) por medio del LTBP (“latent TGF binding
protein”) degradada fundamentalmente por la plasmina en el momento de la fibrinolisis y
que desencadena la respuesta regenerativa propiamente dicha. En este momento la

accion del TGF-R es fundamentalmente antiinflamatoria.

La regeneracién de un tejido exige la formacién de nuevos vasos sanguineos. La angiogénesis
va a ser el motor de la regeneracion desde el inicio ya que posibilitard la llegada de células tronco
multilineales, y proporcionara factores tréficos necesarios para la homeostasis celular. El inicio de
la angiogénesis se desencadena por la SPP, también liberada por las plaguetas, que se une al
receptor EDG-1 de las células endoteliales ejerciendo una accién quimioatrayente sobre las
mismas. Un cofactor, que parece ser la fibronectina, estabiliza la interaccion de la célula
endotelial con la matriz extracelular. La accién subsiguiente viene mediada fundamentalmente
por el VEGF (FC vasculoendotelial) que actia como factor proliferador de las células endoteliales y
movilizador de células progenitoras del sistema vascular para promover la vasculogénesis. Esta
respuesta coordinada a escala local y sistémica producira un nuevo darbol vascular en la zona
dafiada gobernando la formacién del nuevo tejido. Asegurado el aporte vascular, se forma un

tejido intermedio de origen fibroso (fibroblastos y miofibroblastos) y que actia a modo de nicho
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que albergard a las células madre movilizadas por los mediadores del dafio celular.
Posteriormente se sustituye por tejido muscular a partir de las células satélites o de progenitoras
que sefalizadas por chemokinas son movilizadas desde otros tejidos (fundamentalmente la

médula dsea) (Anitua et al., 2004).

Las células progenitoras llegan al foco de lesion guiadas por gradientes quimicos y anidan en el
” H ” 2 . z
homing”. Normalmente, la célula stem queda regulada en su nicho, que es otra célula de aspecto
fibroblastico. En respuesta a estimulos mitédgenos va a producir progenitores y precursores de
forma ordenada que se encargaran de sustituir el primordio de tejido (tejido fibroso de
granulacion) por el tejido noble siguiendo el proceso: mioblastos, miotibos, miofibras

multinucleadas (Asakura et al., 2002).

En la fase de proliferacion y diferenciacidn son muy importantes las sefales recibidas a través
de las citoquinas propias del tejido dafiado que van a conducir a la diferenciacién tejido
especifica. Juegan un importante papel la accién de FC como TGF-B, bFGF, EGF, HGF y muy
especialmente el IGF-1 parece ser un estimulo necesario para la diferenciacion y proliferacién

mioblastica (Engert, 1996; Damon 1998).

Interés terapéutico de PRP en lesiones musculares

La patologia muscular deportiva sigue unos procedimientos terapéuticos normalizados pero en
las roturas fibrilares y hematomas postcontusionales se ha propuesto recientemente un nuevo

planteamiento terapéutico fundamentado en todo lo dicho anteriormente (Balius, 2005).

En humana, un ejemplo del interés terapéutico de la utilizacion de PRP ante una lesion
muscular, es el efecto positivo de la infiltracién del mismo en patologias como la epicondilitis
lateral o “codo de tenista” (es una inflamacién de las inserciones musculares en el epicéndilo del
codo). Se ha demostrado que una Unica inyeccion de este concentrado plaquetario disminuye el
dolor y mejora la funcidén mas que el tratamiento mediante infiltracién local de corticoides

(Peerbooms et al., 2010).

Ante una lesidon muscular el hematoma se produce rapidamente, su contenido no es sélo
hematico, ya que contiene también los restos celulares consecuentes a la necrosis de miofibras.
En teoria, si se procede a la evacuacién del hematoma y se aporta PRP autélogo, podria
disminuirse el riesgo de recidiva del mismo, disminuir, por tanto, “fisiolégicamente”, la fase

inflamatoria y acelerar y mejorar el proceso regenerativo minimizando la fibrosis (Balius, 2005).

La seleccidn evolutiva ha primado la aparicién de una respuesta inflamatoria inmediatamente

después de una agresidn ya que la reabsorcion del hematoma y la respuesta ante la infeccidn es
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fundamental en la resolucidn de las agresiones “naturales”, pero puede decirse que la inflamacién
no es tan necesaria en lesiones inducidas por actos “no naturales” como los quirurgicos, es decir,
en los casos tratados evacuando el hematoma. Pero, aunque es cierto que una inflamacion
excesiva favorece el desarrollo de cicatriz fibrosa, sigue siendo cierto que tampoco es deseable la
ausencia total de inflamacidn. El funcionalismo muscular correcto a largo plazo (a partir del mes)
dependerd de que la construccion del nuevo tejido mantenga una adecuada proporcidon entre
miofibras y matriz extracelular, donde el exceso de antiinflamacién puede inclinar la balanza en
contra de la matriz extracelular, regenerandose un musculo en apariencia mas sano al ser “mas

celular” que sin embargo resulte menos resistente y que facilite las recaidas (Prisk, 2003).

Actuando con un producto autélogo como es el PRP no hay razén para suponer que se
produzcan efectos adversos si se realiza una aplicacién aislada y en una fase precoz, después de
las 48 horas de la pauta RICE (Reposo, Hielo, Compresion, Elevacidn) que parece necesaria. Si bajo
maximas condiciones asépticas y control ecografico se practica en medio quirurgico la evaluacion
y evacuacion del hematoma vy, sin retirar la aguja, se practica la infiltracion de un volumen de PRP
proporcionado al grado de la lesion (entre 4 a 8 ml) el beneficio esperable es la disminucién de la
sintomatologia dolorosa y una mejora en la calidad y celeridad del proceso de curacién valorable

ecograficamente (Orozco et al., 2010).

En definitiva, ante una lesiédn muscular podemos optar a la utilizacién de FC activados con

Calcio como opcidn al tratamiento. El proceso se produce en diversas fases (Tarragd, 2007):
= Sustitucién del codgulo inicial por los FC en el mismo lugar de la lesién.
= La presencia de los FC se asocia a la activacidén de las células satélite.
= Laaccién de los FC hace proliferar la aparicién de marcadores especificos miogénicos.

= Se forman los mioblastos, se fusionan y se forman miotubos que daran lugar a fibras

musculares y, por tanto, a la regeneracién del musculo.

Tratamiento de lesiones musculares mediante PRGF

La lesidn muscular tiene como consecuencia, en una primera fase, la degeneracién de las
miofibras que se necrosan por la accién de las proteinas de lisis que se liberan durante la lesién. El
hematoma se forma rdpidamente y contribuye a la degeneracién del tejido, se produce la
respuesta inflamatoria tipica con infiltracidn de neutrdfilos y otros leucocitos. El tratamiento con
PRGF implica la sustitucidon del codgulo inicial, por el PRGF activado con calcio. Las plaquetas
liberan los Factores de Crecimiento (FCs) en el mismo lugar de la lesidn; la presencia de FCs se

asocia con la activacién de las células satélite, que por accion de los FCs proliferan y expresan
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marcadores especificos miogénicos, llegado a este punto a estas células se les denomina
mioblastos. Estos se fusionan y originan miotubos que evolucionan a fibras musculares
promoviendo asi la regeneracién del musculo. Estudios recientes sugieren que IGF-I, HGF, bFGF,
EGF, VEGF, TGF-beta y PDGF regulan la proliferacién y diferenciacién de células satélite y
mioblastos, por lo tanto tienen un papel directo en la reparacion y regeneracién muscular

(Nurden et al., 2008).

Se solicita un estudio de RMN o ecografico para definir exactamente la localizacidén y el tamafio
de la lesién muscular, asi como la presencia o no de hematoma intramuscular. Se realiza la
extraccidon de sangre al paciente para la obtencion de PRGF segln protocolo establecido (Anitua
et al., 2007). Se obtienen 20-40 cc de sangre, dependiendo de la magnitud de la lesion. Una vez
centrifugada la sangre (1800 rpm/8 minutos), se separa el PRGF; de cada tubo de (de 4,5 cc). Se
infiltran 4-8 cc de PRGF (adaptando el volumen al tamaiio de la lesion), previamente activado con
el 5% del volumen con Cloruro Calcico. Se realiza un nuevo control ecografico para localizar el
hematoma del que se evacua el maximo posible. Sin retirar la aguja, se inyecta en el foco de la
lesién, PRGF recién activado con el cloruro cdlcico. Se recomienda al paciente la aplicacién de
hielo local durante unos minutos. Al cabo de una semana se realiza otro control ecografico. En
caso de persistir un hematoma residual o un seroma se procede de nuevo a su evacuacién y la
aplicacién de una nueva dosis de PRGF, como se ha descrito anteriormente. El nimero de
aplicaciones variara en funciéon del tamafo de la lesién y de la sintomatologia dolorosa que
produzca. Habitualmente las roturas pequefias presentan una evolucién favorable con una sola
aplicacién de PRGF. Las roturas medianas o grandes pueden precisar dos o tres aplicaciones de

PRGF con la frecuencia de una a la semana (Tarrago, 2007).

En cuanto la sintomatologia dolorosa lo permita se iniciard un tratamiento asociado de
fisioterapia, ya que estd bien demostrado que el estimulo mecdnico favorece en gran medida la
regeneraciéon muscular. Esta fisioterapia incluye electroestimulacidn muscular suave,
electroterapia analgésica y antiinflamatoria y contracciones musculares isométricas, suaves al
inicio del tratamiento, aumentando la intensidad a continuacidén y asociando estiramientos y

contracciones isotdnicas en funcién de la evolucién (Balius, 2005).

En resumen, ante una lesion muscular, la aplicaciéon de FCs se realiza mediante los siguientes

pasos (Tarragd, 2007):

= Diagndstico ecografico y/o resonancia magnética, para definir exactamente la localizacién

de la lesién y el tamaio. Se determina la presencia o no de hematoma en la lesién.

= Aplicacién in situ de una cantidad de PRP correspondiente al tamafio de la lesién.
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= Nuevo control ecografico a la semana, si persiste el hematoma se evacula y se vuelve a

aplicar Factores.

= Repetir el procedimiento hasta ver la cicatrizacion ecograficamente (normalmente entre

4-5 veces).

El c6digo WADA vy la utilizacion de PRGF en lesiones musculares

Como ya hemos dicho, el uso clinico del PRP comenzé a mediados de los afios 90 en la cirugia
maxilofacial, donde se empleaban concentraciones de factores de crecimiento del propio paciente
para la cirugia oral y craneofacial. Sus aplicaciones clinicas han aumentado y actualmente se usan
en varios paises en diferentes disciplinas médicas como cirugia pldstica y ortopedia. En esta ultima
disciplina y gracias al deporte de élite es donde mds desafio supone, ya que se ha demostrado que
el uso del PRP acelera la cicatrizacién y recuperacion al trabajo tanto en lesiones musculares
como tendinosas. Aunque el uso clinico de estos productos se regula por los términos del cédigo
antidoping de la Asociacién Mundial Anti Doping (WADA), particularmente en lo que concierne al

Factor de crecimiento insulinico IGF-I (Creaney y Hamilton, 2008).

Debido a que el PRP contiene factores de crecimiento, la utilizacién del mismo podria ir en
contra de las normas antidopaje. En 2008, la WADA y el Comité Olimpico Internacional (I0C)
organizaron una reunidn internacional para discutir los posibles conflictos del cédigo anti dopaje.
Se estudid la utilizacién de PRP en lesiones musculares en relacién con la medicina basada en la
evidencia y el dopaje. Las inyecciones intramusculares de esta sustancia quedaron prohibidas y
aparecio en la lista de sustancias prohibidas da la WADA (seccion S.2.6). En la misma seccién
(5.2.5), los FC presentes en el PRGF mencionados fueron IGF-I, PDGF, FGFs, VEGF y HGF (Omer
Mei-Dan et al., 2011).

Desde Enero del 2010 la WADA prohibe el uso de preparaciones derivadas de plaquetas en
inyeccién intramuscular, principalmente por la presencia de IGF-1, del que se ha demostrado un
efecto anabolizante, suponiendo un efecto beneficioso y ventajista en el rendimiento muscular

del atleta tratado (Creaney y Hamilton, 2008).

Sin embargo se debe tener en cuenta que las dosis, modo de aplicacién y las isoformas
presente en estas preparaciones estdn lejos de tener la propiedad anabolizante de la IGF-IEc
presente en el plasma y sintetizada por el musculo. Los estudios sugieren que el efecto anabdlico
del IGF-I no se presenta en preparaciones de plasma rico en plaguetas debido a que la isoforma
IGF-IEa (producida en el higado) y presente en esta preparacion, no tiene efecto anabdlico, a
diferencia de la isoforma IGF-IEc derivada del musculo; y esta ultima no se encuentra presente en

esta preparacién. Otra caracteristica de la IGF-IEa del PRP, que estd en contra del efecto
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anabdlico, es la vida media de 10 minutos, esto se debe a que no estad unida a la IGFBP-3 que es la
proteina transportadora del 99% de la IGF-I en suero, se debe tener en cuenta que este complejo

IGF-I/IGFBP-3 tiene una vida media de 16 horas (Rigamonti et al., 2009).

Otro punto para tener en cuenta del uso del PRP en medicina deportiva, es la dosis
subterapeutica de IGF-I en este concentrado plasmatico, que es de 300ng/cc, la cual es muy

inferior a las dosis requeridas para obtener un efecto anabdlico (Phillippou et al., 2007).

Por otro lado, también es importante mencionar que, la realizacién de ejercicio tiene efecto
sobre la concentracion sanguinea de IGF-I, asi Berg y Bang (2004) detectaron que tras 10 minutos
de ejercicio moderado en personas sanas, se producia un 27% de aumento en la concentracién

sérica de este FC.

Cirugia oral y maxilofacial

El empleo de PRP en reconstruccién maxilofacial y en terapias de regeneracién periodontal,
fue uno de los campos pioneros en los que se llevd a cabo su aplicacion. Diversos estudios han
demostrado cédmo la aplicacion de PRP favorece el incremento en la formacién y densidad del
hueso, tanto cortical como alveolar (Withman et al., 1997; Marx et al., 1998; Kassolis et al., 2000;

Shanaman et al., 2001).

La primera prueba clinica de aplicacién de plasma rico en plaquetas fue en la cirugia
maxilofacial (Uhlin-Hansen et al.,, 1992) y es en este campo donde se han obtenido los buenos
resultados que han impulsado su uso en otras ramas de la medicina (Anitua et al., 2004; Kovacs et
al., 2005). Las aplicaciones se orientan desde la aplicacion de PRP en los lechos de extraccion de
piezas dentarias como al intentar que los implantes dentarios queden perfectamente unidos al
tejido 6seo contiguo, ademas de promover la regeneracion ésea y la osteointegracién (Anitua

1999; Kim et al., 2002a y 2002b; Zechner et al., 2003).

Anitua en 1999, publicé en sus conclusiones, que tras el uso de PRP autdlogo en las zonas de
extraccidon de piezas dentarias, habia logrado la epitelizacidn completa de la zona en el 100% de
los casos, siendo significativamente mejor en las areas tratadas con PRP, que en las no tratadas.
Del mismo modo, la cantidad y calidad de la regeneracidén dsea de la zona era significativamente

mejor.

Whitman et al. (1997) lo emplearon en cirugia reconstructiva oral y maxilofacial en los
procedimientos relacionados con la osteointegracion de los implantes de titanio. Otros estudios
evaluaron el efecto del PRP autdlogo asociado a injertos de hueso esponjoso autdlogo durante la

reconstruccion de defectos mandibulares, obteniendo unos resultados satisfactorios,
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atribuyéndole al PRP un importante efecto osteoconductivo (Tayapongsak et al., 1994; Marx et

al., 1998).

Cirugia plastica

Los resultados obtenidos en cirugia plastica y reconstructiva han mostrado una significativa
disminucién de infecciones y en el tiempo de cirugia y recuperacién del paciente. Principalmente
el empleo de PRP en este campo se ha centrado en pacientes con pérdidas de piel y tejidos

blandos, a causa de accidentes o patologias crénicas (Valbonesi et al., 2002).

Las plaquetas autdlogas son especialmente utiles en la reconstruccion de tejidos blandos en la

cirugia facial y reconstructiva (Bhanot y Alex, 2002; Frechette et al., 2005).

Su aplicacién también es efectiva en cirugia cosmética (estiramientos “lifting” de piel), ya que
los factores de crecimiento regulan la remodelacién de la epidermis y de la dermis y tienen una

profunda influencia sobre la apariencia y textura de la piel (Man et al., 2001).

Se ha comprobado que la aplicacién tdépica o la inyeccidn subcutdnea de estos factores
produce fuertes cambios sobre la piel envejecida: restaura la vitalidad cutanea, aumenta su
grosor, recupera la consistencia elastica, mejora la afluencia vascular, estimulando las secreciones
e incrementando la tersura y apariencia de la piel (Mehta y Watson, 2008). De ahi su utilizacién

junto a terapia laser para el rejuvenecimiento de la piel (Shin et al., 2012).
La utilizacion mas habitual del PRP en medicina estética es (Arquero, 2009):
= Mesoterapia (arrugas, elastosis, discromias).

= En forma de codgulo plaquetario en una desepidermizacién de un peeling para favorecer
la regeneraciéon dérmica y epidérmica (en cicatrices para acelerar el proceso de

cicatrizacion).
= Eninyeccién subdérmica (surcos pronunciados, depresiones cicatriciales, fibrosis).
= En adicidn a material adipocitario (como injerto).

= En lipotransferencia enriquecida en PRP (arrugas, surcos, aumento o remodelacién de

pémulos, labios o mentdn).

= Enreparacion tisular en paniculopatia ademado-fibro-esclerética (celulitis).

Elena Damia Giménez 66



Revision Bibliografica

Cicatrizacion de heridas

A principios de los 90 se propuso el uso de factores derivados de las plaquetas de sangre
humana autdloga como tratamiento coadyuvante de la cicatrizacién de Ulceras para promover la

formacion del tejido de granulacion en las fases tempranas de cicatrizacion (Atri et al., 1990).

La utilizacién de PRP acelera la cicatrizacion de las heridas debido a su capacidad de aumentar
la angiogénesis, estimulando la sintesis y diferenciacién de células precursoras y liberando
factores que estimulan la reproduccién celular (fibroblastos y células endoteliales) (Bennett y

Schultz, 1993a vy b).

Una de las aplicaciones mas importantes del PRP en el campo de la dermatologia ha sido la
aceleracion de la cicatrizacion de las Ulceras cutaneas crénicas. Anitua et al. (2008), demostraron
como a las 8 semanas de tratamiento de este tipo de heridas, el porcentaje de superficie curada
en pacientes sometidos a PRP fue significativamente mayor que en el grupo control (un 73%

frente a un 21,4%, P<0,05).

Las Ulceras son comunes en pacientes con afecciones sistémicas como la diabetes o la B-
thalessemia, y acaban teniendo complicaciones vasculares y neuropatias periféricas. El empleo de
estos factores de crecimiento ha hecho que muchas de estas Ulceras se puedan resolver
disminuyendo el riesgo de complicaciones, el tiempo de curacion y las posibilidades de infeccidn
(Gilsanz et al., 2001; Tarroni et al., 2002; Pietrzak y Eppley, 2005; Driver et al., 2006; Salemi et al.,
2008).

Se ha demostrado que el tratamiento con PRP en heridas infectadas tras cirugia maxilofacial y
cirugia vascular, favorece y acelera la curacién de dichas heridas, a pesar de existir implantes

exdgenos bajo las mismas (Whitman et al, 1997; Centella et al., 2005).

En el estudio realizado en humana sobre heridas de espesor completo agudas en dermis, el
81,1% de los pacientes tratados con PRP estaban curados a los 42 dias, frente a un 57,2% de los

pacientes que no eran infiltrados (Hom et al., 2007).

En un estudio con una buena calidad metodoldgica, donde incluyeron 20 ensayos clinicos
controlados y aleatorios en pacientes, de los cuales, 11 correspondian a cirugia oral y maxilofacial,
7 a Ulceras cutaneas cronicas y 2 a heridas por cirugia, tratados con PRP. Sélo en 5 de los casos (4
de cirugia oral y 1 ulcera crénica) no hubo diferencias entre grupos y se dieron reacciones
adversas. Los 14 ensayos restantes, tuvieron un intervalo de confianza (IC) del 95% y un exitoso

proceso de curacion (Martinez-Zapata et al., 2009).
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El rdpido desarrollo del tejido de granulacion y epitelizacidn que se consigue mediante la
aplicacién de PRP para la cicatrizaciéon de heridas, permite disminuir el dolor y obtener una

temprana recuperacion del paciente y vuelta a la normalidad (Mehta y Watson, 2008).

Cirugia ortopédica

El uso del PRP en cirugia ortopédica y traumatologia ha demostrado tener el efecto clinico
esperado. Este concentrado plaquetario se ha utilizado en cirugia protésica de rodilla, rupturas
tendinosas, fracturas de cadera y rodilla, fracturas ligamentosas de rodilla, entre otras (Mingo et

al., 2007).

PRP en lesiones dseas

El PRP se ha empleado en pacientes sometidos a fusiones vertebrales, mostrando su aplicacién
una mayor capacidad de regeneracidn dsea alrededor de los implantes de titanio. Este efecto se
debe a que la liberacion de factores de crecimiento por las plaquetas tiene un efecto
quimiotdctico y mitogénico sobre las células mesenquimales (“stem cells”) y osteoblastos,

acelerando la cicatrizacion ésea (Lowery et al., 1999).

Resultados igualmente esperanzadores fueron los de Oyama et al. que en el afio 2004,
publicaron que el PRP puede acelerar la osteogénesis de una forma mas intensa que la resorciéon

6sea, al menos, durante la fase de remodelacidn dentro de los seis meses después de la cirugia.

Sanchez et al. (2003), aplicaron PRP activado como coadyuvante a un tratamiento rutinario de
una lesién de cartilago articular, causada por un fallo de osificacién endocondral. Los resultados
obtenidos marcaron una rapida mejoria clinica con una buena reparacién del cartilago, valorado
bajo imagenes radioldgicas y de resonancia magnética. Ademads, existen trabajos sobre el empleo
de factores de crecimiento aislados y combinados en lesiones condrales y sus efectos en la
reparacion. En estos trabajos se ha valorado la aplicacién de factores de crecimiento como el FGF-
2a y el IGF-I de forma aislada en diversos tipos de lesiones condrales, tras los que se evalud el
tejido de reparacion formado, obteniendo unos resultados muy esperanzadores (Chuma et al.,

2004; Mizuta et al., 2004; Yamamoto et al., 2004).

De esta forma, se abre un nuevo campo de aplicaciéon de este concentrado plaquetario en
lesiones condrales. Asi, Serra (2006), comprobd que la aplicacion de PRP en lesiones condrales de
espesor completo producidas en la zona de carga del condilo femoral medial de ambas rodillas, en
conejos, produce una reparacion tisular con una clara tendencia a obtener caracteristicas
histoldgicas y biomecanicas similares a las de un cartilago articular sano. Al mismo tiempo, Soler

(2006), valoré la aplicacidon de la inyeccidn intraarticular del PRP en la reparacion de defectos
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condrales de espesor completo en la rodilla de conejos, obteniendo una mejora de esta lesidn,

cuando lo comparas con un placebo.

Del mismo modo, estos concentrados plaquetarios se han utilizado asociados a diversas
sustancias, como coadyuvantes en la reparacion de defectos dseos o en la neoformacién de este
tejido. Es el caso de Kovacs et al. (2005), quienes realizaron una evaluacion histomorfométrica y
densitométrica de los efectos del PRP utilizado junto a Fosfato B-tricalcico (B-TCP), sustancia
utilizada para la sustitucion de hueso (Scher et al., 1999; Szabo et al., 2001). Los resultados de
dicho estudio indicaron que la adicién de PRP al B-TCP acelera la remodelacién, mejora la

efectividad y la reparacidn del tejido, que resultaba de una calidad similar a la de hueso autélogo.

En la misma linea, Hauschild et al. (2005) publicaron la resolucién de un caso clinico utilizando
una combinacién de B-TCP y PRP. Observaron como la combinacidn de estos dos productos en la
resolucion de una panartrodesis tarsal, evidenciaba un mayor incremento de la densidad dsea en
el sitio del injerto comparado con el hueso adyacente, asi como una pérdida completa de la
estructura granular, lo que indica una degradacion del injerto y formaciéon de nuevo hueso. La
presencia de factores de crecimiento en el PRP favorecié la revascularizacién y por lo tanto la
sintesis de coldgeno y regeneraciéon dsea por la estimulacion de fibroblastos, médula dsea vy

células osteoprecursoras (Marx et al., 1998).

Estos factores de crecimiento también se utilizan como alternativa para mejorar la calidad de
vida y la funcidn fisica de pacientes con enfermedades degenerativas. Asi, Sdnchez et al (2008),
observaron una disminucion del dolor y mejora de la funcidén tras la inyeccién intraarticular de
PRP, comparado con inyecciones de acido hialurdnico, en pacientes con OA (Osteoartritis) de
rodilla. Resultados similares consiguieron Cugat et al. en un estudio de 2010, ya que comprobaron
la mejoria de pacientes con OA de rodilla tras 3 inyecciones intraarticulares de PRP en intervalos
de 2 semanas. A los 6 meses del tratamiento detectaron la mejoria en la funcién de la rodilla,

disminucién del dolor y por tanto mejora de la calidad de vida.

La regeneracién dsea comienza con la liberacidon del Factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) y el Factor de crecimiento B transformante (TGF-B) desde la degranulacion de
las plaquetas del concentrado plaquetario. EIl PDGF estimula la mitosis de los osteoblastos,
ademas inicia la angiogénesis; mientras que el TGF-B estimula la divisién de las células
mesenquimales, activa los fibroblastos y puede potenciar la capacidad osteoinductiva de las
proteinas dseas morfogenéticas actuando mediante un mecanismo sinérgico (Mehta y Watson,

2008).

PRP en lesiones tendinosas
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Ademas de la aplicacién de los factores de crecimiento en lesiones éseas, a lo largo de estos
afios se ha podido comprobar su beneficio en la restauracidn de otros tejidos, como la
regeneracién de las roturas tendinosas, este es un proceso lento debido al poco aporte sanguineo
de sus células. La reparacién del tenddén se ve beneficiada principalmente por 5 Factores de
crecimiento (IGF-I, TGFB, VEGF, PDGF y bFGF), que se encuentran en proporciones elevadas en las
lesiones tendinosas y actlan activamente en el proceso de reparacion (Molloy et al., 2003). Con
su accidén se reduce el proceso inflamatorio y se acorta el periodo de reparacion y/o regeneracion,
por lo que se acorta el periodo de inmovilizacidn y se alcanza la funcionalidad éptima en menos

tiempo (Sanchez et al., 2003).

El tratamiento quirurgico del desgarro del Tendén de Aquiles, asociado a la aplicacién de PRP
autdlogo, supuso un acortamiento en el tiempo de recuperacion funcional y con un retorno

precoz a sus actividades deportivas (Sanchez et al., 2007; Filardo et al., 2010).

Otros estudios, como el de Maniscalco et al. (2008) y Randelli et al. (2008), detectaron como la
aplicacién de PRP en lesiones del tenddn del manguito rotador en humana, mejoraron en 6 y 24
meses respectivamente. Al igual que los estudios de Kon et al. (2009) y Filardo et al. (2010), donde
observaron una mejora funcional a los 6 meses de tratamiento basado en 4 y 3 inyecciones de

PRP respectivamente, pero esta vez en el tenddn rotuliano.

La infiltracién de PRP en lesion tendinosa en la especie ovina, mostrd que a las 4 y 8 semanas
la remodelacion del tendén es mayor que en el grupo control (infiltrados con salino: menos
células, menor organizacion de los haces colageno y menos vasos sanguineos) (Dominguez y

Fernandez, 2011).

PRP en lesiones ligamentosas

La lesidn ligamentosa es una de las mas comunes entre los deportistas, de ahi la importancia
de intentar utilizar tratamientos que consigan la recuperacién del paciente en el menor tiempo
posible. Los ligamentos son los encargados de evitar que la articulacién se mueva mds alla de los
limites normales, y se lesionan en caso de que la articulacidn sobrepase el rango de movimiento
permitido, es decir, se encargan de permitir la mayor movilidad articular sin comprometer la

estabilidad (Morrey, 2012).

Entre los estudios que registran mejoras tras el tratamiento con PRP de roturas ligamentosas,
Radice et al. (2010), evaluaron la maduracién de la plastia del ligamento cruzado anterior (LCA) y
observaron una mejora en la velocidad de maduracién de mas del 50%. Mei-Dan et al. (2010)
comprobaron la recuperacion funcional en menos de 6 meses de la rotura del ligamento medial

del codo en un medallista Olimpico judoka.
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Otras aplicaciones

El PRP es una preparacion autdloga inherentemente seguro, que representa una nueva
biotecnologia de interés creciente en la ingenieria tisular y la terapia celular y que se obtiene
mediante un procedimiento sencillo y econdmico. De ahi, que esta fuente rica en factores de
crecimiento, se aplique en multiples sectores que abarcan desde el campo experimental a la

aplicacidn clinica diaria (Bava y Barber, 2011).

Tras la confirmacién de los efectos potencialmente beneficiosos que pueden tener estos
concentrados plasmaticos en el campo de la medicina regenerativa, el campo de la biotecnologia
ha encontrado en esta sustancia un gran interés para su desarrollo. Ejemplo de ello, es la
posibilidad que vislumbra este campo de lograr una regulacion biotecnolégica del porcentaje de
factores de crecimiento en el PRP, afectando por lo tanto a sus efectos terapéuticos, al pensar

que existe la posibilidad de regularla por medios farmacoldgicos (Anitua et al., 2007).

Gastroenterologia

Wallace et al (2006) demostraron que la administraciéon oral de preparados plaquetarios
aceleraba la cicatrizacion de ulceras gastricas a través de la presencia de VEGF. Adema3s sugirieron
que el contenido en factores pro y anti-angiogénicos podria ser regulado por diferentes farmacos,
como AINE’s o trombopoietina. Esta nueva posibilidad, podria tener importantes consideraciones
clinicas, ya que estos cambios en los niveles de los factores pro y anti-angiogénicos pueden influir

en la cicatrizacién de ulceras en estémago y colon.

Experimentacion in vitro

Se ha empleado como medio de cultivo o coadyuvante a otros medios de cultivo. De este
modo, se han observado estudios donde la aplicacién de esta sustancia ha traido consigo una
mayor diferenciacidn celular en cultivos tridimensionales de condrocitos humanos y leporinos

(Guillén et al., 2005).

En la misma linea, también se ha podido demostrar como el PRP es capaz de estimular la
expresidn de proteoglicanos, como el condroitin sulfato, en cultivos celulares de monocitos
humanos. Esta estimulacidn, aunque puede estar implicada en los procesos fisiolégicos normales,

también puede conllevar implicaciones en los procesos patoldgicos (Hansen et al., 1992).

Del mismo modo, también se han estudiado las interacciones existentes entre los factores de
crecimiento contenidos en el PRP con diversas proteinas que intervienen en procesos de

inflamacién y reparacion tisular, como por ejemplo, con PgE2 y la IL-1 (McCarthy et al., 1994).
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Sistema nervioso periférico

Este sistema ha sido sometido a pequeiios estudios con estos concentrados plasmaticos. Asi,
Farrag et al. (2007) utilizaron roedores como modelo animal para demostrar que la adicién de PRP
y fibrina a la sutura de un nervio mejoraba los resultados de regeneracidn, mostrando que estos

concentrados también poseen efectos neurotréficos.

Dermatologia

El PRP se ha empleado con el objetivo de acelerar la cicatrizacion de ulceras cutdneas crdénicas.
Un estudio de Anitua et al. (2008), mostré como a las 8 semanas de tratamiento de este tipo de
Ulceras con PRP, el porcentaje de superficie curada en el grupo tratado con PRP fue
significativamente mayor que en el grupo control (73% frente a un 21,4%, p<0,05). Ya a principios
de los 90, se observd en una revisidn de casos clinicos, como la presencia de factores plaquetarios
autdlogos sobre Ulceras cutdneas recalcitrantes, promovia la aparicién de un tejido de granulacidn
en fases muy tempranas de cicatrizacidn (Atri et al., 1990). Se ha observado como la aplicacién de
PRP en pacientes con ulceras maculares respondieron de forma significativamente positiva,

alcanzando un elevado porcentaje de resoluciéon anatémica (Gehring et al., 1999).

Oftalmologia

En esta disciplina cabe destacar su uso potencial en la reparacién de la retina. En un modelo
animal (conejo) utilizado por Cullinae et al. (2002) demostraron que el tratamiento adyuvante con

PRP originaba un incremento en la proliferacion celular en la cicatrizacion de heridas retinianas.

Con el objetivo de mejorar la clinica de pacientes con queratoconjuntivitis seca, Alio et al.
(2008), aplicaron PRP a 18 pacientes con ojo seco y observaron una mejora significativa de la

sintomatologia en el 89% de los casos.

Asociaciones a Scaffold

En determinadas ocasiones, el objetivo buscado es mantener los factores de crecimiento en el
sitio de implantacién, evitando el estallido inicial de liberacién de dichos factores. En estos casos
el “scaffold-like PRGF” puede ser la mejor opcidn (Anitua et al., 2007). El “scaffold” es una red
tridimensional formada por fibrina, cuya obtencién es posible controlando el proceso de
activacion plaquetaria. De este modo se consigue una liberacidn mas controlada de factores de

crecimiento.

Combinando este tipo de preparacién con otro tipo de biomateriales, tanto naturales como

sintéticos, como por ejemplo colageno y compuestos de sulfato de calcio y policaprolactona (Rai
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et al., 2005), se puede conseguir un mayor control sobre la farmacocinética y biodistribucién de
los factores de crecimiento (Anitua et al., 2007). Estas preparaciones, ademas de ser portadoras
de factores de crecimiento y proteinas, permiten la infiltracidon celular y consecuentemente la
integracién de tejido recién formado. Estos “scaffold” son biocompatibles, no cititdxicos y no

inmunogénicos (Yamada et al., 2006).

En la actualidad, empieza a utilizarse el PRP en el tratamiento de la alopecia, ya que se ha
demostrado que VEGF y PDGF facilitan la angiogénesis alrededor del foliculo piloso (Takikawa et

al.; 2011; Yano et al., 2011).

Riesgos de la utilizacion del PRGF-PRP

Con el constante aumento del empleo terapéutico del PRP activado, también han surgido

complicaciones que pueden suponer un riesgo a la hora de su utilizacién (Landesberg, 1998).

Hoy dia no existe una consciencia de los problemas sanitarios que se pueden presentan debido
al uso del PRP autdlogo. Evidentemente valores de hematocrito altos o contajes plaquetarios
bajos van a ser factores limitantes a la hora de establecer la aplicacion éptima (Anitua et al.,
2004). Se debe tener cuidado al realizar este procedimiento cerca de grandes vasos,
especialmente en pacientes con riesgo de trombosis. El uso paralelo de farmacos
antitrombocitarios también podria tedricamente limitar el tratamiento, aunque May et al. (2001)
observaron que la induccidn de ulceras en rata iba asociada con el incremento de los niveles de

VEGF y con el descenso de endostatinas (factor antiangiogénico).

