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Listado de Abreviaturas

Listado de abreviaturas

A continuaciéon se detallan todas las abreviaturas que aparecen a lo largo del

documento:

»  ACP: Plasma autdlogo acondicionado.

=  ADP: Adenin difosfato.

= aFGF: Factor de crecimiento fibroblastico acido.

. bFGF: Factor de crecimiento fibroblastico basico.

. BMP: Proteina morfogenética dsea.

=  CDMP: Proteinas morfogenéticas derivadas del cartilago.
=  CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo.

. EGF: Factor de crecimiento endotelial.

. FGF: Factor de crecimiento fibroblastico.
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»  GPS: Gravitational platelet separation.

. HGF: Factor de crecimiento hepatocitico.

»  IGF: Factor de crecimiento insulinico.

*  Ig: Inmunoglobulinas.

= IL: Interleucina.
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. MMPs: Metaloproteasas.

»  NGF: Factor de crecimiento neurotréfico.

»  O:Operado.
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Introduccion

Introduccion

Las lesiones tendinosas son una de las principales causas de morbilidad de origen
musculo-esquelético. Entre el 30 y el 50 % de las lesiones deportivas tienen relacién
directa con un patologia de tipo tendinosa (Andia et al/, 2010). El tendon es una
estructura anatomica con un bajo potencial de cicatrizacion debido a su pobre

vascularizacion y escasez de tenocitos (Fenwick et a/, 2002).

La reparacion de las lesiones del tejido tendinoso es un proceso complicado que
necesita diversos mecanismos de division celular, formacion de nuevos vasos
sanguineos, sintesis de matriz extracelular y remodelacion del nuevo tejido de
reparacion. Para conseguir de forma efectiva este proceso participan muchos
elementos; diferentes lineas celulares y diversas proteinas, metabolitos y electrolitos. La

comunidad cientifica intenta encontrar terapias eficaces que ayuden a mejorar el
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tratamiento de este tipo de lesiones (Kaux et a/, 2012; Monto et al, 2012; Uysal et al,

2012; Wnuk et al, 2012; Kaux et al, 2013).

Las plaquetas han demostrado tener un papel fundamental en el inicio y
mantenimiento del proceso de reparacion y regeneracién de los tejidos. Después de un
dafio tisular se produce una extravasacién de células sanguineas que organizan un
coagulo y la degranulacién de las plaquetas que lo conforman. Los granulos
plaquetarios contienen en su interior diversos factores de crecimiento que inician la
sucesion de eventos que conduce a la cicatrizacion del tejido (Bennett y Schultz, 1993;
Anitua et al, 2004). Ademas, las plaquetas actian como moduladoras de la
morfogénesis, del crecimiento y de la diferenciacion celular, gracias a los factores de
crecimiento del interior de sus granulos alfa (Anitua et al/, 2004). En el proceso de
cicatrizacién tisular también participan otras lineas celulares capaces de producir
factores de crecimiento. Entre ellas destacan las células inflamatorias, fibroblastos,
células epiteliales y células del endotelio vascular (Bennett y Schultz, 1993). Aunque
cada vez se conocen mejor los mecanismos de cicatrizacion de este tejido, actualmente
todavia se desconoce buena parte de los procesos bioquimicos que tienen lugar en el

tejido tendinoso durante el proceso de cicatrizacion (Andia et al, 2010).

A principios de los afios 80 Knighton y colaboradores (1982) demostraron la
capacidad del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) para inducir angiogénesis, fibroplasia y
sintesis de colageno en la cicatrizacion de tejidos. Se apuntaba a las plagquetas como
una importante fuente de factores de crecimiento (Ross et a/, 1986). Las terapias
basadas en la aplicacion de plasma autdlogo, proporcionan una fuente autéloga de
factores de crecimiento y otras proteinas biolégicamente activas (como el fibrindgeno,
fibronectina o vitronectina), derivados de los granulos alfa de las plaquetas que juegan
un papel importante en el proceso de reparacidon y regeneracién tisular (Anitua et a/,

2004).

El PRP se ha empleado con buenos resultados en la cirugia oral y maxilofacial (Marx
et al, 1998; Anitua et al, 1999; Carlson y Roach, 2002), en la cirugia plastica (Bhanot y
Alex, 2002) y en la cirugia ortopédica (Lowery et al, 1999; Sanchez et al, 2003a; Mishra
et al, 2009b).

Diego Lépez Ndjera 4



Introduccion

Seguramente es en las lesiones del tendon donde mas se ha extendido su uso clinico.
No obstante, algunos estudios clinicos ponen en entredicho el efecto beneficioso de la
aplicacién de PRP para incrementar el proceso de cicatrizacion del tendon. De este
modo, actualmente existe una controversia acerca de la utilidad clinica de estas terapias
para el manejo terapéutico de patologias tendinosas (Andia et a/, 2010; Engebretsen et

al, 2010; Kon et al, 2011; Paoloni et al, 2011).

Algunos factores de crecimiento son primordiales en el proceso de cicatrizacion
tendinosa, como el PDGF, TGF-B1, VEGF, EGF, bFGF y IGF-I entre otros muchos (Molloy
et al, 2003; Hsu y Chang, 2004). Parece que la accion de un unico factor de crecimiento
no produce un efecto terapéutico significativo y que, para observar una mejoria en la
cicatrizacién del tendon, es necesaria la participacién de varios factores de crecimiento y
gue otras moléculas se encuentren en equilibrio anabdlico y catabodlico (Maffulli et al,

2000).

Recientemente se ha evidenciado en un estudio experimental, que la aplicacion de
plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) en lesiones completas de tenddn de
Aquiles de ovejas, acelera el proceso de cicatrizacion del tendén (Fernandez et al,
2013). Aparecen cambios histolégicos como una mejor organizacion de las fibras de
colageno y una mejor orientacién de los nucleos de los fibroblastos, asi como un
descenso en el nimero de vasos sanguineos y un descenso en la densidad de

fibroblastos (Fernandez et a/, 2013).

Algunos estudios han evidenciado una mayor resistencia mecanica en tendones
calcaneos de ratas lesionados quirdrgicamente tras la aplicacion de PRP (Kaux et al,
2012; Wnuk et al, 2012) pero sélo valoran la fuerza total del tendon tratado, sin llegar a

valorar la calidad del tejido neo-formado.

Es importante por lo tanto obtener un método Util y repetitivo que permita la
estandarizacion de los parametros de resistencia mecanica. Aun a dia de hoy, hay serios
problemas en el disefio de estudios de resistencia mecanica, bien por los parametros a
medir, o por las complicaciones técnicas a la hora de disefiar las mordazas de agarre

(Baums et al, 2008; Bowser et a/, 2011).
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Los correctos disefios experimentales nos permitirian correlacionar los resultados
histologicos con los resultados de resistencia, lo que de verdad daria una aplicacién real

a las terapias.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis de Trabajo

Las lesiones tendinosas son frecuentes y una de las principales causas de morbilidad
de origen musculo-esquelético en el ambito del deporte (Andia et a/, 2010). La
aplicacion de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) en este tipo de lesiones, ha demostrado
un acortamiento en los tiempos de cicatrizacion asi como en la recuperacién.
Recientemente se ha evidenciado que, la aplicacion de Plasma Rico en Factores de
Crecimiento (PRGF) en lesiones completas de tendon de Aquiles de ovejas, acelera el

proceso de cicatrizacion del tenddn (Fernandez et a/, 2013).

No obstante, algunos estudios clinicos ponen en entredicho el efecto beneficioso de

la aplicacion de PRP para incrementar el proceso de cicatrizacion del tendon. Existe
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actualmente controversia acerca de la utilidad clinica para el manejo terapéutico de

patologias del tendén.

Algunos trabajos han probado una mayor resistencia mecanica en tendones
calcaneos de ratas lesionados quirdrgicamente tras la aplicacion de PRP (Kaux et al,
2012; Wnuk et al, 2012), pero solo valoran la fuerza total del tendén tratado, sin llegar a
valorar la calidad del tejido neo-formado. Ademas, utilizan el nitrégeno liquido para
congelar el sistema de agarre mordaza-muestra anatomica para los estudios

biomecanicos, método que dificulta mucho la manipulacion de las muestras.

Nuestra hipotesis de trabajo es que la aplicacion de PRGF puede ayudar a mejorar la
resistencia mecanica de los tendones de Aquiles lesionados. Para poder demostrar esta
hipdtesis tenemos que mejorar los sistemas de sujecién de las muestras tendinosas a
evaluar en los test de ensayos, minimizando asi los problemas que hasta la fecha han

acompafado a este tipo de estudios.
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Objetivos

Basandonos en la hipotesis de trabajo, nos planteamos los siguientes objetivos, que

han de guiar el desarrollo de esta tesis doctoral:

»  Valorar una nueva metodologia que facilite y mejore la sujecion de
muestras anatoémicas tendinosas en ensayos biomecanicos, que cumpla

con los siguientes objetivos:

o El no deslizamiento de la muestra en las mordazas de ensayo.
o La determinacion de la resistencia a la traccion en la zona de interés.
o La integridad de los tejidos adyacentes a la zona de interés, con el

objetivo de no comprometer dicha zona.
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. Evaluacion biomecanica del efecto que tiene la aplicacién de inyecciones
intra-tendinosas de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) sobre
la cicatrizacion del tenddn de Aquiles, en comparacién con un grupo
Placebo. Para ello se empleara un modelo experimental en oveja,
previamente validado para el estudio histologico y ecogréfico. Se testaran
los tendones en maquina universal de ensayos para evaluar la resistencia
mecanica a la traccién del tejido de cicatrizacion. Se ha planteado la

valoracion del tejido de cicatrizacion con tres parametros diferentes:

o Relacién de fuerzas entre tenddn operado y tenddn sano.
o Relacion de secciones entre tendon operado y tenddn sano.
o Relacion de tensiones entre tenddn operado y tendén sano.
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Anatomia del tendon de Aquiles

El tendon mas fuerte y grueso del cuerpo humano es el tendon de Aquiles y su
funcién es conectar el musculo triceps sural (musculo séleo y las dos cabezas del

musculo gastrocnemio) al hueso calcaneo (O'Brien, 2005; Benjamin et al, 2007).

En los condilos femorales se originan las cabezas lateral y medial del musculo
gastrocnemio y en su porcion mas distal comienza su contribucién al tendon de Aquiles.
El s6leo, que se origina en la cara posterior de la cabeza del peroné y la linea del séleo
de la tibia, ofrece una contribucién al tendon de Aquiles mas gruesa pero mas corta

(Benjamin et al,, 2007).

Las fibras tendinosas del musculo gastrocnemio convergen a medida que van
descendiendo, provocando a su vez el estrechamiento del tendon de Aquiles, y rotan

alrededor de las fibras procedentes del musculo séleo. Las fibras del musculo
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gastrocnemio se fijan lateralmente a nivel de la insercion del calcaneo, mientras que las
fibras procedentes del musculo soéleo se fijan medialmente (Benjamin et a/, 2007). No
todas las fibras se insertan en el calcaneo, sino que una proporcion variable de las fibras

mas superficiales del tendon de Aquiles pasan bajo el talon y se contindan con las fibras

de la fascia plantar (Benjamin et al, 2007).