Otro riesgo que se debe considerar a la hora de emplear el PRP como tratamiento es la
posibilidad de originar coagulopatias cuando se emplea trombina bovina como activacidn de éste,
ya que puede estar relacionado con el desarrollo de anticuerpos anti factores de coagulacién V y
IX. Han surgido ciertas referencias en la literatura del desarrollo de ciertas coagulopatias tras la
exposicién a la trombina bovina, e incluso un caso de muerte (Cmolik et al., 1993; Spero, 1993;
Muntean et al., 1994; Sosolik et al., 1995; Landsberg, 1998; Anitua et al., 2004; Guillén et al.,
2005). Este fendmeno no parece ser dosis dependiente. No obstante, este riesgo ha sido uno de
los principales motivos por los que se ha buscado alternativas al método de activacién plaquetaria

(Landesberg, 1998; Anitua et al., 2004).

También se ha remarcado el hecho de mantener unas medidas rigurosas de esterilidad
durante su manipulacion, limitando su aplicacién a unas pocas horas tras su extraccidn (4-6 horas)

por el riesgo y capacidad potencial de contaminacién y desarrollo de infecciones (Zimmerman et
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al., 2001). En cambio, en otros trabajos se refleja que las plaquetas almacenan proteinas

antibacterianas y fungicidas y que por ello podrian ayudar a prevenir la infeccién (Anitua, 2004).

Una contraindicacién clara de aplicacién del plasma rico en plaquetas es en pacientes
intervenidos de neoplasia o por un mal desarrollo tisular, aunque se haya extirpado ya el tumor,
debido a que podria potenciar la mitogénesis de las células cancerigenas (Martinez-Gonzalez et
al., 2002), aunque en este apartado no existen publicaciones que hayan demostrado esta

capacidad por parte del PRP.

Motivo de controversia

Se conoce ampliamente los beneficios de los factores de crecimiento en los procesos de
reparacion y regeneracion tisular, y en los ultimos afios se ha extendido su aplicacién en forma de
PRP. No obstante, no podemos olvidar que algunos autores han mostrado sus dudas acerca de sus
efectos beneficiosos (Grageda, 2004; Oyama et al., 2004; Silva y Sampaio, 2009; De Vos et al.,
2010).

En esta linea, Schmitz y Hollinger en 2001, dudaban de los efectos del PRP porque el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas tiene un efecto inhibitorio sobre las células osteoblasticas,

cuya liberacién desencadena un incremento en la resorcién désea.

El empleo del PRP conjuntamente con injertos éseos también ha obtenido resultados dispares.
Los resultados observados en el empleo conjunto de PRP con injertos no vitales no han sido muy
prometedores. Wironen et al. (2000), fracasaron al intentar demostrar la osteoconductividad del
PRP cuando era combinado con un lecho de matriz dsea mineralizada y otra gelatina de matriz
6sea desmineralizada, todos ellos suspendidos en un fluido sobre los musculos rectos del

abdomen. La menor formaciéon de hueso encontrada fue en los grupos que se aplicé el PRP.

Otros trabajos han combinado el PRP con hidroxiapatita xenogénica en aumentos de senos
maxilares, mostrando en los resultados que no existian diferencias significativas entre los grupos

con PRP y sin PRP (Furst et al., 2001).

Froum et al. (2002), testaron la eficacia del PRP en tres injertos bilaterales en senos maxilares
con hueso inorgdnico bovino. En este caso los analisis histomorfométricos demostraron que la
adicidon de PRP a estos injertos no mostraban diferencias significativas, ni en la produccién de

hueso vital ni en el contacto de la interfase ésea con los implantes.

También desde un punto de vista clinico, se han obtenido resultados no positivos en su
empleo en defectos alveolares, observdandose como su aplicacidn no aportaba beneficios ni en la

cantidad ni en la calidad del nuevo hueso formado (Shanaman et al., 2001).
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Aunque con una menor incidencia, también existen publicaciones que no observan los efectos
osteoconductivos del PRP combinado con injertos autdlogos. De esta forma, se observé como un
estudio en conejos que valoraba la capacidad de regeneracion en defectos dseos, la aplicacion de
PRP no aporté efectos beneficiosos sobre la formacion de nuevo hueso, es mas los peores
resultados se observaron en los grupos en que se empled Unicamente PRP (Agballo et al., 2002).
En esta misma linea, encontramos otros autores que muestran sus resultados cuanto menos

controvertidos en el empleo del PRP (Galliani et al., 2000; Jackse et al., 2002).

Otro trabajo en los que se ha utilizado PRP para la reparacién de lesiones en los que los
resultados no eran significativos es el de Silva y Sampaio (2009), que comparé el tratamiento de la
lesidn del LCA entre un grupo control y el grupo PRP, sin observar diferencias entre grupos. Cabe

recalcar que en este trabajo los tiempos de estudio no eran los mismos entre grupos.

Los trabajos anteriormente citados hacen referencia al empleo del PRP en cirugia maxilofacial
y traumatoldgica, campos en los que se inicié su empleo y donde mds relevancia ha tenido. Con lo
que respecta a otros campos, podemos observar como existe cierta deficiencia en estudios y
trabajos sobre los efectos de esta sustancia, no obstante al igual que en los observados

anteriormente, su empleo no estd exento de controversia (Guillén et al., 2005).

Valorando otro punto clave y no ajeno de disparidad de opiniones, parece ser clave la
metodologia de obtencién y activaciéon del PRP para su posterior actuacién (Zimmerman et al.,

2001; Appel et al., 2002).

Anteriormente hemos observado los diversos métodos de procesado, observando cémo los
métodos de plateféresis parecen mostrar los mejores indices de concentracion plaquetaria frente

a otros como los de sedimentacién en tubo (Zimmerman et al., 2001).

Del mismo modo, se observa como el método de activacién realizando diversos procesos de
congelacion y descongelacién parece también mostrar valores sustancialmente superiores en la

cantidad de PDGF y TGF (Landesberg et al., 2000; Zimmerman et al., 2001).

No obstante, parece existir una uniformidad de criterios a la hora de referir el hecho de que
todos los procesos referenciados para la obtencién y activacién del PRP obtienen concentrados
plaquetarios y de factores de crecimiento superiores a los basales (Zimmerman et al., 2001; Appel

et al., 2002; Guillén et al., 2005; Kathleen y Dardik, 2010).
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Otras opciones terapéuticas al PRP

La reparacién y resolucion de diferentes defectos (cutaneos, 6seos, articulares, etc.) ha
requerido de diversas técnicas entre las que se ha incluido la aplicacién de injertos, plastias e

implantes con el objetivo de devolver la continuidad a los tejidos lesionados (De Boer, 1988).

De esta manera podemos encontrarnos que en base a su naturaleza podemos clasificar estos

elementos en (Grageda, 2004):

Autoinjertos o injertos autdlogos

Han sido durante muchos afios los injertos de eleccién debido a la gran biocompatibilidad y
disponibilidad. Este es el caso en que el receptor y el donante son el mismo individuo. El PRP

autdlogo se considera incluido dentro de este tipo.

A pesar de ser considerado como el mejor material a emplear, su uso en los diversos campos
ha estado limitado por el aumento de tiempo quirdrgico, por lo invasivo del procedimiento de
obtencién en ocasiones y por las limitaciones en volumen entre otros (Goldberg y Stevenson,

1989).

Aloinjertos

Estos son obtenidos de un donante de la misma especie, sin que sea necesario que el donante
permanezca in situ en la intervencidn, incluso que éste provenga de un cuerpo sin vida. Ademas,
permiten una manipulacion y tratamiento previo el cual disminuye el indice de rechazo y al mismo

tiempo su viabilidad (Buck y Malinin, 1994).
Aloimplante

Engloban a aquellos implantes realizados con materiales ceramicos y polimeros, que en un
principio pueden suponer una alternativa a los auto- y aloinjertos, ya que son capaces de suplir de
forma “indefinida” el defecto original. Cada uno de ellos tiene unas caracteristicas mecdnicas y de
biocompatibilidad especificas. Ejemplos de estos materiales, en cirugia ortopédica, los pueden
constituir la hidroxiapatita, fosfato tricalcico, sulfato cdlcico y combinaciones de estos (Grageda,

2004).

Xenoinjertos

Hacen referencia a los injertos tomados de otras especies animales. Estos materiales deben ser
sometidos a tratamientos bajo condiciones especificas (presion, temperatura) previamente a su

integracién en el organismo receptor (Jensen et al., 1996).
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Células madre y terapia regenerativa

En los Ultimos afios, se han abierto nuevas perspectivas de gran interés en el campo de la
terapia celular. Las células madre son células indiferenciadas capaces de llevar a cabo la
proliferacién, autorrenovacion y produccion de un amplio nimero de células diferenciadas asi

como la regeneracion de células madre tisulares (Peng et al., 2003; Chargé et al., 2004).

En cuanto al musculo esquelético, es un tejido con capacidad regenerativa, de hecho la
hipertrofia muscular derivada del ejercicio obedece mads al desarrollo de nuevas fibras que a la
hipertrofia de las fibras presentes. Esta capacidad regenerativa siempre se ha atribuido a la
diferenciacidn de las “células satélite” multipotenciales, pero recientemente se han descrito otros
linajes de células progenitoras quiescentes en el musculo, son las “MDSC” (Muscle Derived Stem
Cells). Se conoce muy bien la capacidad de las células mesenquimales quiescentes en la médula
6sea o en el tejido adiposo para migrar hacia el foco de lesién y alli adherirse y diferenciarse hacia
mioblastos. Este efecto regenerativo de las células mesenquimales, se debe mds a su capacidad
inductora sobre otras células progenitoras, como las células satélite (que serian las que se
diferenciarian hacia mioblastos), que a su propia capacidad de diferenciacién o de generar

fendmenos de fusion celular (Ferrari et al., 1998; Deasy et al., 2001).

En cuanto a la aplicacién de las células madre en la curacién del musculo, se ha demostrado
que en respuesta a la lesidn, no sélo las células madre especificas del musculo sino también las
células madre no especificas del tejido muscular, participan en el proceso de reparacién
invadiendo el area lesional, diferenciandose en células satélite y finalmente participando en la
reparacion del musculo esquelético (Fukada et al., 2002; LaBarge et al., 2002; Chargé et al.,

2004;).

Ya en el afio 2000, Galli et al. utilizaron células madre neurales para regenerar musculo,
cultivdndolas con células de musculo progenitoras (mioblastos) o inyectandolas directamente al
musculo. Estos resultados son prometedores para las terapias de trasplante de células, debido a
que los experimentos sugieren que los tejidos receptores pueden instruir a las células

trasplantadas y conseguir el resultado deseado.

En humana, el beneficio clinico esperable ante una lesién muscular, seria lograr una rapida
regeneracién tisular con la minima fibrosis. La evacuacidon del hematoma y la inoculacion de
células mesenquimales evitarian respectivamente el tiempo necesario para lograr la reabsorcién y

reclutamiento celular (Jancowski et al., 2002).

Las células madre ofrecen la oportunidad de trasplantar una fuente viva para la auto

regeneracioén. Los trasplantes de médula de los huesos son una reconocida aplicacién clinica del
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trasplante de células madre. Actualmente, el aislamiento de células madre y células progenitoras
adicionales se esta desarrollando para diferentes aplicaciones clinicas, como son, reemplazo de

piel, trasplante de células cerebrales y tratamiento para la diabetes (Pecorino, 2001).
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Respuesta de fase aguda

El término Respuesta de Fase Aguda (RFA) refleja todos los cambios que se producen en el
organismo de un animal tras sufrir una lesidn tisular, y que van encaminados a restablecer su

homeostasis (Kushner et al., 1981).

Esta respuesta no es especifica y puede desencadenarse por diversas causas como infecciones,
desérdenes inmunolégicos, procesos neopldsicos, traumatismos, infecciones parasitarias,
qguemaduras, estrés, prefiez, endotoxemia e intervenciones quirurgicas (Kushner y Mackiewicz

1987; Gruys et al., 1999; Eckersall, 2000).

Durante el desarrollo de esta respuesta se producen, entre otros cambios, variaciones en los
niveles de algunas proteinas plasmaticas, denomindndose a éstas de forma general, Proteinas de

fase Aguda (PFAs), entre las que se encuentran la proteina C reactiva (CRP), haptoglobina (Hp),
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amiloide A sérico (AAS), ceruloplasmina (Cp), fibrindgeno (Fb) y a; glicoproteina acida (AGP)

(Eckersall, 2000; Ceron et al., 2005; Crisman et al., 2008).

En perros sanos estas proteinas se encuentran en niveles no detectables o muy bajos; sin
embargo, sus concentraciones plasmaticas aumentan rdpidamente en respuesta a diversos

procesos inflamatorios e infecciosos (Martinez-Subiela et al., 2004).

El principal interés de estas proteinas en medicina humana y veterinaria se centra en dos

campos:

= Valor diagndstico como indicador de la presencia de inflamacion o infeccién (Conner y

Eckersall, 1988; Conner et al. 1989; Eckersall, 1995; Godson et al. 1996).

= Utilidad para establecer el prondstico de procesos infecciosos, para medir la respuesta a
diversos tratamientos curativos y como predictoras de la evolucién de un proceso

patoldgico en situaciones experimentales (Godson et al. 1996).

Por tanto la aparicidn de un resultado elevado de alguna de estas proteinas en un animal, seria
indicativo de que dicho animal no estd sano, y constituiria un aviso para la realizacién de un
estudio clinico-diagndstico mas detallado. Ademas van a tener una importante aplicacién en la
monitorizacion de la respuesta a los tratamientos empleados, ayudando a determinar la eficacia

de los mismos e incluso a predecir la posible existencia de recidivas (Eckersall, 2000).

Desencadenamiento de la respuesta de fase aguda

La respuesta de fase aguda es la reaccién que se produce en el animal como respuesta a
disturbios de la hemostasia causados por infeccidén, dafio tisular, crecimiento neopldsico o

desordenes inmunoldgicos (Kushner et al., 1981).
Las principales funciones de esta respuesta sistémica son (Whicher y Westacott, 1992):
=  Proporcionar energia y substratos para la lucha frente a los patdgenos invasores.
=  Evitar la transferencia de metabolitos necesarios para los patdgenos.

= Limitar el dafio causado por los patégenos y/o eliminar el tejido dafiado o infectado y

restaurar el tejido sano.

La RFA se pone en marcha cuando la lesion tisular inducida por inflamacién o infeccidn
estimula la sintesis de citocinas pro-inflamatorias por parte de los monocitos y macréfagos. Entre

las citocinas directamente relacionadas con la RFA se encuentran: interleucina-1 (IL-1),
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interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral (TNG-a) (Horadagoga et al., 1994; Webel et al.,
1997; Gruys et al., 1999; Eckersall, 2000; Ceron et al., 2005; Crisman et al., 2008).

Las citocinas pro-inflamatorias actian a través de multiples vias locales sobre las células que
rodean el lugar de la lesion (accién paracrina), y se difunden a la circulacién periférica de forma
pulsatil, provocando el incremento a nivel sistémico (Eckersall, 2000). Esta RFA sistémica se
desarrolla en dos oleadas. La primera se caracteriza por el incremento de la actividad de
fibroblastos y células endoteliales en el lugar de la lesién, que a su vez inician la segunda
liberacién de citocinas. Es la segunda oleada la responsable de los efectos inflamatorios
sistémicos (Koj, 1996), asi como del incremento de la sintesis hepatica de PFAs (Gruys et al., 1994;

Van Miert, 1996; Suffredini et al., 1999).

Como se ha citado anteriormente, la respuesta de fase aguda se ve estimulada por la
liberacion de citocinas, entre las que destacan: la Interleucina-1 (IL-1), la Interleucina-6 (IL-6) y el
Factor de Necrosis Tumoral (TFN-a). Estas citocinas son liberadas por monocitos y macréfagos en
el lugar donde se situa el foco inflamatorio o infeccioso, y debido a sus acciones paracrinas este
aumento inicial va a provocar un incremento sistémico. El aumento de citocinas circulantes
provoca la estimulacidon de la respuesta de fase aguda en el higado (Suffredini et al., 1999;
Petersen et al., 2004). En el mecanismo de estimulacidn hepatica para la produccién de proteinas
de fase aguda se pueden apreciar tres variantes fundamentales segin el tipo de citocina

implicada (Jensen y Witehead, 1998):

= Lla IL-6, se une a su receptor especifico provocando la fosforilacion del factor de
transcripcidén, que se trasloca hacia el nldcleo donde media para que se produzca
la transcripciéon de los genes que codifican la produccién de proteinas de fase

aguda.

= LlaIL-1 y el TNF-a se unen a sus respectivos receptores y causan la degradacion
del inhibidor del factor de transcripcién permitiendo asi la produccion de este
factor y la activacion subsecuente de los genes de fase aguda en el nucleo de la

célula.

= AsuvezlalIL-6 y TNF-a estimulan la liberacién de ACTH, incrementando de esta
forma la liberacién de glucocorticoides por parte de las glandulas adrenales. Los
glucocorticoides ejercen una doble funcién contradictoria y todavia no conocida
con exactitud ya que por una parte, incrementan el efecto estimulante de las
citocinas sobre el higado, pero a su vez, estabilizan a los monocitos inhibiendo asi

la liberacién de citocinas proinflamatorias (Heinrich et al., 1990).
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Determinados procesos inflamatorios locales, que no desarrollan sintomas clinicos ni sintetizan
anticuerpos también pueden condicionar una RFA (Suffredini et al., 1999). Al tratarse de una
respuesta no especifica se puede producir en cualquier forma de dafio tisular (Heegard, 2000),
induciendo cambios en las PFAs y modificaciones fisioldgicas, bioquimicas y nutricionales en el
individuo (Gabay y Kushner, 1999). Concretamente, los procesos inflamatorios crénicos, como la
artritis, son interpretados como una serie de estimulos inflamatorios consecutivos de forma
separada. Generalmente, se observan incrementos de PFAs, aunque inferiores a los que se dan en

episodios de inflamacién aguda (Sipe, 1985).

Las infecciones bacterianas generalmente conducen a una fuerte RFA sistémica debido a la
enérgica reaccion de las células del Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF) (Alsemgeest, 1994;
Alsemgeest et al., 1994). De hecho, tanto IL-1 como el TNF-a se sintetizan en respuesta a
endotoxinas bacterianas (Schindler et al., 1990; Monshouwer et al., 1996; Werling et al., 1996).
Sin embargo, la respuesta en infecciones virales es de menor magnitud (Nakayama et al., 1993;
Alsemgeest, 1994; Hofner et al., 1994; Kimura et al., 1995). Las citocinas liberadas a partir de las
células mononucleares infectadas por virus son los interferones, especialmente el interferon
gamma, y desde los tejidos lesionados, el TNF-a y la IL-1. Cuando la destruccion tisular es severa,

estas citocinas incrementan notablemente su concentracion (Van Reeth et al., 1998).

Las citocinas son las responsables de la amplia gama de efectos sinérgicos y antagdnicos que
determinan el desarrollo de la respuesta inmune especifica del organismo frente a antigenos y
microorganismos invasores (Van Miert, 1995; Pinelli, 1996), como induccidn de la fiebre, anorexia,
balance negativo de nitrégeno y catabolismo muscular, activacidn de precursores de células
blancas sanguineas a nivel medular y desarrollo de fibroblastos y macréfagos a nivel tisular

(Dinarello, 1983; Heinrich et al., 1990; Van Miert, 1995; Langhans, 1996).

Por otra parte, las citocinas pro-inflamatorias activan el Eje Hipotdlamo Hipdfisis Adrenal,
reduciendo la hormona de crecimiento e incrementando la ACTH y glucocorticoides (Gruy et al.,
1999). Entre los efectos relacionados con estas citocinas se encuentran, disminucidn de
lipoproteinas unidas a colesterol, reduccién del volumen plasmdtico, activacién del complemento
y del sistema de coagulacién sanguinea, fibrindlisis, disminucién de los niveles de calcio, hierro y

zinc (Gruys et al., 1994; Crisman et al., 2008).

Durante el desarrollo de la respuesta de fase aguda se liberan citocinas y otros mediadores
(Figura 2) que desencadenan, entre otros efectos, la variacion de las concentraciones de ciertas
proteinas presentes en el plasma, denominadas Proteinas de Fase Aguda (PFAs). En medicina

humana, y cada vez mds en veterinaria, la monitorizacién de las concentraciones plasmaticas de
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estas proteinas proporciona una valiosa informacidén en diversos problemas patoldgicos que
cursan con inflamacién, pudiendo ser utilizada no sélo para el diagndstico sino también para

monitorizar la evolucién de la enfermedad y evaluar la respuesta a los tratamientos aplicados.

Figura 2: Cambios durante la respuesta de fase aguda.
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Proteinas de fase aguda (PFA)

La respuesta de fase aguda va a alterar la produccién y liberacién de algunas de las proteinas
que son sintetizadas en el higado, en unos casos incrementando y en otros disminuyendo su

concentracién plasmatica (Martinez-Subiela et al., 2001).

Las proteinas de fase aguda se pueden clasificar segin dos criterios: el tipo de respuesta
cuantitativa ante un estimulo y la funcidn bioldgica que desempeiian. En base al tipo de variaciéon

de sus niveles ante un estimulo se diferencian (Tabla 4):

= Proteinas de fase aguda negativas: son aquellas cuyos niveles se ven disminuidos cuando

se produce la respuesta de fase aguda (Heinrich et al., 1990). Dentro de este grupo se

encuentran proteinas como la albimina, la prealbliminay la transferrina.

= Proteinas de fase aguda positivas: son aquellas cuyos niveles se ven aumentados cuando

se produce la respuesta de fase aguda. Aunque existen diferencias entre especies las

proteinas de fase aguda positivas se suelen dividir en tres grupos (Kushner et al., 1981):
o Aquellas cuyos niveles se ven aumentados en un 50%.

o Aquellas que presentan aumentos de 2 o 3 veces su concentracién normal.
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o Aquellas que presentan aumentos rdpidos de hasta 1000 veces su concentracién

normal.

Tabla 4: Clasificacion de las PFAs en la especie canina (modificado de Martinez-Subiela et al., 2004).

Proteinas de fase aguda negativas Proteinas de fase aguda positivas
(Descenso de sus niveles) (Aumento de sus niveles)

PFA principales PFA moderadas

Albumina (aumento hasta 1000 veces) (aumento hasta 100 veces)

Prealbimina
Haptoglobina

Transferrina . . Ceruloplasmina
ProteinaC-reactiva X .
a-1 glicoproteina

Amiloide A sérico :
Antiproteasas
Fibrinégeno

Segun su funcién biolégica se diferencian (Kushner y Mackiewicz, 1993):

= Proteinas de Fase aguda que intervienen en la defensa del hospedador. En este grupo se

encuadran aquellas proteinas que intervienen en la adaptacion o defensa del organismo

hospedador frente al patédgeno. Dentro se encuentran:
o Proteina C reactiva (CRP).
o Amiloide A sérico (SSA).
o Componentes del Complemento.
o Fibrinégeno.

= Proteinas inhibidoras de las serinproteasas. Estas proteinas juegan un papel muy

importante, limitando la actividad de las enzimas liberadas por las células fagociticas
protegiendo asi la integridad de los tejidos del hospedador. Dentro de este grupo se

engloban:
o al-antitripsina.
o al-antiquimotripsina.

=  Proteinas transportadoras con actividad antioxidante. Este grupo de proteinas tiene una

importante funcidon protegiendo los tejidos del hospedador de los metabolitos del
oxigeno que son liberados por parte de las células fagociticas durante la inflamacién. En

este grupo se encuadran:

o Ceruloplasmina.
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o Haptoglobina.
o Hemopexina.

Las proteinas que sufren un mayor incremento son diferentes en cada especie, asi en bovino el
amiloide A sérico y la haptoglobina se consideran las principales proteinas de fase aguda mientras
en el cerdo predomina la CRP y el pig-MAP, y en la especie canina la CRP. En équidos la principal

proteina de fase aguda es el amiloide A (Tabla 5).

Tabla 5: Principales PFAs en las diferentes especies (modificado de Martinez-Subiela et al., 2001).

Especie PFAs Principales (aumentos > 1000 veces) PFAs Moderadas (aumentos de 2-3 veces)

Hombre CRP, SAA a-glicoproteina (AGP), Haptoglobina
Perro CRP Haptoglobina

Equido SAA, CRP Fibrinégeno

Bovino Haptoglobina, SAA AGP, a1-antitripsina

Porcino CRP, pig-MAP Haptoglobina

CRP: Proteina C-reactiva; SAA: Amiloide A Sérico; AGP: a-glicoproteina

El patrén de produccion y liberacidn de estas proteinas es diferente en las distintas especies
animales y en los distintos procesos patoldgicos que puedan padecer, pudiendo incrementar sus
niveles hasta 1000 veces durante una infeccidén. La utilidad de la monitorizacién de sus
concentraciones en veterinaria ha sido demostrada en numerosas especies y las investigaciones
realizadas en este campo han llevado al desarrollo de diferentes métodos de analisis e incluso en
algunos casos de kits comerciales (Concannon et al, 1995; Martinez-Subiela et al., 2002;
Matijatko et al., 2002; Martinez-Subiela et al., 2003; Mcgrotty et al., 2003; Tecles et al., 2004;
Martinez-Subiela et al., 2004). El principal problema encontrado para el uso habitual de estas
proteinas es que existe una escasa comercializacion de los kits y que poseen una baja
especificidad, ya que hay una gran cantidad de procesos patoldgicos que pueden producir
variaciones de estos analitos. Sin embargo, los resultados derivados de los estudios realizados
sugieren que, en el futuro, los analisis de proteinas de fase aguda, pueden tener una aplicacién
practica importante en diversos campos como: la valoracion del estado sanitario de los animales,
deteccidn de procesos subclinicos, control y seguimiento de tratamientos farmacoldgicos, control
sanitario a nivel de matadero y/o monitorizacion y evaluacién del bienestar animal (Martinez-

Subiela et al., 2001).

Proteina C-Reactiva (CRP)

Fue descubierta en 1930 por William Tillet y Thomas Francis. Se denomina proteina C reactiva
porque se detecté en el plasma de pacientes que padecian pneumonia pneumocdcica y

reaccionaba con el polisacarido C del pneumococo.
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Es una proteina perteneciente a la familia de las pentraxinas, con un peso molecular de 100
kDa consistente en cinco subunidades polipeptidicas de 20 kDa, unidas por enlaces no covalentes
(Caspi et al., 1987; Yamashita et al., 1992). Se sintetiza predominantemente en el higado y se
regula por citoquinas proinflamatorias, tales como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleukina seis (IL-6) (Aziz et al., 2003). Sus principales funciones bioldgicas son: activacion del
complemento y opsonizacién bacteriana, modulacién de monocitos, macréfagos y produccién de
citoquinas, union a cromatina bacteriana y prevencidon de migracién tisular de neutrdfilos

(Petersen et al., 2004).

Su concentracién sérica se puede determinar a partir de diversas pruebas como: Elisa,
aglutinacion reserva rapida en latex, inmunodifusién, electroinmunoensayo y ensayo
inmunoturbidimétrico (Hayashi et al., 2001; Kjelgaard-Hansen et al., 2003). Se ha validado para su
uso canino un ensayo inmunoturbidimétrico automatico para proteina C reactiva sérica humana,
lo que constituye un método rapido y rutinario en laboratorios diagndsticos (Kjelgaard-Hansen et

al., 2003).

Los niveles normales de CRP en suero de perros sanos son <5 g/L (Caspi et al., 1987). Otro
rango de referencia descrito es de 0-1 mg/d| (Onishi et al., 2000; Nakamura et al., 2008). Valores
entre 2,2-4,4 mg/L detectaron en un estudio en hembras caninas sanas (Crossley et al., 2010),
resultado que coincide con otros autores (Yamashita et al., 1994; Lépez et al., 1998; Martinez-
Subiela et al., 2004; Goldsack, 2005), quienes describen valores de hasta 7 mg/L en animales
sanos. Por tanto, la CRP estd en niveles no detectables o muy bajos en animales sanos,
aumentando su concentracidn en respuesta a procesos inflamatorios o infecciosos (Martinez-

Subiela et al., 2004).

Dicha proteina ha sido aislada y caracterizada a partir de suero bovino, pero no responde
marcadamente durante la respuesta de fase aguda en esta especie. Sin embargo, su
concentracién se ve incrementada en leche en animales con mastitis y ha sido introducida como

un marcador inflamatorio para controlar el estado de las ubres (Shrodl et al., 1995).

La presencia de esta proteina ha sido documentada en seres humanos, rumiantes, suidos,

perros y équidos (Gabay y Kushner, 1999; Murata et al., 2004).

En cerdos y perros se considera como una de las principales proteinas de fase aguda. En el
perro se producen de forma rdpida aumentos muy evidentes de proteina C- reactiva en respuesta
a estimulos como cirugia, inyeccion de agentes inertes (caseina, turpentina) o infecciones
bacterianas (leptospirosis), pudiendo ser esta respuesta incluso mas rapida que en humana (Caspi

et al., 1987). También se han observado aumentos de esta proteina en Erhlichiosis (Rikihisa et al.,
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1994), enteritis bacteriana y hemorrdgica, tumores, parvovirosis (Yamamoto et al., 1993) y en

infecciones experimentales con Bordetella bronchiseptica (Yamamoto et al., 1994).

Estudios recientes realizados en humanos sugieren a la CRP como potencial biomarcador de un
mayor riesgo de cancer (Allin et al., 2009). En hembras caninas con tumores malignos de la
glandula mamaria el aumento de CRP se puede atribuir a una respuesta sistémica a la inflamacién
(cambios neoplasicos malignos tempranos), ya que las neoplasias malignas pueden estar
asociadas con una RFA en ausencia de cualquier otra causa inflamatoria obvia (Lithgow vy

Covington, 2005; Tecles et al., 2005; Crossley et al., 2010).

Diversos estudios realizados en la mujer han revelado que la CRP se incrementa
sustancialmente durante la gestacién (Belo et al.,, 2005; Kristensen et al., 2009; Vonversen-
Hoeynck et al., 2009). Este incremento se produce durante el primer trimestre, confirmando la
respuesta inflamatoria materna a la gestacién (Rebelo et al., 1995; Sacks et al., 2004; Belo et al.,
2005). En perras, los estudios relacionados entre la CRP y el ciclo reproductivo mostraron un
incremento marcado de CRP hacia los 30-45 dias post-ovulacién, detectable a partir del dia 18-22
tras el pico de LH (Nielsen et al., 1990; Eckersall et al., 1993; Kuribayashi et al., 2003; Ulutas et al.,
2009). Este aumento se hace mas evidente durante la segunda mitad de la gestacidn (Eckersall et
al., 1993). Por tanto las PFAs podrian ser utilizadas como fuente de diagndstico de gestacion,
aunque con cautela, ya que el patrén de liberacién difiere entre individuos (Ulutas et al., 2009). En
un estudio realizado por Capilla (2010) demostraron que, en la yegua, las concentraciones de CRP
(y de otras PFA como, la habtoglobina y el Amiloide A sérico) durante el ciclo reproductor se
encuentran dentro de los rangos fisioldgicos de referencia establecidos para esta especie. Ademas
la respuesta inflamatoria a la gestacién no mostré modificaciones en las concentraciones de CRP y
del Amiloide A sérico (aunque si un incremento progresivo de las concentraciones de
haptoglobina). Asi mismo, los perfiles de estas PFAs no presentaron relacién temporal con los
procesos bioldgicos que caracterizan la gestacidn en la yegua. Por este motivo, concluyeron que,

las PFAs no pueden ser utilizadas como fuente de diagndstico de gestacion en la yegua.

Otras proteinas de fase aguda

Numerosos estudios demuestran que las distintas proteinas de fase aguda se comportan de
modo diferente ante una inflamacidn y que, a su vez, existen variaciones en la respuesta de fase
aguda en las diversas especies animales. En general la sintesis de proteinas de fase aguda se ve
estimulada entre 6 y 8 horas después de iniciarse la reaccién inflamatoria y llegan a un pico en sus
niveles tras 2-5 dias (Jain, 1989). En la actualidad no se encuentran en la bibliografia niveles

normales o valores de referencia de cada una de las proteinas de fase aguda para cada especie
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animal, aunque si en el perro (Tabla 6). Las razones de este hecho pueden ser que, en algunos
casos, como por ejemplo, la haptoglobina en rumiantes, los niveles de estas proteinas no son
detectables en animales sanos y, por otra parte, existe una gran variabilidad en los métodos
usados para la determinacidn de las distintas proteinas en los diferentes laboratorios. De esta
forma se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios intervalos de referencia para las

proteinas que vaya a determinar (Martinez-Subiela et al., 2004).

Tabla 6: Niveles y principales funciones bioldgicas de PFAs en la especie canina (modificado de
Martinez-Subiela et al., 2004).

Proteinas Niveles normales en suero canino Funciones biolégicas

<5 g/L (Caspi et al., 1987)

0-1 mg/dl (Onishi et al., 2000; Nakamura et al., REIIEEN 6D [PEEEes

Proteina C-reactiva inflamatorios

2008) Defensa frente a microorganismos
2,2-4,4 mg/L (Crossley et al., 2010)
Haptoglobina 0-1,69 g/L (Eckersall et al., 1999) Unioén a hemoglobina libre
Amiloide A Sérico 29,2-69,6 Ul/ml (Yamamoto et al., 1994) Precursor del Amiloide

Transporte de Cobre
Actividad oxidasa
Modulacion de la hemostasia
Union a determinadas drogas

Ceruloplasmina 4,31-5,55 mg/dl (Martinez-Subiela et al., 2002)

a1-Glicoproteina
acida
Fibrinégeno 0,1-0,4 g/dl (Jain, 1989) Interviene en la coagulacion
Regulacion de la presion osmaética
Transporte de moléculas

40-1070 mg/L (Thougaard et al., 1999)

Albumina 2,6-3,3 g/dl (Kaneko, 1997)

g: gramos; mg: miligramos; L: litros; dl: decilitros; ml: mililitros; Ul: Unidades
Internacionales

PFAs positivas

Haptoglobina (Hp)

Es una glicoproteina plasmdtica que presenta una estructura tetramérica formada por 2
subunidades a combinadas con 2 subunidades B. Forma un complejo estable al unirse
especificamente a la hemoglobina (Makimura y Suzuki, 1980). Este complejo se elimina
rapidamente de la circulacién por el sistema reticulo endotelial (Elson, 1974) y tiene un peso
molecular total de 125 kDa (Putnam, 1975). Sus concentraciones plasmdticas aumentan en
condiciones inflamatorias o infecciosas, considerandose como una de las principales proteinas de
fase aguda en casi todas las especies pero especialmente en vacuno, ya que en condiciones
fisioldgicas, los niveles de Hp en esta especie no son detectables. Asi se han observado aumentos
de esta proteina en bévidos que presentaban diversos problemas patolégicos como fiebre aftosa
(Hofner et al.,, 1994), sindrome del higado graso (Katoh y Nagakawa, 1999; Bertoni et al., 2008),
diversos desordenes abdominales tratados quirdrgicamente tales como reticuloperitonitis
traumatica, desplazamiento del abomaso o distocias (Hirvonen y Py6rald, 1998). También se ha

detectado tras la infeccion experimental con el virus respiratorio sincitial bovino (Heegard et al.,
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2000), en procesos de mastitis, detectdndose en este caso un aumento tanto en suero como en
leche (Eckersall et al., 2001; Gronlund et al., 2005). En momentos cercanos al parto, los valores
medios gestacionales se incrementan considerablemente (Uchida et al., 1993; Regassa et al.,
1999; Furll et al., 2008). En cerdos se ha demostrado que la medicion de las concentraciones de
haptoglobina ayuda a monitorizar el estado sanitario y el nivel productivo de las explotaciones
porcinas (Eurell et al., 1992). Se han observado incrementos de haptoglobina en esta especie en
infecciones con Actinobacillus pleuropneumoniae (Hall et al., 1992), Bordetella bronchiseptica,
Pasteurella multocida tipo D (Van Miert et al., 1996) y Streptococcus suis (Toussaint, 2000). Asi
mismo sus niveles se encuentran correlacionados con las lesiones presentes en animales con
rinitis atrofica (Eurell et al., 1990) o pneumonia enzodtica (Amory et al., 2000). También en los
ultimos afos se han relacionado sus aumentos con situaciones de estrés como las que se
producen en el transporte o el sacrificio de los animales (Pifieiro et al., 2001) y aumentos en suero
y leche asociados a mastitis crénicas (Van Gelder y Bilkei, 2005). En perros los niveles de
haptoglobina muestran una correlacién lineal positiva y un incremento en condiciones
inflamatorias y tras la aplicacion de corticoterapia (Harvey y West, 1987; Solter et al., 1991). Es
mas, durante la gestacidn los niveles de haptoglobina se ven aumentados entre la cuarta y sexta
semana, considerando que este parametro podria ser utilizado como fuente de diagndstico de
gestacion durante este periodo (Eckersall et al.,, 1993; Concannon et al., 1995; Kuribayashi et al.,
2003). Su concentracion se ve también incrementada en caballos con abscesos de localizacion
profunda, en infecciones bacterianas o viricas (Kent y Goodall, 1991) y durante la fase migratoria
de la infestacidn con Strongylus vulgaris. En esta especie se detectan los niveles mas altos en el
momento del parto, ya que se hipotetiza que los glucocorticoides liberados podrian tener un

efecto inductor en la sintesis de esta proteina (Sorrells et al., 2007).