Existen cambios substanciales en la forma del tenddén de Aquiles entre su porcién
proximal y su porcion distal. El tendon de Aquiles se vuelve mas grueso a medida que

se aproxima a su insercion Osea, igual que ocurre con muchos otros tendones del

cuerpo (Benjamin et al, 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia del tendon de Aquiles (especie humana). http.//legal-
anatomical.medicalillustration.com/generateexhibit. php?ID=26839

El tenddn de Aquiles se desliza con respecto al resto de estructuras que lo rodean
gracias al paratenddn, una envoltura de tejido conjuntivo compuesta, esencialmente,
por fibras de colageno de tipo Iy Il y fibrillas elasticas, que tienen su superficie interna
tapizada por sinoviocitos que producen pequefias cantidades de liquido sinovial.
Probablemente, este paratendon no sea tan efectivo como una genuina vaina sinovial,
aunque cumple su objetivo de facilitar el movimiento del tenddn con respecto a los
tejidos contiguos (Kannus, 2000). Es una estructura rica en vasos sanguineos y nervios.
Alrededor del tendon hallamos el epitenddn, y su parte mas externa se continda con el

paratendon, creando asi el peritenddn (Benjamin et a/, 2007).

El nervio sural pasa junto al paratenddn del tendon de Aquiles, y atraviesa su borde
lateral unos 10 centimetros por encima de su insercion (Benjamin et a/, 2007). El tendén
de Aquiles, cerca de su insercion en el calcaneo, esta rodeado por dos bolsas sinoviales:
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una superficial, entre la piel y el tenddn, y otra en profundidad (bolsa retrocalcanea),

entre el tenddn y la tuberosidad del calcaneo (Benjamin et a/, 2007).

El aporte vascular que recibe el tendon de Aquiles se produce a través de vasos
sanguineos que marchan por el paratenddn, y que principalmente se derivan de la
arteria tibial posterior. Las roturas del tendon de Aquiles tienen lugar entre 2 y 6 cm por
encima de su insercion en el calcdneo, ya que esta porcién media del tenddn esta
relativamente poco vascularizada, aspecto que puede contribuir a un mayor nimero de
roturas en esta area. La zona proximal del tenddn recibe un aporte vascular
suplementario a partir de los vientres musculares que contindan hacia el tendén a
través del endotenddn. La zona distal también se nutre de vasos sanguineos a través de
un plexo arterial periostal existente en la zona posterior del calcaneo. En condiciones
normales, la entesis fibrocartilaginosa es avascular, de manera que los vasos sanguineos
no pueden pasar directamente desde el hueso hacia el tenddén a nivel de la unién

osteotendinosa (Benjamin et al, 2007).

El tendon de Aquiles y su paratendon reciben un aporte nervioso sensorial
nociceptivo y propioceptivo. Este aporte es facilitado por ramas sensoriales de los
musculos que lo forman y por ramas de los nervios cutaneos contiguos, sobre todo del
nervio sural. El paratenddn estd mas inervado que el propio tenddn y contiene los
corpusculos de Pacini, con un papel significativo en la propiocepcion (Benjamin et al,
2007), y los corpusculos de Ruffini y los de Golgi, que funcionan como sensores de
presion (Platt, 2005). La integridad del aporte nervioso desempefia una funcion
primordial en el proceso de cicatrizacion tendinosa, segun se ha puesto de manifiesto
en investigaciones experimentales. En comparacion con los tendones que no habian
sido denervados, se comprobd que la denervacion periférica del tenddn de Aquiles en
ratas empeord las propiedades biomecanicas de los tendones en cicatrizacion,

transcurridas dos semanas de la tenotomia (Aspenberg y Forslund, 2000).

Aproximadamente, el peso seco del tenddn es de un 30% de su masa total, mientras
que el resto es agua. El tendon de Aquiles, de igual manera que los otros tendones, esta
constituido esencialmente por fibras de colageno de tipo I (sobre un 80% del peso seco

del tendon). Ademas, encontramos también fibras de elastina (un 2 6 3% del peso seco)
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y proteoglicanos (aproximadamente un 1%) que componen parte de la matriz
extracelular (Platt, 2005). La elastina favorece la flexibilidad del tenddn, mientras que el
colageno, del que se han identificado méas de 12 tipos, proporciona la fuerza tensil
(O'Brien, 2005). Los colagenos de tipo I y Il son formadores de fibras y componen la
mayor parte del colageno secretado al espacio extracelular. El colageno tipo I
constituye, aproximadamente, el 95% del colageno existente en este tejido. El colageno
del cartilago articular es principalmente de tipo Il y también forma fibras. Los colagenos
tipo IV y V no son formadores de fibras, pero son los que integran en su mayoria las
membranas basales (Kirkendall y Garret, 2004). En el tendon de Aquiles sano, el tipo de
colageno que predomina es el tipo I, mientras que en el tendén de Aquiles patologico
existe una proporcion substancial de colageno de tipo III. Los fibroblastos que derivan
de tendones de Aquiles que han sufrido una rotura generan tanto colageno tipo I como
tipo III cuando son cultivados. El colageno tipo III tiene menor aguante a las fuerzas
tensiles que el tipo Iy eso provoca que el umbral de rotura del tendon disminuya

(Maffulli, 1999).

Los tenocitos y tenoblastos secretan moléculas solubles de procolageno al espacio
extracelular, donde se convierten en tropocoldgeno. A su vez, las moléculas de
tropocolageno se enlazan mediante puentes cruzados para formar moléculas insolubles
de colageno, que se agregan mediante uniones cruzadas covalentes para formar la
tipica estructura en triple hélice que hace fuerte a esta molécula (Kirkendall y Garret,

2004).

Siguiendo una ordenacién jerarquica, las microfibrillas de colageno de tipo I se
organizan en fibrillas, que miden entre 50 y 90 nm, y posteriormente en fibras de
colageno, de unos 60 pm de diametro. Estas fibras de colageno se unen para formar
haces de fibras primarios (subfasciculos) que, por su parte, se concentran para dar lugar
a haces de fibras secundarios (fasciculos) y haces de fibras terciarios, parecido a como
se estructura un cable trenzado (Kannus, 2000) (Figura 2). Desde un punto de vista
biomecanico, la estructura de colageno mas pequefia que puede ser testada es el
fasciculo (O'Brien, 2005), que esta rodeada del endotendodn. El endotenddn es una fina

membrana de tejido conectivo rico en elastina que permite la union y cierto
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movimiento de los haces de colageno mientras penetra en el interior del tenddn,
facilitando a su vez, el aporte sanguineo, linfatico y nervioso (Kannus, 2000; O'Brien,
2005). En la capa mas externa del tenddn se sitla el epitenddn, una membrana fibrilar
relativamente densa de colageno. Por su cara interna, se une con el colageno de los
haces de fibras mas externos y por su cara externa se continla con el paratenddn

(Kannus, 2000).

Subfibrilla

/ Microfibrilla

Moléculas

de tropocoldgeno Microblastos Estructura Membrana
fascicular
Triple hélice ondulada
U L oo 1 . | !
52 35A  100-200A4 500-50004 50-300y 100-500

Escala de tamaio

Figura 2. Jerarquia estructural del tendon desde las moléculas de tropocolégeno a la
presentacion final (Kastelic et al., 1978).

Histologia del tenddon de Aquiles

Entre el 90 y 95% de los elementos celulares del tenddn estan constituidos por los
tenocitos (un tipo especializado de fibrocitos) y los tenoblastos (un tipo especializado
de fibroblastos), mientras que el restante 5 y 10% esta formado por otras estirpes
celulares, como los condrocitos, las células vasculares, los sinoviocitos y las células de
musculo liso (Kannus, 2000; Doral et a/, 2010). En condiciones patoldgicas pueden
aparecer otras estirpes celulares, como las células inflamatorias (macréfagos,
neutrofilos, linfocitos, células plasmaticas) (Kannus, 2000). El tendon de Aquiles normal
goza de un patrdn celular bien organizado con los tenocitos colocados y empaquetados
entre los haces de colageno y alineados a la perfeccion con respecto al eje longitudinal
del tenddn. Esta ordenacion se debe a que tanto tenocitos como tenoblastos producen
de manera uniforme y centrifuga la matriz extracelular, fibrilar y no fibrilar, y llega un
momento en el que la célula se ve rodeada y compactada por dicha matriz extracelular

(Maffulli, 1999) (Figura 3). Bajo microscopia Optica es posible apreciar la configuracion
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ondulada de las fibras de colageno del tenddn, como bandas regulares a lo largo de la

superficie de la fibra de coldgeno (Kannus, 2000).
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Figura 3. Cortes teriidos con Hematoxilina-Eosina. Tendon de Aquiles normal con tenocitos
(A) y en proceso de cicatrizacion con fibroblastos (B). Las lineas discontinuas de ambas
imdgenes indican la direccion del eje longitudinal del tendon de Aquiles (Fernandez, 2012).

Tanto en el tendon del animal neonato como en el tendén durante las primeras
etapas del proceso de cicatrizacion existe una relacién células/matriz extracelular muy
alta. El principal componente celular son los tenoblastos, que varian en su morfologia
pero acostumbran a tener un nucleo de forma ovalada e hinchada. Es una estirpe celular
caracterizada por poseer un gran reticulo endopladsmico y un aparato de Golgi muy
desarrollado, con un eje longitudinal que mide entre 70 y 20 uym, y un eje transversal
entre 8 y 20 ym. Debido a estas particularidades en su forma, los tenoblastos son
células con una alta tasa metabdlica y los principales responsables de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular (Kannus, 2000). Tanto en el tendon adulto como
en el tenddn a medida que avanza su proceso de cicatrizacion, la relacion células/matriz
extracelular disminuye gradualmente. Los tenoblastos se van transformando en
tenocitos (en algunas ocasiones se puede producir la transformacion al contrario)
adquiriendo un nucleo muy alargado y afinado. Estos tenocitos poseen un eje mayor de
entre 30 y 80 pym y un eje menor de entre 2 y 10 um, y en comparacion con el
tenoblasto el ratio nucleo/citoplasma se incrementa drasticamente, disminuyendo el
desarrollo del aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico. El vasto nucleo del tenocito
ocupa practicamente toda la longitud de la célula y la cromatina nuclear se concentra

en los margenes de la membrana del nucleo. Los tenocitos son células metabolicamente
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activas, pero a un nivel muy inferior al de los tenoblastos, segun el analisis

ultraestructural (Kannus, 2000).

Las células tendinosas sintetizan todos los componentes de la matriz extracelular:
fibras de colageno, fibras elasticas, proteoglicanos y glicoproteinas estructurales. Al
mismo tiempo, también se ocupan de los procesos de resorcion e intercambio de los
componentes de la matriz tendinosa. Con el fin de mantener una correcta homeostasis
y estructura en el tenddn, los tenocitos y tenoblastos actlan tanto anabodlica como
catabdlicamente (Kannus, 2000). La tasa de intercambio de colageno en un tendén
adulto sano, incluyendo sintesis y catabolismo, es relativamente baja. Este hecho
sumado al buen desarrollo de mecanismos anaerobios de produccién de energia
provoca que el tendén pueda soportar cargas y mantener la tension por tiempo
prolongado sin riesgo de isquemia y necrosis. Tanto la recuperacion después de la
actividad como los procesos de cicatrizacion son lentos debido a una baja tasa

metabdlica (Kannus, 2000).

Biomecanica del Tenddon de Aquiles

Las estructuras anatémicas que permiten el movimiento de las articulaciones son los
tendones, situados entre los musculos y el hueso, que actdan como trasmisores de la
fuerza producida por la contraccion muscular (Maffulli, 1999; Kannus, 2000).
Concretamente, el de Aquiles es el tenddn que esta sujeto a las mayores fuerzas tensiles
que se generan en el organismo humano, capaces de alcanzar mas de 10 veces el peso
corporal durante actividades como la carrera o el salto (O'Brien, 2005). Los tendones
muestran un comportamiento viscoelastico en lugar de comportarse como conexiones
rigidas (Maganaris et al, 2007). La manera tradicional de estudiar las propiedades
biomecanicas de los tendones se centraba en el estiramiento del propio tendon hasta
su rotura, obteniendo asi una curva de fuerza-elongacién en la cual se pueden distinguir

cuatro regiones (Maganaris et al,, 2007):
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. La regidon I, o region de baja rigidez, se relaciona con fuerzas que provocan
una disminucion del grado de ondulamiento normal de la fibra de
coladgeno, pero que no producen dafio en el tendon.

. La regidn 11, o region lineal, en ella las cargas originan un estiramiento de
las fibras que ya estaban alineadas, causando alguna rotura al final de esta
fase.

. La region III, o region de alta rigidez, donde si se mantienen las fuerzas de
elongacion, de manera impredecible se producen roturas de fibras de
colageno a medida que aumenta la fuerza del estiramiento.

=  La regién IV de la curva de fuerza-elongacion, donde al continuar con el

estiramiento el tendon se rompe por completo (Maganaris et a/, 2007).

La forma de la curva fuerza-elongacién obtenida varia entre diferentes especimenes,
si bien es cierto que las cuatro regiones que acabamos de describir se presentan

siempre que un tenddn se somete a tension hasta su rotura (Maganaris et a/, 2007).

La clave de la fuerza tensil de los tendones esta en el colageno, el colageno tipo I
representa entre el 70 y el 80% del peso en seco de un tendén normal (Wang et al,
2012). Los haces de fibras de colageno poseen una configuracion ondulada cuando se
encuentran en reposo. De este patron de ondulamiento intratendinoso dependera la
plasticidad del tenddn, que es lo que le permite actuar, hasta cierto punto, como un
muelle que se estira cuando se somete a tension, acumulando parte de esa energia y
liberandola cuando recupera su forma inicial. Cuando la fibra de colageno se somete a
una fuerza de estiramiento superior al 2%, la configuracion ondulada se pierde, y si el
estiramiento ejercido no supera un 4%, el tenddn recupera su apariencia ondulada. Con
un estiramiento entre el 4 y 8%, las fibras de coldgeno empiezan a romperse y las
conexiones intermoleculares desaparecen, causando que las fibras no recobren su
ondulamiento inicial de manera completa (Maffulli, 1999; Doral et al, 2010). La
viscoelasticidad del tendén procede de las proteinas del colageno, del agua, y de la

interaccion entre el colageno y los proteoglicanos (Wang et al, 2012).

Las cargas mecanicas controladas tienen un efecto anabdlico sobre el tenddn

lesionado estirandolo y mejorando la calidad de reparacion, pero las cargas excesivas
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resultan en lesiones tendinosas. Por otro lado, la inmovilizacién puede provocar
cambios en el numero, la forma y la orientacion de las células tendinosas (Wang et al/,

2012).

Lesiones del tend6n de Aquiles

Epidemiologia, etiologia y patogenia

En las Ultimas décadas, tanto el nimero como la incidencia de las lesiones tendinosas
se han incrementado de manera exponencial. De hecho, las lesiones de tendon integran
entre el 30% y 50% del total de lesiones relacionadas con el deporte, y el tendon de
Aquiles es uno de los que se ve implicado de manera mas habitual (Jarvinen et al,
2005). Hasta los afos 50, la incidencia de rotura del tendén de Aquiles era poco
frecuente pero, desde entonces, se ha incrementado claramente en los paises
industrializados, especialmente durante las Ultimas dos décadas, debido al aumento de
la actividad deportiva en nuestras sociedades sedentarias (Leppilahti y Orava, 1998;
Schepsis et a/, 2002). La falta de preparacion deportiva y de condicion fisica contribuyen
a la aparicién de la mayor parte de roturas del tendon de Aquiles durante la practica de
actividades deportivas de recreo, en pacientes situados entre los 30 y 40 afos

(Leppilahti y Orava, 1998; Schepsis et a/, 2002).

El periodo de inactividad causado por la rotura del tenddn de Aquiles oscila entre las
8 y las 10 semanas, produciendo costes derivados de la inactividad laboral del paciente,
sumados a unos costes sanitarios importantes (Goel et a/, 2009). Este periodo podria
incluso incrementarse por encima de los 6 meses si apareciesen complicaciones, como

la re-rotura del tendon (Leppilahti y Orava, 1998).

La mayoria de los pacientes afectados por este tipo de lesién nunca antes habian
presentado sintomas hasta el momento mismo de la rotura, de modo que la causa
exacta de la rotura se desconoce (Jarvinen et al/, 2005). Aunque muchos de estos
tendones rotos mostraban cambios degenerativos evidentes causados por un estilo de

vida sedentario, tal como se ha revelado en estudios histopatologicos (Jarvinen et al,
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2005). Este proceso degenerativo aparece cuando el tendon se somete a breves

periodos de intenso ejercicio fisico (Jozsa et al, 1989; Jarvinen et a/, 2005).

Entre las causas que predisponen a la rotura del tendén de Aquiles se han incluido
mala alineacién biomecanica del pie y el tobillo (hiperpronacion, pie cavo,
deformaciones en varus o valgus), factores relacionados con el ejercicio (sobrecarga,
variaciones del plan de entrenamiento, calentamiento y/o estiramientos incorrectos),
enfermedades sistémicas (obesidad, hipertension, artritis reumatoide, gota),
medicaciones (fluoroquinolonas, corticoides, anabolizantes y terapias hormonales), o
incluso el uso de calzado inapropiado (Leppilahti y Orava, 1998; Jarvinen et a/, 2005;

Weatherall et a/, 2010).

Existen dos teorias que sirven para explicar la patogénesis de la rotura del tendon de
Aquiles, que son la teoria degenerativa y la teoria mecanica. La mas aceptada por la
comunidad cientifica es la teoria degenerativa, que defiende la existencia de un proceso
degenerativo anterior en el tenddn que hace que su umbral de rotura sea menor. Si a
ello le sumamos macrotraumas o microtraumas repetidos, es cuando se produce la
rotura del tenddn (Yinger et a/, 2002; Weatherall et a/, 2010). Encontramos diversos
factores que explican la degeneracién propia del tendén, como una menor
vascularizacion de la porcidn central del tendén de Aquiles (Chen et a/, 2009), cambios
degenerativos ligados a la edad (Tuite et a/, 1997) o cambios degenerativos asociados
al desuso (Yinger et al, 2002). Tras el examen histopatologico de una biopsia tomada en
el momento de la reparacion quirirgica, se han detectado marcados cambios
degenerativos en el lugar de la rotura tendinosa (Jozsa y Kannus, 1997; Cetti et al,
2003). También se ha seflalado un aumento en la produccién de colageno de tipo IIl en
los cultivos de tenocitos procedentes de tendones que han sufrido rotura, lo que
produce una variacion en la arquitectura normal del tendon y hace al tejido menos
resistente a fuerzas de tension (Waterston et a/, 1997). La segunda de las teorias, la
mecanica, no es admitida como Unico factor en la patogenia de la rotura del tend6n de
Aquiles. Esta teoria plantea que la mala funcién del mecanismo inhibitorio normal de la

unidad musculotendinosa, encargada de prevenir la lesion del tenddn ante
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contracciones musculares excesivas o incoordinadas, es la principal causa de rotura

(Leppilahti y Orava, 1998).

La rotura del tenddn puede ser causada por traumatismos directos o indirectos. Entre

los traumatismos indirectos podemos destacar tres tipos:

= (I) empuje con la planta del pie apoyada mientras la rodilla se extiende,
como en la salida de una carrera de velocidad.

. (I) dorsiflexién del tobillo imprevista, como cuando pisamos un hoyo.

. (1) dorsiflexion violenta de un pie con la planta flexionada, como cuando
caemos de una altura y aterrizamos con el pie con la planta flexionada

(Leppilahti y Orava, 1998).

Diagnédstico y tratamiento

Generalmente, la rotura del tendén de Aquiles se describe como un chasquido
audible seguido de un dolor instantaneo y de la sensacion de haber sido golpeado en la
parte posterior de la pierna. El examen fisico puede desvelar edema difuso y hematoma,
e incluso se puede palpar una discontinuidad en el tendén (Leppilahti y Orava, 1998;
Yinger et al, 2002). Entre las pruebas que permiten diagnosticar la rotura encontramos
el test de Thompson, que nos permite precisar la rotura completa del tendén (Maffulli,
1999; Longo et al, 2009). Colocando al paciente tendido boca abajo con la rodilla
flexionada a 90°, hallaremos la falta de plantaro-flexién cuando se aprieten los musculos

gemelos (Yinger et al, 2002; Weatherall et a/, 2010).

La ecografia es una técnica habitual para la identificacién de discontinuidades en el
tendon de Aquiles, ya que es relativamente barata, disponible en la mayoria de
hospitales, no invasiva, rapida, repetible y que permite hacer un estudio dinamico del
mismo (Oreilly y Massouh, 1993). Aunque la precision del diagndstico depende
demasiado de la experiencia del ecografista, resultando dificil diferenciar entre roturas
totales y parciales (Robinson, 2009). La ecografia también se utiliza en el seguimiento
del proceso de cicatrizacion tras el tratamiento de la rotura del tendén (Maffulli et a/,

1990; Martinoli et al, 1993; Rupp et al, 1995).
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Otra técnica de gran utilidad es la resonancia magnética, utilizada para localizar
roturas parciales o desgarros del tenddn de Aquiles y para evaluar el estado del tendon

tras la instauracion de un tratamiento determinado (Yinger et al, 2002).

La rotura del tenddn de Aquiles puede ser tratada de manera conservadora o
quirdrgica, aunque no hay acuerdo sobre cual es el método preferible (Moller et al,
2001; Kocher et a/, 2002; Khan et al, 2005). El manejo quirdrgico presenta una menor
tasa de re-rotura, no obstante, conlleva un riesgo potencial de complicaciones
derivadas de la infeccion de la herida quirdrgica (Leppilahti y Orava, 1998; Weatherall et
al, 2010). Por contra, el manejo conservador elude el riesgo de infeccidn quirlrgica,
aunque comporta periodos de inmovilizacion mas prolongados e incrementa
significativamente la tasa de recidiva (Leppilahti y Orava, 1998; Kocher et a/, 2002;
Weatherall et a/, 2010). Ambos tratamientos consiguen unos buenos resultados a largo
plazo, siempre y cuando no se produzcan roturas postoperatorias (Moller et a/, 2001).
La ventaja del tratamiento quirirgico es que permite adelantar el programa de
rehabilitacién, lo que favorece la cicatrizacion tendinosa y limita la atrofia muscular
(Leppilahti y Orava, 1998). Recientes investigaciones recomiendan el tratamiento
quirdrgico acompafado de una rehabilitacion funcional precoz como el modo mas
seguro y eficaz para manejar la rotura del tendon de Aquiles (Weatherall et a/, 2010).
De manera que el tratamiento conservador queda restringido a pacientes sedentarios,
con expectativas deportivas y funcionales limitadas, y a pacientes con enfermedades
que podrian comprometer los procesos de cicatrizacion (diabetes y arterioesclerosis)

(Yinger et al, 2002).