Por otra parte, el analisis de haptoglobina puede ser util y debe considerarse cuando existen
sospechas de la presencia de una anemia hemolitica, ya sea infecciosa, autoinmune o téxica. Ya
que la presencia de un bajo nivel de haptoglobina es, frecuentemente, indicativo de hemdlisis
intravascular reciente, aunque la ausencia total de haptoglobina puede estar asociada con una
lesidon hepatica grave (Laurell y Gronval, 1962; Mcguire et al., 1969; Lumsden et al., 1975; Kent y
Goodall, 1991). Asi por ejemplo, se ha puesto de manifiesto la relacidon existente entre la
hemdlisis intravascular inducida por el ejercicio y el descenso en los niveles de haptoglobina en el

plasma (Tedeschi et al., 2001).

Asimismo la Hp, ejerce un efecto bacteriostatico, ya que la formacién de complejos Hp-HB

limita la disponibilidad del hierro, compuesto esencial para el crecimiento bacteriano. Esta
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proteina se relaciona con funciones antioxidantes, inmunomoduladores y antigénicas (Cho et al.,

2009).

Amiloide A sérico (SAA)

Es una apolipoproteina que se asocia con las lipoproteinas de alta densidad durante Ia
respuesta de fase aguda (Cooper, 1990; Pannen y Robothan 1995), cuyo peso molecular se estima

aproximadamente entre 9y 11 kDa (Husebekk et al., 1986; Nunokawa et al., 1993).

La isoforma SAA3 se ha aislado tanto en los hepatocitos durante la RFA como en diversos tipos
celulares, verificdndose la sintesis extrahepatica en el tracto digestivo, vias aéreas, glandula
mamaria, tejido sinovial, condrocitos y cartilago articular (Jacobsen et al., 2006; Berg et al., 2007).
De ahi que los niveles de esta proteina se eleven considerablemente en procesos inflamatorios

como artritis y mastitis (McDonald et al., 2001; Jacobsen y Andersen, 2007).

Para monitorizar de forma precisa el proceso inflamatorio y/o infeccioso, los perfiles séricos de
SAA son mas efectivos, a la hora de reflejar el curso de la inflamacidn, que los marcadores cldsicos
de la inflamacion como los neutrdéfilos, ya que presentan una cinética limitada (Jacobsen et al.,
2009). Ademas los niveles de SAA se elevan cuando el proceso inflamatorio estd activo,
descendiendo tras el cese del estimulo. Asi, la recaida o exacerbacién de la inflamacion ird
acompanada de nuevos incrementos, indicando la magnitud de la lesidn tisular. En consecuencia,
las mediciones repetidas proporcionan un criterio objetivo de valoracidn del estado de salud, ya
que ayudan a supervisar el tratamiento, el grado de recuperacion y el retorno a una actividad

normal (Jacobsen y Andersen, 2007).

Los niveles séricos de SAA se elevan considerablemente a las pocas horas del establecimiento
de una infeccién, comportandose como indicadores inmediatos de esta patologia. Este tipo de
respuesta acompafia a infecciones producidas por bacterias (Pepys et al., 1989; Hultén et al.,
1999; Heegaard, 2000; Stoneham et al., 2001; Paltrinieri et al., 2008) y virus (Pepys et al., 1989;
Hultén et al., 1999).

Esta proteina presenta en bdvidos una gran sensibilidad frente a los cambios inflamatorios. Asi
se incrementa en diversos procesos como la inoculacién con Pasteurella haemolytica
(Horadagoda et al., 1994), tras infecciéon experimental con el virus respiratorio sincitial bovino
(Heegard et al., 2000), tras estrés fisico (Alsemgeest et al., 1993) y después de la realizacién de
procedimientos quirurgicos (Alsemgeest et al., 1992). También se han encontrado niveles
elevados de esta proteina en leche de animales con mamitis, permitiendo determinar la gravedad

de la misma y llegando a valores de especificidad de un 100% al igual que la haptoglobina
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(Eckersall et al., 2001). Se han puesto de manifiesto incrementos de esta proteina en cerdos tras
inoculacién con Actinobacillus Pleuropneumoniae, siendo esta respuesta mads rdpida que la
observada en el caso de la haptoglobina o el pig-MAP (Heegard et al., 2001). En la especie canina
ha sido considerado como un biomarcador de infeccién durante la respuesta a la infeccion
experimental con parvovirus canino (Yule et al., 1997). En équidos se considera la proteina de fase
aguda de eleccidn, observdandose aumentos en casos de infecciones, bacterianas o viricas ya sean

experimentales o naturales, en adultos y neonatos (Pepys et al., 1989; Kent y Whitwell, 1991).

Ceruloplasmina (Cp)

Es una glicoproteina que transporta la mayor parte del cobre sérico. Cada molécula transporta
de 6 a 8 dtomos de cobre segln la especie animal que se considere (Jain, 1993). Se trata de una
proteina de fase aguda cuyos aumentos a nivel plasmatico, cuando hay un proceso inflamatorio,
son leves en rumiantes, cerdos y équidos. Asi, su concentracién se ve incrementada en terneros
tras la administracion de endotoxinas pero no en animales infectados con Pasteurella haemolytica
(Conner et al., 1989). También se ha observado un aumento en sus niveles en vacas que padecian
mastitis (Conner et al., 1986), tras infeccion experimental con Salmonella dublin (Piercy, 1979) y
tras inoculacién nasal del herpesvirus tipo 1 bovino (Arthington et al., 1996). También se ha
puesto de manifiesto su utilidad para monitorizar la evolucién de la involucién uterina tras el
parto y en casos de metritis (Sheldon et al,, 2001). Su concentracién se encuentra elevada en
cerdos infectados con Taenia Solium (Pathak et al., 1985) y tras la administracién de turpentina
(Eckersall et al., 1996). También se encuentra incrementada en el suero de caballos varios dias
después de haber inducido una respuesta inflamatoria con turpentina y se mantiene elevada
durante varias semanas (Okumura et al.,, 1991). Los incrementos de su concentracidén en perros
son mayores y mas rapidos que en humana llegando a valores que doblan los normales, tras una
cirugia (Conner et al., 1988) y en presencia de diversos procesos inflamatorios como piometras o

traumatismos (Solter et al., 1991; Martinez-Subiela et al., 2001).

Alfa-1-glicoproteina dcida (AGP)

Es una proteina de fase aguda, altamente glicosilada que posee un elevado contenido en acido
sidlico y es el principal componente del seromucoide (fraccion del plasma mas resistente a la

precipitacién con acidos) (Eckersall, 2000).

Se han visto incrementos de esta proteina en diferentes enfermedades que afectan al vacuno
como pericarditis traumatica, artritis, mastitis, pneumonia y theileriosis (Tamura et al., 1989;

Glass, 2000). También se considera una proteina de fase aguda en cerdo viéndose su elevacién en
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animales con enfermedades infecciosas como meningitis o pneumonia (ltoh et al., 1992). A su vez
se han podido constatar aumentos de esta proteina en la especie canina en casos de Erhlichiosis
(Rikihisa et al., 1994), procesos tumorales (Thougaard, 1999) o tras una cirugia (Conner, 1988), y

en équidos en diversas condiciones inflamatorias (Taira et al., 1992).

Fibrinégeno (Fb)

Es una glicoproteina compuesta por dos subunidades cada una de las cuales estd formada por
tres cadenas polipeptidicas interconectadas por puentes disulfuro (Jain, 1993). Fue durante afios
la Unica proteina de fase aguda bien conocida y facilmente analizable (Martinez-Subiela et al,,

2001).

Normalmente circula en plasma niveles uniformes, pero durante la fase aguda de una
inflamacién se libera en mayor cantidad por los hepatocitos de manera que sus niveles se ven
considerablemente aumentados (Cheville, 1988). Este hecho se ha puesto de manifiesto en
bovino, observandose el incremento en los valores en diversas condiciones inflamatorias como la
peritonitis, endocarditis, pericarditis, pneumonia y nefritis (Mcsherry et al., 1970; Sutton vy
Hobman, 1975). Sin embargo la concentracion plasmatica de fibrindgeno puede permanecer
invariable o descender en esta especie en enfermedades inflamatorias, debido a que su consumo
puede exceder a la produccion (Welles et al., 1993). También se observa un incremento de esta
proteina en caballos con procesos inflamatorios (Van Wuijckhuise-Sjouke, 1984; Auer et al.,

1989).
PFA negativa

Albumina

La albumina es la proteina en mayor proporcién en la sangre, se encuentra en la parte
plasmatica de esta. Es tan importante en el plasma, que su fraccidn corresponde entre el 50 y 65%
de las proteinas totales que circulan en él. Es la responsable de que se mantenga la presién
oncética de la sangre. Por esta razon, si llega a disminuir por diversas razones, el liquido que se
encuentra en los vasos sanguineos (plasma), se desplaza fuera de éste e invade el espacio tisular,

haciendo que los tejidos se edematicen (Martinez-Subiela et al., 2001).

La albdmina interviene en el transporte de lipidos en la sangre, y sirve como molécula
transportadora de muchas sustancias. Entre sus funciones, destacan: mantenimiento de Ia
presidn oncdtica, transporte de hormonas tiroideas, transporte de hormonas liposolubles,

transporte de acidos grasos libres (no esterificados), transporte de bilirrubina no conjugada,
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transporte de farmacos, unién competitiva con iones de calcio, control del pH, regulador de
liquidos extracelulares, funciona como un transportador de la sangre y lo contiene el plasma

(Givens, 2005).

Los valores normales de albimina sérica en perro es de 2,6-3,3 g/dl (Kaneko, 1997). La
deteccidn de valores por debajo de este rango, puede deberse a: la disminucion de la sintesis de
albiumina por parte del higado (insuficiencia hepdtica), desnutricibn muy grave y pérdidas
significativamente importantes de albimina, principalmente en ciertas patologias del rifndn, como
es el caso del sindrome nefrético. También se observa en trastornos digestivos con pérdida de
proteinas (sangrados como consecuencia de Ulceras, con la concomitante anemia), y en el caso de
grandes quemaduras. Y finalmente, también puede observarse disminucién de la albumina en la

sangre en el caso de infecciones crénicas importantes o en caso de neoplasias (Mazzaferro, 2010).

Proteinas de fase aguda como método de evaluacion de la respuesta

inflamatoria en la especie canina

Como ya hemos comentado, las concentraciones de estas proteinas plasmdticas se encuentran
en niveles no detectables o muy bajos en animales sanos; sin embargo aumentan rdpidamente en

respuesta a procesos inflamatorios o infecciosos (Martinez-Subiela et al., 2004).

Tanto en medicina humana, como en veterinaria, estas proteinas poseen valor diagndstico
como indicador de la presencia de inflamacién o infeccion (Eckersall y Conner, 1988; Conner et al.,

1989; Eckersall, 1995; Godson et al., 1996).

En la practica clinica, se emplean de forma rutinaria el fibrindgeno y la albumina para
monitorizar procesos inflamatorios. En la actualidad, la medicion de CRP podria ser una

herramienta util en el monitoreo de procesos inflamatorios (Martinez-Subiela et al., 2004).

En medicina humana, la concentracidn sanguinea de CRP aumenta de 100 a 1000 veces su
valor entre las 24-48 horas de la aparicién de un proceso inflamatorio. Por lo que se utiliza de

forma general como un marcador de la inflamacién (Nakamura et al., 2008)

En la especie canina, para determinar la presencia de inflamacidn, las pruebas que se utilizan
habitualmente son el recuento total y el recuento diferencial de leucocitos. Aunque la medicion

de estos parametros presenta varios inconvenientes, entre ellos:

= Un proceso inflamatorio, sobre todo si se trata de una inflamacién leve, crénica o no
invade los tejidos de forma profunda, no siempre conlleva una alteracién del leucograma.

Por lo que, en estos casos, no seria Util la realizacion de estas pruebas (Tvedten, 1989).
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= Existen patologias localizadas, como el empiema o la piometra, en las que la neutrofilia es
mas evidente que en infecciones generalizadas o septicemias. Por tanto, la medicién del
numero de leucocitos no permite conocer la gravedad del proceso, ya que no existe una
correlacién entre el aumento de leucocitos y la severidad del proceso inflamatorio

(Duncan et al., 1994).

Las proteinas de fase aguda son consideradas marcadores utiles de la inflamaciéon en
diagndstico clinico, prondstico y monitoreo de tratamiento en diversas patologias, tanto agudas
como crénicas (Martinez-Subiela et al., 2004; Martinez-Subiela y Cerdn, 2005). El incremento de
los niveles de estas PFA es menor en inflamaciones crénicas que en episodios agudos de

inflamacidn o infeccion (Cerdn et al., 2005).

Esta descrito que las concentraciones de CRP se eleven en pacientes caninos con condiciones
inflamatorias, como enfermedades infecciosas por leptospira, babesia e infeccién por parvovirus
(Cerén et al.,, 2005); trauma quirdrgico (Eckersall y Conner, 1988); tumores malignos, como
linfoma y hemangiosarcoma (Tecles et al., 2005; Mischke et al., 2007); piometra (Fransson et al.,
2004); pancreatitis aguda (Holm et al., 2004); anemia hemolitica inmunomediada, artritis y
glomerulonefritis (Onishi et al., 2000). También se ha utilizado para monitorizar la respuesta de la

terapia en perros con poliartritis idiopatica (Ohno et al., 2007).

En medicina veterinaria, existen estudios que comparan la concentracién de CRP con otros
pardmetros marcadores de procesos inflamatorios, como el recuento de leucocitos y la
temperatura corporal. Concluyen que existe correlacién entre los 3 parametros, pero que los
niveles de CRP varian mas rapidamente que el recuento de leucocitos (Yamashita et al., 1994;
Nakamura et al., 2008), ademas las concentraciones de CRP son significativamente mas altas en
pacientes con altos niveles de leucocitos. Por tanto la medicién de CRP junto con el recuento de

leucocitos deberia ser evaluado en pacientes con patologia inflamatoria (Nakamura et al., 2008).

La determinacidn de las PFAs frente a los métodos tradicionales para evaluar la presencia de

inflamacién presenta una serie de ventajas (Tabla 7), entre las que se encuentran:

= La medicién de estas proteinas puede verse menos afectada por estimulos fisioldgicos
que el recuento de leucocitos, aunque los glucocorticoides exdgenos pueden alterar los

resultados de algunas proteinas (Harvey y West, 1987).

= Para la deteccion de procesos inflamatorios, la determinacién de la ceruloplasmina y la
haptoglobina es 6 veces mas sensible que los recuentos de leucocitos y la medicion del

fibrindgeno (Solter et al., 1991).
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= lLas PFAs son mas estables que los componentes celulares de la sangre, pudiendo
realizarse las determinaciones sobre muestras previamente congeladas (Solter et al.,

1991).

Tabla 7: Ventajas de la determinacion de PFAs como método de evaluacion de proceso inflamatorio
(modificado de Martinez-Subiela et al., 2004)

Ventajas de PFAs Desventajas métodos tradicionales

Poco sensibles a estimulos fisiolégicos Variacion del leucograma por estimulos fisiolégicos
Mayor sensibilidad de deteccion de Escasa sensibilidad, sobre todo para detectar procesos
procesos inflamatorios inflamatorios leves o créonicos

Permiten determinar la severidad de un No validos para detectar la severidad de un proceso
proceso

Detectan inflamacion en animales con No validos en pacientes con supresion de médula 6sea
supresion de médula 6sea

Son estables incluso después de la Inestabilidad de componentes celulares

congelacion

Otras aplicaciones clinicas de las Proteinas de Fase Aguda

En el perro la determinacidn de las proteinas de fase aguda va a ser particularmente atil para

(Martinez-Subiela et al., 2004):

= Diagndstico, prondstico y evaluacion de la respuesta al tratamiento de enfermedades
inflamatorias e infecciosas.
= Diagndstico y prondstico de procesos tumorales.

= Deteccién y evaluacidn de otros procesos.

Aplicacion de las proteinas de fase aguda para el diagndstico, prondstico y la

evaluacion de la respuesta al tratamiento de enfermedades inflamatorias e infecciosas

Diversos estudios han demostrado las variaciones que experimentan las diferentes proteinas
de fase aguda en procesos infecciosos e inflamatorios concretos, asi como la utilidad que posee su

determinacidén en estos casos. Entre las patologias estudiadas se encuentran:

= Leishmaniosis. Se encontraron niveles altos de haptoglobina, ceruloplasmina y CRP en
perros que padecian leishmaniosis mostrandose de esta manera que el parasito es capaz
de desencadenar una respuesta de fase aguda en el hospedador. También se ha
observado que los perros con sintomas evidentes presentan unos niveles de CRP mas
elevados que los asintomaticos. Ademds la determinacion de proteinas de fase aguda se
ha mostrado mas sensible en la deteccidén de los animales infectados con Leishmania que
el cociente albumina/globulina o la concentracion de gammaglobulinas, no observandose

correlacién entre los niveles de proteinas de fase aguda y la concentracién de
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gammaglobulinas, el cociente albimina/globulina y el titulo de anticuerpos anti

leishmania (Martinez-Subiela et al., 2002).

Adicionalmente se ha comprobado que la monitorizaciéon de las concentraciones de CRP y
ceruloplasmina, puede ser util para la evaluacidn a corto plazo de la respuesta al tratamiento de
perros con leishmaniosis, ya que estas proteinas descienden de forma significativa cuando el

tratamiento es satisfactorio (Martinez-Subiela et al., 2003).

= Ehrlichiosis. Se han detectado aumentos en la CRP y la Alfa-1-glicoproteina acida (AGP)
durante la fase aguda de la infeccidn, viéndose este aumento en animales infectados de
forma natural y experimentalmente (Rikihisa et al., 1994; Shimada et al., 2002). Los
niveles maximos que alcanza la CRP en esta enfermedad son menores que los observados
en otros procesos como la infeccidn por Bordetella bronchiseptica o tras una cirugia,
tardando mas tiempo en alcanzarse (>4 dias en Ehrlichiosis, 1 dia en los otros dos
procesos). La diferente respuesta podria deberse a que Ehrlichia canis posee una tasa de
crecimiento lenta, a que se trata de un microorganismo con localizacién intracelular y
que el dano tisular que origina es débil y se produce lentamente. Los niveles de las dos
proteinas descienden a la vez que se observa la remisidon de los signos clinicos; aunque
pueden llegar a alcanzar valores normales aln cuando no se ha conseguido una
eliminacién del microorganismo y por lo tanto no sirven para detectar cuando el animal

esta libre de parasito (Cerdn et al., 2005)..

= Tripanosomiasis. En esta enfermedad se observa una elevacién de la CRP llegando a
niveles maximos el dia 10 postinfeccién. Los niveles de esta proteina se mantienen
elevados mientras el pardsito persiste en el organismo del animal, y la vuelta a los niveles
normales se produce cuando el parasito es eliminado tras la administracién del

tratamiento (Ndung’'u, 1991).

= Babesiosis. Se ha detectado un aumento de la AGP y de la proteina C reactiva en perros
con babesiosis, obervandose valores de CRP significativamente mas elevados en animales

con babesiosis severa (Lobetti et al. 2000; Matijatko et al., 2002).

= Infeccién por Bordetella bronchiseptica. En este caso se observa un incremento en los
niveles de Amiloide A sérico llegando a valores entre 9-20 veces mayores que los

encontrados en animales sanos 24 h después de la infeccién (Yamamoto et al., 1994).

= Leptospirosis. Se observan aumentos de la CRP con un pico maximo 2-3 dias después de

la inoculacién (Caspi et al., 1987).
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= Enfermedades hepaticas. La haptoglobina se encuentra elevada en diferentes procesos
hepaticos tales como hepatitis aguda, colangiohepatitis crénica, hepatitis crdénica no
especifica y hepatitis crénica progresiva. Por el contrario se observa un descenso de los
niveles de esta proteina en perros que presentan cirrosis. Esta disminucidén puede
deberse a la alteracién de la funcién hepatica provocada por la cirrosis y que conlleva un
descenso en la sintesis de proteinas. La AGP también se encuentra elevada en todos los
procesos hepaticos excepto en algunos casos de cirrosis terminal. Este hecho indica otra
de las aplicaciones de las proteinas de fase aguda, pues van a permitir diferenciar entre
los animales que son capaces de mantener una buena funcién hepatica y aquellos que
presentan una funcién inadecuada o se encuentran en estadios terminales. De esta forma
los animales que presenten una buena funcién hepdtica seran capaces de desarrollar una
respuesta de fase aguda y mantener o elevar los niveles de haptoglobina, AGP y otras
proteinas de fase aguda, mientras que los que se encuentren en estado terminal van a

presentar un descenso de los niveles de estas proteinas (Sevelius y Anderson, 1995).

= Enfermedad inflamatoria intestinal. Las concentraciones medias de CRP y AGP son
significativamente mads elevadas en animales con enfermedad inflamatoria intestinal
comparado con los animales sanos, mostrando los niveles de CRP una elevada correlacidn
con la severidad del proceso. Asi mismo se ha comprobado que los valores de CRP
descienden en animales que responden de forma satisfactoria al tratamiento,
sugiriéndose por tanto, la utilidad de esta proteina para la evaluacién de la respuesta al

tratamiento de esta enfermedad (Jergens et al., 2003).

= Endocrinopatias. Se han detectado aumentos moderados (3-10g/L) de haptoglobina en
perros con hiperadrenocorticismo y diabetes no cetoacidética, y aumentos muy
significativos (>10g/L) de dicha proteina en perros con diabetes cetoaciddtica (Mc Grotty

etal., 2003).

=  Otros procesos inflamatorios. Se han observado incrementos de ceruloplasmina y
haptoglobina en diversos procesos inflamatorios tales como enfermedades del tracto
respiratorio o urinario, enfermedades pruriticas de la piel y desérdenes neuroldgicos

(Solter et al., 1991).

Aplicacion de las proteinas de fase aguda para el diagndstico y prondstico de

procesos tumorales en el perro
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Los procesos tumorales van a provocar un aumento de las proteinas de fase aguda vy la
magnitud de éste generalmente va a estar relacionada con el grado de malignidad del tumor y su

capacidad para extenderse. Este hecho se ha comprobado en varios tipos de tumores como:

=  Tumor mamario. Se han encontrado valores de CRP elevados sobre todo en aquellos
animales que presentaban tumores malignos con presencia de metastasis (Caspi et al.,

1987).

= Linfoma. Los niveles de AGP se encontraron elevados en animales que presentaban
linfomas en comparacién con animales sanos. Sin embargo, no se encontraron diferencias
entre los animales con linfoma que presentaban diferentes estadios clinicos (Ogilvie et al.,
1993). Por otra parte, los niveles de esta proteina descendieron tras la administracion del
tratamiento con doxorrubicina y se encontraron incrementados 3 semanas antes de que
se detectara clinicamente la recaida. Por ello se ha sugerido que la AGP puede ser una
herramienta Util para evaluar la respuesta al tratamiento y predecir la posible recaida de

un animal incluso antes de que aparezcan los signos clinicos (Hahn et al., 1999).

También se ha observado un aumento significativo de la CRP, haptoglobina, ceruloplasmina y
el amiloide A sérico en perros con linfoma o leucemia, descendiendo sus niveles en aquellos
animales que presentan una buena respuesta al tratamiento, y manteniéndose elevados en
aquellos animales que no muestran una respuesta adecuada a la terapia aplicada (Tecles et al.,

2004).

= Sarcoma, carcinoma, osteosarcoma. Perros que presentan este tipo de tumores poseen

niveles elevados de AGP (Ogilvie et al., 1993).

Aplicacidon de las proteinas de fase aguda para la deteccion y evaluacidon de otros

procesos en el perro

Existen diversos procesos no considerados infecciosos o patoldgicos que van a provocar un
aumento de las proteinas de fase aguda. El conocer tanto la existencia de estos procesos como el
consiguiente aumento de proteinas de fase aguda que pueden provocar, va a tener una gran
importancia, especialmente cuando se utilicen las proteinas de fase aguda para establecer el
diagndstico de una enfermedad concreta, ya que pueden dar lugar a la apariciéon de falsos

resultados positivos (Martinez-Subiela et al., 2004).

= (Cirugia. En la tabla 8 se representan los niveles de CRP en perros sometidos a diferentes
intervenciones quirdrgicas. En general, el incremento en la CRP es mayor cuanto mas

grave es la lesién tisular producida en musculo o médula dsea. También se observaron
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aumentos de AGP, ceruloplasmina y haptoglobina tras la realizacién de cirugia para la

colocacién de un implante adrtico (Conner et al., 1988).

Tabla 8: Niveles de CRP en intervenciones quirurgicas en la especie canina (modificado de Martinez-
Subiela et al., 2004).

Cirugia CRP (mg/L) prequirirgica CRP (mg/L) postquirdrgica
o , 5 (Caspi et al., 1987) 144 (Caspi et al., 1987)
Ovariohisterectomia
61,4 (Yamamoto et al., 1993) 181,6 (Yamamoto et al., 1993)
o .. 5 (Caspi et al., 1987) 83 (Caspi et al., 1987)
Cirugia ortopédica
47,6 (Yamamoto et al., 1993) 383,2 (Yamamoto et al., 1993)
Implante adrtico
0 95
(Conner et al., 1988)
Extraccion dentaria (Yamamoto et
30,5 61,2
al., 1993)
Extirpacion tumores
78,5 249,2

(Yamamoto et al., 1993)

mgq: miligramos; L: litros

= Administracion de farmacos. Se ha comprobado que la administracion de diferentes
terapias con glucocorticoides en el perro provoca un incremento en las concentraciones
de haptoglobina, no afectando sin embargo a los niveles de CRP, amiloide A sérico y
ceruloplasmina (Harvey y West 1987; McGrotty et al., 2003; Martinez-Subiela et al,
2004). Este hecho revela la importancia de conocer si el animal esta sujeto a algun tipo de
terapia antes de interpretar los resultados analiticos obtenidos (Martinez-Subiela et al.,

2004).

La administracién de antihelminticos provoca un aumento de los niveles de haptoglobina en el

suero (Tosa et al., 1993).

= Gestacion. El dafio que se produce en el endometrio cuando se implanta el embrion,
aproximadamente 20 dias después de la fecundacidn, es suficiente para generar una
respuesta de fase aguda en la circulacién materna y pueden detectarse niveles elevados
de CRP (Eckersall et al., 1993), fibrindgeno (Concannon et al, 1995; Hart, 1997),
ceruloplasmina y haptoglobina (Vannuchi et al., 2002). Debido a esto el anadlisis de
proteinas de fase aguda podria ser Util como test de gestacién en la especie canina

(Martinez-Subiela et al., 2004).
= Inyeccidn experimental de agentes inertes.

Inyeccién de aceite de trementina. La inoculacion de este aceite en perros provoca un
incremento en la concentracidn de CRP en el suero llegando a un pico a los dos dias después de la
inoculacidn, siendo este pico superior en animales adultos (Hayasi et al., 2001). También provoca

el incremento de la AGP alcanzandose un pico en este caso a los 4 dias tras la inoculacién.
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La inoculacidon de caseina via intramuscular o subcutdnea provoca un incremento en los

valores de la CRP, llegando hasta niveles de 260 mg/| a las 24 horas (Caspi et al., 1987).

La aparicion de un resultado elevado de alguna de estas proteinas en un animal, seria
indicativo de que dicho animal no estd sano, y constituiria aviso para la realizaciéon de un estudio
clinico-diagndstico mas detallado. Ademds van a tener una importante aplicacién en la
monitorizacion de la respuesta a los tratamientos empleados, ayudando a determinar la eficacia
de los mismos e incluso a predecir la posible existencia de recidivas (Martinez-Subiela et al.,

2004).

Por tanto, las proteinas de fase aguda pueden tener una gran utilidad clinica en la valoracion
general del estado de salud de los animales, habiéndose afirmado incluso que, en el futuro dichas
proteinas deberdn ser incluidas como un pardmetro de rutina en los perfiles bioquimicos

realizados en la especie canina (Eckersall, 2004).
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Materiales

Este trabajo continua con la linea de investigacidn sobre la aplicacion de los factores de
crecimiento, siendo tremendamente atractiva en el contexto de la investigacidn tanto en
medicina humana como veterinaria y establece una metodologia de trabajo de la que nacerdn

numerosos estudios.

Las instalaciones y las condiciones de hospitalizacién, asi como el protocolo de trabajo y
manipulacién de los animales han sido aceptados por el Comité de Etico y de Bienestar Animal de
la Universidad CEU Cardenal Herrera, siguiendo las normas referentes a bienestar y
experimentacién animal (Real Decreto 1201/2005 sobre proteccién de animales utilizados para
experimentacién y otros Fines Cientificos -Boletin Oficial del Estado del 21 de Octubre- que

adecua la directiva Comunitaria 86/609/CEE).
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La experiencia fue planteada en tres fases, entre las cuales hubo un mes de descanso para
permitir la recuperacién de los animales. Debido a que fueron utilizados los mismos 8 perros en

los 3 grupos de estudio (grupos 1, 2y 3).

Para este trabajo se emplearon 8 animales sanos de diferentes edades, sometidos durante 8
semanas (56 dias) a cada una de las 3 fases experimentales en las que se dividid este trabajo, con

el fin de comparar los 3 grupos de estudio.

Modelo animal

En la presente Tesis doctoral, el animal de estudio fue la especie canina (Canis familiaris) de
raza Beagle, tanto machos como hembras, cuya procedencia fue la Granja Docente y de

Investigacion de la Universidad CEU Cardenal Herrera.

A la hora de incluir a los perros en el estudio debian ser animales sanos, esto se evidencié con
dos evaluaciones: en primer lugar, un examen clinico completo (exploracion fisica general y
valoracion de constantes vitales), un hemograma, panel bioquimico basico, electrolitos y una
serologia (Tabla 9). En segundo lugar, cabe destacar que todos los animales fueron sometidos a
una medicion de la Proteina de Fase Aguda C-reactiva (CRP), estando ésta dentro de niveles

normales para la inclusion del paciente en el trabajo.

Tabla 9: Parametros hematoladgicos, bioquimicos y serologicos.

Creatinina (mg/dl) Leishmania
Albimina (mg/dl) Ehrlichia canis
Calcio (mg/dl) Borrelia
Amilasa (U/1) Dirofilaria
CK (U/1) Enfermedad de Lyme
Colesterol (mg/dl)  |NEICCOITOSHN
ALP (U/1) Na‘(mmol/l)
Fésforo (mg/dl) K* (mmol/l)
GGT (U/1) ca’ (mmol/l)
Glucosa (mg/dl) cl* (mmol/1)
AST (U/1) Lactato (mmol/l)
ALT (U/1)
CRP (p/ml)

Proteinas Totales (g/dl)
Triglicéridos (mg/dl)
Urea (mg/dl)
Bilirrubina total (mg/dl)

MCV: volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; MCHC:
concentracion de hemoglobina corpuscular media; CK: creatinina-cinasa; ALP: fosfatasa
alcalina; GGT: gama glutamil transpeptidasa; AST: aspartato aminotransferasa; ALT:
alanino aminotransferasa; CRP: proteina C-reactiva.

De un grupo inicial de 16 perros de raza Beagle, se escogieron 8, 4 machos (3 enteros y 1

castrado) y 4 hembras (2 enteras y 2 castradas), de edades comprendidas entre los 36-129 meses
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y un peso de 10 a 24 kg (Tabla 10). Se estudiaron los mismos pacientes en cada grupo, con un mes

de descanso.

Tabla 10: Datos iniciales de los animales incluidos en el estudio

Centrifuga PRGF
(Centrifuga BTI PRGF
SYSTEM®, Vitoria,
Espafia).

Maquina de
hematologia sanguinea
(Celltac a hematology
analyzer® 6318 J/K
NIHON KOHDEN, Japan).

Sistema
inmunoenzimatico
automatizado para IGF-I
(Immulite, Siemens
Health Diagnostics®,
Deerfield, IL, USA)

Ecdgrafo (ESAOTE
MyLab60¢®, S.p.A, Italia).

Elena Damia Giménez
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Centrifuga (Centrifuga P
Selecta@, JP Selecta S.A,
Barcelona, Espafia).

Maquina de Bioquimica
sanguinea (Metrolab 23009,
Random Access Clinical
Analyzer, Buenos Aires,
Argentina).

Sistema de ensayo
inmunoturbidimétrico
automatico para proteina C-
reactiva sérica humana (CRP
OSR 6147 Olympus Life and
Material Science Europe
GmbH, Lismeehan,
O’Callaghan’s mills, Co. Clare,
Ireland)

Tomografia axial
computerizada (CT MAX®,
General Electric, Madrid,
Espafia).

== EHCENCIOIE) BlE

T T ——————

Edad inicio
. Castrado
estudio(meses)
1 LLUNA 985120012837677 Q 120 13,4 Si
b LIA 941000002332205 Q 48 17,7 No
3 BARRU 941000002290949 3 48 20,35 No
4 TREPPY 724098101229269 Q 120 15,9 Si
5 NIEBLA 941000011503744 Q 36 11,35 No
6 BILBO 985120016048442 a 120 17,55 Si
7 BUFO 941000002311041 3 48 19,1 No
8 JUNIOR 941000002348830 a 48 19,4 No
4. Macho. QHembra
Equipos
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Material fungible

Tubo de EDTA 0,5 ml
(AQUISEL K3E/EDTA 3K,
AQUISEL, Barcelona,
Espafia)

Tubos Eppendorf.de 1,5
ml (Eppendorf®, Alvet
Plus, S.L, Valencia,
Espafia)

Tubos Heparina Sddica 1 ml
(AQUISELW, LH/Li HEPARIN,
AQUISEL, Barcelona,
Espafia)).

Tubos sin anticoagulante
de 5 ml (BD.
Vacutainer®, Plymouth,
UK).

Tubos citrato sodico (P.R.G.F.
Collection tuve. Sodium
citrate 3,8%. BTI®, Vitoria,
Espafia).

Catéter central
(Certofix® Mono 18G, B-
Braun, Melsungen,
Alemania).

Tubos estériles (PRGF
Fractionation tube no
aditive®, BTI, Vitoria,
Espafia).

Jeringuillas de 2,5y 10
ml (Jeringas
hipodérmicas Injektm. B-
Braun, Melsungen,
Alemania).