Para el tratamiento quirirgico de la rotura del tendon del Aquiles disponemos
principalmente de técnicas de cirugia abierta y técnicas percutaneas, minimamente
invasivas (Movin et a/, 2005). Existen diferentes metodos dentro de la cirugia abierta,
como las técnicas de reparacion con refuerzos de fascia, las técnicas reconstructivas del
tendon, o la reparacién mediante la anastomosis término-terminal de los bordes
tendinosos rotos, esta Ultima elegida para casos que se diagnostican precozmente, y
gue persiguen recuperar la continuidad de los bordes del tenddn roto, facilitando que

cicatricen y que se recupere la funcion muscular (Movin et al/, 2005). Es interesante
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reparar el paratenddn para minimizar la formacion de adherencias (Yinger et al, 2002;
Weatherall et al/, 2010). También encontramos diversos patrones de sutura para la
reparacion del tenddn roto, que emplean material sintético no reabsorbible. Los mas

comunes son el Bunnell, Kessler, triple polea, o Krackow (Figura 4).

Bunnell Kessler Triple  Krackow
Polea

Figura 4. Patrones mas utilizados para la sutura término-terminal del tendon (Fossum,
2004).

Para disminuir el riesgo de complicaciones relacionadas con la herida quirdrgica y
reducir el tiempo de la intervencion y de la hospitalizacién disponemos de técnicas de
reparacidon minimamente invasivas que permiten reconstruir el tendon a través de
pequeias incisiones cutaneas. Sin embargo, numerosos estudios presentan una mayor
tasa de re-rotura con esta técnica debido a que la restauracidon es mas débil que con la
cirugia abierta (Yinger et al, 2002; Movin et a/, 2005). Afortunadamente, en estudios
recientes se han obtenido resultados esperanzadores en la técnica percutanea de

reparacion del tendon de Aquiles (Maffulli et a/, 2011).

En casos de re-rotura, en diagnésticos tardios o cuando la integridad de la reparacion
es cuestionable, la reparacion tendinosa con refuerzo permite reemplazar la fuerza de la
anastomosis término-terminal. Gran parte de las técnicas de refuerzo utilizan colgajos
de fascia de los musculos gastrocnemios, o bien del tendén plantar (Yinger et a/, 2002;
Movin et al, 2005). En algunos casos de rotura es necesario acudir a técnicas
reconstructivas, utilizando para ello material enddégeno (fascia lata, transferencias del
tendon peroneo corto o del tendon flexor digital largo) o material exdgeno (mallas de
polipropileno, implantes de polilactato o injertos vasculares de tereftalato de
polietileno) (Yinger et a/, 2002).
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La instauracion de un programa de rehabilitacion precoz es, posiblemente, uno de los
factores mas importantes en la recuperacion de la funcionalidad del tenddn de Aquiles
tras su rotura. Para obtener una recuperacion mas rapida y satisfactoria, es conveniente
la movilizacion controlada de los tendones y el apoyo de peso progresivo durante las

primeras fases de la cicatrizacion (Maffulli et a/, 2003; Suchak et a/, 2008).

Este tipo de lesion puede disminuir gravemente el rendimiento deportivo de los
atletas afectados, si bien es cierto que existe una tendencia hacia la recuperacion total
de la actividad deportiva, con un nivel competitivo similar al que existia previamente a

la rotura del tendon de Aquiles (Leppilahti y Orava, 1998; Parekh et a/, 2009).

Nuevas terapias para las lesiones del tendon de Aquiles

Entre las nuevas terapias que han surgido recientemente para el tratamiento de la
rotura del tendén de Aquiles, todavia en experimentacion animal, encontramos el
empleo de citoquinas y factores de crecimiento recombinantes (Sharma y Maffulli,
2005). Kurtz y colaboradores (1999) investigaron en un modelo experimental de
cicatrizacion tendinosa en rata los efectos del factor de crecimiento insulinico tipo I
(IGF-I), y hallaron un mecanismo antiinflamatorio en los animales en los que se aplico
IGF-1, asi como un menor déficit funcional y un tiempo de recuperacion mas corto (Kurtz
et al, 1999). Por su parte, Aspenberg y Forslund (1999), en un modelo de rotura del
tendon de Aquiles en rata, implantaron esponjas de colageno con factor de
diferenciacion del crecimiento 5 y 6, observando un incremento en la fuerza de los
tendones tratados a las dos semanas (Aspenberg y Forslund, 1999). El factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es un potente mitdgeno entodelial que
promueve la angiogénesis. En un modelo experimental de tenotomia del tendon de
Aquiles en rata, se demostré que los animales tratados con VEGF en el momento de la
reparacion quirurgica presentaban un considerable aumento de las caracteristicas
biomecanicas de los tendones transcurridas 2 semanas, aunque no asi a las 4 semanas
(Zhang et al, 2003). Los tendones tratados mejoraron la fuerza mecanica con la
inyeccién de proteinas morfogenéticas derivadas de cartilago (CDMP), tanto en un

modelo experimental de laceracion del tenddn de Aquiles en rata (Forslund et a/, 2003)
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como en conejo (Forslund y Aspenberg, 2003). Por contra, este mismo tratamiento con
CDMP en un animal mayor como la oveja no revel6 un efecto beneficioso importante
(Virchenko et al, 2008). En un estudio experimental reciente en tendén de Aquiles de
oveja donde se aplicdé PRGF, se observaron mejorias tanto en la orientacion de los
nucleos de los fibroblastos como en la organizacién de las fibras de colageno
(Fernandez et a/, 2013). Kashiwagi y colaboradores (2004) demostraron sobre un
modelo experimental de tenotomia del tenddn de Aquiles en rata que la administraciéon
local de factor de crecimiento transformante-B (TGF-B) producia un aumento de
procolageno tipo I y III, y una mayor resistencia biomecanica de los tendones utilizados

(Kashiwagi et al, 2004).

Otros estudios en animales de experimentacién, centrados en el uso de la terapia
génica, han demostrado la posibilidad de modificar el proceso de cicatrizaciéon del
tendon (Sharma y Maffulli, 2005). Estas terapias consisten en la modificacién genética
de una determinada poblacion celular con el fin de promover la sintesis de una o varias
proteinas por parte de estas células. Generalmente, el material genético que se desea
incorporar al genoma de esas células es transportado a través de vectores virales o
liposomas. Se han obtenido resultados prometedores en estudios mas recientes en un
modelo animal de rotura del tendén en los que se ha empleado la terapia génica junto
con proteinas morfogéneticas 6seas (BMP) (Bolt et a/, 2007), y TGF-B y VEGF (Hou et a/,
2009a; Hou et a/, 2009b).

El proceso de cicatrizacion tendinosa también se ha visto mejorado con el empleo de
células mesenquimales derivadas de médula désea. Young y colaboradores (1998),
examinaron en un modelo experimental de defecto tendinoso en conejo el efecto de
células mesenquimales derivadas de médula 6sea transportadas en implantes de
colageno. Encontraron una notable mejoria en las cualidades mecanicas y estructurales
de los tendones tratados, con unos haces de colageno de mayor area de corte
transversal y mejor alineados (Young et a/, 1998). Siguiendo este camino, otros autores
también han encontrado una mejoria en los parametros biomecanicos en un defecto
en el tendon rotuliano de conejo gracias al empleo de implantes de colageno

sembrados con células mesenquimales derivadas de médula ésea (Awad et a/, 1999). La
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ingenieria tisular es un campo emergente y asombroso, a pesar de las dificultades
existentes en el uso de este tipo de terapias en patologias tendinosas como la rotura

del tenddn de Aquiles (Sharma y Maffulli, 2005; Juncosa-Melvin et al, 2006).

Un tratamiento diferente que puede favorecer la cicatrizacidon tendinosa a través de la
liberacion de ciertos factores de crecimiento es el empleo de fotoestimulacién de baja
energia a determinadas longitudes de onda. Reddy y colaboradores (1998) hallaron que
la concentracion de colageno aumentd un 26% tras el tratamiento diario con laser de
helio-nedn en un modelo experimental de rotura tendinosa en conejos (Reddy et al,

1998).

En diferentes investigaciones se ha demostrado que el uso de ondas de choque
extracorpéreas mejora el proceso de cicatrizaciéon del tenddn de Aquiles, tanto en la
experimentacion sobre un modelo de tendén de conejo (Wang et a/, 2003) como sobre
un modelo de tendén de rata (Orhan et a/, 2004). Del mismo modo, en varios estudios
se ha demostrado que el empleo de la terapia de ultrasonidos ejerce efectos positivos
en el proceso de cicatrizacion tendinosa y en las propiedades biomecanicas, en un
modelo experimental de rotura del tendon de Aquiles en ratas (Ng et a/, 2003; Yeung et

al, 2006).

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es una de las terapias emergentes para el
tratamiento de lesiones musculotendinosas sobre la que mas se ha escrito en los
ultimos afios. Hoy por hoy, encontramos divergencia de opiniones en cuanto a la
utilidad clinica de este producto para el manejo de lesiones tanto tendinosas como de
otra naturaleza y, de hecho, aun quedan muchos interrogantes por resolver

(Engebretsen et al, 2010; Andia et a/, 2011; Kon et al, 2011).

En la actualidad, se estan obteniendo resultados prometedores con estas nuevas
terapias, y en combinacion con las técnicas quirdrgicas clasicas y los nuevos programas
de rehabilitacion, mejoran sustancialmente las posibilidades de recuperacion tanto de
los atletas como del resto de la poblacion, especialmente en lo relativo a lograr un nivel

de actividad fisica parecido al que tenian antes de la rotura del tendon de Aquiles.
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Proceso cicatricial del tendon

Para tratar enfermedades vinculadas al tenddn es esencial entender correctamente el
mecanismo de cicatrizacion tendinosa. El dafio en el tendon inicia una serie de sefiales
moleculares que estimulan a los tenocitos para la produccion de colageno y otros
componentes extracelulares, con el objetivo de reparar el tenddn roto. Durante las fases
de cicatrizacion, el tejido cicatricial que se produce debe ser sometido a una serie de
estimulos mecanicos, que resultan fundamentales para conseguir un tejido con una
correcta funcionalidad, a pesar de que el tendon normal suele ser en términos
biomecanicos de mayor calidad que el tenddn reparado. Durante el periodo de
reparacion, la falta de movilidad del tendon lleva a la formacién de adherencias, que
impiden un correcto deslizamiento del tenddn sobre el paratendén, lo que produce un
evidente efecto negativo sobre el resultado funcional final. No obstante, una
movilizacién excesiva e inadecuada puede favorecer la rotura del tendon (James et al/,
2008). Para desarrollar estrategias de cicatrizacion satisfactorias o bien para acelerar o
mejorar el proceso de regeneracion tisular es imprescindible un conocimiento adecuado

del proceso normal de cicatrizacion.

Etapas en la cicatrizacion tendinosa

El inicio de la cicatrizacidn comienza con una respuesta inflamatoria producida tras un
dafio en el tendon. El proceso de cicatrizacion sucede a lo largo de diferentes fases que
se solapan entre si y es muy variable en funcion del tipo y lugar del tendén afectado,
segun las caracteristicas del dafio ocasionado y segun el manejo terapéutico. Las fases
de la cicatrizacion tendinosa son: la fase inflamatoria, la fase proliferativa y la fase de

remodelacién (Hope y Saxby, 2007).

Periodo inflamatorio

Tras el dafio tendinoso, tiene lugar de manera inminente la fase inflamatoria, con una
duracion de entre 4 y 7 dias (Platt, 2005). En primer lugar, los bordes tendinosos rotos
se retraen y el defecto se rellena con un hematoma. Mediante la agregacion plaquetaria

se produce la liberacion de diversos mediadores proinflamatorios y factores de
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crecimiento, lo que produce el reclutamiento leucocitario. Las primeras células que
llegan al lugar de la lesidon son los neutrofilos, donde liberan citoquinas que ejecutan
una funcion quimiotactica para los macrofagos. Tras las primeras 24 horas, la
concentracion de neutréfilos se reduce y, posteriormente, los macréfagos se convierten,
hasta el final de la fase inflamatoria, en la estirpe leucocitaria predominante. Los
macréfagos activados pueden liberar factores de crecimiento que estimulen la
proliferacién de los fibroblastos y la formacion de matriz extracelular. La actividad
fagocitica de los macréfagos elimina los restos de tejido necrético y rompe el
hematoma inicial (Hope y Saxby, 2007). Los fibroblastos se ocupan de rellenar el defecto
entre los bordes del tendon durante la primera semana y, a partir del quinto dia, se
inicia la sintesis de colageno (Platt, 2005). Los procesos de angiogénesis y la posterior
formacion de una red de capilares sanguineos se emprenden por la liberacion de
algunos factores de crecimiento. Para una correcta cicatrizacion tendinosa, resulta
elemental la restitucién de una red capilar que garantice un transporte conveniente de
oxigeno en el lugar de la lesion, ya que el proceso de sintesis de colageno es altamente

oxigeno-dependiente (Hope y Saxby, 2007).

Periodo proliferativo

Esta segunda fase de la cicatrizacion se solapa con la fase inflamatoria inicial y se
extiende alrededor de 3 6 4 semanas tras la reparacion (Platt, 2005). Transcurridos tres
dias del inicio de la reparacion del tendon, los fibroblastos del epitenddn comienzan a
proliferar, principalmente en torno a los bordes de la tenotomia y en torno a los

trayectos de la sutura.

La sintesis de colageno, proteoglicanos y otros componentes de la matriz extracelular
se incrementa de manera significativa en el lugar de la lesion debido a la proliferacion y
reclutamiento de fibroblastos. En primer lugar, estos componentes se organizan de
manera aleatoria, con predominio del colageno de tipo Il (James et a/, 2008). Las
evidencias de neovascularizacion en forma de canales vasculares no se observan hasta
los siete dias de la reparacion del tendon. La principal respuesta proliferativa tiene lugar

a nivel del epitenddn y las zonas mas superficiales del lugar de reparacion, a pesar de
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que también se observa un aumento moderado de la celularidad del endotendén (Hope

y Saxby, 2007).

Aproximadamente, a los 10 dias de la reparacion quirirgica tiene lugar el pico
maximo en la sintesis de colageno, proteoglicanos y otras proteinas no-colagenas de la
matriz extracelular. Procesos catabodlicos basicos de resorcidon de los haces de colageno,
sumados a una reordenacion de los fibroblastos a lo largo del eje longitudinal del
tendodn, aparecen entre la segunda y tercera semana tras la cirugia, lo que promueve
una correcta orientacion de los haces de colageno elaborados por estas células (Hope y
Saxby, 2007). Durante esta fase de degradacion de colageno, si la reparacion tendinosa
no es lo suficientemente fuerte como para soportar la movilizacién precoz del tendoén,
existe un riesgo importante de re-rotura. Durante estas primeras semanas, el
incremento significativo en las propiedades biomecanicas del tendén coincide con el
incremento en la sintesis de colageno, proteoglicanos y otras proteinas. Transcurridas 3
0 4 semanas tras la reparacion tendinosa tiene lugar la mayor prolifecacién celular y

vascular en el area lesionada (Hope y Saxby, 2007).

Periodo de remodelacion

Una correcta regeneracion del tejido tendinoso cicatrizado tiene una importancia
capital para la adecuada recuperacion del tenddn, y el resultado obtenido debe de ser
un tejido cicatricial totalmente funcional, con unas propiedades biomecanicas que se
parezcan lo mas posible al tejido original. La fase de remodelacion tiene su inicio en el
momento en el que la fase proliferativa alcanza su pico maximo de celularidad (en torno
a las 3 6 4 semanas), aunque puede comenzar tan sélo 1 6 2 semanas tras la lesion
(Hope y Saxby, 2007). En esta fase, la celularidad del tejido de reparacién sufre un
descenso gradual, y las fibrillas de colageno se alinean y organizan de manera
progresiva en haces (Hope y Saxby, 2007; James et a/, 2008). Las colagenasas son las
responsables de la reabsorcidn de las fibrillas de colageno, principalmente las de tipo III,
y éstas, son reemplazadas por fibras de colageno de tipo I, con mayor fuerza tensil y
mas puentes cruzados, y se sitlan en paralelo con el eje longitudinal del tenddn (Hope

y Saxby, 2007; James et a/, 2008). A lo largo de esta fase, tiene lugar el cambio desde un
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tejido de granulacién celular a un tejido principalmente fibroso. Entre las fibras de
colageno que ellos mismos producen, quedan interpuestos los fibroblastos, que poseen
un gran nucleo ovalado que se va elongando de manera progresiva, hasta adoptar una

apariencia similar al de los tenocitos maduros (Hope y Saxby, 2007).

La fase de maduracion es la fase final de la remodelacion, en la que el tejido cicatricial
comienza a adquirir un aspecto histolégico mas cercano al del tendén sano. Tanto la
celularidad, como la vascularizacion y la actividad metabdlica de los tenocitos sufren
una mengua gradual; por contra, el grosor de los haces de colageno aumenta. Se trata
de una fase larga que puede durar incluso afios, y a pesar de ello, hay que tener en
cuenta que dificilmente las propiedades biomecanicas de tendon reparado alcanzaran

los valores existentes anteriores a la lesiéon (Hope y Saxby, 2007).

Cicatrizacion tendinosa intrinseca y extrinseca. Mediaciéon en la
cicatrizacion

El mecanismo de cicatrizacion tendinosa se puede explicar mediante dos modelos: la

via intrinseca y la via extrinseca (Sharma y Maffulli, 2006; Hope y Saxby, 2007). Esta

ultima, la via extrinseca, defiende que los fibroblastos y las células inflamatorias inundan

el lugar de la lesion en el tenddn procedentes de tejidos periféricos. Por el contrario, la

via intrinseca sostiene que la cicatrizacidén sucede gracias a la migracién y proliferacion

de células del propio endotenddn y epitenddn (James et al, 2008).

Por lo que respecta al proceso de cicatrizacion tendinosa, antes de los afios 70 existia
la concepcion de que el callo cicatricial se originaba exclusivamente a partir de la vaina
sinovial, excluyendo a los bordes tendinosos seccionados del proceso (Hope y Saxby,
2007). De este modo, con la migracién de vasos sanguineos y fibroblastos desde la
vaina sinovial hacia el tenddn, parecia inevitable la formacion de adherencias. Sobre el
controvertido papel que jugaba el epitenddn en la cicatrizacion del tendon, se defendia
que el crecimiento fibroblastico que se producia desde la vaina sinovial hacia el tendén
lesionado originaba todo el proceso de cicatrizacion tendinosa (Potenza, 1962). Pero a
mediados de los 80 se confirmd6 que existia un mecanismo intrinseco de cicatrizacion
del tenddn, ademas de la via extrinseca (Gelberman et a/, 1986). En un estudio
experimental se observé que el tenddn podia experimentar procesos de cicatrizacion /in
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vitro una vez aislado de su vaina sinovial (Manske et a/, 1985). Lundborg vy
colaboradores (1985) aislaron el tendén con una membrana semipermeable con un
tamafio de poro de 1 um (para asi evitar el paso de células) y lo trasplantaron a un
bolsillo subcutaneo, con el fin de estudiar si la cicatrizacién tendinosa podia ocurrir con
independencia de la migracion de fibroblastos desde tejidos adyacentes. Transcurridas
seis semanas, advirtieron una proliferacion de células desde el propio epitendén del
tendodn y la produccién de colageno, sin la existencia de una infiltracion extrinseca de
fibroblastos (Lundborg et a/, 1985). Los resultados de estas investigaciones sugirieron
que el tenddn también podia experimentar procesos de cicatrizacidon primaria, ya que

gozaba de capacidad intrinseca de cicatrizacion (Hope y Saxby, 2007).

La reparacién del tenddn es una combinacién entre cicatrizacién intrinseca y
extrinseca. La localizacion y extension de la lesion, el grado de trauma quirdrgico y la
movilizacién durante el periodo postoperatorio pueden afectar a la sintesis de
colageno, favoreciendo asi una cicatrizacién mas extrinseca o mas intrinseca (Hope y
Saxby, 2007). El modelo de cicatrizacion extrinseco es el responsable de la formacion de
las adherencias que suceden inicialmente, de la desorganizacién de la matriz de
colageno y de la alta celularidad del lugar de la lesidn y, a continuacién, se activa el
modelo intrinseco, que es responsable de la reorganizacién de los haces de colageno y

del mantenimiento de la continuidad del patrén fibrilar (James et a/, 2008).

Diferentes tipos de mediadores fisicos y quimicos toman parte en el complejo
proceso de cicatrizacion tendinosa. El inicio de la fase inflamatoria viene marcado por el
dafio mecanico en el tendon, que provoca la activacion de respuestas tanto celulares
como vasculares. La respuesta vascular empieza con una fuerte vasoconstriccion, y
pasara a una situacion de vasodilatacion que se mantendra durante toda la fase
inflamatoria gracias a los mediadores quimicos (histamina, prostaglandinas) y a la

influencia adicional del sistema nervioso auténomo (Hope y Saxby, 2007).

En lo referente a la respuesta de tipo celular, estd controlada por una serie de
mediadores que pueden inducir quimiotaxis y otros que pueden regular la proliferacién
celular, o bien por factores que modulan la sintesis y degradacion proteica. Dentro de

los mediadores, debemos sefialar cinco factores de crecimiento que aparecen de
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manera significativa en el proceso de cicatrizacion tendinosa: el factor de crecimiento
insulinico tipo I (IGF-I), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el
factor de crecimiento transformante B (TGF-p), el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), y el factor de crecimiento fibroblastico basico (b-FGF) (Hope y Saxby,
2007). Durante las primeras etapas de la fase inflamatoria, se expresa sobre todo IGF-I,
promoviendo la proliferacién y migracion de los fibroblastos del tendén e
incrementando la sintesis de colageno y proteoglicanos (Wang, 2006). Es posible
detectar PDGF en el lugar de la lesion transcurrido poco tiempo del dafo tendinoso,
provocando un estimulo en la sintesis de proteinas, y favoreciendo la produccion de
otros factores de crecimiento (IGF-I) por parte de las células implicadas en el proceso de
reparacion (Molloy et al, 2003). En practicamente todas las fases del proceso de
cicatrizacion tendinoso, el TGF-[3 se muestra como un factor de crecimiento activo que
desarrolla una funcién importante en la reparacion del tendon con efectos muy
diversos, desde la estimulacién de la migracion de células extrinsecas hasta la
deposicion de matriz extracelular (Molloy et a/, 2003). La sobreexpresion de este factor
de crecimiento causa una excesiva fibrosis cicatricial (Molloy et a/, 2003). El VEGF es un
factor de crecimiento clave durante los procesos de angiogénesis, y se muestra mas
activo durante las fases de remodelacién y maduracion cicatricial estimulando la
proliferacion de células endoteliales e incrementando la permeabilidad capilar (Molloy
et al, 2003). Gracias a que la hipoxia incrementa los niveles de VEGF, la baja tension

tisular de oxigeno favorece los procesos de angiogénesis (Hope y Saxby, 2007).