Agujas de 20G (Sterican®, B-
Braun, Melsungen,
Alemania).

Puntas estériles con
filtro (BiosphereR Filter
Tips®, SARSTEDT, USA)

Adaptador macho-macho
(Combifix-adapter®, B-Braun,
Melsungen, Alemania).

Micropipeta de 1000 uL
(Exacta®, Madrid,
Espafia).

Palomillas (Venifix®, B-Braun,
Melsungen, Alemania)

Micropipeta de 200 uL
(Exacta®, Madrid, Espaiia).
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Soluciones y Farmacos

Solucién Salina
Fisioldgica Braun
(CINa 0,9%0. B-Braun,
Rubi, Barcelona,
Espafia).

Clorhexidina en solucién
(Desinclorw, Clorhexidina
Digluconato 5%, AGB,
Madrid, Espaia).

Cloruro calcico (CaCl,®,
B-Braun, Melsungen,
Alemania)

Morfina (Cloruro
morfico 2%®, B-Braun,
Melsungen, Alemania).

Kit de Leishmania” (Snap
Leishmania®, Idexx
Laboratories,
Hoofddorp,

Holanda).

Instalaciones

Clorhexidina jabonosa
(Desinclorw, Clorhexidina
Digluconato 4%, AGB,
Madrid, Espaia).

Alcohol etilico 962 (Alcohol

962 Cidarm, Murcia, Espafia).

Medetomidina (Domtor®,
EsteveVeterinaria, Madrid,
Espafia).

Midazolam (Midazolam
Hospira 1mg/ml®, Roche,
Madrid, Espaia).

Kit diagnostico ehrlichia
(Canine Snap 4x®, Idexx
Laboratories, Hoofddorp,
Holanda).

Los pacientes eran trasladados desde la Granja Docente y de Investigacidon de la Universidad

CEU Cardenal Herrera al Hospital Clinico Veterinario de esta Universidad, donde eran estabulados

de forma individual en una habitacién controlada durante los dias de estudio y desde 3 dias

anteriores al mismo para su aclimatacion. Tenian acceso ad libitum al agua y eran alimentados

dos veces al dia con 150 gr del mismo pienso comercial (Hill’s® perro adulto). Ademas se sacaban

a pasear 3 veces al dia, siempre por el mismo personal, con el fin de que se acostumbraran al

manejo y facilitar asi las manipulaciones necesarias.

El control de los animales se llevd a cabo con la realizacion de una ficha diaria (Tabla 11).
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Tabla 11: Control de los animales en las instalaciones.

Peso

Bebe

Come

Paseo

Materiales y Métodos

Observaciones

LLUNA
LIA
BARRU
TREPPY
NIEBLA
BILBO
BUFO
JUNIOR

00 NO UV A WNR

985120012837677
941000002332205
941000002290949
724098101229269
941000011503744
985120016048442
941000002311041
941000002348830
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Métodos

Disefio experimental

Se realizé un estudio experimental doble ciego para evaluar la aplicacion de PRGF sobre los
niveles de IGF-1 y CRP en el perro. El estudio se planted en 3 grupos diferentes, donde los mismos

animales fueron sometidos a 3 protocolos distintos:

= Lote 1: PCB: 8 animales a los que se inyectd, en musculo sano, solucion salina (1ml)

mas un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,05 ml).

= Lote 2: PRGF: 8 animales a los que se les inyectd una dosis normal (1 ml) de PRGF mas

un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,05 ml).

= Lote 3: HPRGF: 8 animales a los que inyectamos una dosis exagerada de PRGF (3 ml)

mas un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,15 ml).
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Para ello se tomd una muestra sanguinea una vez inyectado el producto, SSF/PRGF/HPRGF,

segun el grupo de estudio, en los tiempos que se describen a continuacién:

= Basal (B): antes de la extraccion de la sangre para la obtencién del plasma rico en

Factores de Crecimiento.
= 1 minuto (1’): justo después de la inyeccion intramuscular del producto.
= 15 minutos (15’): tras la infiltracion del producto.
= 30 minutos (30’): desde la aplicacidn del producto.
= 1 hora (1h): tras la inyeccién intramuscular del preparado.
= 6 horas (6h): después de la aplicacién del producto.
= 12 horas (12h): posteriores a la infiltracion intramuscular.
= 24 horas (24h): desde la inyeccion del producto.
= 7 dias (7d): después de la aplicacion del preparado.
= 14 dias (14d): tras la infiltracién del producto.
= 21 dias (21d): desde la infiltracion intramuscular.
= 28 dias (28d): posteriores a la aplicacion del producto.
= 35 dias (35d): después de la inyeccion intramuscular.
= 42 dias (42d): tras la inyeccion intramuscular del preparado.
= 49 dias (49d): después de la aplicacion del producto.

= 56 dias (56d): posteriores a la infiltracion intramuscular del preparado.

Preparacion del paciente

Veinticuatro horas antes de la realizacién del estudio y con un periodo de ayuno sélido de 12
horas y liquido de 2 horas, procedimos a la sedacién de los animales, previamente pesados,
mediante puncién intramuscular de medetomidina, morfina y midazolam a las dosis de 0,01 mg
/kg, 0,2 mg/kg y 0,2 mg/kg respectivamente (Figura 3a), para la colocacion de un catéter central
en la vena yugular izquierda en condiciones estrictas de asepsia (Figura 3b). Este se mantuvo
hasta el dia 3 del procedimiento, con el fin de obtener las primeras muestras sanguineas con el
menor trauma posible y facilitar la extraccién del volumen de sangre necesario para la obtencién
del PRGF. A partir del dia 7, la recoleccién de sangre se realizé mediante venopuncién yugular

directa (Figura 11), alternando ambas venas yugulares en las diferentes semanas.
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Figura 3: Sedacion del paciente (a) y colocacion de catéter central (b).

Descripcion de la técnica

Obtencion del PRGF

La metodologia empleada para la obtencién y preparaciéon del Plasma Rico en Factores de
Crecimiento ha sido el método publicado por Anitua (2007) para su uso en medicina humana,

empleando material de PRGF®-Endoret®, que se describe a continuacidn:

= Extraccion: de cada uno de los perros se extrajeron a través del catéter yugular (Figura
4a), la cantidad de sangre necesaria para la obtenciéon del PRGF necesario en cada
grupo y para una muestra que se analizd posteriormente en el laboratorio. Estas

muestras se depositaron en tubos de citrato sédico de cristal de 4,5 ml (Figura 4b).

Figura 4: Extraccion sanguinea para la preparacién de PRGF (a),

colocacidn en tubos de citrato sddico (b)

= Centrifugacion: se llevé a cabo una Unica centrifugacion de las muestras sanguineas a
460g durante 8 minutos, ya que se emplearon tubos de 4,5 ml (Figura 5a), obteniendo 2

fracciones diferentes (Anitua et al., 2007) (Figura 5b):
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o 12 fraccién. Plasma Pobre en Factores de Crecimiento (PP): los 60 uL superiores

por cada 100 ulL de plasma.

o 22 fracciéon. Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PR): los 40 ulL inferiores por

cada 100 ul de plasma, sin incluir el “buffy-coat.”

Figura 5: Centrifugacion muestras sanguineas (a) y aspecto del plasma tras el centrifugado (b).

= Pipeteado: el procedimiento de extraccidn de las fracciones plasmaticas se realizé bajo
las maximas condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar (Cabina de flujo laminar
vertical con seguridad bioldgica clase Il®, Telsar Bio Il A, Telsar Life Science Solutions,
Barcelona, Espafia)y siempre por el mismo individuo (Figura 6). Se obtuvieron 2 tubos
estériles de cada tubo recolectado, en el primero se introdujo la primera fraccidn,
correspondiente al PPGF, y en el segundo el PRGF. Se recomienda no tocar nunca la
“buffy-coat” (fraccion blanca), para ello, se emplea la micropipeta de 1000 ulL para la

primera fraccion y la de 200 uL para la segunda, con puntas estériles con filtro.

Figura 6: Extraccion de PRGF en Cabina de flujo para la obtenciéon de PRGF.

= Activacion: Una vez obtenido el PRGF (fraccion mds rica en densidad plaquetaria) e
inmediatamente antes de la inoculacién, se activd con el 5% del volumen de Cloruro

Calcico (Figura 7) (50 pl en grupo 2 y 150 ul en grupo 3) con el fin de lograr la
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degranulacién de las plaquetas que permite la liberacidn de los Factores de Crecimiento

(Sanchez et al., 2003; Anitua et al, 2004).

Figura 7: Material necesario para la activacion del PRGF

Aplicacion del PRGF

Previamente a la inoculaciéon, se prepard la zona a nivel lumbar mediante el rasurado de Ila
misma (Figura 8) con maquina eléctrica y la posterior desinfecciéon con un lavado con solucién de

clorhexidina jabonosa y limpieza de la zona con clorhexidina.

Figura 8: Depilacion y limpieza de la zona de infiltracion.

e

= 3

La zona de inoculacién fue el lado izquierdo de la musculatura lumbar a nivel de la 52 vértebra
lumbar, de este modo nos encontramos con los siguientes musculos de medial a lateral: multifido

lumbar, dorsal largo lumbar e iliocostal lumbar (Figura 9).

Figura 9: Esquema de un corte transversal a nivel de la 52 vértebra lumbar donde se puede apreciar la
musculatura de la zona de infiltracion.
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Musculo Multifido Lumbar

Musculo Dorsal Largo Lumbar

Musculo lliocostal Lumbar

Musculo Cuadrado Lumbar

Musculo Psoas Mayor

Musculo Psoas Menor

Con el animal de pie sobre la mesa de exploracion se inyecté en condiciones de estricta

esterilidad y con agujas de 20G y jeringas de 5 ml (Figura 10):
=  Grupo PCB: 1 ml de SSF activado con cloruro célcico (0,05 ml).
=  Grupo PRGF: 1 ml de PRGF activado con cloruro célcico (0,05 ml).

=  Grupo HPRGF: 3 ml de PRGF activado con cloruro calcico (0,15 ml).

Figura 10: Posicion del paciente para la inoculacion de PRGF

Obtencion de las muestras sanguineas

La obtencion del PRGF se realizd en las instalaciones de laboratorio del Hospital Clinico
Veterinario de la Universidad CEU Cardenal Herrera mediante la técnica citada en el apartado

anterior.

Las muestras para la valoracion de los niveles de IGF-1 y CRP se realizaron en los tiempos: basal
(justo antes de la extraccion de la sangre para la preparacion del PRGF), y en los siguientes

tiempos pos inyeccion: 1’, 15’, 30/, 60', 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias.
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Previamente a la extraccion, se rasurd la zona yugular con maquina eléctrica y se desinfectd

con clorhexidina jabonosa, alcohol etilico 962 y clorhexidina en solucién.

Para la obtencién de sangre de la vena yugular (Figura 11), se utilizaron agujas de 20G vy

jeringuillas de 5 ml.

La sangre se depositd en tubos sin anticoagulante con un volumen de 5 ml. El suero se obtuvo
mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos (Crossley et al., 2010), y posteriormente

pipeteado y almacenado en tubos eppendorf.

Las muestras se conservaron en congelacién a -202C en tubos eppendorf y posteriormente se
envié al laboratorio de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia, donde fueron

analizadas.

Figura 11: Venopuncidn yugular

Procesado de las muestras sanguineas

Todas las muestras del estudio se analizaron en el laboratorio del Hospital Clinico Veterinario

de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.

La IGF-lI se analizé mediante un sistema inmunoenzimdtico automatizado previamente
validado para su uso déptimo en el perro. Ademds, se determind la concentracién de la CRP
mediante un sistema de ensayo inmunoturbidimétrico automatico para CRP sérica humana, que
ha sido validado para mediciones de concentracion sérica de esta proteina en caninos (Martinez-

Subiela 'y Cerdén, 2005).

Evaluacion del PRGF

Al mismo tiempo, se realizd un ensayo in vitro para evaluar y comparar la calidad del PRGF en

los tres grupos.
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Para ello se recolectaron 3 muestras de cada animal, en cada grupo estudiado, con la finalidad
de comparar la composicion entre sangre entera (SE), en el Plasma Pobre en Factores de

Crecimiento (PP) y en el Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PR).

La sangre se depositd en tubos de EDTA y fue directamente analizada. Se separaron el PPGF y

el PRGF y se colocaron en tubos eppendorf, para analizarlos antes de la activacion.

El estudio consistidé en contrastar la concentracién de plaquetas, IGF-1, glébulos blancos vy el

valor hematocrito entre las 3 muestras y los 3 grupos.

Estudio por imagen

Con la finalidad de valorar la evolucién del volumen de la musculatura tras la inoculacién de
SSF o plasma, en los diferentes lotes, se procedid a la realizaciéon de un estudio ecografico y un
estudio por tomografia axial compuretizada (TC). El efecto local de la infiltracidn se valoré con la
evoluciéon en el tiempo del volumen del lado afectado y con la comparacién con el lado

contralateral. Ademds se evalué el posible efecto sistémico.

Ecografia

En cuanto a la ecografia, se realizaron cada semana durante las 8 semanas que duraba el
estudio de cada grupo, de manera que se obtuvieron imagenes en basal, 1 minuto, 7, 14, 21, 28,

35,42, 49 y 56 dias tras la inoculacién del SSF o preparado rico en plaquetas.

Para la realizacion de las imagenes ecograficas, con el animal despierto, se mantuvo sujeto por
un clinico, de pie en la mesa de exploracién, con el cuello estirado y manteniendo la columna lo

mas recta posible (Figura 12).

Figura 12: Posicion del paciente en ecografia
|

Se tomaron tres puntos de referencia para la obtencién de las imagenes ecograficas:

= L4:En el espacio intervertebral entre la 42 y 52 vértebras lumbares.
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= L5:En el punto medio de la 52 vértebra lumbar.

= L6: En el espacio intervertebral entre la 52 y 62 vértebras lumbares.

En cada uno de estos puntos se obtuvieron 3 imagenes de cada uno de los lados (derecho e
izquierdo). Seguidamente, y con el fin de obtener una medida lo mas precisa posible, se procedié

al calculo de la media aritmética de las 3 medidas de cada nivel.

Tomografia Axial Computerizada (TC)

En el caso de la TC se llevé a cabo con un intervalo de 14 dias dentro de los 56 dias de estudio.

De manera que se obtuvieron medidas en basal, 14, 28, 42 y 56 dias.

Antes de la realizacidn de la TC se procedid a la sedacién de los animales con medetomidina,
morfina y midazolam a las dosis de 0,01 mg /kg, 0,2 mg/kg y 0,2 mg/kg respectivamente, en

inyeccién intramuscular.

Una vez sedado, se posiciond al paciente en la mesa en decubito esternal y manteniendo la

columna recta (Figura 13).

Figura 13: Posicion del paciente parala TC

Al igual que en el caso de las ecografias se tomaron tres puntos de referencia para la obtencién

de las imagenes ecograficas:
- L4: En el espacio intervertebral entre la 42 y 52 vértebras lumbares.
- L5:En el punto medio de la 52 vértebra lumbar.
- L6: En el espacio intervertebral entre la 52 y 62 vértebras lumbares.

De cada una de las imagenes se obtuvieron las medidas correspondientes a los dos lados.
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Procesado de las imagenes

Una vez obtenidas las imagenes, tanto las realizadas por ecografia como por TC, se guardaban

en formato jpg para su posterior evaluacién.

Las mediciones del area muscular se llevaron a cabo con el programa Image Pro-plus® (for
Windows 2000, Maryland, EEUU) mediante un lapiz sensible a la presidon que incorpora una
tableta adaptable al ordenador con cable USB (Bamboo® Fun Pen & Touch, 2010, Wacom
Company). Se obtuvieron los resultados de las dreas en pixeles, y posteriormente se convirtieron

a centimetros cuadrados (cm?) segun la escala de cada una de las imagenes.

En todas las imagenes, se llevéd a cabo la medicion del grupo muscular lumbar (Multifido,
Dorsal largo e iliocostal), de ambos lados (derecha e izquierda). Se realizé la medicién total del
area de cada una de las 3 imagenes obtenidas en cada nivel de estudio (L4, L5, L6) de los musculos
de la zona tanto del lado derecho como del izquierdo. De manera que se obtuvo un total de 6
medidas por cada paciente y dia de estudio tanto en ecografia (Figura 14a) como en TC (Figura

14b).

Figura 14: Esquema de la medida de las imagenes ecograficas (a) y por TC (b) obtenidas con el
programa Image Pro-Plus®
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Estudio estadistico

Los datos se analizaron con el programa informatico SPSS 15.0 para Windows (Chicago, EEUU).
Todas las variables continuas se evaluaron con un test no paramétrico de Kolgomorov-Smirnov
para comprobar su normalidad, y en caso de necesidad se realizd una transformacién logaritmica
para los calculos estadisticos. Los datos obtenidos en esta Tesis Doctoral se han analizado en
varios apartados diferentes, para todos ellos se ha tomado una p<0,01 como diferencias

estadisticamente significativas.
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Estudio descriptivo de los pacientes: Se realizdé un estudio descriptivo del peso y la edad de
cada uno de los animales en cada grupo de estudio. Los datos obtenidos se compararon con un
Anova de un factor y un test posthoc de Tuckey para comprobar las diferencias entre los grupos y
los tiempos. A su vez se realizd un estudio descriptivo del estado analitico de los animales antes

de ser incluidos en el estudio.

Andlisis del Plasma Rico en Factores de Crecimiento: Se analizaron en los tres grupos las
diferencias existentes entre la sangre entera (SE), el Plasma Pobre en Factores de Crecimiento
(PP) y el Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PR). Para ello se realizd un estudio a través de
un Modelo Lineal General de Medidas repetidas con un test posthoc de Tuckey en Ia

concentracién de plaquetas, IGF-1 y Leucocitos, asi como en lel valor hematocrito.

En cuanto a los estudios realizados sobre el Factor de Crecimiento Insulinico tipo | (IGF-1) y la
Proteina C-Reactiva (CRP), en primer lugar se realizo el estudio descriptivo en cada una de las
variables en los 3 grupos y su evolucidn en el tiempo. En segundo lugar, para valorar la existencia
de diferencias entre los grupos y los tiempos de estudio se realizé un Modelo Lineal General de
Medidas repetidas con un test posthoc de Tuckey. Para comprobar la influencia del sexo se realizé
un Analisis Univariante. Para valorar la influencia de la edad, se dividié a los animales en dos
grupos, menores de 8 afios (adultos jovenes) y mayores de 8 afios (adultos), y al igual que en el
caso anterior se realizéd un Analisis Univariante con la edad como factor de estudio. Para el
estudio del peso, éste se incluyé como covariable (ya que se trata de una variable continua que se
modificaba en cada uno de los dias de estudio) dentro de un Analisis Univariante. Al ser un factor
de tanta variablilidad se realizé también un estudio de la correlacidn existente entre éste y la IGF-

I, con un test de correlacidon de Pearson.

Ademas se ha realizado un estudio sobre la correlacion existente entre las dos variables del

estudio, IGF-l y CRP, para ello se realizd un test de correlacidn de Pearson.

En relacién a las medidas obtenidas por ecografia y por TC, primero se realizé un estudio
descriptivo de cada una de las medidas obtenidas en cada grupo, en cada uno de los niveles (L4,
L5, L6) y en cada uno de los lados (derecho e izquierdo) y su evolucion en el tiempo. En segundo
lugar, para valorar la influencia local de la aplicacion de PRGF sobre el musculo, se realizaron
comparaciones con Anova de un factor para el grupo y el tiempo, con test posthoc de Tuckey. En
el estudio de la influencia sistémica de la aplicacién de PRGF sobre el musculo, se compararon las
mediciones del tamafio muscular del lado infiltrado con el contralateral en cada una de las zonas
de estudio (L4, L5, L6) y su evolucidn en el tiempo, mediante un Anova de un factor y un test

posthoc de Tuckey.
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A continuacién se relacionan los datos obtenidos durante la fase experimental en los
diferentes protocolos, recogidos en tablas y figuras. Inicialmente se realizd un test de
Kolgomorov-Smirnov para evaluar la normalidad de las variables y realizar una trasformacion
logaritmica en caso necesario. En esos casos los estudios estadisticos se han realizado con la
variable logaritmica, mientras que los valores expuestos, y las figuras se han realizado con los
valores reales de cada variable. Todos los resultados se expresan como la media y la desviacion
tipica para todas las variables estudiadas. En todos ellos se ha tomado como diferencias

estadisticamente significativas si p<0,01.
Las claves utilizadas han sido:

= |GF-I: Factor de Crecimiento Insulinico Tipo I.
= CRP: Proteina C-Reactiva.

= PCB: Placebo (lote 1).
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=  PRGF: Plasma rico en Factores de Crecimiento (lote 2).

= HPRGF: Altas dosis de Plasma rico en Factores de Crecimiento (lote 3).
= SE: Sangre entera.

= PR:Plasma rico en factores de crecimiento.

= PP: Plasma pobre en factores de crecimiento.

= TC: Tomografia Axial Computerizada

= L4: Medidas tomadas por ecografia y TC a nivel del espacio entre L4-L5.
= L5: Medidas tomadas por ecografiay TC en el centro de L5.

= L6: Medidas tomadas por ecografia y TC a nivel del espacio entre L5-L6.
= DE: Desviacion estandar.

= N:Tamafo de la muestra.

= Sig: Significacion.

= B:Basal.

= X": X minutos.

= h:Horas.

= d:Dias.

= Kg: Kilogramos.

" pg o mcg: Microgramos.

= ng: Nanogramos.

= cm* Centimetro cuadrado.

= U:Unidades.

= [ Litro.

= dl: Decilitro.

=  ml: Mililitro.

Para una mejor exposicién de los datos obtenidos en la presente investigacion, el apartado de

resultados se ha dividido en los siguientes epigrafes.

= Estudio descriptivo de los pacientes.
o Edad de los animales incluidos en el estudio durante las fases de estudio.
o Peso de los pacientes y su evolucidon durante los tiempos de estudio.
Evolucién del peso en el tiempo en cada grupo y estudio comparativo entre
ellos.

o Estado analitico de los pacientes antes del estudio.
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= Estudio descriptivo y comparativo de las caracteristicas del plasma rico en factores de
crecimiento, con el plasma pobre en factores de crecimiento y la sangre.

o Estudio de la cantidad de plaquetas.

o Estudio de la cantidad de IGF-I.

o Estudio de la cantidad de leucocitos.

o Estudio del valor hematocrito.

=  Estudio descriptivo y comparativo de la evolucién de la IGF-I en el tiempo en cada uno
de los lotes de la investigacién. Estudio sobre la influencia del sexo, peso y edad en la
concentracién de IGF-I.

= Estudio descriptivo y comparativo de la evolucion de la CRP en el tiempo en cada uno
de los lotes de la investigacién. Estudio sobre la influencia del sexo, peso y edad en la
concentracién de CRP.

= Estudio de la relacidon existente entre las dos variables del estudio, IGF-I y CRP.

=  Estudio descriptivo y comparativo de las medidas obtenidas por ecografia:

o Estudio de la influencia local de la aplicacién de PRGF sobre el musculo.
Comparaciones del tamafio muscular sobre el lado de la aplicacién y su
evolucion en el tiempo.

o Estudio de la influencia sistémica de la aplicacién de PRGF sobre el musculo.
Comparaciones del tamafio muscular con el lado contra lateral y su evolucién
en el tiempo.

= Estudio descriptivo y comparativo de las medidas obtenidas por tomografia axial
computerizada:

o Estudio de la influencia local de la aplicacién de PRGF sobre el musculo.
Comparaciones del tamafio muscular sobre el lado de la aplicacion y su
evolucion en el tiempo.

o Estudio de la influencia sistémica de la aplicacion de PRGF sobre el musculo.
Comparaciones del tamafio muscular con el lado contra lateral y su evolucién

en el tiempo.

Exclusion de animales durante el estudio

En los 3 grupos de estudio se utilizaron los mismos 8 perros de raza Beagle.
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Durante el estudio tuvo que ser descartado 1 animal en cada uno de los grupos por diferentes
alteraciones fisioldgicas, como fueron, una hernia discal, alteraciones gastrointestinales y una

artritis secundaria a un traumatismo.

De esta manera todos los grupos quedaron compuestos por un total de 7 perros. Todos los

resultados que se presentan a continuacién no contienen los datos de estos animales.
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Estudio de los pacientes

A continuacidn se presenta el estudio descriptivo de los pacientes durante el desarrollo de
cada uno de los grupos de estudio. En primer lugar los datos obtenidos de la edad de los
pacientes, en segundo el estudio de los pesos y sus variaciones a lo largo de este trabajo, asi como
un estudio comparativo entre ellos. Por Ultimo se presentan los resultados descriptivos del estado

analitico de cada paciente en el momento de su inclusion en la investigacion.

Edad

En la tabla siguiente se describe la edad en meses de los animales el primer dia de cada uno de

los 3 grupos en los que se dividié la parte experimental (Tabla 12).
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Tabla 12: Edad en meses de los 3 grupos de estudio

Lote2

48 51 54

48 51 54
120 123 126
36 39 42
120 123 126
48 51 54
48 51 54

MediatDE 73,5%38,8 76,5%38,7 79,4%38,9
DE: desviacion estdndar

Peso

Durante la realizacién de este estudio y en cada uno de los 3 lotes los animales se pesaban

antes de cada toma de muestra.

Los pesos medios de los grupos se han comparado para evaluar las diferencias entre los tres

lotes. Los resultados se muestran en la tabla 13 y en la grafica 15.

Tabla 13: Peso medio en kg de los animales en cada grupo durante el estudio.

Intervalo confianza 95% L. ..
Minimo Maximo

Limite inferior Limite superior

PCB 7 16,9786 3,34326 13,8866 20,0706 11,35 20,35
PRGF 7 14,7571 3,17115 11,8243 17,6900 10,20 17,80
HPRGF 7 14,8857 2,54275 12,5341 17,2374 11,50 18,00
Total 21 15,5405 3,06568 14,1450 16,9360 10,20 20,35

PCB: Placebo; PRGF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; HPRGF: Altas dosis de Plasma
Rico en Factores de Crecimiento; N: tamadio de la muestra; DE: desviacidon estdndar.
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Figura 15. Peso medio en cada lote

21,00 T

18,00

*

15,00

12,00

9,00

* Diferencias estadisticamente significativas. P=0,000.

Como se aprecia en la grafica existen diferencias entre grupo placebo y los otros dos. Se
aprecia que el peso de los animales se ha modificado ligeramente a lo largo de los meses del
estudio. La evolucidn de esta variable a lo largo del tiempo aparece en las tablas siguientes

(Tablas 14, 15y 16).

Tabla 14: Peso en Kg de los perros en el lote 1

Tiempo 1 2 3 4 5 6 7 8 MediatDE
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
13,40 17,70 20,35 - 11,35 17,55 19,10 19,40 17+3,3
12,95 18,15 20,80 - 10,45 18,20 19,45 20,10 17+3,3
12,10 17,70 19,40 - 9,55 16,90 19,10 19,50 16,313,8
12,90 18,30 20,30 - 10,35 17,50 20,70 20,00 17,243,9
13,70 18,05 20,00 - 9,65 18,20 20,20 20,80 17,243,9
12,25 18,70 20,20 - 10,50 16,95 20,90 20,65 17,244
13,45 17,95 19,30 - 10,50 17,10 19,60 18,70 16,713,3
12,65 17,25 18,50 - 9,45 16,55 19,20 19,05 16%3,5
13,35 16,75 19,60 - 10,55 17,25 18,35 18,50 16,31#3,1
13,15 17,00 19,30 - 10,20 17,10 18,60 19,80 16,51#3,4

B: tiempo basal; h: horas; d: dias. DE: desviacién estdndar
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Tabla 15: Peso en Kg de los perros en el lote 2

MediatDE

17,70 13,20 10,20 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 - 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 = 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 - 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 = 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 - 17,20 17,80 14,813,2
11,30 15,90 17,70 13,20 10,20 = 17,20 17,80 14,813,2
11,90 16,20 18,50 12,40 10,30 - 17,00 17,50 14,813,2
11,45 16,10 17,70 13,35 10,85 - 17,30 17,80 14,9+2,9
12,20 15,50 18,20 12,95 10,45 = 17,40 18,80 1543,1

11,20 16,60 18,20 11,20 11,40 - 17,80 18,25 1543,4

11,50 16,80 18,20 13,60 11,00 = 18,50 20,00 15,743,5
11,50 14,70 17,80 13,00 10,70 - 17,40 18,00 14,713

11,20 16,70 18,60 13,15 11,00 = 18,00 18,40 15,313,3
11,30 16,00 18,50 13,00 10,80 - 18,00 19,00 15,213,4
11,50 16,40 18,20 13,10 11,00 = 18,20 18,70 15,313,2

B: tiempo basal; h: horas; d: dias. DE: desviacién estdndar

Tabla 16: Peso en Kg de los perros en el lote 3

Tiempo 1 2 3 4 5 6 7 8 MediatDE
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,00 18,00 12,15 11,50 14,50 17,20 16,85 14,9+2,5
- 14,75 18,40 12,45 11,00 14,80 18,10 17,85 14,9+2,5
- 15,40 18,50 13,40 10,50 16,60 19,50 19,00 16,113,2
- 13,45 16,70 12,70 10,20 14,90 16,90 17,70 14,7+2,6
- 14,45 16,65 12,40 10,20 15,65 17,35 17,95 15+2,7
- 14,70 17,60 12,40 9,80 15,50 16,85 17,60 14,9+2,8
- 16,15 18,60 13,70 11,30 15,30 16,50 17,80 15,6%2,4
- 16,10 18,20 12,80 9,45 14,60 16,70 18,10 15,143

- 16,35 18,20 13,10 10,35 14,40 17,30 17,40 15,3+2,7
- 15,60 18,05 13,55 10,90 15,35 17,50 18,70 15,7+2,6
B: tiempo basal; h: horas; d: dias. DE: desviacién estdndar
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Figura 16: Evolucion de los pesos en el tiempo

* 15" 30° 1h 6h 12h 24h 7d 14d 21d 28d 35d 42d 49d 56d

*. Diferencias estadisticamente significativas. P=0,000.

Analiticas sanguineas

A continuacidn se detallan las analiticas sanguineas de los pacientes antes de su introduccién
en el estudio. En primer lugar el hemograma (Tabla 17), la bioquimica sanguinea (Tabla 18) y las

serologias (Tabla 19).

Tabla 17: Hemograma de los pacientes

WBC {:]e HGB HCT MCV RDW PLT(x103
MCH (pg) CHCM (g/dl)

PEIO x10%cells/ul)  (x10%cells/wl)  (g/dl) (%)  (fL) ) cells/pl)

5,73 103
8,61 280
10,23 178
4,96 317
12,8 337
5,71 138
7,88 223

10,07 pAT

WBC: glébulos blancos; RBC: gldbulos rojos; HGB: hemoglobina;, HCT: hematocrito; MCV:
volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; CHCM: concentracion de
hemoglobina corpuscular media;, RDW: reticulocitos,; PLT: plaquetas. Cells: células; g:
gramos; dl: decilitros; fl: fentolitros; pg: picogramos

1
P
3
4
5
6
7
8
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Tabla 18: Bioquimica de los pacientes antes de entrar en el estudio

Proteinas Bilirrubina
Creatinina Albumina Calcio Amilasa Colesterol ALP Fosforo GGT Glucosa Triglicéridos Urea

Totales Total
(meg/dl) (meg/dl) (meg/dl) (u/1) (meg/dl) (u/1) (meg/dI) (u/1) (meg/dI) (meg/dl) (meg/dI)
(g/dI) (mg/dl)

1 0,56 3 8,1 987,4 81 144,5 61,5 2,9 43 97,8 37,8 27,8 6,2 117,2 29,6 0,2
2 0,84 3,4 8,9 383,6 469 200,3 58,6 4,6 3,6 110,1 40,2 333 58 59 37,2 0,2
3 0,93 85 9,6 672,9 92,2 160,3 74,6 4,1 2,1 107,8 316 49,6 55 57,2 42 0,1
4 0,71 3,5 8,7 364,4 70,3 196,4 53,2 3,5 3 109 33,5 41 6 87,9 34,8 0,1
5 0,9 33 8 1071,4 88,5 136,2 54,6 3,4 2,1 91,5 24,3 36,9 5% 46,2 36 0,1
6 0,76 3 8 695,3 70,9 159,6 36,7 3,7 19 102 35,5 32,9 6,2 96,5 37,7 0,1
7 0,91 3,4 9,2 706,9 75,7 138,5 37,7 3,8 3,4 99,2 36 37,2 58 41,2 46 0,1
8 0,8 3,5 8,8 606,3 76,2 148,8 47,7 3,4 2,3 103,7 32,6 45,5 5,5 60,5 38,5 0,1

CK: Creatinquinasa; ALP: Fosfatasa Alcalina; GGT: Gamma-glutamil transferasa; AST:
Aspartato Aminotransferasa; ALT: Alanina Aminotransferasa. mg: miligramos; dl: decilitros;
U: unidades; L: litros; g: gramos.

Tabla 19: Electrolitos y serologia de los pacientes antes de entrar en el estudio

+

Na' K Ca ar Lactato Ehrlichia Dirofilaria Anaplasma Borrelia CRP

Perro Leishmania (ug/ml)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) canis immitis phagocytophilum burgdorferi

1 144 4,9 1,22 112 2,1 Negativo Negativo  Negativo Negativo Negativo 10,9
2 147 4,2 1,31 111 2,4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 5
3 142 4,3 1,23 108 3,1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 5
4 143 4,4 1,17 110 2,4 Negativo Negativo  Negativo Negativo Negativo 5
5 144 4 1,22 113 2,9 Negativo Negativo  Negativo Negativo Negativo 18
6 144 4,5 1,22 113 16 Negativo Negativo  Negativo Negativo Negativo 5.4
7 143 4,1 1,24 110 2,5 Negativo Negativo  Negativo Negativo Negativo 12,6
8 140 4,3 1,17 109 2,2 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 5

+

s calcio; CI': cloro. mmol: milimoles; L: litros; ug: microgramos;
ml: mililitros.

Na’: sodio; K*: potasio; Ca’
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Resultados

Estudio del Plasma Rico en Factores de Crecimiento

Se ha realizado un estudio del PRGF en cada uno de los lotes para evaluar la relacién existente
entre la IGF-I, las plaquetas, el valor hematocrito y la presencia de leucocitos entre la sangre

completa, el plasma rico en factores de crecimiento y el plasma pobre en factores de crecimiento.

Plaquetas

En primer lugar se exponen los resultados del estudio de las plaquetas entre los tres tipos de

muestras y entre los tres grupos de estudio (Tabla 20 y grafica 17).

Elena Damia Giménez 130



Resultados

Tabla 20: Estudio descriptivo de las plaquetas en sangre (SE), plasma rico en factores de crecimiento
(PR) y el plasma pobre en factores de crecimiento (PP) entre grupos

Intervalo confianza 95%

Muestra . . .. . Minimo  Maximo
Limite inferior Limite superior

PCB 7 2455714  35,80759 157,9534 333,1895 130,00 403,00
PRGF 7 198,0000  51,93907 70,9097 325,0903 22,00 410,00
HPRGF 7 218,7143  42,74270 114,1267 323,3019 69,00 419,00
Total 21 220,7619  24,48760 169,6817 271,8421 22,00 419,00
PCB 7 159,0000  41,03483 58,5914 259,4086 67,00 372,00
PRGF 7 207,8571  27,77583 139,8921 275,8221 113,00 290,00
HPRGF 7 291,5714  45,64973 179,8706 403,2723 154,00 487,00
Total 21 219,4762  24,57153 168,2209 270,7315 67,00 487,00
PCB 7 360,8571  105,60606 102,4484 619,2659 105,00 781,00
PRGF 7 355,0000  87,79522 140,1728 569,8272 ,00 700,00
HPRGF 7 505,7143  69,09507 336,6447 674,7838 317,00 794,00
Total 21 407,1905  51,05327 300,6952 513,6857 ,00 794,00

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento; N: tamafo de la muestra; DE: desviacidon estdandar.