Las enzimas denominadas metaloproteasas (MMPs) también desempefian una
funcién clave en los procesos de remodelacion de la matriz extracelular del tendon,
modificando sus niveles de concentracion a lo largo del proceso. La accion de estas
MMPs es inhibida por un grupo de moléculas conocidas como inhibidores tisulares de
las metaloproteasas (TIMPs), de modo que la remodelacion de la cicatriz tendinosa es
regulada por un balance entre las acciones de las MMPs y la actividad de las TIMPs. Un
desequilibrio en esta relacion puede causar alteraciones en el tejido cicatricial final

(Hope y Saxby, 2007).
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Plasma Rico en Factores de Crecimiento

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es un producto biolégico autélogo, una fraccion
plasmatica de la sangre del paciente con una concentracién de plaquetas mayor que la
existente en sangre circulante, obtenida tras un proceso de centrifugacion. Las
plaquetas incluidas en esa fraccion de plasma pueden ser activadas de manera artificial
para liberar el contenido del interior de sus granulos, entre el que encontramos diversos

factores de crecimiento (Marx et a/, 1998; Anitua, 1999).

La nomenclatura y la definicion del PRP ha despertado un fuerte debate en los
ultimos anos (Marx, 2001; Everts et a/, 2008; Anitua et a/, 2009). Se trata de un término
vago y poco preciso para Anitua y sus colaboradores (2009), ya que dentro de este

término se engloban un gran numero de compuestos sanguineos autologos que
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difieren en el protocolo de procesado y preparado y, por tanto, en sus particularidades
cuantitativas y cualitativas. Por ello, es primordial definir con claridad las condiciones de
preparado y procesado del PRP (concentracion plaquetaria, tipo de anticoagulante
empleado, niUmero de centrifugaciones y velocidad de la/s misma/s, tipo de activador

plaquetario empleado, presencia o ausencia de leucocitos) (Anitua et a/, 2009).

El Plasma Rico en Factores de Crecimiento, en inglés Platetet Rich in Growth Factors
(PRGF), es un tipo de PRP con una concentracion moderada de plaquetas (en torno a 2
- 3 veces los niveles basales), y donde no encontramos ni células de la serie blanca ni
eritrocitos (Anitua et a/, 2007). El término PRGF fue acuiado por Anitua y sus
colaboradores en 2007, y hace referencia a un producto completamente autélogo y
biocompatible, obtenido de la sangre del paciente tras una Unica centrifugacion y
mediante el uso de citrato sdédico como anticoagulante y cloruro calcico como activador

plaquetario.

Las plaquetas en el proceso de cicatrizacion

Existen multitud de mecanismos celulares y moleculares que intervienen en los
procesos de reparacion y regeneracion de los tejidos cuando éstos son dafados. En
estas etapas, entran en juego diferentes tipologias celulares que producen y/o son
sensibles a determinadas moléculas (citoquinas, factores de crecimiento y eicosanoides,
entre otras), y cuyo ultimo objetivo es la cicatrizacién y la rehabilitaciéon del tejido
dafiado. Dentro del conglomerado celular, debemos destacar la trascendencia de las
plaquetas en el proceso de cicatrizacion de los tejidos (Savage et al, 1998; George,

2000).

A pesar de que son los elementos formes de menor tamafio que hay en la sangre, las
plaquetas desempefian una funcion clave en la hemostasia, proceso ampliamente
estudiado (Savage et al, 1998; George, 2000). Ademas de sus cualidades hemostaticas,
también poseen una importante actividad pro-inflamatoria, reguladora y regenerativa,
debido a su interaccion con otras células (principalmente neutréfilos y células

endoteliales) y a través de la liberacion de moléculas, como los factores de crecimiento
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y las citoquinas, entre otras (Mannaioni et a/, 1997; Hartwig e Italiano, 2003; Anitua et

al, 2004).

Los megacariocitos, que conforman entre el 0,1 y el 0,5% de las células nucleadas de
la médula Osea, son las células precursoras de las plaquetas. Los megacariocitos,
ubicados en los senos capilares de la médula, emiten unas prolongaciones
citoplasmaticas, denominadas proplaquetas, que estdn en contacto con la sangre
circulante y que al escindirse del megacariocito son liberadas al torrente circulatorio,

formando las plaquetas (Leven, 2000; Hartwig e Italiano, 2003).

Evidentemente, la proliferacion de los megacariocitos es un paso imprescindible para
el origen de las plaquetas. Algunas citoquinas (IL-3, IL-6 y IL-11) o la trombopoyetina
alientan esta fase proliferativa. El citoplasma de los megacariocitos maduros
experimenta una expansion constante al llenarse con proteinas del citoesqueleto (o y 8
tubulina, actina y polimeros de miosina, entre otras), granulos especificos y contenido
granular. El mecanismo fisiologico a través del cual se producen las plaquetas no esta
aun del todo esclarecido, aunque se conoce que su origen esta en las elongaciones

citoplasmaticas de los megacariocitos (Leven, 2000; Hartwig e Italiano, 2003).

La membrana plaquetaria esta formada por el glicocaliz, la capa fosfolipidica y la capa
submembranosa (Tablin, 2000). El glicocaliz constituye la capa mas externa y contiene
una serie de receptores glicoproteicos, implicados en la activaciéon y adhesion
plaquetaria, que constituyen los antigenos de la membrana plaquetaria y se dividen en
tres familias: integrinas, proteinas ricas en leucina y selectinas. En la zona central,
hallamos una bicapa fosfolipidica asimétrica con propiedades anticoagulantes. Por
ultimo, la capa mas interna o capa submembranosa forma parte del citoesqueleto y

sujeta a algunas de las glicoproteinas de la capa mas externa (Tablin, 2000).

Las mismas proteinas citoplasmaticas que existen en los megacariocitos componen el
citoplasma plaquetario (Leven, 2000; Hartwig e Italiano, 2003). Los diferentes granulos
plaquetarios y mitocondrias son sostenidos por una estructura de filamentos de actina.
Para el proceso de activacion y secrecion del contenido de los granulos plaquetarios al
espacio extracelular, es de vital importancia un correcto ensamblaje del citoesqueleto

plaquetario (Gentry, 2000; Tablin, 2000; Hartwig e Italiano, 2003).
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Grdnulos plaquetarios

Existen tres tipos diferentes de granulos en las plaquetas de los mamiferos: granulos
alfa, granulos densos y granulos lisosomales (Gentry, 2000; Tablin, 2000; Hartwig e
Italiano, 2003; Anitua et a/, 2004). Cada uno de ellos con una serie de sustancias que
difieren tanto en su estructura como en su papel fisioldégico, y que seran liberadas al
medio extracelular en el transcurso del proceso de activacion plaquetaria (Rendu y
Brohard-Bohn, 2001). De las sustancias contenidas en el interior de los granulos
dependen las actividades beneficiosas sobre los procesos de reparacidon-regeneracion

tisular que derivan del empleo de plaquetas.

Granulos alfa

Los granulos alfa (o) son el grupo mas heterogéneo en términos de estructura y
composicién de los granulos plaquetarios. Tienen una forma esférica/ovoide, con unos
200 — 400 nm de diametro (Harrison y Cramer, 1993) y en su interior podemos hallar
una extensa variedad de sustancias que cumplen con importantes funciones en la
fisiologia normal del organismo (Tabla 1). Algunas de ellas son "especificas” de las
plaquetas, merced a que sélo son sintetizadas en los megacariocitos, mientras que otras
son consideradas “selectivas” de las plaquetas, ya que también aparecen en otros tipos

celulares (Hartwig e Italiano, 2003; Reed, 2007).

Los granulos a liberan sustancias que se agrupan segun su funcionalidad. Asi, existen
proteinas adhesivas con un papel crucial en la fase de formacion y crecimiento del
trombo durante la hemostasia, como el fibrindgeno, la fibronectina, la vitronectina, la
trombospondina-1 y el factor de von Willebrand. Las plaquetas son una fuente
importante de citoquinas, unas sustancias que ejercen un marcado efecto quimiotactico
sobre los leucocitos y que activan otras plaquetas y entre las que cabe destacar
RANTES, IL-8, MIP-1a, el oncogen-a regulador de crecimiento, ENA-8, MCP-3, factor
plaquetario-4 (PF-4) y tromboglobulina-B. El factor plaquetario-4, aparte de atraer
neutrofilos y fibroblastos, es un regulador negativo de la angiogénesis e impide la
proliferacion de las células endoteliales. Los granulos o abarcan determinados factores

de la coagulacion (Factor V/Va, Factor de von Willebrand, Factor XI) y otras sustancias
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participantes en la produccion de trombina y en la cascada de la coagulacion. Del
mismo modo, encontramos sustancias que ejercen una accion fibrinolitica, como el
plasmindgeno, el inhibidor-activador del plasminégeno tipo I (PAIL), la macroglobulina
ay, la osteonectina, la glicoproteina rica en histidina y la antiplasmina a,. Sustancias con
accion proteolitica, como la metaloproteasa-4 (MP-4), han sido halladas en los granulos
a de las plaquetas; al mismo tiempo, han sido identificadas sustancias con accién
antiproteasa, como el inhibidor tisular de metaloproteasa-4 (TIMP-4), el inhibidor
plaquetario del factor IX, la antitripsina-al, el inhibidor de la colagenasa derivado de
plaquetas (PDCI) y la nexin-proteasa-2. Tanto las sustancias fibrinoliticas como aquellas
con una accion antiproteolitica desempefian una funcién crucial en los procesos de
angiogénesis y remodelacion vascular (Harrison y Cramer, 1993; Rendu y Brohard-

Bohn, 2001; Gear y Camerini, 2003; Anitua et a/, 2004; Reed, 2007).

En el interior de los granulos a de las plaquetas, también podemos localizar otras
sustancias a las que se les han asignado propiedades bactericidas y fungicidas, como el
condroitin 4-sulfato, la albumina, las inmunoglobulinas (IgG) y las trombocidinas (Anitua

et al, 2004).

Los factores de crecimiento son seguramente uno de los grupos de mayor interés
biolégico que podemos encontrar dentro de los granulos o, ya que son trascendentales
en los procesos de reparacion-regeneracion tisular. Entre ellos, hallamos el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), con sus diferentes isoformas (PDGF-AA,
PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD), el factor de crecimiento transformante B1 y
B2 (TGF-B1y TGF-B2), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), el factor de crecimiento endotelial (EGF), el
factor de crecimiento insulinico tipo I (IGF-I), el factor de crecimiento hepatocitico (HGF)
y el factor de crecimiento neurotrofico (NGF) (Rendu y Brohard-Bohn, 2001; Anitua et
al, 2004; Marx, 2004; Reed, 2007).
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Tabla 1. Contenido de los granulos alfa de las plaquetas.