Figura 17: Comparacion del nimero de plaquetas entre las muestras en cada grupo

SANGRE

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento *Diferencias significativas entre PRy PP y SE. P=0,000.

Como se puede apreciar en la figura existen diferencias en el nimero de plaquetas entre el
plasma rico en factores de crecimiento y el plasma pobre y la sangre completa presentando

valores entre 1,5 y dos veces superiores a los otros grupos.
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IGF-I

En la tabla siguiente (Tabla 21), aparecen las concentraciones obtenidas de IGF-I en cada una

de las muestras de los tres grupos.

Tabla 21: Estudio descriptivo de la concentracion de IGF-1 en Sangre (SE), Plasma Rico en Factores de
Crecimiento (PR) y el Plasma Pobre en Factores de Crecimiento (PP) entre grupos

Intervalo confianza 95%

Desviacion

Muestras Media Minimo Maximo

tipica Limite inferior Limite superior

PCB
PRGF
HPRGF
Total
PCB
PRGF
HPRGF
Total
PCB
PRGF
HPRGF
Total

SE

PP

PR

166,2857
132,7000
95,6000

131,5286
150,7143
109,5571
75,3429

111,8714
157,2857
102,6143
77,9857

112,6286

31,07901
49,05544
31,53670
46,74585
26,34840
32,77112
22,23660
40,93600
27,32956
34,75785
23,66470
43,67660

137,5424
87,3313
66,4334
110,2501
126,3461
79,2489
54,7774
93,2376
132,0101
70,4686
56,0995
92,7472

195,0290
178,0687
124,7666
152,8070
175,0825
139,8654
95,9083

130,5053
182,5613
134,7599
99,8719

132,5099

122,00
83,80
29,00
29,00

107,00
60,80
28,00
28,00

122,00
56,20
27,80
27,80

203,00
205,00
128,00
205,00
179,00
146,00
91,00
179,00
191,00
148,00
95,40
191,00

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento; N: tamafo de la muestra; DE: desviacion estdndar.

En la figura 18 aparecen las diferencias existentes entre los grupos de estudio y las muestras.

Figura 18: Comparacion de la concentracion de IGF-1 entre las muestras en cada grupo

Elena Damia Giménez

Crecimiento *Diferencias significativas con HPRGF. P=0,000.

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
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Resultados

Como se puede observar los valores obtenidos en el grupo HPRGF son significativamente
menores que en los otros dos grupos, aunque no existe variacidn en los niveles de IGF-I entre las
muestras en ninguno de los 3 grupos, de manera que se mantienen los niveles de IGF-I tanto en el

plasma rico como en el plasma pobre a unos niveles similares a los de la sangre.

Leucocitos

A continuacion se muestra el estudio de los leucocitos en los tres tipos de muestra y entre
grupos. En la tabla 22 aparecen los resultados descriptivos y en la figura 19 se muestran las

diferencias existentes entre ellos.

Tabla 22: Estudio descriptivo de la presencia de leucocitos en SE, PR y PP por grupos de estudio

Intervalo confianza 95%

Muestra . X L. . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

PCB 7 8,8329 2,56634 6,4594 11,2063 5,63 12,45
PRGF 7 9,2029 2,83181 6,5839 11,8218 4,93 11,72
HPRGF 7 8,7257 2,08929 6,7934 10,6580 5,75 11,37
Total 21 8,9205 2,39478 7,8304 10,0106 4,93 12,45
PCB 7 ,0100 ,00000 ,0100 ,0100 ,01 ,01
PRGF 7 ,0086 ,00690 ,0022 ,0150 ,00 ,02
HPRGF 7 ,0200 ,01155 ,0093 ,0307 ,01 ,04
Total 21 ,0129 ,00902 ,0087 ,0170 ,00 ,04
PCB 7 ,0229 ,01890 ,0054 ,0403 ,00 ,04
PRGF 7 ,0271 ,01604 ,0123 ,0420 ,01 ,06
HPRGF 7 ,0671 ,06448 ,0075 ,1268 ,01 ,19
Total 21 ,0390 ,04300 ,0195 ,0586 ,00 ,19

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento; N: tamafo de la muestra; DE: desviacion estdndar.

Como se puede observar en la figura 19 hay diferencias estadisticamente significativas entre la
sangre y el plasma rico y el plasma pobre en factores de crecimiento en los tres grupos del
estudio. Estos resultados confirman la ausencia de glébulos blancos tras la centrifugacion de la

sangre y la separacion de los diferentes tipos de plasma.
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Resultados

Figura 19: Diferencias entre las medias de leucocitos en los tres tipos de muestra.

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento *Diferencias significativas entre PRy PP y SE. P=0,000.

Valor hematocrito

En el apartado siguiente se muestran los resultados del valor hematocrito entre los tres tipos

de muestras y entre los 3 lotes.

Tabla 23: Valor hematocrito de la SE, PP y PR en los 3 grupos

Intervalo confianza 95%
Limite inferior Limite superior

Minimo Maximo

Muestra

PCB 7 8,8329 2,56634 6,4594 11,2063 5,63 12,45
PRGF 7 9,2029 2,83181 6,5839 11,8218 4,93 11,72
HPRGF 7 8,7257 2,08929 6,7934 10,6580 5,75 11,37
Total 21 8,9205 2,39478 7,8304 10,0106 4,93 12,45
PCB 7 ,0100 ,00000 ,0100 ,0100 ,01 ,01
PRGF 7 ,0086 ,00690 ,0022 ,0150 ,00 ,02
HPRGF 7 ,0200 ,01155 ,0093 ,0307 ,01 ,04
Total 21 ,0129 ,00902 ,0087 ,0170 ,00 ,04
PCB 7 ,0229 ,01890 ,0054 ,0403 ,00 ,04
PRGF 7 ,0271 ,01604 ,0123 ,0420 ,01 ,06
HPRGF 7 ,0671 ,06448 ,0075 ,1268 ,01 ,19
Total 21 ,0390 ,04300 ,0195 ,0586 ,00 ,19

SE: Sangre; PR: Plasma Rico en Factores de Crecimiento; PP: Plasma Pobre en Factores de
Crecimiento; N: tamafio de la muestra; DE: desviacion estdandar.
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Resultados

Figura 20: Comparacion del valor hematocrito en los diferentes tipos de muestra y en los tres grupos.

SANGRE

*Diferencias significativas entre PRy PPy SE. P=0,000.

Al igual que en el caso de los leucocitos, existe una clara disminucién de este valor con
respecto a la sangre entera, presentando una ausencia de glébulos rojos a nivel de PP y PR, en los

tres grupos de estudio.
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FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO TIPO I (IGF-I)

En relaciéon al factor de crecimiento insulinico tipo I, se presentan en primer lugar los
resultados obtenidos del estudio descriptivo de este factor en cada uno de los grupos PCB, PRGF y

HPRGF en las tablas 24, 25 y 26, respectivamente.

En segundo lugar se presentan los datos obtenidos de la realizacidn de un andlisis con un
Modelo Lineal General de Medidas Repatidas para cada uno de los grupos, y un test posthoc de

Tukey.
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Tabla 24: Medias obtenidas del IGF-1 en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos . X o . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 166,2857 31,07901 137,5424 195,0290 122,00 203,00
1' 7 165,1429 31,08284 136,3960 193,8897 120,00 198,00
15' 7 162,5714 27,84994 136,8145 188,3283 120,00 192,00
30' 7 155,8571 30,60734 127,5501 184,1642 113,00 198,00
1h 7 158,5714 25,52030 134,9691 182,1738 122,00 189,00
6h 7 143,7143 26,37369 119,3227 168,1059 104,00 173,00
12h 7 139,4286 20,83952 120,1552 158,7019 109,00 166,00
24h 7 137,4286 25,24452 114,0813 160,7759 104,00 167,00
7d 7 151,7286 37,55639 116,9947 186,4624 89,10 195,00
14d 7 174,7143 25,07133 151,5272 197,9014 132,00 206,00
21d 7 158,7143 20,42641 139,8230 177,6056 124,00 183,00
28d 7 157,8571 26,36556 133,4731 182,2412 123,00 192,00
35d 7 157,1429 19,70980 138,9143 175,3714 138,00 185,00
42d 7 134,5714 20,04044 116,0371 153,1057 104,00 168,00
49d 7 153,0000 19,28730 135,1622 170,8378 125,00 184,00
56d 7 155,5714 24,34377 133,0572 178,0857 122,00 203,00
Total 112 154,5187 26,60672 149,5369 159,5006 89,10 206,00

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tras la comparacidn entre cada uno de los tiempos se ha observado que no existen diferencias

entre ninguno de ellos.

Tabla 25: Medias obtenidas del IGF-I en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos o ) e . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 132,7000 49,05544 87,3313 178,0687 83,80 205,00
1' 7 111,5429 50,07534 65,2309 157,8548 44,10 185,00
15' 7 113,2143 57,52746 60,0103 166,4183 56,00 195,00
30' 7 99,1429 51,97829 51,0710 147,2148 43,70 177,00
1h 7 104,9143 37,91198 69,8516 139,9770 58,00 174,00
6h 7 109,3429 48,22350 64,7436 153,9422 54,70 192,00
12h 7 109,8143 37,56357 75,0738 144,5548 42,10 153,00
24h 7 95,6000 33,91111 64,2375 126,9625 50,90 135,00
7d 7 117,1571 46,55312 74,1027 160,2116 67,90 183,00
14d 7 114,4714 40,23393 77,2613 151,6816 69,40 173,00
21d 7 113,0571 37,73676 78,1565 147,9578 61,60 167,00
28d 7 133,7571 46,69525 90,5712 176,9430 78,00 192,00
35d 7 95,4000 42,49584 56,0979 134,7021 33,00 156,00
42d 7 143,9000 48,47745 99,0658 188,7342 68,20 184,00
49d 7 145,2857 56,47794 93,0523 197,5191 79,40 252,00
56d 7 139,4143 49,87372 93,2888 185,5398 70,70 196,00
Total 112 117,4196 46,07570 108,7924 126,0469 33,00 252,00

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Al igual que en el grupo anterior, en el grupo PRGF, tampoco existen diferencias entre

tiempos.
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Tabla 26: Medias obtenidas del IGF-1 en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos L. ’ L. . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 95,6000 31,53670 66,4334 124,7666 29,00 128,00
1' 7 75,5857 30,76180 47,1358 104,0356 27,90 105,00
15' 7 73,1429 27,56041 47,6537 98,6320 26,00 98,40
30' 7 68,9571 26,20107 44,7252 93,1891 23,80 107,00
1h 7 68,6429 23,42014 46,9828 90,3029 19,30 90,70
6h 7 74,6714 26,56261 50,1051 99,2377 20,60 101,00
12h 7 65,1429 19,55129 47,0609 83,2248 28,70 93,10
24h 7 67,9571 20,76029 48,7571 87,1572 30,70 92,60
7d 7 119,1714 29,22908 92,1390 146,2038 62,20 158,00
14d 7 117,1429 30,43807 88,9923 145,2934 59,00 146,00
21d 7 119,5429 29,66501 92,1073 146,9784 66,50 151,00
28d 7 127,5429 34,02249 96,0773 159,0084 68,80 168,00
35d 7 121,2571 26,92452 96,3561 146,1582 65,80 149,00
42d 7 126,2143 33,08557 95,6152 156,8133 67,50 170,00
49d 7 125,1286 30,81313 96,6312 153,6260 65,90 162,00
56d 7 117,2429 38,46400 81,6696 152,8161 64,70 161,00
Total 112 97,6839 36,85655 90,7829 104,5850 19,30 170,00

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdandar.

Figura 21: Comparacion de la evolucion del IGF-1 en el tiempo en los tres grupos de estudio

B 1' 15 30' 1h 6h 12h24h 7d 14d 21d 28d 35d 42d 49d S6d

Como se puede apreciar tanto en las tablas como en la figura, los valores de IGF-I se han

mantenido muy estables en los tres grupos, con variaciones no significativas entre ellos.
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Influencia del peso sexo y edad en los niveles séricos del IGF-I

Peso

Todos los animales se pesaron justo antes de la toma de muestra en cada uno de los dias de
estudio, de manera que se evalud en el tiempo la relacion existente entre estas dos variables a
través de un andlisis de varianza. En los tres grupos de estudio se ha observado que existe una
influencia del peso sobre los niveles de IGF-I (p<0,000), aunque no existen diferencias entre los
grupos de estudio, como se puede apreciar en la tabla 27. Existe una correlacién positiva
(p<0,000) entre ellas, de manera que los niveles de IGF-I se incrementan cuando aumenta el peso

del animal (Tabla 28).

Tabla 27: Significacion estadistica del peso sobre los niveles séricos de IGF-1 en el estudio.

. Suma de cuadrados . o
Origen ) Media cuadratica
tipo 11l

Modelo corregido 9,179° 3 3,060 8,289
Interseccion 101,766 1 101,766 275,713 ,000
Peso 8,735 1 8,735 23,666 ,000
Lote ,146 2 ,073 ,197 ,821
Error 122,541 332 ,369
Total 1585,698 336

Total corregida 131,720

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova; Sig: significacion.

Tabla 28: Correlacidon existente entre IGF-I y el peso de los pacientes

Correlacion de Pearson 1 ,416
Sig. (bilateral) ,000
N 336 336
Correlacién de Pearson ,416 1
Sig. (bilateral) ,000
N 336 336

Sig: significacion

Sexo

Para evaluar si existe o no influencia de este factor sobre la IGF-I, se ha realizado un analisis
univariante con un test posthoc de Tuckey para los tres grupos. Los resultados se muestran en la

Tabla 29y en la figura 22.
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Tabla 29: Significacion estadistica del sexo sobre los niveles séricos de IGF-I

Suma de

) Media cuadratica
cuadrados tipo Il

Modelo corregido 22,374° 5 4,475 36,276
Interseccién 7387,498 1 7387,498 59887,517 ,000
Lote 16,747 2 8,373 67,880 ,000
Sexo 4,507 1 4,507 36,539 ,000
lote * sexo 1,756 2 ,878 7,119 ,001
Error 40,708 330 ,123

Total 7618,833
Total corregida 63,082

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova; Sig: significacion.

Figura 22: Comparacion de los niveles de IGF-I por sexos en cada uno de los grupos de estudio

Como se puede apreciar, existen diferencias entre los tres grupos y entre los machos y las
hembras (Tabla 29), observandose niveles mas elevados en los machos y en los lotes PCB y PRGF.
En el grupo PCB las concentraciones de CRP fueron mayores, pero con menor diferencia entre

sexos (Figura 22).

Edad

Para evaluar la influencia de este factor sobre los niveles séricos de IGF-I, se han dividido a los

animales en dos grandes grupos, separandolos en:

= Adultos jévenes, aquellos animales menores de 8 anos.

=  Adultos maduros, animales con mas de 8 afios.
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Tabla 30: Significacion estadistica de la edad sobre los niveles séricos de IGF-I

Suma de

Media

Origen cuadrados tipo L.
cuadratica

Modelo corregido 27,665° 5 5,533
Interseccion 5980,225 1 5980,225

Lote 18,996 2 9,498

Edadcod 7,898 1 7,898

lote * edadcod 3,651 2 1,826

Error 35,417 330 ,107

Total 7618,833
Total corregida 63,082

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova; Sig: significacion.

Figura 23: Comparacion de los niveles de IGF-I por edad en cada uno de los grupos de estudio

51,555
55721,439
88,499
73,593
17,011

,000
,000
,000
,000

A excepcién del grupo PCB, que tiene valores mayores que el resto de los grupos. Son los

animales de mayor edad los que presentan niveles menores de IGF-I.
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PROTEINA C-REACTIVA (CRP)

En cuanto a la Proteina C-Reactiva, al igual que en el IGF-I, en primer lugar se muestran los
resultados obtenidos del estudio descriptivo de cada uno de los lotes (Tablas 31, 32y 33) y en la
figura 24 aparece la evolucidon en el tiempo de esta variable y su comparacién entre grupos. Para
valorar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos y los tiempos,

se han realizado un Modelo Lineal General de Medidas Repetidas con test posthoc de Tuckey.
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Tabla 31: Medias obtenidas de la CRP en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos . ) o . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 8,6857 3,48876 5,4592 11,9123 5,80 16,30
1' 7 7,5143 3,75785 4,0389 10,9897 4,00 15,30
15' 7 7,8000 3,76696 4,3161 11,2839 4,00 15,60
30' 7 7,2429 3,78279 3,7444 10,7414 4,00 15,30
1h 7 7,4429 3,78367 3,9435 10,9422 4,00 15,60
6h 7 6,7286 4,21296 2,8322 10,6249 4,00 16,00
12h 7 7,2714 3,52454 4,0118 10,5311 4,00 14,80
24h 7 7,8857 4,66134 3,5747 12,1967 4,00 18,00
7d 7 4,7286 1,92762 2,9458 6,5113 4,00 9,10
14d 7 4,8857 2,34338 2,7184 7,0530 4,00 10,20
21d 7 10,3143 13,75869 -2,4104 23,0389 4,00 40,90
28d 7 7,4571 4,16488 3,6053 11,3090 4,00 14,10
35d 7 7,8714 5,09402 3,1602 12,5826 4,00 14,90
42d 7 8,2286 3,67637 4,8285 11,6286 4,00 12,30
49d 7 7,2571 3,74070 3,7976 10,7167 4,00 12,30
56d 7 9,8714 7,74870 2,7051 17,0378 4,00 20,90
Total 112 7,5741 5,12863 6,6138 8,5344 4,00 40,90

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 32: Medias obtenidas de la CRP en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos o . ) L. . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 7,7857 5,51224 2,6877 12,8837 1,40 13,80
1' 7 6,9143 4,18506 3,0437 10,7848 2,80 13,10
15' 7 6,4429 4,09140 2,6589 10,2268 1,70 12,70
30' 7 5,7571 4,47581 1,6177 9,8966 2,10 12,70
1h 7 5,8000 4,46505 1,6705 9,9295 1,00 12,30
6h 7 5,8714 3,89774 2,2666 9,4762 1,00 13,10
12h 7 5,8857 4,12287 2,0727 9,6987 2,10 12,80
24h 7 9,5429 5,94218 4,0473 15,0385 1,70 18,30
7d 7 25,6143 17,12001 9,7809 41,4477 3,60 57,80
14d 7 15,4000 9,84276 6,2970 24,5030 4,70 35,90
21d 7 5,0714 3,79373 1,5628 8,5800 1,70 13,00
28d 7 7,2857 ,92273 6,4323 8,1391 6,10 9,10
35d 7 7,3000 1,34412 6,0569 8,5431 5,80 9,10
42d 7 8,0714 2,44725 5,8081 10,3348 6,10 13,10
49d 7 9,0571 3,43213 5,8830 12,2313 5,80 14,20
56d 7 11,1571 4,93385 6,5941 15,7202 5,80 20,90
Total 112 8,9348 7,65455 7,5016 10,3681 1,00 57,80

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Tabla 33: Medias obtenidas de la CRP en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos o ) .. . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 16,3286 18,68259 -,9499 33,6071 4,00 56,60
1' 7 14,2857 16,02991 -,5395 29,1109 4,00 48,60
15' 7 14,3429 16,41197 -,8357 29,5214 4,00 49,80
30' 7 13,6143 14,50396 ,2004 27,0282 4,00 44,70
1h 7 14,9857 14,72735 1,3652 28,6062 4,00 46,60
6h 7 17,8000 14,54659 4,3466 31,2534 4,00 47,40
12h 7 16,7714 12,53019 5,1829 28,3599 4,00 41,10
24h 7 15,0571 11,50925 4,4129 25,7014 4,00 37,20
7d 7 15,4714 23,23487 -6,0172 36,9601 3,00 67,00
14d 7 4,9857 4,39713 ,9190 9,0524 3,00 14,90
21d 7 4,4429 1,91647 2,6704 6,2153 3,00 8,00
28d 7 6,5143 4,56816 2,2894 10,7391 3,00 14,90
35d 7 4,9429 2,29700 2,8185 7,0672 3,00 9,80
42d 7 3,5714 ,53452 3,0771 4,0658 3,00 4,00
49d 7 4,1000 2,08247 2,1740 6,0260 3,00 8,70
56d 7 5,7857 6,06807 ,1737 11,3977 3,00 19,50
Total 112 10,8125 12,65845 8,4423 13,1827 3,00 67,00

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

En ninguno de los grupos de estudio han existido diferencias entre los distintos tiempos,

manteniéndose un valor estable de la CRP durante los 56 dias (Figura 24).

Figura 24: Comparacion de la evolucion de la CRP en el tiempo en los tres grupos de estudio

B 1' 15 30' 1h 6h 12h24h 7d 14d 21d 28d 35d 42d 49d S6d
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La comparacién entre grupos de estudio aparece reflejada en la figura 24, no existiendo
diferencias significativas entre los 3 lotes de estudio. En el grupo PRGF aparece un pico de CRP en
el dia 7 de estudio, aunque no es significativo, creemos que se debe a una dermatitis por rascado

que presentaron 3 de los animales de este grupo.
Influencia del peso, sexo y edad en los niveles séricos de CRP

Peso

En la evaluacién del efecto del peso sobre la CRP en cada uno de los lotes de estudio se ha
observado una diferencia significativa (p<0,000), sin embargo no existen diferencias entre los tres

grupos de estudio, como se puede observar en la tabla 34:

Tabla 34: Significacion estadistica del peso sobre los niveles séricos de CRP

Suma de cuadrados

Origen ) Media cuadratica
tipo 11l

Modelo corregido 9,179° 3 3,060 8,289
Interseccion 101,766 1 101,766 275,713 ,000
Peso 8,735 1 8,735 23,666 ,000
Lote ,146 2 ,073 ,197 ,821
Error 122,541 332 ,369
Total 1585,698 336

Total corregida 131,720

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova; Sig: significacion.

Se ha realizado una correlacién de Pearson entre el peso y la CRP (p<0,000) (Tabla 35),

existiendo una relacién negativa, de manera que cuando aumenta el peso disminuye la CRP en los

pacientes.
Tabla 35: Correlacion entre CRP y el peso
Peso CRP
Correlacion de Pearson 1 -,278
Sig. (bilateral) ,000
N 336 336
Correlacion de Pearson -,278 1
Sig. (bilateral) ,000
N 336 336
Sig: significacién; N: tamafio de la muestra.
Sexo

En cuanto al estudio de los efectos que tiene el sexo en los niveles de CRP en los tres grupos a
estudiar se ha observado que no existe una diferencia ni en los diferentes grupos ni entre machos

y hembras, con una p<0,01 (Tabla 36 y Figura 25).
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Tabla 36: Significacion estadistica del sexo sobre los niveles séricos de CRP

. Suma de cuadrados . .
Origen . Media cuadratica
tipo 1l

Modelo corregido 6,136° 5 1,227 3,225
Interseccion 1447,572 1 1447,572 3803,808 ,000
Lote ,421 2 ,210 ,553 ,576
Sexo 1,924 1 1,924 5,057 ,025
lote * sexo 3,774 2 1,887 4,959 ,008
Error 125,584 330 ,381
Total 1585,698 336

Total corregida 131,720

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova,; Sig: significacion

Figura 25: Comparacion de los niveles de CRP por sexo en cada uno de los grupos de estudio

Edad

En cuanto al estudio de la edad sobre esta variable podemos decir que no existen diferencias
entre los tres grupos de estudio, sin embargo son los animales jévenes los que presentan

menores niveles de CRP en sangre (p= 0,000) (Tabla 37 y Figura 26).
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Tabla 37: Significacion estadistica de la edad sobre los niveles séricos de CRP

Suma de cuadrados

. Media cuadratica
tipo 1l

Modelo corregido 25,070° 5 5,014 15,514
Interseccién 1325,037 1 1325,037 4099,966 ,000
Lote 1,597 2 ,798 2,470 ,086
Edadcod 20,689 1 20,689 64,015 ,000
lote * edadcod 3,938 2 1,969 6,092 ,003
Error 106,650 330 ,323
Total 1585,698 336

Total corregida 131,720

gl: grados de libertad; F: estadistico de contraste de Anova; Sig: significacion.

Figura 26: Comparacion de los niveles de CRP por edad en cada uno de los grupos de estudio
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Correlacion existente entre el IGF-1y la CRP

Para evaluar la relacién que pueda existir entre estas dos variables se ha realizado un estudio

de correlacion bivariante de Pearson, que se muestra en la tabla 38.

Tabla 38: Correlacion de Pearson bivariante entre IGF-1 y CRP

Proteinas

Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral) ,000
N 336 336
Correlacidn de Pearson -,272 1
Sig. (bilateral) ,000
N 336 336

Sig: significacién; N: tamafio de la muestra.
Como se puede observar existe una relacidn significativa inversa entre estas dos variables, que
podemos valorar graficamente (Figura 27 a y b), al comparar de manera conjunta la evolucién de

las dos variables en los tiempos.
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Figura 27: Evolucion de IGF-I (a) y CRP (b) en el tiempo por lotes de estudio

10,00

B 1' 15 30' 1h 6h 12h24h 7d 14d 21d 284 35d 42d 49d S5d B 1' 15 30' 1h 6h 12n24h 7d 14d 21d 28d 35d 42d 45d S5d
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Estudio ecogrdfico

Dentro de este estudio se evaluaron las medidas musculares obtenidas de las imagenes
ecograficas. El procesamiento de estas imagenes esta dividido en 2 partes. Por un lado el estudio
de la influencia a nivel sistémico de la inyeccién de PRGF, para ello se ha realizado un estudio de
las medidas musculares comparando cada lado (derecho e izquierdo) dentro de cada lote. En
segundo lugar, para evaluar el efecto local a lo largo del tiempo y las diferencias entre lotes, se ha
comparado las medidas de cada lado evaluado, en el tiempo y en cada uno de los grupos de

estudio.

Comparacion de las imagenes ecograficas por lotes de estudio

A continuacién se describen los resultados de las medidas musculares obtenidas de las
imagenes ecograficas, por grupo de estudio y por tiempo. Para ello se realizé el ANOVA de un

factor.
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GRUPO PCB

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

En cuanto a las medidas musculares de L4 en este grupo (Tablas 39 y 40), no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los 2 lados estudiados (Figura 28).

Tabla 39: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Msximo
B 7 13,7352 2,97375 10,9849 16,4854 9,23 17,44
1' 7 13,6837 2,73107 11,1579 16,2095 9,45 17,32
7d 7 13,7898 2,95159 11,0601 16,5196 9,72 17,75

14d 7 13,5832 3,01174 10,7978 16,3686 9,42 18,03
21d 7 13,5983 3,08128 10,7486 16,4480 9,45 18,11
28d 7 13,6510 2,90806 10,9615 16,3405 9,81 18,13
35d 7 13,6287 2,79528 11,0435 16,2139 9,56 18,09
42d 7 13,6286 2,95451 10,8961 16,3610 9,50 18,20
49d 7 13,4996 2,98452 10,7394 16,2599 9,36 17,98
56d 7 13,3583 2,91668 10,6608 16,0558 9,48 18,09
Total 70 13,6156 2,73697 12,9630 14,2682 9,23 18,20

N: tamafio de la muestra; DE: desviacidn estdndar.

Tabla 40: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos e . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 13,3836 3,66186 9,9970 16,7703 7,67 19,56
1' 7 13,4188 3,61523 10,0753 16,7623 8,28 19,87
7d 7 13,6598 3,34301 10,5680 16,7516 9,09 19,46
14d 7 13,6597 3,21865 10,6829 16,6364 9,67 19,32
21d 7 13,8546 3,20705 10,8886 16,8207 9,26 19,21
28d 7 13,5675 3,21020 10,5986 16,5364 8,90 18,98
35d 7 13,5297 3,28993 10,4871 16,5724 9,01 19,26
42d 7 13,3340 3,24610 10,3319 16,3362 8,95 18,87
49d 7 13,3734 3,14543 10,4644 16,2824 9,05 18,83
56d 7 13,3056 3,12607 10,4145 16,1968 9,15 18,67
Total 70 13,5087 3,09223 12,7714 14,2460 7,67 19,87

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Figura 28: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 derecha e izquierda en el
lote PCB

LADO

~—— |ZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42 49d

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

En cuanto a las medidas realizadas sobre L5 (Tablas 41 y 42), no existe influencia sistémica de
la inyeccidén de PRGF, ya que no hay diferencias significativas entre los lados evaluados dentro del

grupo PCB (Figura 29).

Tabla 41: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,6929 3,05795 10,8648 16,5211 8,62 17,79
1' 7 13,3995 2,83489 10,7776 16,0213 9,03 17,30
7d 7 13,9167 3,31052 10,8549 16,9784 8,77 18,44

14d 7 13,6377 3,18017 10,6965 16,5789 8,93 18,45
21d 7 13,7032 2,97231 10,9543 16,4521 9,33 18,03
28d 7 13,4095 3,00316 10,6321 16,1870 8,79 17,47
35d 7 13,4432 2,94789 10,7169 16,1696 9,07 17,79
42d 7 13,5218 2,96844 10,7765 16,2672 8,99 17,71
49d 7 13,2510 2,98239 10,4928 16,0093 8,52 17,32
56d 7 13,3312 3,01350 10,5442 16,1182 8,67 17,55
Total 70 13,5307 2,83194 12,8554 14,2059 8,52 18,45

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Tabla 42: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,8206 3,59447 9,4963 16,1449 8,07 18,54
1' 7 13,1561 3,29802 10,1060 16,2063 8,75 19,00
7d 7 13,2373 3,06516 10,4025 16,0721 8,90 17,75

14d 7 13,3581 3,33807 10,2709 16,4453 8,38 18,22
21d 7 13,2005 3,18566 10,2543 16,1468 8,54 17,70
28d 7 13,0960 3,22172 10,1164 16,0756 8,35 18,00
35d 7 12,9534 3,21839 9,9769 15,9299 8,22 17,64
42d 7 12,9933 3,13842 10,0907 15,8958 8,40 17,58
49d 7 12,9641 3,15289 10,0482 15,8801 8,42 17,91
56d 7 13,0294 3,07111 10,1891 15,8697 8,69 17,79
Total 70 13,0809 3,01750 12,3614 13,8004 8,07 19,00

N: tamafio de la muestra; DE: desviacidn estdndar.

Figura 29: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote PCB

LADO

—— |IZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42 49d

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

A nivel de L6, entre las medidas de cada lado (Tablas 43 y 44), no hubo diferencias

estadisticamente significativas (Figura 30).
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Tabla 43: Medidas musculares a nivel de L6 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,9177 2,96131 10,1789 15,6564 7,95 16,35
1' 7 13,1437 2,59703 10,7418 15,5456 8,58 16,74
7d 7 13,1924 3,15377 10,2757 16,1092 8,71 17,51

14d 7 13,1645 2,98446 10,4044 15,9247 8,69 17,51
21d 7 13,2891 2,72951 10,7647 15,8135 9,04 16,99
28d 7 13,3006 3,03051 10,4978 16,1033 8,43 17,47
35d 7 13,2437 3,01849 10,4521 16,0353 8,41 17,53
42d 7 13,3174 2,88798 10,6465 15,9884 8,85 17,45
49d 7 13,0672 2,94021 10,3479 15,7864 8,18 17,00
56d 7 12,9077 2,87636 10,2476 15,5679 8,19 16,69
Total 70 13,1544 2,72835 12,5039 13,8050 7,95 17,53

N: tamafio de la muestra; DE: desviacidn estdndar.

Tabla 44: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6718 3,21722 9,6964 15,6472 7,98 16,36
1' 7 12,8954 3,64143 9,5276 16,2632 8,07 18,35
7d 7 13,1504 3,17001 10,2186 16,0821 8,44 18,09

14d 7 13,0946 3,05501 10,2692 15,9200 8,49 17,42
21d 7 13,2661 3,28404 10,2289 16,3033 8,50 17,78
28d 7 13,2631 3,41416 10,1055 16,4206 8,39 18,30
35d 7 13,1250 3,20805 10,1581 16,0920 8,43 17,58
42d 7 13,0044 3,17828 10,0650 15,9438 8,48 17,59
49d 7 12,8872 3,05782 10,0591 15,7152 8,52 17,03
56d 7 12,8594 3,21200 9,8888 15,8300 8,57 17,47
Total 70 13,0217 3,03435 12,2982 13,7452 7,98 18,35

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdandar.

Figura 30: Comparacion de la evolucion en el tiempo de L6 derecha e izquierda en el lote PCB

LADO

—— IZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42 49d
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GRUPO PRGF

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

Al realizar la comparacién entre el lado derecho y el izquierdo (Tablas 45 y 46) para valorar la
existencia de efecto sistémico de la aplicaciéon del PRGF, se observé que no hubo diferencias

significativas a este nivel (Figura 31).

Tabla 45: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,6849 3,22287 10,7043 16,6656 9,49 18,34
1' 7 13,8237 3,48507 10,6005 17,0468 9,43 18,75
7d 7 13,6218 3,26706 10,6002 16,6433 9,12 18,22

14d 7 13,3332 3,31283 10,2693 16,3971 8,70 18,10
21d 7 13,3385 3,42606 10,1700 16,5071 8,64 18,32
28d 7 13,4206 3,43676 10,2421 16,5990 8,93 18,30
35d 7 13,4759 3,34329 10,3839 16,5679 8,96 18,06
42d 7 13,3231 3,34203 10,2322 16,4140 9,02 18,18
49d 7 13,2280 3,30381 10,1725 16,2835 8,94 17,69
56d 7 13,1721 3,29362 10,1260 16,2182 8,86 17,58
Total 70 13,4422 3,12493 12,6971 14,1873 8,64 18,75

N: tamafio de la muestra; DE: desviacion estdndar.

Tabla 46: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos L. S . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 12,6606 3,21875 9,6837 15,6374 8,18 17,04
1' 7 12,9856 3,66803 9,5932 16,3779 8,55 18,16
7d 7 12,9257 3,45443 9,7308 16,1205 9,09 18,15
14d 7 12,9053 3,27150 9,8797 15,9309 9,10 17,54
21d 7 12,8730 3,41776 9,7121 16,0339 9,14 17,83
28d 7 12,9483 3,38653 9,8162 16,0803 9,17 18,00
35d 7 12,7773 3,32008 9,7068 15,8479 9,03 17,69
42d 7 12,7029 3,14839 9,7911 15,6146 9,00 17,12
49d 7 12,7149 3,28303 9,6786 15,7512 8,94 17,34
56d 7 12,4981 3,29712 9,4488 15,5475 8,63 17,12
Total 70 12,7992 3,12684 12,0536 13,5447 8,18 18,16

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Elena Damia Giménez 155



Resultados

Figura 31: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 derecha e izquierda en el
lote PRGF

LADO

~—— |ZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42d 49d 56d

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

A nivel de L5, no se obtuvieron diferencias significativas entre las medidas de cada lado (Tablas

47 y 48), (Figura 32).

Tabla 47: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,0306 3,65232 9,6528 16,4085 8,66 16,81
1' 7 12,7695 3,43927 9,5887 15,9503 8,67 16,72
7d 7 13,1736 3,77334 9,6838 16,6633 8,99 17,60

14d 7 13,2148 3,91752 9,5917 16,8379 8,92 17,39
21d 7 13,1586 3,80278 9,6416 16,6756 8,99 17,24
28d 7 13,0974 3,75187 9,6275 16,5673 8,90 17,08
35d 7 12,9476 3,66365 9,5593 16,3359 9,01 17,27
42d 7 12,9430 3,63191 9,5840 16,3020 8,89 16,98
49d 7 13,0097 3,73815 9,5525 16,4669 9,03 17,24
56d 7 12,8471 3,70990 9,4160 16,2782 8,77 16,87
Total 70 13,0192 3,46239 12,1936 13,8448 8,66 17,60

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Tabla 48: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda del lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,4787 3,05952 9,6491 15,3083 8,55 16,87
1' 7 12,6973 3,13883 9,7944 15,6002 8,46 16,73
7d 7 12,8446 3,17956 9,9040 15,7852 9,25 17,39

14d 7 12,5990 2,98462 9,8387 15,3593 8,96 17,23
21d 7 12,7145 3,09607 9,8511 15,5778 9,05 17,23
28d 7 12,6711 3,03263 9,8664 15,4758 9,05 17,11
35d 7 12,6903 3,04750 9,8718 15,5088 8,95 17,03
42d 7 12,6294 3,12420 9,7400 15,5188 8,90 17,02
49d 7 12,4938 3,09277 9,6334 15,3541 8,83 16,95
56d 7 12,4263 3,09189 9,5668 15,2858 8,76 16,80
Total 70 12,6245 2,87957 11,9379 13,3111 8,46 17,39

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 32: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote PRGF

LADO

—— |ZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42d 49d 56d

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

Entre las medidas de cada lado estudiado (Tablas 49 y 50), a nivel de L6 no existen diferencias

significativas (Figura 33).
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Tabla 49: Medidas musculares a nivel de L6 derecha del lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,3081 3,02466 10,5108 16,1055 8,98 17,11
1' 7 12,9881 2,82409 10,3762 15,5999 8,85 16,00
7d 7 13,3294 3,12493 10,4393 16,2195 9,34 17,70

14d 7 13,0357 3,14029 10,1314 15,9400 9,01 17,53
21d 7 13,1255 3,08157 10,2756 15,9755 8,98 17,31
28d 7 13,2074 3,08769 10,3518 16,0631 9,09 17,49
35d 7 13,0173 3,08580 10,1635 15,8712 8,85 17,18
42d 7 12,9165 3,04155 10,1035 15,7295 9,04 16,95
49d 7 12,9906 3,16436 10,0640 15,9171 9,00 17,32
56d 7 12,8458 3,03041 10,0432 15,6485 8,97 17,00
Total 70 13,0765 2,85940 12,3947 13,7583 8,85 17,70

N: tamafio de la muestra; DE: desviacion estdandar.

Tabla 50: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda del lote PRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,2483 2,95542 9,5150 14,9816 8,20 16,32
1' 7 12,6254 3,19816 9,6676 15,5832 8,65 17,34
7d 7 12,8029 3,26397 9,7842 15,8216 9,07 17,27

14d 7 12,9432 3,61504 9,5999 16,2866 8,94 18,56
21d 7 12,9197 3,59860 9,5915 16,2478 8,72 18,44
28d 7 12,8711 3,46338 9,6680 16,0742 8,89 18,13
35d 7 12,7167 3,30792 9,6574 15,7760 8,79 17,45
42d 7 12,6733 3,40436 9,5248 15,8218 8,85 17,79
49d 7 12,5800 3,37927 9,4547 15,7053 8,67 17,54
56d 7 12,5067 3,38670 9,3745 15,6389 8,50 17,34
Total 70 12,6887 3,14196 11,9396 13,4379 8,20 18,56

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdandar.

Figura 33: Comparacion de la evolucion en el tiempo de L6 derecha e izquierda en el lote PRGF

LADO

—— |ZQUIERDA
~— DERECHA

7d 14d 21d 28d 354 42 49d 56d
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GRUPO HPRGF

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

En cuanto a las medidas musculares de L4 (Tablas 51 y 52), no se encontraron diferencias

significativas entre los lados evaluados (Figura 34).

Tabla 51: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 14,0574 2,66965 11,5884 16,5264 9,19 17,84
1' 7 14,1189 2,67266 11,6471 16,5907 9,07 17,28
7d 7 14,1080 2,61363 11,6908 16,5252 8,92 17,40

14d 7 14,0531 2,66139 11,5918 16,5145 8,97 17,51
21d 7 14,1743 2,70973 11,6682 16,6804 8,91 17,60
28d 7 13,9111 2,62255 11,4857 16,3366 8,88 17,38
35d 7 13,9342 2,65372 11,4799 16,3884 8,73 17,34
42d 7 13,9850 2,68011 11,5063 16,4637 8,92 17,71
49d 7 13,8203 2,62984 11,3881 16,2525 8,67 17,24
56d 7 13,7965 2,62306 11,3706 16,2225 8,71 17,27
Total 70 13,9959 2,47771 13,4051 14,5867 8,67 17,84

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 52: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 14,1306 3,18878 11,1814 17,0797 10,32 19,53
1' 7 14,0943 3,16958 11,1629 17,0257 9,95 18,64
7d 7 13,8908 2,96269 11,1508 16,6309 10,15 18,45

14d 7 14,0888 3,14237 11,1826 16,9950 9,92 19,03
21d 7 14,1056 2,91245 11,4121 16,7992 10,50 18,48
28d 7 14,0203 2,91996 11,3198 16,7208 10,37 18,51
35d 7 14,0184 2,97835 11,2639 16,7729 10,10 18,38
42d 7 13,8848 2,99590 11,1141 16,6556 10,25 18,21
49d 7 13,9425 2,87334 11,2851 16,5999 10,44 18,20
56d 7 13,8543 2,96583 11,1113 16,5972 10,10 18,39
Total 70 14,0030 2,81123 13,3327 14,6734 9,92 19,53

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Figura 34: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 derecha e izquierda en el
lote HPRGF

LADO

—— |IZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42d 49d 56d

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

Entre lados (Tablas 53 y 54), a nivel de L5, no hubo diferencias estadisticamente significativas

(Figura 35).

Tabla 53: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos L. S . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 13,3420 3,26811 10,3195 16,3645 8,76 17,39
1' 7 13,7942 3,26939 10,7705 16,8178 9,38 17,22
7d 7 13,7503 3,47386 10,5375 16,9631 8,81 17,63
14d 7 13,8477 3,27942 10,8147 16,8806 8,93 17,44
21d 7 13,7918 3,13532 10,8921 16,6915 9,12 17,56
28d 7 13,7508 3,20884 10,7832 16,7185 9,24 17,44
35d 7 13,5856 3,13683 10,6845 16,4866 9,13 17,56
42d 7 13,5114 3,11436 10,6311 16,3917 9,18 17,45
49d 7 13,4836 3,03343 10,6782 16,2891 8,95 17,09
56d 7 13,3124 3,16431 10,3859 16,2389 9,01 17,15
Total 70 13,6170 2,99970 12,9017 14,3322 8,76 17,63

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.
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Tabla 54: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

B 7 12,7679 3,53558 9,4980 16,0377 9,56 18,80
1' 7 13,0724 3,19566 10,1169 16,0279 9,63 17,86
7d 7 13,1636 3,17265 10,2294 16,0978 9,81 18,20
14d 7 13,0788 3,30212 10,0248 16,1327 9,27 18,32
21d 7 13,1161 3,23571 10,1235 16,1086 9,53 18,24
28d 7 13,2839 3,07828 10,4369 16,1308 9,62 18,10
35d 7 13,1399 3,09266 10,2797 16,0001 9,77 18,11
42d 7 12,9825 3,08857 10,1261 15,8390 9,54 18,06
49d 7 13,1573 2,98856 10,3933 15,9213 9,67 17,77
56d 7 12,8065 3,15579 9,8879 15,7251 9,44 17,70
Total 70 13,0569 2,97668 12,3471 13,7666 9,27 18,80

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 35: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote HPRGF

LADO

—— |ZQUIERDA
— DERECHA

14d 21d 28d 354 42 49d 564

MEDIDAS ECOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

A nivel de L6, no se observaron diferencias significativas entre el lado derecho (Tabla 55) e

izquierdo (Tabla 56), (Figura 36).
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Tabla 55: Medidas musculares a nivel de L6 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Tiempos

1
7d
14d
21d
28d
35d
42d
49d
56d
Total

NN NN NN NN NN

~
o

13,4114
13,8065
13,6718
13,4457
13,5048
13,5623
13,5258
13,6287
13,4117
13,3515
13,5320

2,89002
3,03459
3,15831
3,08835
3,05652
2,88694
2,82729
2,72911
2,90212
2,90901
2,75493

Intervalo confianza 95%
Limite inferior Limite superior

10,7386
10,9999
10,7508
10,5894
10,6779
10,8923
10,9110
11,1047
10,7277
10,6611
12,8751

16,0843
16,6130
16,5927
16,3019
16,3316
16,2323
16,1406
16,1527
16,0957
16,0419
14,1889

Minimo

8,82
8,39
9,67
9,16
9,32
9,60
9,60
9,67
9,17
9,21
8,39

Maximo

16,44
17,10
17,47
16,81
17,07
16,71
16,56
16,50
16,27
16,33
17,47

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 56: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos

Tiempos

1
7d
14d
21d
28d
35d
42d
49d
56d
Total

NN NN NN NN NN

~
o

13,0303
13,3977
12,9078
12,7535
13,1877
12,9618
13,1220
12,9265
12,9884
12,8727
13,0148

3,00073
3,21298
2,50484
2,91556
2,93968
2,85039
2,70177
2,69229
2,76611
2,68767
2,64807

Intervalo confianza 95%

Minimo

Limite inferior Limite superior

10,2551
10,4261
10,5912
10,0570
10,4689
10,3256
10,6233
10,4366
10,4301
10,3870
12,3834

15,8055
16,3692
15,2244
15,4499
15,9064
15,5979
15,6207
15,4165
15,5466
15,3584
13,6462

10,24
10,27
10,79
9,42

10,49
10,03
10,34
9,98

10,31
10,17
9,42

Maximo

17,53
18,68
17,34
17,42
18,04
17,64
17,47
17,38
17,46
17,21
18,68

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 36: Comparacion de la evolucion en el tiempo de L6 derecha e izquierda en el lote HPRGF
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Resultados

Comparacion de las imagenes ecograficas entre lotes de estudio

Para la comparacion de las diferentes medidas musculares entre los lotes de estudio y evaluar

la influencia sobre la musculatura de la inyeccién de PRGF, se realizé un ANOVA y una prueba

posthoc de tukey, para contrastar el volumen muscular en el tiempo.

MEDIDAS DE L4 A NIVEL DEL LADO DERECHO

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para las medidas de L4 en el lado

derecho entre los 3 grupos de estudio (Figura 37).

Figura 37: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 a nivel derecho entre los 3
lotes.

14d 21d 28d 35 424 49d 56d

2 ;
cm®: centimetros cuadrados.

MEDIDAS DE L4 A NIVEL DEL LADO I1ZQUIERDO

En cuanto a los resultados de L4 a nivel del lado izquierdo, no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas entre los 3 grupos de estudio (Figura 38).
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Figura 38: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 a nivel izquierdo

entre los 3 lotes.

28d 35 42d 45d Sed

MEDIDAS DE L5 A NIVEL DEL LADO DERECHO

Entre las medidas musculares a nivel de L5 en el lado derecho, no se observan diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos de estudio (Figura 39).

Figura 39: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 a nivel derecho entre los 3
lotes

2ld 28d 354 42 49
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MEDIDAS DE L5 A NIVEL DEL LADO I1ZQUIERDO
En el lado izquierdo de L5 no se detectaron diferencias significativas entre grupos (Figura 40).

Figura 40: Comparacion de la evolucion en el tiempo de L5 a nivel izquierdo entre los 3 lotes

14d 21d 28d 354 42 49d 56d

MEDIDAS DE L6 A NIVEL DEL LADO DERECHO

En este nivel no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre grupos de

estudio (Figura 41).

Figura 41: Comparacion de la evolucion en el tiempo de L6 a nivel derecho entre los 3 lotes

14d 21d 28d 354 42d 49d 56d
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MEDIDAS DE L6 A NIVEL IZQUIERDO

Entre los 3 lotes de estudio, no se observaron diferencias significativas en el lado izquierdo de

L6 (Figura 42).

Figura 42: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 a nivel izquierdo entre los
3 lotes
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Estudio de las imdgenes obtenidas por Tomogradfia

Axial Computerizada

Dentro de este estudio se evaluaron las medidas musculares obtenidas de las imagenes
tomadas por TC. Al igual que en las imagenes ecograficas, el procesamiento de estas imagenes
estd dividido en 2 partes, por un lado el estudio de las medidas musculares comparando cada lado
(derecho e izquierdo) dentro de cada lote y por otro, la comparacion entre lotes de estudio de las

medidas de cada lado evaluado y su evoluciéon en el tiempo.

Comparacion de las imagenes de la TC por lotes de estudio

A continuacién se describen los resultados de las medidas musculares obtenidas por TC, por

grupo de estudio y por tiempo. Para ello se realiz6 el ANOVA de un factor.
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GRUPO PCB

MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

En cuanto a las medidas musculares de L4 en este grupo (Tablas 57 y 58), no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los 2 lados estudiados (Figura 43).

Tabla 57: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,1238 2,47471 10,8350 15,4125 10,29 16,57
14d 7 13,4636 2,65400 11,0090 15,9181 10,05 17,85
28d 7 12,9709 2,80134 10,3801 15,5617 9,26 17,42
42d 7 12,8849 2,84805 10,2509 15,5189 9,55 17,33
56d 7 12,9410 2,54142 10,5905 15,2914 10,20 17,52
Total 35 13,0768 2,51491 12,2129 13,9407 9,26 17,85

N: tamafio de la muestra; DE: desviacion estdandar.

Tabla 58: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,7771 2,45295 10,5085 15,0457 9,15 16,62
14d 7 12,7945 2,77476 10,2283 15,3607 9,06 17,57
28d 7 12,2877 2,84000 9,6612 14,9143 9,18 17,35
42d 7 12,5739 2,80338 9,9812 15,1666 9,29 17,52
56d 7 12,9713 2,65506 10,5157 15,4268 10,24 17,25
Total 35 12,6809 2,55555 11,8030 13,5588 9,06 17,57

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar

Figura 43: Comparacion de la evolucidon en el tiempo de L4 derecha e izquierda en el lote PCB.
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

A nivel de L5, las medidas musculares evaluadas de cada lado (Tablas 59 y 60), no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (Figura 44).

Tabla 59: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos e, . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 13,0356 2,64260 10,5916 15,4796 9,48 17,59
14d 7 12,9568 2,30985 10,8206 15,0931 9,46 16,45
28d 7 12,2212 2,63011 9,7887 14,6536 9,03 16,80
42d 7 12,9943 2,49929 10,6828 15,3057 9,67 17,52
56d 7 13,3200 2,43807 11,0652 15,5749 10,14 17,51

Total 35 12,9056 2,38398 12,0867 13,7245 9,03 17,59

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 60: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,2745 2,61927 10,8521 15,6969 9,24 17,73
14d 7 12,9144 2,68165 10,4343 15,3945 9,56 17,49
28d 7 12,4847 2,50730 10,1658 14,8036 9,46 16,56
42d 7 12,4011 2,47292 10,1141 14,6882 9,05 16,28
56d 7 12,8968 2,56725 10,5225 15,2711 10,01 17,33
Total 35 12,7943 2,43629 11,9574 13,6312 9,05 17,73

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 44: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote PCB.
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

En cuanto a L6, no hubo diferencias significativas entre los lados musculares analizados (Tablas

61y 62), (Figura 45).

Tabla 61: Medidas musculares a nivel de L6 derecha en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6407 2,42938 10,3939 14,8875 9,16 16,79
14d 7 12,7347 2,87645 10,0744 15,3949 8,95 17,83
28d 7 12,2520 2,67124 9,7815 14,7225 8,97 16,79
42d 7 12,5562 2,72867 10,0326 15,0798 9,12 17,01
56d 7 12,6526 2,53584 10,3073 14,9978 9,99 16,76
Total 35 12,5672 2,49768 11,7092 13,4252 8,95 17,83

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar

Tabla 62: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda en el lote PCB en cada uno de los tiempos

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6007 2,30183 10,4719 14,7296 9,64 17,02
14d 7 12,5745 2,48746 10,2740 14,8751 9,54 17,25
28d 7 12,3721 2,51012 10,0506 14,6936 9,46 16,91
42d 7 12,3449 2,86616 9,6941 14,9956 8,95 17,51
56d 7 13,0458 2,54070 10,6961 15,3956 10,10 17,11
Total 35 12,5876 2,40679 11,7609 13,4144 8,95 17,51

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 45: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 derecha e izquierda en el
lote PCB.
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GRUPO PRGF

MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

Al igual que en el lote PCB, en este grupo de estudio no se observaron diferencias significativas

entre el tamafio muscular a nivel de L4 de ambos lados (Tablas 63 y 64),(Figura 46).

Tabla 63: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,1380 2,74897 10,5956 15,6804 9,48 15,80
14d 7 12,2920 2,66673 9,8257 14,7583 9,23 15,74
28d 7 12,7182 3,42920 9,5467 15,8897 9,00 17,02
42d 7 12,4905 2,91810 9,7917 15,1893 9,00 15,93
56d 7 12,0121 2,92086 9,3108 14,7135 8,86 15,90
Total 35 12,5302 2,79689 11,5694 13,4909 8,86 17,02

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 64: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6516 2,43676 10,3980 14,9053 9,92 15,19
14d 7 12,4444 2,24656 10,3667 14,5221 9,53 14,80
28d 7 11,8788 2,92539 9,1732 14,5843 8,81 16,45
42d 7 11,9837 2,60425 9,5752 14,3922 8,96 15,21
56d 7 11,6363 2,33271 9,4789 13,7937 8,87 14,79
Total 35 12,1190 2,39784 11,2953 12,9426 8,81 16,45

N: tamafio de la muestra; DE: desviacidn estdndar.

Figura 46: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 derecha e izquierda en el
lote PRGF.
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

En cuanto a las medidas musculares a nivel de L5 (Tablas 65 y 66), no existieron diferencias

estadisticamente significativas entre el lado derecho e izquierdo (Figura 47).

Tabla 65: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos e, . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 13,1600 2,15271 11,1691 15,1509 10,64 15,30
14d 7 12,6148 2,44346 10,3550 14,8746 9,35 15,85
28d 7 12,3980 3,27968 9,3648 15,4312 9,12 16,79
42d 7 11,9006 2,46659 9,6194 14,1818 9,29 15,02
56d 7 11,3035 2,43427 9,0521 13,5548 8,78 14,99

Total 35 12,2754 2,51003 11,4131 13,1376 8,78 16,79

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 66: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6787 2,36996 10,4868 14,8705 9,96 15,22
14d 7 12,2155 2,46025 9,9402 14,4909 9,47 15,14
28d 7 12,2847 3,32585 9,2088 15,3606 9,03 16,89
42d 7 12,0928 2,73163 9,5665 14,6191 8,87 15,63
56d 7 11,7855 2,42558 9,5423 14,0288 9,26 15,14
Total 35 12,2114 2,54021 11,3389 13,0840 8,87 16,89

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 47: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote PRGF.
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

Entre las medidas musculares de ambos lados a nivel de L6 (Tablas 67 y 68), no se detectaron

diferencias significativas entre los dos lados evaluados (Figura 48).

Tabla 67: Medidas musculares a nivel de L6 derecha en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos e, . Minimo Maximo
Limite inferior Limite superior

B 7 13,2700 2,58053 10,8834 15,6566 10,11 15,87
14d 7 12,4295 2,52305 10,0961 14,7630 9,46 15,79
28d 7 12,2151 3,32941 9,1359 15,2943 8,83 16,79
42d 7 12,0408 2,43982 9,7843 14,2973 8,70 15,20
56d 7 11,6261 2,26380 9,5325 13,7198 9,23 15,24

Total 35 12,3163 2,55250 11,4395 13,1931 8,70 16,79

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 68: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda en el lote PRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,6415 2,55207 10,2812 15,0017 9,32 15,80
14d 7 12,2128 2,78021 9,6416 14,7841 9,26 16,57
28d 7 12,2099 3,30966 9,1490 15,2709 9,16 17,01
42d 7 11,9997 2,95030 9,2712 14,7283 8,52 15,79
56d 7 11,4349 2,41394 9,2024 13,6674 8,97 15,15
Total 35 12,0998 2,67758 11,1800 13,0196 8,52 17,01

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 48: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 derecha e izquierda en el
lote PRGF
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GRUPO HPRGF

MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L4

A nivel de L4, no hubo diferencias significativas entre el tamafio muscular de ambos lados

(Tablas 69 y 70),(Figura 49).

Tabla 69: Medidas musculares a nivel de L4 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,0523 2,52375 10,7182 15,3864 9,55 17,46
14d 7 12,8458 2,66286 10,3831 15,3085 9,50 17,13
28d 7 12,8370 2,39769 10,6195 15,0545 9,84 16,78
42d 7 12,9897 2,91273 10,2959 15,6835 8,99 17,56
56d 7 12,4473 2,89259 9,7721 15,1225 8,80 17,37
Total 35 12,8344 2,53164 11,9648 13,7041 8,80 17,56

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdandar.

Tabla 70: Medidas musculares a nivel de L4 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,1903 2,78927 10,6106 15,7699 9,25 17,10
14d 7 13,2542 2,77612 10,6867 15,8217 9,63 17,52
28d 7 12,8368 2,41292 10,6052 15,0684 8,94 16,33
42d 7 13,2850 2,93085 10,5744 15,9956 9,08 17,86
56d 7 12,7486 2,85278 10,1102 15,3870 8,96 16,76
Total 35 13,0630 2,60084 12,1696 13,9564 8,94 17,86

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 49: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 derecha e izquierda en el
lote HPRGF
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L5

En cuanto al tamafio muscular a nivel de L5 (Tablas 71 y 72), no se observaron diferencias

significativas entre lados (Figura 50).

Tabla 71: Medidas musculares a nivel de L5 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,1201 2,77857 10,5504 15,6899 9,12 16,75
14d 7 13,4938 2,77474 10,9276 16,0600 9,63 17,10
28d 7 13,3746 2,56664 11,0009 15,7484 8,95 16,89
42d 7 13,4408 2,98540 10,6797 16,2018 9,50 17,74
56d 7 12,7955 2,84526 10,1641 15,4270 9,14 16,91
Total 35 13,2450 2,63704 12,3391 14,1508 8,95 17,74

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 72: Medidas musculares a nivel de L5 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,8397 2,87551 10,1803 15,4991 9,03 16,92
14d 7 13,1906 2,81014 10,5916 15,7895 8,99 16,99
28d 7 12,7554 2,57271 10,3760 15,1348 9,14 16,85
42d 7 13,1043 3,05691 10,2772 15,9315 9,16 17,50
56d 7 12,4475 3,12789 9,5547 15,3403 8,96 16,79
Total 35 12,8675 2,73285 11,9287 13,8063 8,96 17,50

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Figura 50: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 derecha e izquierda en el
lote HPRGF

LADO

—— IZQUIERDA
— DERECHA
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MEDIDAS TOMOGRAFICAS REALIZADAS A NIVEL DE L6

Entre las medidas musculares de L6 no hubo diferencias significativas entre los lados de

estudio (Tablas 73 y 74), (Figura 51).

Tabla 73: Medidas musculares a nivel de L6 derecha en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 13,3452 2,72141 10,8284 15,8621 9,21 15,85
14d 7 13,5436 3,15153 10,6289 16,4583 9,06 17,23
28d 7 13,0386 2,24200 10,9651 15,1121 9,58 16,18
42d 7 13,1279 2,78055 10,5563 15,6995 9,60 16,42
56d 7 12,2070 2,79898 9,6183 14,7956 9,03 15,88
Total 35 13,0525 2,62856 12,1495 13,9554 9,03 17,23

N: tamafio de la muestra; DE: desviacién estdndar.

Tabla 74: Medidas musculares a nivel de L6 izquierda en el lote HPRGF en cada uno de los tiempos.

Intervalo confianza 95%

Tiempos Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
B 7 12,8872 2,94796 10,1608 15,6136 8,90 16,92
14d 7 13,2253 3,01779 10,4343 16,0163 9,13 17,28
28d 7 12,5801 2,86641 9,9291 15,2310 9,12 17,64
42d 7 12,3021 2,90253 9,6178 14,9865 9,04 16,93
56d 7 11,8623 2,76422 9,3058 14,4188 8,96 16,90
Total 35 12,5714 2,76637 11,6211 13,5217 8,90 17,64

N: tamafio de la muestra; DE: desviacion estdndar.

Figura 51: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 derecha e izquierda en el
lote HPRGF

LADO

—— IZQUIERDA
— DERECHA
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Comparacion de las imagenes de la TC entre lotes de estudio

Para evaluar la influencia sobre la musculatura a nivel local de la inyeccién de PRGF se
compararon las diferentes medidas musculares tomadas por tomografia axial computerizada
entre los lotes de estudio y su evolucién en el tiempo mediante un ANOVA y una prueba posthoc

de tukey.

MEDIDAS DE L4 A NIVEL DEL LADO DERECHO

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para las medidas de L4 en el lado

derecho entre los 3 grupos de estudio (Figura 52).

Figura 52: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 a nivel derecho entre los 3
lotes.

MEDIDAS DE L4 A NIVEL DEL LADO I1ZQUIERDO

En cuanto a los resultados de L4 a nivel del lado izquierdo, no hubo diferencias significativas

entre los lotes estudiados (Figura 53).
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Figura 53: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L4 a nivel izquierdo entre los
3 lotes.

MEDIDAS DE L5 A NIVEL DEL LADO DERECHO

Entre los 3 grupos de estudio, no se observaron diferencias significativas entre el tamano

muscular en el lado derecho de L5 (Figura 54).

Figura 54: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 a nivel derecho entre los 3
lotes.
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MEDIDAS DE L5 A NIVEL DEL LADO I1ZQUIERDO

En este nivel, no hubo diferencias significativas del tamafio muscular entre lotes (Figura 55).

Figura 55: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L5 a nivel izquierdo entre los
3 lotes.

MEDIDAS DE L6 A NIVEL DEL LADO DERECHO
A nivel de L6 derecha no se observaron diferencias significativas entre grupos (Figura 56).

Figura 56: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 a nivel derecho entre los 3
lotes.
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MEDIDAS DE L6 A NIVEL DEL LADO I1ZQUIERDO

Entre los 3 grupos de estudio no existieron diferencias significativas a este nivel muscular

(Figura 57).

Figura 57: Comparacion de la evolucion en el tiempo de las medidas de L6 a nivel izquierdo entre los
3 lotes.
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Discusion

La finalidad de este trabajo ha sido estudiar la influencia de la inyeccién local en misculo sano
de PRP sobre los niveles séricos de IGF-I en la especie canina y su relacién con la CRP en el tiempo,
asi como los factores que pueden influir en los niveles de ambas. Para ello hemos comparado 3
grupos de estudio, formados por los mismos 8 animales, a los que se les inyecté 3 preparaciones

distintas a nivel muscular.

Metodologia de estudio

Desde un punto de vista ético y cientifico cabe destacar la importancia de mantener a los
animales incluidos en el estudio, en condiciones sanitarias y ambientales correctas, debido a que
existen multitud de factores que pueden afectar la calidad de vida de la poblacion a estudio,

alterando de esta manera los resultados obtenidos (Peris 1997; Carrillo, 2002).

Elena Damia Giménez 182



Discusion

En la realizacion de esta tesis doctoral se han seguido las normas referentes a bienestar y
experimentacién animal (Real Decreto 1201/2005 sobre proteccidon de animales utilizados para
experimentacidon y otros Fines Cientificos -Boletin Oficial del Estado del 21 de Octubre- que

adecua la directiva Comunitaria 86/609/CEE).

Asimismo, los animales eran estabulados de forma individual en una habitaciéon controlada
durante los dias del estudio y desde 3 dias anteriores al mismo para la aclimatacién de los
mismos. Tenian acceso ad libitum al agua y eran alimentados dos veces al dia con 150 gr del
mismo pienso comercial. Ademas se sacaban a pasear 3 veces al dia, siempre por el mismo
personal, con el fin de que se acostumbraran al manejo y facilitar asi las manipulaciones

necesarias.

En el campo de la experimentacion animal, se han utilizado diferentes modelos animales,
tanto de mamifero inferior (pequefios roedores y lagomorfos) (Carrillo, 2002; Cullinae et al., 2002;
Serra, 2006; Soler, 2006; Farrag et al., 2007; Chang et al., 2010; Bordei, 2011, etc), como de
mamifero superior (canino, ovino, equino, etc) (Grageda et al, 2005; Casati et al., 2007; De
Vasconcelos Gurgel et al., 2007; Witte et al., 2011; Choo et al., 2011, etc). En nuestro trabajo el
modelo animal elegido fue la especie canina, ya que nos permitié un facil manejo, tanto en la
estabulacidn como en el desarrollo de la parte experimental del estudio. Trabajos anteriores han
demostrado que su utilizacion como modelo de estudio nos permite obtener un método
estandarizable para su posterior empleo en trabajos experimentales sucesivos, siendo ademas
extrapolable para su aplicacion directa en medicina veterinaria (Vivo et al., 2005; Gerard et al.,

2006; Peris, 2008; Sanchez, 2009).

Zona de estudio

En humana, la gran mayoria de la patologia muscular es de origen traumadtico y estd
relacionada con la actividad deportiva. Alrededor del 30% de las lesiones en atletas afectan los

musculos (Mufioz, 2002).

En humana, durante la practica de la actividad fisica hay una gran incidencia de lesiones
musculares. Generalmente el tratamiento conservador obtiene resultados funcionales aceptables,
aunque las consecuencias de una actuacidn inadecuada o insuficiente pueden ser muy negativas,
ya que retardan la vuelta del atleta a su actividad durante semanas o incluso meses. Por tanto, es
importante la realizacién de una terapia adecuada, ya que la movilizacidn precoz ofrece la ventaja
de una rapida regeneracién muscular, facilitando la formacion de capilares y vasos de pequeiio

calibre asi como de nuevas fibras musculares (Jiménez, 2006).
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El empleo terapéutico de factores de crecimiento, proporciona una técnica avanzada y
prometedora en el tratamiento de la lesién muscular. Considerando que en el musculo
esquelético lesionado, la regeneracidn de las miofibrillas y la formacién de la cicatriz fibrosa de
tejido conectivo se producen de manera concomitante (Hurme et al., 1991, Jarvinen et al., 1993,
Kaaridinen et al., 2000), el efecto estimulador dual de los factores de crecimiento podria conducir
no sélo a la rdpida regeneracion muscular, sino también a la formacion de abundante tejido

cicatricial en el sitio de la lesién (Huard et al., 2002).

La finalidad de nuestro estudio fue demostrar que la inyeccién intramuscular de PRGF no
aumenta a nivel sistémico los niveles de IGF-I. La zona de inyeccién y por lo tanto de estudio en
nuestro trabajo, fueron los musculos a nivel lumbar, concretamente el multifido lumbar, dorsal
largo lumbar e ileocostal lumbar. Se escogié esta zona por: la facilidad de acceso a la misma en
nuestro modelo de estudio, por la ausencia de venas y nervios mayores y por la ventaja en la

comparacion de la zona contralateral a través del estudio por imagen (Popesko, 1998).

La mayoria de estudios sobre la musculatura en el perro analizan técnicas histoldgicas e
inmunohistoquimicas para el analisis de la composicidn fibrilar de los mismos. Estos se han
llevado a cabo en musculos apendiculares y del tronco (Braund et al., 1978; Snow et al., 1982; Gil,
1986; Diz, 1987; Gil et al., 1987 a y b; Latorre, 1990; Latorre et al., 1993 a, b y ¢; Smerdu et al.,
2005; Acevedo y Rivero, 2006; Strbenc et al., 2006; Maccatrozzo et al., 2007; Toniolo et al., 2007;
Stahl et al., 2010). En este sentido, nuestro estudio comienza una nueva linea de investigacion en

la especie canina de la cual podran salir otros proyectos.

Obtencion y activacion del PRGF en la especie canina

Existe gran diversidad de estudios que han sido capaces de identificar qué factores de
crecimiento podemos encontrar en el PRP. La mayoria de estos estudios se han llevado a cabo en
plasma humano, aunque también se han realizado en diferentes animales de experimentacion
animal, como la rata y el ratén, el conejo, la especie porcina y canina (Marx et al., 1998;
Landesberg et al., 2000; Anitua et al., 2004; Fuerst et al., 2004; Yazawa et al., 2004; Van Den
Dolder et al., 2006; Li et al., 2007; Peris, 2008).

En cuanto a la cuantificacion de estos factores de crecimiento, se han detectado diferencias en
la concentracién de los mismos segin el método de centrifugacidén y activacién utilizado, pero
todos coinciden en que debe existir una concentracion significativamente mayor que Ia

concentracién plasmatica (Zimmermann et al., 2001; Appel et al., 2002; Anitua 2007).
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Como se ha descrito en la revisidn bibliografica existen 2 métodos de obtencién de PRP, los
métodos manuales (De Obarrio et al., 2000; Aghaloo et al., 2002; Okuda et al., 2003; Anitua et al.,
2004; Ouyang Xiang-Ying y Qiao Ying, 2006; De Vasconcelos Gurgel et al., 2007; Carmona et al.,
2007; Casati et al., 2007; Peris, 2008; Nagala et al., 2010) y los kits comerciales (Grageda et al.,
2005; Weibrich et al., 2005; Wehling et al., 2007; Sanchez et al., 2007). Por otro lado, existen 2
protocolos de centrifugacion referenciados, una Unica centrifugacion (Anitua y Andia, 2000;
DeObarrio et al.,, 2000; Anitua, 2001; Camargo et al., 2002; Sanchez, 2007; Peris, 2008) o
centrifugacion doble (Marx, 2001; Aghaloo et al., 2002; Okuda et al., 2003; Kawase et al., 2003;
Marx y Garg, 2005; Garcia et al., 2005; Ouyang Xiang-ying y Qiao Jing, 2006; De Vasconcelos
Gurgel et al., 2007; Casati et al., 2007; Carmona et al., 2007; Nagata et al., 2010).

En nuestro proyecto la obtencion del PRGF se llevd a cabo mediante un método manual, que
consistid en la extraccion de sangre de manera estéril y en una cantidad variable dependiendo del
grupo de estudio. Estas muestras se depositaron en tubos de citrato sédico de cristal de 4,5 mly
se llevé a cabo una Unica centrifugacidon a 460g durante 8 minutos (Anitua et al., 2004), con el
objetivo de disminuir el tiempo de preparacion y el riesgo de contaminaciéon del concentrado,
desde el momento de la toma de muestra hasta la aplicacidon terapéutica sobre el paciente. A
pesar de que hay algunos autores que afirman que una Unica centrifugacién no produce un
verdadero concentrado terapéutico (Marx et al., 1998; Marx, 2001). Centrifugada la muestra
obtuvimos 2 fracciones diferentes de plasma, el Plasma Pobre en Factores de Crecimiento (PPGF)

y el Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) (Anitua et al., 2007).