PDGF (PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD),
TGF-B1, TGF- B 2, VEGF, BFGF, EGF, IGF-I, HGF, NGF

FACTORES DE CRECIMIENTO

FIBRINOGENO, FIBRONECTINA, VITRONECTINA,
TROMBOSPONDINA-1, FACTOR DE VON WILLEBRAND

PROTEINAS ADHESIVAS

RANTES, IL-8, MIP-1A, GROWTH-REGULATED ONCOGENE-A,

CITOQUINAS ENA-8, MCP-3 PF-4, TROMBOGLOBULINA- B

FACTOR V/VA, FACTOR DE VON WILLEBRAND, FACTOR XI,
MULTIMERINA

FACTORES DE LA COAGULACION

PLASMINOGENO, PAI-I, MACROGLOBULINA-A2,
SUSTANCIAS FIBRINOLITICAS OSTEONECTINA, GLICOPROTEINA RICA EN HISTIDINA,
ANTIPLASMINA-A2

MP-4, TIMP-4, INHIBIDOR PLAQUETARIO DEL FACTOR IX,
ANTITRIPSINA-A1, PDCI, NEXIN-PROTEASA-2

PROTEASAS Y ANTIPROTEASAS

CONDROITIN-4-SULFATO, ALBUMINA, IGG,
TROMBOCIDINAS

OTRAS SUSTANCIAS

Granulos densos

Los granulos densos son el grupo mas pequeio dentro de los granulos plaquetarios,
y deben su nombre al aspecto electrodenso que muestran bajo microscopia electrénica.
Al inicio, estos granulos se forman en los megacariocitos, y son como sacos vacios que
se van llenando con serotonina y nucle6tidos de adenina en el transcurso del proceso
de maduracion (Youssefian y Cramer, 2000). Estan constituidos por pequefias moléculas
no proteicas, entre las que destacan las altas concentraciones de nucleétidos de
adenina (ADP/ATP). En su interior, los granulos densos albergan un importante depésito
de serotonina, ademas de contener cationes bivalentes, entre ellos el calcio. Una de las
caracteristicas de este tipo de granulos plaquetarios es que concentran en su interior

determinadas sustancias de caracter basico, como por ejemplo monoaminas (histamina,
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catecolaminas), debido al pH acido existente en su interior (6.1), mantenido gracias a la

accion de una bomba de protones ATP-asa (Rendu y Brohard-Bohn, 2001).

La migracion plaquetaria se ve favorecida por el ADP, mientras que el ATP interviene
en la respuesta de las plaquetas al colageno (Anitua et a/, 2004). El calcio es un cofactor
esencial para la agregacién plaquetaria y la formacion de fibrina, y goza de gran
importancia en la cicatrizacién de heridas (Lansdown, 2002). La serotonina posee
receptores en las células del endotelio vascular y su liberacidon provoca un aumento en
la permeabilidad capilar (de Clerck et a/, 1984). La histamina ejerce efecto fundamental

en la respuesta inflamatoria (Mannaioni et a/, 1997).

Granulos lisosomales

El tercer grupo dentro de los granulos plaquetarios son los lisosomas, con un tamafio
intermedio entre los granulos densos y los granulos alfa, miden entre 175-250 nm de
didametro. En su interior encontramos glucosidasas, proteasas, hidrolasas y proteinas
catidnicas con actividad bactericida, y también han sido halladas otras enzimas

hidroliticas como la colagenasa y elastasa (Rendu y Brohard-Bohn, 2001).

Respuesta plaquetaria tras un daiio tisular

Tras el desgarro de un vaso sanguineo, se sucede una interaccion enérgica de
diferentes tipos celulares, en la que las plaquetas padecen una serie de cambios en su
morfologia y en su estructura interna que provocan la formacién del tapon hemostatico
primario y la retraccion del coagulo (Gentry, 2000; Tablin, 2000). Ciertos receptores
glicoproteicos de la membrana plaquetaria, como las integrinas, se unen al tejido
subendotelial expuesto y regulan la capacidad de comunicacion intercelular en el
transcurso de la formacion del tapon hemostatico, del proceso inflamatorio y de la fase
de reparacion celular. De este modo, alrededor del defecto en la pared vascular se
forma una agregacion plaquetaria. El fibrindgeno y el factor de von Willebrand lanzados
por las propias plaquetas resultan determinantes para mantener unido el tapdn

plaquetario (George, 2000; Anitua et a/, 2004).
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Las plaquetas son el origen de sustancias que ejercen funciones de vital importancia
en los procesos de reparacién-regeneracion tisular, influyendo de un modo
determinante sobre el crecimiento, la morfogénesis y la diferenciacién celular en los
procesos de inflamacion y angiogénesis. Debido a su gran capacidad para liberar estas
sustancias, las plaquetas constituyen una fuente natural de factores de crecimiento y
citoquinas que pueden emplearse, desde el punto de vista terapéutico, para acelerar los

procesos de cicatrizacion tisular (Anitua et a/, 2004).

El proceso de activacién plaquetaria es este conjunto de sucesos que conduce a la
liberacidn del contenido de los granulos plaquetarios. Las plaquetas son células muy
reactivas que liberan las sustancias almacenadas en sus granulos, mediante un proceso
de exocitosis, como respuesta ante diversos estimulos. Para que esto suceda, un
determinado agonista (trombina, ADP, colageno, tromboxano A2) debe interactuar con
ciertos receptores glicoproteicos de la membrana plaquetaria, lo que dara inicio a la
sefial de transduccion que pondra en marcha el proceso de activacion. Seguidamente, el
calcio acumulado en el interior del reticulo endoplasmico rapidamente se libera al
citoplasma, ocasionando el movimiento de los granulos hacia la membrana plasmatica.
Al contactar la membrana plasmatica con la membrana del granulo, se produce la
fusion de las mismas, tras la cual se origina el vaciado del contenido de los granulos al
espacio extracelular. Este proceso es conocido como reaccion de liberacion, y precisa
energia servida por el glucdgeno y por las mitocondrias existentes en el citoplasma

plaquetario (Rendu y Brohard-Bohn, 2001; Reed, 2007).

Cada tipo de granulos plaquetarios goza de una cinética de liberacién diferente.
Primero, tiene lugar la liberacién del contenido de los granulos alfa; a continuacion, los
granulos densos; por ultimo, se liberan los productos proteoliticos del interior de los

granulos lisosomales (Tablin, 2000).

Mediante un proceso dependiente del Ca**, las plaquetas activadas son capaces de
convertir la protrombina en trombina (Anitua et a/, 2004), un potente agente mitégeno
encargado de impulsar determinadas respuestas celulares, ademas de desempefar una

funcion significativa en el mecanismo hemostatico (Bachli et a/, 2003).
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Las plaquetas son el origen de los eicosanoides, sintetizados a raiz del acido
araquidoénico liberado de su membrana fosfolipidica y entre los que destaca el
tromboxano A2, implicado en los procesos de reparacion vascular. La esfingosina-1-
fosfato es otro metabolito de interés, liberado de las plaquetas activadas durante la
formacion del coagulo, y que destaca por sus cualidades mitogénicas. De las plaquetas
también deriva el factor de activacion plaquetario (PAF), otro lipido bioactivo con una
importante funcion en la quimiotaxis leucocitaria, en la activacion de las células

endoteliales y en la adherencia plaquetaria (Weyrich et al, 2002; Anitua et al,, 2004).

Para una correcta reparacion-regeneracion tisular es necesaria la liberacion de las
sustancias almacenadas dentro de los granulos, los metabolitos activos derivados de la

activacion plaquetaria y la trombina generada.

Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son sustancias polipeptidicas solubles y difusibles que
ejercen una funcién reguladora de la proliferacion, diferenciacion y metabolismo celular
a través de su interaccidén con receptores especificos de la membrana de las células
diana. De este modo, tienen lugar una serie de fendmenos intracelulares que influyen
en la expresion de genes que codifican funciones metabdlicas, como la divisién celular o
la sintesis de determinadas proteinas. A ello hemos de sumar que los factores de
crecimiento pueden causar la migracion de otras células hasta el lugar donde se
encuentran, ejerciendo un potente estimulo quimiotactico para células como los
leucocitos y fibroblastos, esenciales en los procesos de reparacidon-regeneracion tisular

(Canalis, 1992; Kiritsy y Lynch, 1993; Lind, 1996).

Existe una amplia variedad de tipos celulares capaces de sintetizar los factores de
crecimiento, que son capaces de ejercer su efecto sobre el metabolismo celular a nivel
local, o bien pasar a circulacion sistémica. Los factores de crecimiento que estan en
circulacion pueden hallarse libres, unidos a proteinas, o bien encontrarse en el interior
de los granulos o de las plaquetas, de los cuales se veran liberados tras del proceso de

activacion plaquetaria (Canalis, 1992; Grageda, 2004). A nivel local, son capaces de
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actuar de forma autocrina (sobre las mismas células que los producen) y/o paracrina
(sobre otras estirpes celulares situadas en las cercanias), regulando las funciones

celulares (Canalis, 1992; Grageda, 2004).

Es habitual que distintos tipos celulares sean capaces de sintetizar un mismo factor de
crecimiento (Canalis, 1992), cuyas acciones dependen de un buen nimero de variables,
como el tipo celular expuesto, el microambiente tisular (densidad celular, tension de
oxigeno), la concentracién del factor de crecimiento, y la presencia o ausencia de otros
factores de crecimiento al mismo tiempo. En suma, la accion de los factores de
crecimiento no sera igual en todos los tejidos ni en todas las situaciones (Kiritsy y Lynch,

1993).

La primera ocasion que se logré aislar un factor de crecimiento derivado de las
plaquetas humanas y estudiar sus caracteristicas citoproliferativas fue en el afio 1979
(Antoniades et al, 1979; Kaplan et al, 1979). Mas recientemente, se ha demostrado que
los granulos a plaquetarios albergan gran abundancia de factores de crecimiento, que
pueden ser especificos de las plaquetas, o hallados también en otras estirpes celulares.
Los principales factores de crecimiento liberados tras la activaciéon plaquetaria son
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD, TGF-B1, TGF-B2, VEGF, bFGF, EGF,
IGF-I, HGF y NGF (Rendu y Brohard-Bohn, 2001; Anitua et al/, 2004; Marx, 2004; Reed,
2007).

Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas (PDGF)

El PDGF procede del interior de las plaquetas, motivo por el que recibe su nombre
(Antoniades et al, 1979). Principalmente, se encuentra almacenado en los granulos a
(Rendu y Brohard-Bohn, 2001; Anitua et a/, 2004; Marx, 2004; Reed, 2007), aunque
también puede ser hallado en macréfagos, celulas endoteliales, monocitos, células de
musculo liso vascular, fibroblastos, matriz ésea y diversas estirpes de células neoplasicas
(Ross et al, 1986; Sitaras et al, 1987; Canalis et a/, 1988; Rappolee et al, 1988;
Antoniades et a/, 1991). Se trata de un polipéptido de naturaleza cationica que perdura

estable hasta alcanzar temperaturas cercanas a los 100°C. Tiene un punto isoeléctrico
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muy basico (10.2) y un peso molecular de entre 27.000 y 30.000 daltons. (Antoniades et
al, 1979; Deuel et a/, 1981; Raines y Ross, 1982; Ross et al,, 1986).

El PDGF es una proteina dimérica, dicho de otra manera, estd compuesta por dos
subunidades. Actualmente, se advierten cuatro tipos de subunidades diferentes: PDGF-A
y PDGF-B (Deuel et al, 1981; Ross et al, 1986), las dos primeras en ser reconocidas; y las
nuevas PDGF-C y PDGF-D, detectadas posteriormente (Li y Eriksson, 2003; Reigstad et
al, 2005).

Los cuatro tipos de PDGF gozan de una estructura parecida, y son capaces de formar
puentes disulfuro gracias a una region rica en cistina, uniendo asi dos cadenas
polipeptidicas antiparalelas. De este modo, la proteina puede obtener una
conformacién tridimensional, formandose cinco PDGFs, ya sean homodimeros o bien
heterodimeros (PDGF-AA, -AB, -BB, -CC, -DD). Los PDGFs se muestran inactivos en sus
formas monomeéricas (Reigstad et a/, 2005), y todos comparten los mismos receptores
tirosin-kinasa; el receptor del factor de crecimiento originario de las plaquetas alfa
(PDGFR-a) y beta (PDGFR-B). El PDGFR-a reconoce tanto PDGF-A como PDGF-B, de
modo que puede ligarse a PDGF-AA, -AB y -BB. No obstante, el PDGFR- Unicamente
reconoce la subunidad PDGF-B, y gozara de alta afinidad por PDGF-BB, se unira a PDGF-
AB con baja afinidad, y no se acoplard a PDGF-AA (Bennett y Schultz, 1993). Ambos
receptores pueden combinarse para formar homodimeros o heterodimeros,
obteniéndose asi tres combinaciones (PDGFR-aq, -af, -fB) con afinidad variable hacia

los distintos PDGFs (Li y Eriksson, 2003; Reigstad et a/, 2005).