En concreto en la especie canina se han utilizado como métodos manuales, el de
DeVasconcelos Gurgel et al. (2007), que consistia en una doble centrifugaciéon (12 a 200 g/10
minutos y 22 a 200 g/15minutos), el estudio de Casati et al. (2007) que también utilizaba esta
doble centrifugacion y el de Peris (2008), en el cual el protocolo propuesto fue una Unica
centrifugacion (210 g/10 minutos); Peris compard su protocolo propuesto con el descrito por los 2
autores anteriores y el de Anitua (2004) (460g 8 min), que es el utilizado en esta Tesis Doctoral, de
manera que obtuvo mayor concentracidn de plaquetas (336% con respecto a la sangre periférica)
con su protocolo propuesto, en comparaciéon con los otros 2. Otro método reciente para la
obtencidn de este concentrado autdlogo de plaquetas en la especie canina, es el descrito por Silva
et al. (2011), que obtuvieron una concentracién de plaquetas alrededor de 1,5 veces (1,28) la
concentracidn en sangre entera utilizando una centrifugacion de 191 g/6 minutos. En cuanto a los
Kits comerciales, Hauschild et al. (2005), resolvieron una luxacion traumatica de la articulacion
intertarsal en un perro con una artrodesis parcial. En este caso, utilizaron el kit de humana

llamado Curasan AG (Kleinostheim, Germany), que resulté de facil manejo y ofrecié buenos
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resultados en condiciones clinicas. Asimismo, Gerard et al. (2006), utilizaron el kit Harvest Smart
PreP Processing unit (Plymouth, Mass) en un estudio en la especie canina, obteniendo una
concentracién plaquetaria de 388%, 344%, 386% y 334%, para animales de 1, 2, 3 y 4 meses

respectivamente.

Por otro lado, en veterinaria se comercializa el Kit Quirdrgico de Plasma Rico en Plaquetas de
. ® . ~ . . Ve . . .
Medivet , disefiado como un procedimiento muy practico y efectivo que se realiza en menos de 1
hora, permitiendo a los veterinarios producir en la propia consulta una solucién de PRP, para

aplicacién tépica. Este PRP es 100% biocompatible e inocuo.

El uso de dispositivos semiatomatizados como el SmartPReP 2 system (Thoesen et al., 2006)
para concentrar plaquetas caninas son costo prohibitivos en la mayoria de los paises del

continente.

Es necesario recordar que lo mas importante de un método para concentrar plaquetas es que
ademas de concentrar altos nimeros de las mismas permita obtener plaquetas vivas e inactivas

(Marx 2004, Carmona et al., 2011).

Para conseguir las ventajas que brinda el plasma rico en plaquetas, éste tiene que activarse, es
decir, las plaquetas deben lisarse y/o liberar los granulos citoplasmaticos, que son los que
contienen los factores de crecimiento y los metabolitos activos (Soler, 2006). Pare ello, en nuestro
trabajo empleamos la adicidn de otra sustancia, como es el Cloruro Célcico al 10% (CaCl,), frente a

los otros procesos de activacion del PRGF, por:

= la adicidn de otras sustancias alternativas al CaCl, para la activacién del PRGF, como la
trombina bovina, ha sido utilizada por diversos autores (Hansen et al., 1992; Whitman
et al., 1997; Marx et al., 1998). Aunque actualmente su aplicacién esta contraindicada
por el riesgo potencial de desarrollar coagulopatias (formacion de anticuerpos
antitrombina que induzcan la deficiencia del factor V de coagulacién) (Anitua y Andia,
2000; Landesberg et al., 2000; Anitua, 2001; Marx, 2001; Marx y Garg, 2005). Estas

complicaciones no se detectan con el empleo de CaCl,,

= La activacidon del PRGF requiere reemplazo del calcio y la iniciacidn de la cascada de
coagulacién sanguinea (Garcia, 2008). La adicion de CaCl, produce una activacién
inmediata de la fraccidn plasmatica, lo que permite su uso a corto plazo en estudios
clinicos y experimentales in vivo (Sanchez et al., 2003; Anitua et al., 2004). Este punto
es importante, ya que no es aconsejable almacenar este concentrado durante mas de
8 horas, porque su viabilidad no se ha probado en horarios extendidos a este tiempo y

la congelacién puede lesionar o romper las membranas de las plaquetas (Marx y Garg,
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2005; Omer Mei-Dan et al., 2011). Por lo tanto la adicion de CaCl, reduce el riesgo
potencial de contaminacion y desarrollo de infecciones debido a que no se demora la

aplicacién de PRGF.

= la activacion del concentrado plasmatico mediante la técnica de congelacidn-
descongelacion (Zimmermann et al., 2001) se descartd por el tiempo que se requiere,
impidiendo en muchas ocasiones su aplicacién in vivo en los procedimientos clinicos,
como es nuestro proyecto. A pesar de que la activacion mediante este proceso, frente
a la activacion con CaCl,, obtiene valores superiores en la cantidad de FC (Landesberg

et al., 2000; Zimmermann et al., 2001).

= En cuanto a la sonicacién no se contempld, porque requiere de mayor infraestructura,
a pesar de que reduce el tiempo de obtencidn del concentrado frente al método

congelacién-descongelacion (Guillén et al., 2005).

Por lo tanto, en cuanto al método de obtencién y activacion del PRGF utilizado en nuestro
estudio, cabe destacar que fue un método seguro, rdpido, fiable, que requiere de una minima

infraestructura y que minimizaba el riesgo de contaminacién del concentrado.

En este trabajo, hemos utilizado la tecnologia PRGF -Endoret’, pionera en el desarrollo de
protocolos especificos para la regeneracién tisular y la primera técnica 100% autdloga del
mercado. Optamos por este método por 2 motivos, sus ventajas (Anitua et al, 2007):
Biocompatible, versatil y seguro; Control en su activacién y utilizacidn; Protocolo sencillo: un solo
centrifugado; Protocolo rapido: 8 minutos de centrifugacién y 20 minutos de preparacién; No
contiene leucocitos, por tanto, evita su actividad proinflamatoria; Posee propiedades
bacteriostaticas; Gran potencial terapéutico, sin efectos secundarios, reduce notablemente el
tiempo de recuperacién de fracturas, lesiones musculares, tendinosas e intervenciones
quirdrgicas; Aplicable en numerosos campos de la medicina en los que se ha comprobado su alta
eficacia en la regeneracién de diferentes tejidos: hueso, piel, mucosa oral, tendones, ligamentos,
musculos, cartilago, cdrnea. Abarcando asi especialidades médicas tales como: cirugia oral y
maxilofacial, ortopedia y medicina deportiva, dermatologia, oftalmologia, cirugia vascular, cirugia
plastica y estética e incluso veterinaria. Por otro lado, al ser un método que se utiliza en atletas de

élite en Espafia, podiamos extrapolar nuestros resultados a medicina humana.

Aplicacion del PRGF

Tras la activacién del PRGF y segun sea el tiempo y temperatura empleado podemos obtener

desde un liquido para la infiltracién hasta un compuesto sélido gelatinoso maleable, util para
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sellar o compactar (gel de plaquetas) (Anitua et al., 2004; Birbe, 2006; Gosens, 2008). La
aplicacién de una u otra forma, depende del tejido en el que lo vayamos a aplicar y la

accesibilidad al mismo (Filardo et al., 2010).

En humana, ante una lesién muscular, se ha demostrado que una Unica inyeccidn de este
concentrado plaquetario disminuye el dolor y mejora la funcidén mas que el tratamiento mediante
infiltracion local de corticoides (Peerbooms et al., 2010). Cuando se dafia el musculo, el
hematoma se produce rdpidamente, su contenido no es sélo hematico, ya que contiene también
los restos celulares consecuentes a la necrosis de miofibras. En teoria, si se procede a la
evacuacion y aporta PRGF autdlogo, podria disminuirse el riesgo de recidiva del hematoma,
disminuir, por tanto, “fisiolégicamente”, la fase inflamatoria y acelerar y mejorar el proceso
regenerativo minimizando la fibrosis (Balius, 2005). Si bajo maximas condiciones asépticas y
control ecografico se practica en medio quirdrgico la evacuacién del hematoma vy, sin retirar la
aguja, se practica la infiltracién de un volumen de PRGF proporcionado al grado de la lesidn (entre
4 a 8 ml) el beneficio esperable es la disminucidn de la sintomatologia dolorosa y una mejora en la

calidad y celeridad del proceso de curacion comprobable ecograficamente (Orozco et al., 2010).

En nuestro estudio, al ser la zona de infiltracion los musculos situados a nivel lumbar, se
decidié aplicar el PRGF en su forma liquida mediante inyeccién intramuscular. La infiltracion
liguida se realiza cuando no se puede aplicar el gel, por ejemplo, ante una lesidn difusa, en
lesiones articulares no quirdrgicas o en aplicaciones postquirdrgicas de las mismas, en roturas
tendinosas y musculares (Molloy et al., 2003; Sanchez et al., 2003; Sampson y Gerhardt, 2008;
Peerbooms et al., 2009; Filardo et al., 2010; Orozco et al., 2010).

Por otro lado, la obtencion del PRGF en forma de gel o coagulo es un método sencillo, ya que
se produce tras el proceso de activacién, de forma espontdnea, al dejarlo unos minutos
incubando a 37°C (Anitua et al., 2004). En esta forma se puede aplicar, por ejemplo, en reparacidn
intraquirdrgica de defectos dseos, lesiones de cartilago articular o como coadyuvante de otras
sustancias como hueso esponjoso o diversas proteinas (Anitua et al., 2004; Oyama et al., 2004;

Kovacs et al., 2005; Sanchez et al., 2008).

En nuestro trabajo la infiltracién de PRGF se realizd una Unica vez en los 2 grupos de estudio
(lote 2 y 3) en los que valoramos la inyeccién intramuscular del mismo a dosis clinicas y dosis
supraclinicas. Diversos estudios en los que se aplica el PRGF a nivel intramuscular utilizan
diferentes tiempos de infiltracion, como el de Wright-Carpenter et al. (2004), en el cual se
aplicaba este concentrado plasmdtico cada 2 dias. El nimero de aplicaciones variara en funcién

del tamafio de la lesidén y de la sintomatologia dolorosa que produzca. Habitualmente las roturas
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pequenas presentan una evolucién favorable con una uUnica aplicacién de PRGF. Las roturas
medianas o grandes pueden precisar dos o tres aplicaciones de PRGF con la frecuencia de una a la
semana (Tarrago, 2007). En nuestro estudio no valoramos la posibilidad de repetir la inyeccidn de
PRGF, ya que evaluamos los efectos a nivel local y sistémico de una sola infiltracion intramuscular
a dosis normal (lote2) y a dosis elevada (lote 3), sobre musculatura sana y la aplicacion no tenia

fines terapéuticos.

Estudio cualitativo del Plasma Rico en Factores de crecimiento

Concentracion de plaquetas, leucocitos, valor hematocrito e IGF-1 en sangre,

PPGF y PRGF

Para estudiar los resultados obtenidos del PRGF segin la metodologia seguida en este estudio,
se ha comparado la concentracion de plaquetas, la presencia de leucocitos y el valor hematocrito,
asi como la concentracidn de IGF-I entre sangre entera, plasma rico en factores de crecimiento y

plasma pobre en factores de crecimiento, en el dia inicial de cada uno de los 3 grupos de estudio.

En cuanto a la concentracién de plaquetas, en los 3 grupos de estudio (PCB, PRGF, HPRGF),
observamos un aumento en el numero de plaquetas entre la sangre, el PPGF y el PRGF.
Presentando este ultimo valores de 1,5-2 veces superiores a la concentracién en sangre y PPGF.
Nuestros resultados coinciden con los de Anitua (2004), que afirma que el PRGF es aquel que
posee aproximadamente una concentraciéon de plaquetas 1,5 veces la concentraciéon en sangre
entera. Asimismo, en la especie canina, Silva et al. (2011) también obtuvieron una concentracién
plaguetaria en el PRP de 1,3 veces la concentracién en sangre entera. Por otro lado, algunos
autores afirman que el PRP terapéutico es el que tiene un promedio de aproximadamente un
400% (4 veces) de aumento en el contaje plaquetario con respecto a la sangre entera (Mary,
2004). Asi mismo, otros autores referencian valores superiores a 1000x10° o de 4 a 7 veces sobre
su cuenta basicamente usual (200.000 plaquetas/ul), como valor minimo para obtener resultados
beneficiosos sobre los procesos de reparacidn/regeneracion tisular (Marx et al., 1998; Marx,
2001; Weibrich et al., 2004; Marx y Garg, 2005; Gerard et al., 2006; DeVasconcelos Gurgel et al.,
2007; Sampson et al., 2008; Peris, 2008).

Con respecto a la concentracion de leucocitos en nuestro trabajo, existen diferencias
estadisticamente significativas entre la sangre y el plasma rico y el plasma pobre en factores de
crecimiento en los tres grupos del estudio. Estos resultados confirman la ausencia de glébulos
blancos tras la centrifugacidon de la sangre y la separacién de los diferentes tipos de plasma.

Resultados que coinciden con los de Anitua (2007), que defiende la ausencia de leucocitos en el
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PRGF argumentando que alteran la funcién de algunos FC, interfieren en la accidon
antiinflamatoria y en la agregacién plaquetaria. Asimismo, en el estudio de Peris (2008), donde
compard la obtencién de PRP mediante 3 protocolos de centrifugacion distintos, los valores
absolutos de glébulos blancos en el concentrado plasmatico eran muy bajos, cercanos a 0
leucocitos/pl. En contraposicidn, otros autores, como el grupo de Harvest (PReP2) alegan que
carece de importancia este detalle y ademds su PRP contiene algunos hematies. Incluso hay
autores que prefieren la inclusidén de leucocitos para el tratamiento de las Ulceras u otras cirugias,
ya que consideran que tiene un efecto antimicrobiano y desinfectante (Trowbridge et al., 2005;

Bielecki et al., 2007).

Los rendimientos que se obtienen al centrifugar la sangre para la obtencién del PRGF son
variables y depende, entre otros, del valor hematocrito del paciente. Si el paciente presenta un
hematocrito bajo o si el hematocrito es elevado, los resultados pueden verse afectados; por ello,
el volumen del anticoagulante citrato sdédico deberia ajustarse para contemplar la disminucién del

volumen plasmatico (Woodhams et al., 2001) (Tabla 75)

Tabla 75. Determinacion del volumen de anticoagulante segiin hematocrito para una muestra de 5
ml (modificada de Woodhams et al., 2001)

Hematocrito Volumen Volumen
anticoagulante sangre

25-55% 0,5 ml 4,5 ml
20% 0,7 ml 4,3ml
60% 0,4 ml 4,6 ml
70% 0,25 ml 4,75 ml
80% 0,2 ml 4,8 ml

Otra posibilidad es mantener constante el volumen de anticoagulante, por ejemplo, de 0,5 ml
y variar el volumen de sangre afiadida segln el hematocrito. El volumen de sangre a aiadir se

calcularia segun la siguiente férmula: 60/(100-hematocrito) x 4,5.

En nuestro estudio, los valores de hematocrito en sangre entera y en los 3 grupos evaluados,
oscilan entre 45-55%. Por lo que son valores dentro del rango normal en esta especie (37-55%)

(Meyer y Harvey, 2000).

En el estudio de la IGF-I en sangre, PP y PR, no existen variaciones significativas en las
concentraciones de este FC en las 3 muestras, de manera que, se mantienen los niveles de IGF-I
tanto en el plasma rico como en el plasma pobre a unos niveles similares a los de la sangre.
Lacoste et al. (2003), estudiaron la concentracion de factores de crecimiento en sangre completa
y en el preparado obtenido mediante el PCCS PRP system®, observaron que los niveles en sangre y

en el plasma eran muy similares. Zimmermann et al. (2001), sefialan varios factores que influyen
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en la medicion de los factores de crecimiento finales: la expresién del CD62 que nos indica si ha
habido activaciéon plaquetaria, ya que si las plaguetas se activan antes del final de Ia
centrifugacién los factores de crecimiento pueden perderse en el plasma sobrenadante, la
producciéon de lactosa y la contaminacién por glébulos blancos, puesto que los leucocitos
contienen y producen factores de crecimiento. Hay que tener en cuenta que los factores de
crecimiento totales son la suma de los obtenidos a partir de las plaquetas y los leucocitos
(Weibrich et al., 2002; Weibrich et al., 2003). Marx (2004), también hace un estudio comparativo
de los diversos métodos de obtencién del PRP, afirmando que las concentraciones de los FC
pueden variar segin el método de obtencidn del preparado, pero que se mantienen en niveles
similares a los obtenidos en sangre. Weibrich et al. (2005), que estudian distintos métodos de
obtencidn del PRP, obtienen las siguientes diferencias en cuanto a la concentracién de factores de
crecimiento. La cantidad de TGF-B1 en el PRP varia de 73,3 ng/ml (Anitua PRGF), y 95,02 ng/ml
(Curasan) a 268,65 (bancos de sangre) y 289,5 (PCCS). También encuentra variaciones muy
diversas en cuanto al PDGF-AB del PRP, 47,0 ng/ml (Anitua), 133,59 (banco sangre), 156,7 (PCCS) y
233,70 (Curasan). Peris (2008), en su estudio sobre la comparacion de 3 protocolos distintos para
la obtencidn de PRP, también observé diferencias en la concentraciéon del TGF-B1, siendo el
protocolo propuesto en su trabajo (centrifugacién a 210 g/10 minutos) donde mayores niveles de
este FC habia en comparacion con otro protocolo (12 centrifugacidn: 210 g/10 minutos y 22
centrifugacion: 210 g/ 5 minutos) (DeVasconcelos Gurgel et al., 2007; Casati et al., 2007). Aunque

no encontraron diferencias en la concentracién del TGF-B1 entre el PRP y el PPP.

Por tanto, las concentraciones de los FC pueden variar segin el método de obtencién del PRP
empleado (Marx, 2004; Weibrich et al., 2005), pero se mantienen en niveles similares a los
obtenidos en sangre (Lacoste et al., 2003; Marx, 2004). Ademas, existe elevada variabilidad entre
individuos de una misma especie, con respecto a la concentracidn de los FCs (Okuda et al., 2003;

Weibrich et al., 2005; Casati et al., 2007).

IGF-I

En este trabajo, hemos evaluado la inyeccidn local en musculo sano de PRGF sobre los niveles
séricos de IGF-1 en la especie canina, para valorar la supuesta hipertrofia muscular, por la que en
Enero de 2010 la Asociacién Mundial Anti Doping (WADA) prohibié el uso de preparaciones

derivadas de plaquetas en inyeccion intramuscular, principalmente por la presencia de IGF-I.

Para testar el efecto de la aplicacién intramuscular de PRGF, hemos valorado la concentracion
sérica de IGF-l en diferentes tiempos (Basal, 1’, 15’, 30, 60', 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49

y 56 dias) tras la inyeccion intramuscular de SSF, PRGF o HPRGF, seglin grupo.
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En el estudio comparativo de la concentracidén de este factor de crecimiento insulinico en los
diferentes tiempos no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos. Es decir, que la

concentracién de IGF-I se mantuvo en valores similares a lo largo de los 56 dias de estudio.

La vida media de IGF-I libre es de escasos minutos, mientras que la vida media del complejo
IGF-1/IGFBP-3 es de 12-15 horas (Guler et al., 1989; Rigamonti et al., 2009). Cuando se administra
IGF-1 como factor extrinseco via subcutdnea, la maxima concentracion se alcanza a las 7 horas,
presentando una vida media de unas 20 horas (Grahnen et al., 1993). Nosotros observamos, en
cuanto al lote 1, que el valor medio de IGF-I a las 6h postinyeccion era de 144 ng/mly a las 24h de
137 ng/ml y en lote 2 y 3, los valores medios a las 6h eran de 109 ng/ml y 96 ng/ml y a las 24h
postinyeccion de 75 ng/ml y 68 ng/ml, respectivamente; por lo que el valor de este FC a las 6h es
mayor que los obtenidos a las 24h en nuestro trabajo, tal y como describe la bibliografia tras su

administracién subcutanea (Grahnen et al., 1993).

Asi mismo, en la comparacion de los niveles de IGF-1 entre los 3 grupos de estudio observamos
que, los valores medios de este FC son mayores en el lote PCB. Esta discrepancia de valores
podemos justificarla, ya que el peso medio de los animales en el grupo PCB fue de 17 kg, mientras
que, en los grupos PRGF y HPRGGF su peso medio era de 15 kg. En medicina veterinaria, los
valores de IGF-I estdn sometidos a variaciones raciales con una correlaciéon positiva entre el peso y
la concentracion plasmatica de IGF-I (Favier et al., 2001), tal y como hemos podido comprobar en
nuestro trabajo. Estudios previos han evaluado las concentraciones de IGF-I en animales jévenes
de diferentes razas, concluyendo que, perros de raza Caniche y Gran Danés, con edades
comprendidas entre las 7 y 27 semanas, poseen niveles de IGF-I en plasma similares (Nap et al.,
1993); los niveles de IGF-I estan correlacionados con el tamafo corporal (Favier et al., 2001). En
nuestro estudio los animales tienen un peso que oscila entre los 10 y 24 kg. Los pacientes se
pesaban cada dia antes de la extraccidn sanguinea, es decir, en el dia 1, a las 24 horas (dia 2), a los
7,14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias, observandose variaciones a lo largo del estudio en los 3 grupos.
Por lo tanto los animales del grupo PCB tienen mayores niveles de IGF-I por el mayor peso de los
mismos durante la realizacién de esta fase del proyecto. Se han registrado altas concentraciones
de IGF-I en perros obesos y la vuelta a niveles normales tras la pérdida de peso (Blanchard et al.,
2004). Ademas, en el estudio de Olazabal y San Martin (2008), concluyeron que, animales con
restriccion de la alimentacion, bien debido a dietas de baja densidad de nutrientes o por
reduccién del alimento, cuando vuelven a una realimentaciéon aumenta la produccién local de IGF-
I. Esto se debe a que durante la restriccion nutricional el nimero de receptores de hormona del
crecimiento (GH) en el higado disminuye, resultando en una menor sensibilidad a ésta y esto esta

seguido por una reduccion de la secrecidn de IGF-I en el higado. Asi, se establecen en animales
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restringidos de alimento, bajos niveles circulantes de IGF-I (Hornick et al., 2000). Por otro lado,
nuestros resultados coinciden con el estudio de Greer et al. (2010) cuando comparaban los
cambios en las concentraciones de IGF-I en funcidén del peso en perros, fueron los animales de

mayor peso los que presentaron mayores valores de IGF-I.

En humana, en un estudio realizado por Nidl et al. (2007), comprobaron que soldados
sometidos a un entrenamiento de 9 semanas, con la consiguiente ganancia de masa muscular,
tenian aumento de las concentraciones de IGF-1 al final del periodo, por lo tanto, el aumento de la
masa muscular se plasmaba en un aumento de las concentraciones de IGF-I. En contraposicién, no
se encontré una relacién significativa entre los niveles séricos de IGF-I y el indice de masa
muscular en el estudio de Coronado et al. (2005). Esto puede deberse a la existencia de distintas
isoformas de IGF-1 (Yang et al., 1996; Payette et al., 2003): la forma hepatica glucosilada, que es el
principal componente sérico cuantificado, y algunas formas locales como las expresadas por el
sistema musculoesquelético en respuesta a la actividad fisica o factor de crecimiento mecdnico y
un proveedor de la forma madura de IGF-I en el musculo o IGF-IEa (Goldspink, 2004; Goldspink y
Harridge, 2004). En nuestro estudio, no hubo diferencias significativas en los valores de IGF-I
entre grupos tras la inyeccidn intramuscular de SSF/PRGF/HPRGF, observando mayores valores en

el grupo PCB.

Los IGF estdn regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; asi la GH, los
estrogenos y la progesterona aumentan su produccion (Hill et al., 1995; Papanicolau et al., 1998),
al igual que la testosterona (Pennisi y Jasper, 1985; Lambert et al., 2007). Se sabe que en humana,
las mujeres, secretan 2 veces mds GH por cada pulso que los hombres. Este hecho repercute en
las concentraciones circulantes de IGF-I (Giustina y Veldhuis, 1998; Veldhuis et al., 2005). En este
estudio hemos observado valores menores de IGF-I en las hembras que en los machos, resultados
que coinciden con el estudio de Greer et al. (2010), donde fueron las hembras adultas no
castradas las que presentaron menores niveles de IGF-1, esto supone un punto de controversia, ya
que éstas han estado expuestas a progesteronemia durante los ciclos estrales trascurridos a lo
largo de su vida y esta hormona estimula la produccién de la hormona de crecimiento (GH) y por
consiguiente el de IGF-l (Corrada y Gobello, 2001). Por otro lado, Waters et al. (2009) no
encontraron diferencias significativas en los niveles séricos de IGF-I entre perras esterilizadas y

hembras no esterilizadas de 4 afios de edad.

En nuestro estudio, s6lo uno de los machos estaba castrado, por lo que los 3 restantes
presentan niveles de andrégenos, de ahi que en nuestros resultados sean los machos los que
mayores niveles de IGF-I presentan. Cabe destacar que otra causa por la que los machos podrian

tener mayores niveles de IGF-I es el mayor peso que presentan, sobretodo en el grupo PCB. En
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cuanto a las hembras, dos de ellas estaban esterilizadas y dos enteras, y no se apreciaron

diferencias significativas en los niveles de IGF-I entre ellas.

En cuanto a la influencia de la edad, a excepcion del grupo PCB, que presenté mayores niveles
de IGF-I por el mayor peso, podemos afirmar que son los animales de edad avanzada los que
poseen menores concentraciones de IGF-I. Estudios en humana sugieren que, a mayor edad
menores niveles de IGF-I (Tovar et al., 2004; Coronado et al., 2005). Favier et al. (2001), afirman
que las concentraciones de IGF-I eran mayores en cachorros de raza Beagle que en adulto, ya que
en estos Ultimos disminuye la liberacién pulsatil de GH. Al mismo tiempo Greer et al. (2010)

demostraron una disminucién en los niveles de IGF-1 en los perros de edad avanzada.

Elevadas concentraciones de IGF-I estdn asociadas a resultados positivos en la salud, por
ejemplo, buen estado fisico, éptima densidad ésea y neurocognicion (Adams, 2002; Nindl et al.,
2007). En estudios con animales se ha demostrado que el IGF-I mejora la cicatrizacién de lesiones
musculares (Menetry et al., 2000). El IGF-I parece ser un estimulo necesario para la diferenciacién

y proliferaciéon mioblastica (Engert 1996, Damon 1998).

Hemos podido concluir con el estudio realizado con nuestros pacientes, que IGF-I no aumenta
a nivel sistémico tras la inyeccion local del PRGF, es mads, cuando los perros eran sometidos al
tratamiento con PRGF (lote 2) o HPRGF (lote 3) los niveles de IGF-I obtenidos eran menores que
en el lote 1 (PCB); cabe destacar que la concentracion de IGF-I es mayor a las 6h que a las 24h
postinfiltracion de PRGF, pero sus valores se mantienen a partir de ese momento, que es lo
esperado cuando se inyecta IGF-I subcutdneo. Hay una clara relacién entre la corpulencia de los
animales y los niveles séricos de IGF-I; ademas en machos, por su mayor peso, las concentraciones
de IGF-I son mayores y por otro lado, son los animales de edad avanzada los que presentan

menores niveles de este FC.

De manera que, si los niveles sistémicos de IGF-I se mantienen tras la aplicacion local de PRGF,
los deportistas podrian seguir beneficidndose de las ventajas de estas terapias, con el

consiguiente beneficio econdmico y temporal.

CRP

La CRP es una proteina de fase aguda (PFA) positiva, es decir, se encuentra en niveles no
detectables o muy bajos en animales sanos, aumentando su concentracidn en respuesta a

procesos inflamatorios o infecciosos (Martinez-Subiela et al., 2004).

Existen diversos procesos no considerados infecciosos o patoldgicos, como es una cirugia, que

van a provocar un aumento de las PFA. El incremento de la CRP es mayor cuanto mds grave es la
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lesidn tisular producida en musculo (Conner et al., 1988). Otros procedimientos donde se ha visto
un aumento marcado de esta PFA son cirugia ortopédica, ovariohisterectomia extraccién dentaria
y escision de tumores (Yamamoto et al., 1993). Siendo la cirugia ortopédica donde se produce la

mayor elevacién de la concentracion (8 veces superior a los niveles basales).

Para valorar el efecto de la inyeccion local de PRGF en nuestro trabajo, hemos valorado la
concentracién sérica de CRP en diferentes tiempos (Basal, 1’, 15’, 30, 60', 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21,

28, 35,42, 49 y 56 dias) tras la inyeccion intramuscular de SSF, PRGF o HPRGF, segun grupo.

Los niveles normales de CRP en suero de perros sanos son <5 g/L (Caspi et al., 1987). En
nuestro trabajo, los valores de CRP obtenidos fueron, en el grupo PCB el valor medio de esta
proteina de 10,6 ug/ml, en el lote PRGF de 15,3 pg/ml y en el grupo HPRGF de 7,5 pg/ml. Los
resultados del lote 1 (PCB) se aproximan a otro rango de referencia descrito, el de 0-1 mg/dI
(Onishi et al., 2000; Nakamura et al., 2008). En cuanto al lote 3 (HPRGF), los niveles coinciden con
otros autores (Yamashita et al., 1994; Lopez et al., 1998; Martinez-Subiela et al., 2004; Goldsack,
2005), quienes describen valores de hasta 7 mg/L en animales sanos. Valores entre 2,2-4,4 mg/L

detectaron en un estudio en hembras caninas sanas (Crossley et al., 2010).

En el estudio comparativo de la concentracion de esta proteina de fase aguda en los diferentes
tiempos no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos. Es decir, que Ia

concentracién de CRP se mantuvo en valores similares a lo largo de los 56 dias de estudio.

En cuanto a la comparacidn entre lotes de estudio de la concentracién de CRP, observamos
que en los grupos PRGF y HPRGF el valor maximo aunque sin diferencias significativas, se alcanzé
a los 7 dias de la fase experimental, este hallazgo lo justificamos por una dermatitis en la zona del
cuello por autolesion de los animales, como consecuencia a la colocacién y mantenimiento del
catéter central. Para demostrar nuestra hipdtesis realizamos un miniensayo con 3 animales, sin
catéter central a los que se les tomaron los valores a los 7 dias de la inyeccién, donde no se
aprecié dicha subida. Resultados que coinciden con Martinez-Subiela et al. (2004), que afirman
que la CRP estd en niveles no detectables o muy bajos en animales sanos, aumentando su
concentracién en respuesta a procesos inflamatorios o infecciosos. Por otro lado, segiin Cerén et
al. (2005), las inflamaciones crénicas generan un menor incremento de PFAs que episodios
agudos de inflamacién e infeccién, como es nuestro caso. Se han realizado estudios de esta
proteina en hembras de la especie canina con presencia de tumores mamarios, observandose un
incremento de la misma como consecuencia a una respuesta sistémica a la inflamacidn asociada
con cambios neopladsicos malignos tempranos (Lithgow y Covington, 2005; Crossley et al., 2010).

Asimismo, en estudios en perros con poliartritis idiopatica se ha concluido que, la valoracién de
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los niveles séricos de CRP es util para valorar la eficiencia de la terapia con corticosteroides, ya
que observaron que los animales con esta patologia presentaban niveles marcadamente altos de
CRP (>1mg/dl) (Onishi et al., 2000), normalizdndose a niveles normales después del inicio del
tratamiento (Kjelgaard-Hansen et al., 2006; Ohno et al., 2007). Asimismo la inyeccion de aceite de
trementina en perros provoca un incremento de la concentracidn de CRP en el suero, llegando a
un pico a los 2 dias después de la inoculacion (Hayasi et al.,, 2001). Por otro lado, en otras
especies, se ha observado que, en procesos inflamatorios experimentales mediante la
administracidn intramuscular de aceite de turpentina en équidos las concentraciones de CRP se
incrementaban a las 24 horas del estimulo y alcanzaban valores 3-6 veces superiores a los basales
a los 3-5 dias, estabilizandose a los 14 dias (Yamashita et al., 1992). En nuestro estudio, los niveles
de CRP se han mantenido estables durante las 8 semanas de estudio en cada uno de los grupos de
manera que no ha existido ninguna respuesta inflamatoria como consecuencia de Ia

administracion del tratamiento a estudiar.

Se ha demostrado que los niveles de CRP en la especie canina estan elevados en condiciones
inflamatorias (Nakamura et al., 2008) y esta elevacion también se ha registrado en enfermedades
infecciosas como la leptospirosis, babesiosis y parvovirosis (Ceron et al., 2005); trauma quirurgico
(Conner y Eckersall, 1988); tumores malignos como linfoma y hemangiosarcoma (Tecles et al.,
2005; Mischke et al., 2006); piometra (Fransson et al., 2004); pancreatitis aguda (Holm et al,,

2004); anemia hemolitica inmunomediada, artritis y glomerulonefritis (Onishi et al., 2000).

En cuanto a la influencia de factores como el peso, el sexo y la edad en los niveles séricos de
esta PFA, nuestros resultados fueron: dentro de cada grupo de estudio, eran los animales de
mayor peso los que presentaban menores niveles de CRP, al igual que el estudio de Veiga et al
(2008), donde los perros obesos mostraron menores concentraciones de esta PFA; siendo estos
resultados contrarios a los obtenidos en humana, donde la obesidad esta asociada a un aumento
de las concentraciones de CRP, presumiblemente porque el tejido adiposo es un lugar idéneo
para la produccién de Interleuquina-6 (IL-6), importante regulador de la expresidn génica de esta
PFA (Mohamed-Ali et al., 1997; Das 2001). Por otro lado, no hubo diferencias significativas en la
influencia del sexo sobre los niveles séricos de CRP, al igual que en humana donde se ha
detectado que no presenta diferencias por sexos ni sus valores se ven afectados por otras
condiciones como anemia, policitemia o morfologia eritrocitaria (Clyne y Olshaker, 1999). A su
vez, comprobamos que los animales mds jévenes tuvieron menores concentraciones de CRP. Esta
circunstancia, podria deberse a que en animales sanos los niveles de CRP o no se detectan o son
minimos (Caspi et al., 1987), aumentando su concentracién en patologias como la poliartritis,

caracteristica de animales de edad avanzada (Ohno et al., 2007). En humana, se ha demostrado
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que existe una relacion directamente proporcional entre los valores de CRP y la edad, de forma
que en el estudio de Prieto et al. (2008) los pacientes con una CRP> 10 mg/dl tenian un promedio
de edad mayor, esto es debido a que las personas mayores tienen una Respuesta de Fase Aguda
(RFA) alterada con un incremento mas rdpido de las concentraciones de CRP que los jévenes
(Sierra et al., 2004). Esto probablemente esté influido por condiciones previas, como enfermedad
coronaria, hipertensién arterial, osteoartritis, insuficiencia renal, etc., que hacen que las
concentraciones basales de CRP sean ligeramente mayores que las de los mas jévenes (Clyne y
Olshaker, 1999). En otras especies, como el caballo, la edad es un factor a tener en cuenta en la
interpretacion de esta proteina. Asi, en potros recién nacidos las concentraciones de CRP
permanecen en el limite de deteccién (1 pg/ml) y comienzan a detectarse en suero a los 3 dias,
debido fundamentalmente a la ingestidn de calostro y a la exposicidn del neonato a estimulos
externos (trauma, microorganismos, etc.). Esta proteina aumenta hasta el afio de edad y alcanza
su valor maximo (14,1 pug/ml). Desde los 18 meses hasta los 4 afios de edad los niveles descienden
gradualmente (5,4 pg/ml). A partir de los 5 afios, las concentraciones medias se mantienen
estables dentro del intervalo fisioldgico de referencia de esta especie, con valores comprendidos

entre 7y 8 ug/ml (Yamashita et al., 1991).

Correlacion existente entre IGF-1y CRP

La CRP aumenta sus niveles en presencia de procesos inflamatorios (Martinez-Subiela et al.,
2004; Ceron et al., 2005; Lithgow y Covington, 2005; Icol et al., 2005; Kjelgaard-Hansen et al.,
2006; Yilmaz et al., 2006; Ohno et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Crossley et al., 2010), mientras
que durante la inflamacion disminuyen los niveles séricos de IGF-I, a pesar del aumento de la
concentraciéon de GH. La disminucién de la concentracion de IGF-l después de un estimulo
inflamatorio-infeccioso, se ha registrado en especies como las ratas, el ratén, el cerdo y los
novillos (Frost y Lang, 2004). Este hecho esta causado por el efecto inhibotorio de citoquinas
proinflamatorias en la expresidon hepatica de IGF-I (Colson et al., 2003). Asi, mientras los niveles
séricos de IGF-I aumentan, las concentraciones de CRP disminuyen. Recientemente, se ha
demostrado en perros una correlacién negativa entre ambas proteinas, siendo considerada IGF-I
como una PFA negativa (Tvarijonaviciute et al., 2011). Uno de los objetivos de esta tesis doctoral
era evaluar la relacion existente entre ambas proteinas, de manera que una vez estudiados los
resultados hemos podido comprobar la relacidn inversa entre ambas proteinas, coincidiendo con
el estudio realizado por Tvarijonaviciute y colaboradores (2011). Al encontrarse esta correlacion,

cuando los animales poseian mayor peso las concentraciones de IGF-I aumentaban mientras que
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las de CRP disminuian y fueron los animales de edad avanzada los que presentaron menores

niveles de IGF-I, mientras que los animales jévenes tuvieron una menor concentracion de CRP.

Estudio por imagen

El objetivo de nuestro estudio era demostrar que la concentracidn sérica de IGF-1 no aumenta
tras la inyeccidn intramuscular de PRGF. Ya que se ha supuesto que IGF-I tiene un efecto
anabolizante a nivel muscular (Creaney y Hamilton, 2008), con el consiguiente incremento de la
masa muscular. Para evaluar ese posible incremento en el tamafo de las fibras musculares como
consecuencia de la infiltracién del PRGF Ilevamos a cabo el estudio por imagen de los musculos
infiltrados, comprobando el efecto local de la infiltracién y el efecto sistémico de la misma
comparandola con la musculatura contralateral (derecha e izquierda). Este estudio se realizo
mediante imdgenes tomadas por ecografia y tomografia axial computerizada en la musculatura
lumbar. Como ya hemos citado en materiales y métodos, se obtuvieron imdagenes de la
musculatura lumbar (de medial a lateral: multifido lumbar, dorsal largo lumbar e ileocostal
lumbar) a nivel de L5, entre L4-L5 (L4) y entre L5-L6 (L6) semanalmente en las ecografias y

quincenalmente en el caso de las TC.

En medicina humana, la cuantificacion del grado de musculatura tiene interés por su relacién
con aspectos de la salud como, el estado nutricional (Nair, 1995; Koch, 1998), la independencia
funcional (lzquierdo, 1998), la inmunocompetencia (Mariani et al., 1999) y el desarrollo bioldgico

(Roche et al., 1996).

En veterinaria, no existen en la bibliografia estudios que valoren el tamafio muscular tras la
infiltracion de PRGF, abriendo nuestro trabajo una nueva perspectiva para la realizacién de
sucesivos estudios. En humana, en el estudio de Fernandez et al. (2000) valoraron las areas
musculares del muslo y la pierna en varones adultos, mediante un método antropometrico y TC,
siendo esta ultima técnica mas exacta para la medicién del drea muscular. En la comparacién de
las medidas musculares, tanto las obtenidas por ecografia como por TC, entre cada lado valorado
(derecho e izquierdo/infiltrado-no infiltrado), en los diferentes niveles (L4, L5, L6) de estudio de la
musculatura y dentro de cada grupo de estudio (PCB, PRGF, HPRGF), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Es decir, que el tamafo muscular fue similar en ambos
lados, tras la inyeccidn intramuscular de SSF/PRGF/HPRGF. Por lo tanto, la infiltracién de este
concentrado plaquetario no produce un efecto anabdlico en el lado infiltrado. Y como todas las
medidas se mantuvieron sin modificaciones en cuanto al drea muscular a lo largo del tiempo se ha
descartado un efecto positivo sobre el aumento de la misma como consecuencia a la

administracion de PRGF incluso a dosis elevadas del mismo.
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La prohibicidon para las inyecciones intramusculares de PRP se ha eliminado de la lista de
prohibiciones de la WADA de 2011, ya que las formulaciones de PRP no aumentan el crecimiento
muscular, por lo tanto, su utilizacién con fines terapéuticos no viola el espiritu del deporte (Omer

etal, 2011).

Elena Damia Giménez 199



Conclusiones



Conclusiones

Conclusiones

De los resultados obtenidos en nuestro estudio y bajo las condiciones establecidas en nuestro

trabajo, podemos deducir las siguientes conclusiones:

1. El Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) obtenido por la metodologia descrita
en este estudio ha demostrado obtener unas caracteristicas similares a las descritas por
Anitua (2004) para humana, por lo que su uso puede ser validado para la especie canina.

2. La aplicacidn local de PRGF en musculo sano no se ve reflejado con un incremento de los
niveles séricos del Factor de Crecimiento Insulinico tipo | (IGF-I), lo que excluye este
tratamiento como sustancia dopante, que pudiese facilitar una hipertrofia muscular
sistémica.

3. Las concentraciones plasmaticas de IGF-I estan influenciadas por factores como el sexo, la
edad y el peso del paciente, siendo este Ultimo factor el que mas influye en las

concentraciones séricas de la IGF-I, viéndose incrementadas con su aumento.

Elena Damia Giménez 201



Conclusiones

4. La inyeccion local de PRGF en musculo sano no produce inflamacién, por lo que no
interfiere en la utilizacién clinica de la Proteina de Fase Aguda positiva C-reactiva (CRP)
como método diagndstico y de evolucién de las patologias.

5. Los niveles séricos de CRP estdn influenciados por factores como el peso y la edad, de
forma que, cuanto mas joven es el animal menores niveles presenta y su concentracién
disminuye con el aumento de peso.

6. Dada la correlacién negativa entre ambas proteinas, IGF-1 y CRP, se puede considerar la
IGF-1 como una PFA negativa, lo que permite plantear su medicién clinica como opcidn
diagndstica y de evolucion de patologias musculares.

7. Los estudios de volumen muscular realizados mediante ecografia y TC confirman la
ausencia de efecto anabolizante local y/o sistémico de la infiltracion de PRGF, siendo una

razédn mds para rechazar estos tratamientos como sustancias dopantes.
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Resumen Extendido

En Enero de 2010 la Asociacion Mundial Anti Doping (WADA) prohibid el uso de preparaciones
derivadas de plaquetas en inyeccién intramuscular, principalmente por la presencia del Factor de
Crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1), del que se ha supuesto un efecto anabolizante,
pudiendo ejercer un efecto beneficioso y ventajista en el rendimiento muscular del atleta tratado

(Creaney y Hamilton, 2008).

En esta Tesis Doctoral hemos evaluado la inyeccion local en musculo sano de Plasma Rico en
Factores de Crecimiento (PRGF) sobre los niveles séricos de IGF-I en la especie canina y su relacién
con la proteina C-reactiva (CRP) en el tiempo, asi como los factores que pueden influir en los
niveles de ambas y los posibles efectos anabolizantes sobre el musculo infiltrado. Para ello hemos

comparado 3 grupos de estudio, formados por los mismos 8 animales sanos, a los que se les
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inyectd a nivel muscular lumbar izquierdo, concretamente en los musculos multifido, dorsal largo

e iliocostal, 3 preparaciones distintas:

= Lote 1: PCB: 8 animales a los que se inyectd, en musculo sano, solucion salina (1ml)

mas un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,05 ml).

= Lote 2: PRGF: 8 animales a los que se les inyectd una dosis normal (1 ml) de PRGF mas

un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,05ml).

= Lote 3: HPRGF: 8 animales a los que inyectamos una dosis exagerada de PRGF (3 ml)

mas un 5% de Cloruro Calcico al 10% (0,15 ml).

Los animales incluidos en este proyecto eran perros de raza Beagle procedentes del Nucleo
Zooldgico Docente e Investigador de la Universidad CEU Cardenal Herrera. La fase experimental se
llevé a cabo en las instalaciones del Hospital Clinico Veterinario de esta Universidad, donde los

animales eran estabulados de manera individual desde 3 dias antes del estudio.

Veinticuatro horas antes de empezar con la obtencidn de sangre e infiltracion de cada uno de
los grupos de estudio, y tras un periodo de ayuno sélido de 12 horas y liquido de 2 horas,
procedimos a la sedacidn de los animales con medetomidina, morfina y midazolam a las dosis de
0,01 mg /kg, 0,2 mg/kg y 0,2 mg/kg, respectivamente y via intramuscular, para la colocacion de un
catéter central en la vena yugular izquierda en condiciones estrictas de asepsia. Este se mantuvo
hasta el dia 3 del procedimiento, con el fin de obtener las primeras muestras sanguineas con el
menor trauma posible. A partir del dia 7, la recoleccidn de sangre se realizd mediante

venopuncion yugular, alternando ambas venas yugulares en las diferentes semanas.

Para obtener el PRGF necesario para la inoculacién y para el estudio de la calidad del mismo,
se extrajo sangre en tubos de citrato sédico de cristal de 4,5 ml y se centrifugaron a 460g durante
8 minutos (Anitua et al., 2004). Una vez preparado el PRGF se almacend a -20° C una muestra de
PP (plasma pobre) y otra de PR (plasma rico) para su posterior estudio en el laboratorio de

Patologia Clinica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia.

Para la inyeccidén del producto elegido segin el grupo de estudio (SSF/PRGF/HPRGF), se
prepard la zona de infiltracidn de manera aséptica mediante rasurado y desinfeccién, se mantuvo
al animal de pie sobre la mesa de exploracion y se inoculd a nivel de la musculatura lumbar (de

medial a lateral: multifido lumbar, dorsal largo lumbar e iliocostal lumbar) en el lado izquierdo.

La obtencidén de las muestras para el estudio de los niveles de IGF-I y CRP mediante la
extraccidn sanguinea a los pacientes se realizo en los tiempos: Basal (justo antes de la extraccién

de la sangre para la preparacion del PRGF), y en los siguientes tiempos postinyeccién del
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SSF/PRGF/HPRGF en el musculo sano: 1’, 15", 30’, 60, 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56
dias. Para ello se emplearon tubos sin anticoagulante de 5 ml y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 minutos (Crossley et al., 2010). Se procedié a la conservacion de las muestras en

congelacion a -202C en tubos eppendorf y posteriormente se envié al laboratorio.

Para valorar las dimensiones de la musculatura y la respuesta a la infiltracion del PRGF se

realizaron estudios ecograficos y por tomomografia axial computerizada (TC).

Las ecografias se realizaron en cada lote experimental y en los tiempos siguientes: basal (antes
de la inyeccion del SSF/PRGF/HPRGF), 1 minuto, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias tras la
inoculacién del SSF o preparado rico en plaquetas y después de la obtencidén de las muestras
sanguineas. En cada uno de los estudios se tomaron 3 imdgenes de la musculatura lumbar a nivel
medio de L5, entre L4-L5 (L4) y entre L5-L6 (L6), tanto del lado derecho como del izquierdo.
Seguidamente y con el fin de obtener una medida del area muscular lo mds precisa posible, se

procedid al cdlculo de la media aritmética de las 3 medidas de cada nivel.

Las TC se llevaron a cabo bajo sedacién (medetomidina, morfina y midazolam via
intramuscular a dosis de 0,01 mg /kg, 0,2 mg/kg y 0,2 mg/kg respectivamente). Se realizaron en
basal, a los 14, 28, 42 y 56 dias postinfiltracidn. Las imagenes realizadas fueron, a nivel del espacio
articular L4-L5, entre L5 y L6 y en el punto medio entre ellas, obteniendo los valores de ambos

lados de una misma imagen.

Para realizar el procesamiento de todas las imagenes obtenidas tanto por ecografia como por

7 . s ® . ’
TC se empled el programa informdtico Image Pro Plus . Se obtuvieron los resultados de las areas
musculares en pixeles, y posteriormente se convirtieron a cm” segtn la escala de cada una de las

imagenes.

Los datos obtenidos se analizaron con el programa informdtico SPSS 15.0° para Windows. Se
presentan como la media * error estandar o frecuencias y porcentajes, seglin las variables. Los
resultados de las variables numéricas de cada parametro se evaluaron con un test no paramétrico
de Kolgomorov-Smirnov para comprobar su normalidad. Cuando no eran normales se realizé una

transformacién logaritmica.
Los resultados de los 3 lotes de estudio se dividieron en diferentes apartados:
= Estudio descriptivo de los pacientes (edad, peso, estado analitico).

= Estudio del PRGF: descriptivo y comparativo entre la sangre entera, el plasma pobre (PP) y

el plasma rico (PR).
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= Estudio descriptivo y comparativo de IGF-1 y CRP. Evaluacién de los factores que influyen

en las concentraciones de las mismas.
= Estudio de la correlacidn existente entre IGF-I y CRP.

= Estudio descriptivo y comparativo de las medidas obtenidas mediante las imdagenes

ecograficas y la TC.

El rango de la edad y el peso de los animales fue de 36-120 meses y de 10 a 24 kg,
respectivamente. En cuanto al peso, existen diferencias entre grupo placebo y los otros dos. Se
aprecia que el peso de los animales se ha modificado ligeramente a lo largo de los meses del

estudio, teniendo los animales mayor peso en el grupo PCB.

En el analisis de las muestras de plasma rico en factores de crecimiento y plasma pobre en
factores de crecimiento y su comparacién con la sangre entera se observd que, en cuanto a la
concentracién de plaquetas, en los 3 grupos de estudio (PCB, PRGF, HPRGF), existe un aumento
en el numero de plaquetas entre la sangre, el PP y el PR. Presentando este ultimo valores de 1,5-2
veces superiores a la concentracion en sangre y PP, resultados que coinciden con los de Anitua
(2004). Por otro lado, con respecto a la concentracidon de leucocitos y valor hematocrito se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre la sangre y el plasma rico y el plasma
pobre en factores de crecimiento en los tres grupos de estudio. Estos resultados confirman la
ausencia de glébulos blancos y hematies tras la centrifugacidn de la sangre y la separacién de los
diferentes tipos de plasma, resultados que coinciden con los de Anitua (2007). Sin embargo, los
niveles de IGF-I se mantienen con valores similares a los plasmaticos tanto en el PP como en el PR,
ya que este factor de crecimiento se considera una factor plasmatico y no varia su concentracion

en el PRP (Marx, 2004).

Con respecto a la concentracion de IGF-1 observamos, en el grupo PCB, que el valor medio de
IGF-I a las 6h post inyeccidn era de 144 ng/ml y a las 24h de 137 ng/ml y en los grupos PRGF y
HPRGF, los valores medios a las 6h eran de 109 ng/ml y 96 ng/ml y a las 24h post inyeccién de 75
ng/mly 68 ng/ml, respectivamente. Coincidiendo con otros autores vemos que el valor de IGF-l a
las 6h es mayor (aunque no estadisticamente significativo) que los obtenidos a las 24h (Grahnen

etal., 1993).

En el estudio comparativo de la concentracién de IGF-I en los diferentes tiempos no presenté
diferencias significativas, es decir, que la concentracién de IGF-I se mantiene en valores similares
a lo largo de los 56 dias de estudio, en cada uno de los grupos. Asi mismo, en la comparacién de
los niveles de IGF-I entre los 3 grupos de estudio observamos que, los valores medios de este FC

son mayores en el lote PCB. Esta discrepancia de valores podriamos justificarla, ya que en el grupo
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PCB los animales tenian mayor peso y se ha observado que a mayor peso del animal mayores

niveles de IGF-1 en sangre (Favier et al., 2001; Blanchard et al., 2004; Greer et al., 2010).

En este estudio, al igual que en otros, hemos observado valores menores de IGF-I en las
hembras con respecto a los machos (Greer et al., 2010). Esto supone un punto de controversia, ya
que estas han estado expuestas a progesteronemia durante los ciclos estrales trascurridos a lo
largo de su vida y esta hormona estimula la produccién de la hormona de crecimiento (GH) y por
consiguiente la de IGF-I (Corrada y Gobello, 2001). Asimismo, en nuestro estudio, sélo uno de los
machos estaba castrado, por lo que los 3 restantes presentan niveles de andrdgenos, y esto
podria ser la causa de que en nuestros resultados sean los machos los que mayores niveles de
IGF-1 presentan. Aunque, cabe destacar que otra causa podria ser el mayor peso que presentaban,

sobretodo durante la realizacién del grupo PCB.

Con respecto a la influencia de la edad, a excepcion del grupo PCB, que presentd mayores
niveles de IGF-1 por el mayor peso, podemos afirmar que son los animales de edad avanzada los
que poseen menores concentraciones de IGF-l. Resultados que coinciden con estudios en
humana, que sugieren que a mayor edad menores niveles de IGF-I (Tovar et al., 2004; Coronado

et al., 2005), al igual que en medicina veterinaria (Favier et al., 2001; Greer et al., 2010).

Los niveles normales de CRP en suero de perros sanos son <5 g/L (Caspi et al., 1987). En
nuestro trabajo, los valores de CRP obtenidos fueron, en el grupo PCB el valor medio de esta
proteina de 10,6 ug/ml, en el lote PRGF de 15,3 pg/ml y en el grupo HPRGF de 7,5 ug/ml. Los
resultados del lote 1 (PCB) se aproximan a otro rango de referencia descrito, el de 0-1 mg/dI
(Onishi et al., 2000; Nakamura et al., 2008). En cuanto al lote 3 (HPRGF), los niveles coinciden con
otros autores (Yamashita et al., 1994; Lopez et al., 1998; Martinez-Subiela et al., 2004; Goldsack,
2005), quienes describen valores de hasta 7 mg/L en animales sanos, mientras que otros autores

describen valores menores (2,2-4,4 mg/L) en hembras caninas sanas (Crossley et al., 2010).

La CRP es una proteina de fase aguda que incrementa sus valores en sangre cuando existe
algin proceso inflamatorio y/o neoplasico. Sin embargo, se mantiene en el tiempo sin
alteraciones ciclicas siempre y cuando los animales no presenten ninguna alteracién clinica
(Yamashita et al., 1992; Martinez-Subiela et al., 2004; Ceron et al., 2005; Lithgow y Covington,
2005; Kjelgaard-Hansen et al., 2006; Ohno et al., 2007; Nakamura et al., 2008; Crossley et al.,
2010). De este modo, ya que en el estudio comparativo de la concentracion de CRP en los
diferentes tiempos no hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos a lo largo del
tiempo, la concentracién de CRP se mantuvo en valores similares a lo largo de los 56 dias de

estudio. Por otro lado, en cuanto a la comparacién de la concentracion de esta PFA entre los 3
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lotes, observamos que en los grupos PRGF y HPRGF el valor maximo se alcanzé a los 7 dias de esta
fase experimental aunque no presentd significancia estadistica, este hallazgo lo justificamos por

una dermatitis en la zona del cuello por autolesién de los animales.

En cuanto a la influencia de factores como el peso, el sexo y la edad en los niveles séricos de
esta PFA, nuestros resultados fueron, dentro de cada grupo de estudio: los animales de mayor
peso los que presentaban menores niveles de CRP, al igual que el estudio de Veiga et al (2008),
donde los perros obesos mostraron menores concentraciones de esta PFA; siendo estos
resultados contrarios a los obtenidos en humana, donde la obesidad estd asociada a un aumento
de las concentraciones de CRP (Mohamed-Ali et al., 1997; Das 2001). Por otro lado, no hubo
diferencias significativas en la influencia del sexo sobre los niveles séricos de CRP, al igual que en
humana donde se ha detectado que no presenta diferencias por sexos ni sus valores se ven
afectados por otras condiciones como anemia, policitemia o morfologia eritrocitaria (Clyne y
Olshaker, 1999). A su vez comprobamos que, los animales mas jovenes tuvieron menores
concentraciones de CRP. En humana, se ha demostrado que existe una relacién directamente

proporcional entre los valores de CRP y la edad (Clyne y Olshaker, 1999; Prieto et al., 2008).

En nuestro trabajo, hemos podido comprobar la relacidén inversa entre ambas proteinas. Asi,
mientras los niveles séricos de IGF-I aumentan, las concentraciones de CRP disminuyen.
Recientemente, se ha demostrado en perros esta correlacidon negativa entre ambas proteinas,

siendo considerada IGF-l como una PFA negativa (Tvarijonaviciute et al., 2011).

En el estudio por imagen, se evaluaron los musculos infiltrados, tanto mediante imagenes
ecograficas como por TC. De manera que, valoramos la zona infiltrada y el lado contralateral en
cada grupo de estudio y a lo largo del tiempo. Ademads, se ha comparado la evolucién en el
tiempo de las medidas musculares, en cada uno de los lados y entre lotes de estudio. En el
contraste de las medidas musculares, tanto las obtenidas por ecografia como por TC, entre cada
lado valorado (derecho/izquierdo-no infiltrado/infiltrado), en los diferentes niveles (L4, L5, L6) de
estudio de la musculatura y dentro de cada grupo de estudio, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Es decir, que el tamafio muscular se mantenia en ambos lados,
tras la inyeccion intramuscular de SSF/PRGF/HPRGF. Por lo tanto, la infiltracién de este
concentrado plaquetario no produce un efecto anabdlico en el lado infiltrado, ni ejerce un efecto

sistémico en el lado contralateral.

En la comparacidn entre lotes de estudio de cada lado muscular evaluado a través de las
imagenes tomadas por ecografia y TC, no hubo diferencias significativas. Es decir, el tamafio

muscular se mantuvo, en ambos lados, en los 3 grupos de estudio.
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Por lo tanto, con todos los resultados obtenidos podemos concluir que, existe una relacién
inversa entra ambas proteinas estudiadas. Ademas las concentraciones de IGF-l y CRP no
aumentan a nivel sistémico tras la inyeccién intramuscular de PRGF. Por otro lado, el tamafio

muscular se mantiene tras la infiltracion de este concentrado plaquetario.

De este modo, los deportistas podrian seguir beneficidndose de las ventajas de estas terapias,
con el consiguiente beneficio econdémico y temporal. Por ello, la WADA retird la prohibicion del
uso del PRGF en inyeccién intramuscular el 1 de Enero de 2011, confirmando de este modo la

inocuidad de este tratamiento y confirmando los resultados de nuestro estudio dicha retirada.
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Resumen

En Enero del 2010 la Asociacién Mundial Anti Doping (WADA) prohibio el uso de preparaciones
derivadas de plaquetas en inyeccién intramuscular, principalmente por la presencia del Factor de
Crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1), del que se ha supuesto un efecto anabolizante,
pudiendo ejercer un efecto beneficioso y ventajista en el rendimiento muscular del atleta tratado

(Creaney y Hamilton, 2008).

En esta Tesis Doctoral hemos evaluado la inyeccion local en musculo sano de Plasma Rico en
Factores de Crecimiento (PRGF) sobre los niveles séricos de IGF-I en la especie canina y su relacién
con la proteina C-reactiva (CRP) en el tiempo, asi como los factores que pueden influir en los

niveles de ambas.
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Para ello se ha realizado un estudio prospectivo experimental, con 8 perros de raza Beagle, a
los que se les inyectd en la musculatura lumbar izquierda (musculos multifido, dorsal largo e

iliocostal), 3 preparaciones distintas:
= PCB (Placebo): 1 ml de SSF con 0.05 ml Ca,Cl.
= PRGF (Plasma Rico en Factores de Crecimiento): 1 ml de PRGF con 0.05 ml Ca,Cl.

= HPRGF (Altas dosis de Plasma Rico en Factores de Crecimiento): 3 ml of PRGF con

0.15 ml Ca,Cl.

La extraccidén sanguinea a los pacientes para la medicidon de IGF-I y CRP se realizé mediante
venopuncién yugular, alternando ambas venas yugulares en las diferentes semanas y en los
tiempos: Basal (justo antes de la extraccion de la sangre para la preparacion del PRGF) y 1/, 15/,
30/, 60', 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias pos inyeccidn. Entre el final de un grupo y

el comienzo del siguiente los animales tuvieron un mes de descanso.

El IGF-I se analizé mediante un sistema inmunoenzimatico automatizado y la concentracion de
la CRP mediante un sistema de ensayo inmunoturbidimétrico automatico, previamente validados

para su uso 6ptimo en el perro.

Para valorar las dimensiones de la musculatura y la respuesta a la infiltracién de PRGF,
llevamos a cabo un estudio mediante imdgenes ecograficas y por TC. Las ecografias se realizaron
en cada lote experimental y en los tiempos siguientes: basal (antes de la inyeccion), 1°, 7, 14, 21,
28, 35, 42, 49 y 56 dias tras la inoculacién y después de la obtencién de las muestras sanguineas.
Las TC se llevaron a cabo bajo sedacion (medetomidina, morfina y midazolam via intramuscular a
dosis de 0,01 mg /kg, 0,2 mg/kg y 0,2 mg/kg respectivamente) y se realizaron en basal, a los 14,
28, 42 y 56 dias pos infiltracién. Las imdgenes se obtuvieron a nivel del espacio intervertebral L4-
L5 (L4), entre L5 y L6 (L6) y en el punto medio entre ellas (L5), realizdndose un registro por cada
lado (Derecha/lzquierda). De manera que se valoré el efecto de la inyeccién de PRGF a nivel local
midiendo el lado infiltrado, asi como su evolucidén en los tiempos de estudio y a nivel sistémico,

comparando el lado infiltrado con la musculatura contralateral.

. . .7 . ’ 7 . 7 @
Para realizar la medicion de las imagenes se empled el programa informatico Image Pro Plus .
Se obtuvieron los resultados de las areas musculares en pixeles y posteriormente se convirtieron a

cm? segun la escala de cada una de las imagenes.

. . . 7 4. ® .
Los datos obtenidos se analizaron con el programa informatico SPSS 15.0 para Windows. Los
resultados se evaluaron con un test no paramétrico para comprobar su normalidad, realizando

una transformacion logaritmica en caso necesario. El estudio estadistico se dividid en: estudio
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descriptivo de los pacientes, estudio descriptivo y comparativo entre la sangre entera (SE), el
plasma pobre (PP) y el plasma rico (PR), estudio descriptivo y comparativo de IGF-l y CRP en el
tiempo y evaluacién de los factores que influyen en la concentracién de las mismas, estudio

descriptivo y comparativo de las medidas musculares obtenidas por ecografiay TC.

El rango de edad y peso de los animales fue de 36-120 meses y entre 10 y 24 kg,
respectivamente. El peso medio de los animales varié entre los grupos, presentando los pacientes

un peso mayor durante el desarrollo del grupo PCB.

En cuanto a la concentracion de plaquetas, en los 3 grupos de estudio, existe un aumento en el
numero de plaquetas en el PR. Presentando este Ultimo valores de 1,5-2 veces superiores a la
concentracién en sangre y PP, resultados que coinciden con los de Anitua (2004). Por otro lado,
con respecto a la concentracidn de leucocitos y valor hematocrito se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la SE y el PR y el PP en los tres grupos de estudio. Estos
resultados confirman la ausencia de glébulos blancos y hematies tras la centrifugacién de la
sangre y la separacién de los diferentes tipos de plasma, resultados que coinciden con los de
Anitua (2007). Sin embargo, los niveles de IGF-I se mantienen con valores similares a los
plasmaticos tanto en el PP como en el PR, ya que este factor de crecimiento se considera una

factor plasmatico y no varia su concentracion en el PRP (Marx, 2004).

En el estudio comparativo de la concentracién de IGF-1 y la CRP en los diferentes tiempos, no
hubo diferencias significativas en ninguno de los grupos, existiendo una correlacién negativa

entre ambas proteinas (Tvarijonaviciute et al., 2011).

Con respecto a la influencia de la edad, sexo y peso sobre los niveles de IGF-I, podemos afirmar
que fueron los animales de edad avanzada los que poseian menores concentraciones de IGF-I,
igual que en humana (Tovar et al., 2004; Coronado et al., 2005) y en medicina veterinaria (Favier
et al., 2001; Greer et al., 2010). Por otro lado, observamos valores menores de IGF-l en las
hembras que en los machos (Greer et al., 2010). Fueron los animales de mayor peso los que
presentaron mayores niveles de IGF-I (Favier et al., 2001; Blanchard et al., 2004; Greer et al.,

2010)

En este estudio, fueron los animales de mayor peso los que presentaban menores niveles de
CRP (Mohamed-Ali et al., 1997; Das 2001; Veiga et al., 2008), no hubo diferencias significativas en
la influencia del sexo sobre los niveles séricos de CRP (Clyne y Olshaker, 1999) y los animales mds

jévenes tuvieron menores concentraciones de CRP (Clyne y Olshaker, 1999; Prieto et al., 2008).

En la comparacién de la musculatura entre el drea infiltrada y el drea no infiltrada entre los 3

grupos en cada uno de los dias de estudio, donde se evaluaba el posible efecto sistémico, no hubo
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cambios significativos. Al igual que tampoco los hubo en el estudio local, de este modo, cada uno

de los puntos a estudiar mantuvo su tamafio en el tiempo.

Por lo tanto, con todos los resultados obtenidos podemos concluir que, ya que las
concentraciones de IGF-I y CRP no aumentan a nivel sistémico tras la inyeccion intramuscular de
PRGF, y manteniéndose el tamafio muscular tras la infiltracién de este concentrado plaquetario,

no existe ningln efecto anabolizante en el uso de este producto a nivel intramuscular.

De este modo, los deportistas podrian seguir beneficidndose de las ventajas de estas terapias,
con el consiguiente beneficio econdmico y temporal. Estos resultados coinciden con la decisidn
que tomé la WADA el 1 de Enero de 2011, ya que retiré la prohibicién del uso de PRGF en
inyeccidén intramuscular, aunque no presentd ningun estudio que confirmara o rechazara sus

teorias.
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The clinical use of Plasma Rich in Growth Factors (PRGF®) in intramuscular application has
been forbidden by the WADA due to the suspicion that these factors can produce systemic effects
in Insulin-like growth factor | (IGF-I) concentrations, which can produce a beneficial and
advantageous effect in muscular efficiency of the treated athlete. In addition, there is no
knowledge about the influence of PRGF administration in the inflammatory status of the

organism.

The purpose of this study was to evaluate the influence of local PRGF® injection in healthy

muscle on IGF-1 and CRP serum concentrations within time in the canine specie.

A prospective crossover study design was carried out with eight Beagles, which were infiltrated
in the middle of the 5™ vertebrae on the left lumbar muscle (multifidus, dorsi and iliocostalis),

with 3 different preparations:
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=  Group PCB (Placebo): 1 ml of SSF with 0,05 ml Ca,Cl.
=  Group PRGF (Plasma Rich in Growth Factors): 1ml of PRGF® with 0,05 ml Ca,Cl.
=  Group HPRGF (High Plasma Rich in Growth Factor): 3 ml of PRGF® with 0,15 ml Ca,Cl.

In each of the cases, blood samples were obtained by jugular venipuncture at different time
intervals: baseline, 1', 15', 30", 1h, 6h, 12h, 24h, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, and 56 days post
injection. Between the end of one group and the beginning of the other, animals had one month

off.

The IGF-I was analyzed by an automated immunoassay system and CRP was determined using

an immunoturbidimetric assay, both previously validated in dogs.

To assess the muscle dimensions and the response to PRGF infiltration, ultrasound and TC
studies were performed. The ultrasounds were done at baseline (before injection) and at 1', 7, 14,

21, 28, 35, 42, 49 and 56 days after inoculation and after obtaining the blood samples.

The TC study took place under sedation with medetomidine (0,01 mg/kg), morphine (0,2
mg/kg) and midazolam (0,2 mg/kg, intramuscularly and were performed at baseline (before

injection) and 14, 28, 42 and 56 days after injection.

The images were taken at the following intervertebral spaces, L4-L5 (L4), L5-L6 (L6) and at the

midpoint between them (L5).

PRGF injection was evaluated locally by measuring the infiltrated side and with the evolution
during the study time and systemically by comparing the infiltrated side with the contralateral

musculature.

Image Pro Plus® program was used to measure the images. Muscle area was measured in

pixels, and then turned to cm” according to each of the image scales.

The data was analyzed with the SPSS 15.0 for Windows® program. Normality was assessed and
log transformed if necessary. The statistical study was divided in: a descriptive study of the
patients; a descriptive and comparative study of whole blood, poor plasma (PP) and rich plasma
(PR); a descriptive and comparative study of IGF-I and CRP over time and a descriptive and
comparative study of the measurements obtained by the ultrasound and TC images were
performed with an ANOVA and Posthoc tuckey test. A study of the factors, which influence the
concentrations of the IGF-I and CRP, was performed, and the relationship between them was

evaluated with a contingence coeficient and a Pearson correlation.
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The range of age and weight of the animals were 36-129 months and 10 to 24 kg, respectively.
The mean weight of the animals within the three groups was different, being heavier the animals
of the PCB group. Regarding the platelets concentration in the 3 study groups (PCB, PRGF,
HPRGF), there was an increase in the number of platelets in the plasma rich in growth factors
group. This last group, presented values of 1.5-2 times the concentration in blood and PP, results
which are also agreed by Anitua (2004). On the other hand, in the leukocytes concentration and
hematocrit value we found statistically significant differences between blood, PP and PR from the
three study groups. These results confirm the absence of white blood cells and red blood cells
after blood centrifugation and the separation of the different plasma types, resulting once more
in agreement with Anitua (2007). IGF-I levels no increases in PP or PR, probably because it is a

plasmatic growth factor (Marx, 2004).

When IGF-I and CRP were compared throughout the procedure, there were no differences
between times in the three protocols, and there was a significant negative correlation between

them (Tvarijonaviciute et al., 2011).

With regard to the influence of age, sex and weight of the animals in IGF-I levels, it was
appreciated that older animals had lower IGF-I concentrations, just like in human studies (Tovar et
al., 2004, Coronado et al., 2005), as well as in veterinary medicine (Favier et al., 2001; Greer et al.,
2010). IGF-I presented lower values in females than in males (Greer et al., 2010) and heavier
animals obtained higher levels than thinner ones (Favier et al., 2001; Blanchard et al., 2004; Greer

etal., 2010),

In this study, heavier animals had higher CRP levels (Mohamed-Ali et al., 1997; Das 2001;
Veiga, 2008), there were no significant influence of gender on serum CRP levels (Clyne y Olshaker,
1999) and younger animals had CRP lower concentrations (Clyne y Olshaker, 1999; Prieto et al.,
2008).

Comparing the muscle area between the infiltrated and non- infiltrated sides of the three
groups in the days of study, there were no significant changes in muscle size on both sides, after
intramuscular injection. When compared the time evolution of the muscle area, in each of the
sides (right/not infiltrated and left/infiltrated) and between the study groups over time, there

were no statistically significant differences.

IGF-1 and CRP do not increase at a systemic level after local injection of PRGF®, there is an
inverse relationship between the two proteins and muscle size remained without increase after

PRGF® intramuscular injection. So, no anabolic effect exists after PRGF injection, and therefore
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athletes could still benefit from the advantages of its use, resulting in an economical and a

temporary beneficial therapeutic.

As a result, with all the obtained data, we can conclude that as IGF-I and CRP concentrations
do not increase at a systemic level after intramuscular injection of PRGF, and the muscular area
keeps constant, without increasing in size. There is no anabolic effect with the use of this product
intramuscularly. This way, athletes would be able to continue benefiting from the advantages of
this therapeutics, with the subsequent economical and temporal benefits. These results were the
same as the ones decided by the WADA the 1% of January of 2011, as they removed the
prohibition of the intramuscular use of PRGF, although there was no studies presented which

confirmed or rejected their theories.
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