Existe un alto grado de flexibilidad en las posibles combinaciones, debido a que la
expresion de ambos receptores y de cada uno de los diferentes PDGFs esta bajo control
independiente. Una a,-macroglobulina se combina de manera reversible con el PDGF,
creando un compuesto que evita la unién del PDGF a sus receptores, ademas de
protegerlo de la degradacion proteolitica y eliminarlo de la circulacion (Reigstad et al,

2005).

Una de las funciones principales del PDGF es activar las células de origen
mesenquimal (Pierce et al, 1991). Estudios /n vitro han expuesto un notable efecto

mitogénico sobre fibroblastos, osteoblastos, células de musculo liso vascular y células
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de la glia (Kiritsy y Lynch, 1993), ademas de otros muchos efectos biolégicos. También
goza de un potente efecto quimiotactico sobre fibroblastos, células de musculo liso y
células inflamatorias (Kiritsy y Lynch, 1993). El PDGF promueve la sintesis de diversos
componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo, como glicosaminoglicanos
(&cido hialurénico) o proteoglicanos (Castor et a/, 1981; Hsu y Chang, 2004). Ademas de
esto, el PDGF modula importantes procesos como la endocitosis o la migracién celular,

relacionados con la remodelacién tisular (Kiritsy y Lynch, 1993).

El PDGF es uno de los primeros factores de crecimiento detectables en el foco de
lesidn tras un dafio tisular, por ello, las investigaciones sobre su funcion en los procesos

de reparacion-regeneracion son muy numerosas (Hsu y Chang, 2004)

El PDGF desempefia una funcion esencial en los procesos de cicatrizacion tendinosa,
como han comprobado Duffy y sus colaboradores (1995) en un estudio sobre un
modelo experimental canino, en el que hallaron niveles elevados de PDGF durante la
cicatrizacién del tendon flexor digital (Duffy et a/, 1995). Se piensa que el PDGF actua
primordialmente durante las fases mas precoces de la cicatrizacion tendinosa,
estimulando la sintesis de otros factores de crecimiento, como IGF-I (Molloy et al,
2003), aunque estudios /n vitro han demostrado que también interviene durante la fase
de remodelacion tisular (Yoshikawa y Abrahamsson, 2001). El PDGF impulsa la sintesis
de colageno y de otras proteinas de la matriz extracelular tendinosa de un modo dosis

dependiente (Molloy et al, 2003).

En un estudio /n vivo realizado sobre la cicatrizacién ligamentosa de un modelo
experimental en rata, Letson y Dahners (1994) emplearon tanto PDGF solo como
combinaciones de PDGF con IGF-I y bFGF, y hallaron que los parametros biomecanicos
de los ligamentos tratados con PDGF experimentaron mejoria, pero no asi los casos en
los que se combinaron los diferentes factores de crecimiento (Letson y Dahners, 1994).
Posteriormente, otras investigaciones realizadas sobre un modelo experimental en
conejo han confirmado que la aplicacion de PDGF-BB en el sitio de lesion ligamentosa
mejora el nivel biomecanico de la cicatrizacion, pero no su nivel histopatoldgico

(Hildebrand et al/, 1998). Recientemente, en un modelo experimental canino se ha
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demostrado que la funcionalidad del tendon reparado mejora con la liberacion de

PDGF-BB durante el proceso de cicatrizacién tendinosa (Thomopoulos et a/, 2009).

Los receptores para el PDGF son expresados a nivel articular por los condrocitos.
(Bowen-Pope et al, 1991). Para los condrocitos articulares normales, cultivados y
reimplantados este factor de crecimiento es mitégeno (Ljung et a/, 1995). En un estudio
experimental en ratas, se aplico de manera intraarticular PDGF-BB, produciéndose un
aumento transitorio y precoz de la actividad osteogénica en las capas profundas del

cartilago articular (Hulth et a/, 1996).

Los osteoclastos desempeiian un papel clave en los procesos de remodelacion 6sea, y
el PDGF se sirve de ellos para estimular precisamente la resorcién 6sea. Otros factores
de crecimiento, como el TGF-B, regulan la sintesis local de PDGF en la matriz dsea
(Grageda, 2004). En estudios /n vivo, se ha comprobado como el PDGF aumenta la
formacion de hueso ectépico y también la actividad de la fosfatasa alcalina sobre un
transportador de matriz 6sea desmineralizada (Howes et a/, 1988). Asi mismo, se han
obtenido efectos beneficiosos en la cicatrizacion de hueso mediante el uso de
aplicaciones locales de PDGF sobre modelos experimentales de osteotomia en conejos

(Nash et al, 1994; Vikjaer et al, 1997).

El PDGF actia como agente quimiotactico y mitogénico para estirpes celulares
involucradas en el proceso de cicatrizacion de las heridas, como es el caso de
fibroblastos, células de musculo liso, neutréfilos y monocitos (Pierce et al, 1991).
Durante la fase mas tardia de remodelacién, el PDGF promueve procesos de
angiogénesis, y regula la expresion de metaloproteasa de la matriz tipo-1 (MMP-1) y de
su inhibidor natural (TIMP-1). Este factor de crecimiento impulsa la proliferacion
fibroblastica, la migracion epitelial, los procesos de vascularizacién y la infiltracién
neutrofilica durante el proceso cicatricial (Pierce et al, 1991; Reigstad et a/, 2005). La
velocidad de cicatrizacion y la fuerza tensil del tejido cicatricial se veran mejoradas

merced a la aplicacion tépica de PDGF sobre la herida (Hsu y Chang, 2004).
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Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-f3)

Existe un gran numero de factores de crecimiento relacionados desde un punto de
vista estructural que pueden ser incluidos en la familia TGF-f, cada uno de ellos con
capacidad para regular importantes procesos celulares. Los componentes de esta
superfamilia comparten una regién de residuos de cisteina que crea una estructura
comin mantenida mediante puentes disulfuro (Massagué, 1998). Dentro del gran
grupo, hallamos subfamilias, como la de proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), que
llevan a cabo funciones fundamentales durante el desarrollo embrionario y, mas
adelante, en la etapa postnatal y adulta (Chen et a/, 2004). Las activinas, las inhibinas y
la sustancia inhibidora mulleriana de los mamiferos son otras estirpes destacadas. Todas
estas proteinas coinciden entre un 25% y un 35% de la homologia secuencial del TGF-3

(Kiritsy y Lynch, 1993; Massagué, 1998).

Inicialmente, los componentes de la familia TGF-B fueron identificados en células
transformadas (neoplasicas), de ahi su nomenclatura, pero también fueron hallados en
diferentes tejidos no neoplasicos, aspecto que indica el importante papel fisioldégico de

estas sustancias en la modulacion del crecimiento celular (Assoian et a/, 1984).

Se han detallado tres isoformas del TGF-B en los mamiferos: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3. La molécula bioactiva es un homodimero formado por dos polipéptidos de 12.500
Daltons cada uno, unidos por un puente disulfuro, integrando asi una molécula de
25.000 Daltons (Assoian et al, 1982; Clark y Coker, 1998). Los TGF-Bs son secretados
como precursores peptidicos latentes (LTGF-B) y para poder unirse a sus receptores
requieren una activacion previa (Clark y Coker, 1998; Todorovic et a/, 2005), ya sea por
proteasas como la plasmina y la trombina, o bien debido a interacciones fisicas con
proteinas como la trombospondina-1 o las integrinas. El 6xido nitrico (NO) es otro
activador del TGF-B (Clark y Coker, 1998; Blobe, 2000; Todorovic et a/, 2005). Las
actividades fisiologicas del TGF-B son mediadas por la interaccion de cinco receptores
(TBRs), aunque los principales son TBR-I y TPR-II (Massagué, 1998; Huang y Huang,
2005).
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Las mayores reservas de TGF-f se hallan en los granulos o plaquetarios, en
concentraciones de 40 a 100 veces superiores si las comparamos con otros tejidos no
neoplasicos (Assoian et al, 1984). También en el hueso se han localizado notables
concentraciones de TGF-B, y los osteoblastos son las células que presentan mayor
cantidad de TPBRs, hecho que deja entrever la trascendencia de este factor de
crecimiento sobre el metabolismo 6seo (Robey et a/, 1987; Lind, 1996). El TGF-f
también puede ser secretado por linfocitos (Kehrl et al/, 1986), macrofagos (Assoian et

al, 1987) y fibroblastos (Lyons et al, 1988).

El TGF-B es un péptido encargado de regular funciones bioldgicas significativas, tales
como la proliferacion, la migracion y el metabolismo celular. Dependiendo de su
concentracién, del tipo celular al cual es expuesto y del ambiente tisular en el que se
encuentra, este factor de crecimiento puede tanto estimular como inhibir la
diferenciacion y proliferacion celular (Kiritsy y Lynch, 1993). De modo que activa las
células de origen mesenquimal, mientras que inhibe aquellas de origen ectodérmico
(Lind, 1996). El TGF-p también contribuye al crecimiento y desarrollo tanto embrionario
como adulto, en la respuesta inflamatoria y en los procesos de reparacion tisular (Clark
y Coker, 1998). Asi mismo, este factor de crecimiento resulta esencial en la regulacion
del sistema inmune, ya que participa en procesos relacionados con la apoptosis, la

seleccion y la activacion de las células T (Huang y Huang, 2005).

En estudios /n vitro se ha observado que el TGF-B es un fuerte mitégeno para los
osteoclastos (Centrella et a/, 1987), no obstante, es un inhibidor de células epiteliales,
endoteliales y del crecimiento de linfocitos T y B (Kiritsy y Lynch, 1993). El efecto de
estimulacion o de inhibicién que ejerza el TGF-f dependera en gran parte de los otros
factores de crecimiento que puedan estar actuando de manera simultdnea en ese

mismo ambiente celular (Roberts et a/, 1985).

El TGF-B posee otras muchas y esenciales funciones bioldgicas. Por ejemplo, es bien
conocido su fuerte efecto quimiotactico sobre monocitos (Wahl et a/, 1987) vy
fibroblastos (Postlethwaite et a/, 1987). También se ha comprobado que estimula la
sintesis de colageno y fibronectina por parte de los fibroblastos en condiciones /n vitro

(Roberts et al, 1986; Ignotz y Massagué, 1986), al mismo tiempo que impide la
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produccién de proteasas y potencia la secrecion de sustancias inhibidoras de las
proteasas (Kiritsy y Lynch, 1993). Asimismo, el TGF-B regula las acciones de otros
muchos factores de crecimiento, influyendo en la direccion de sus efectos, ya sea de

manera positiva o negativa (Kiritsy y Lynch, 1993).

El TGF-B interviene activamente a lo largo de todas las etapas de la cicatrizacidn
tendinosa, desarrollando acciones significativas en la zona de reparacion tisular, como la
estimulacion de la migracién de células extrinsecas, la regulacion de la actividad de las
proteasas, la estimulacion de la produccion de colageno y el cese de la proliferacion

celular (Molloy et a/, 2003).

Poco después de producirse un dafio en el tendon, la expresion de ARNm de TGF-f1
se incrementa drasticamente, y se piensa que este factor de crecimiento desempefia
una funcién clave en la respuesta inflamatoria inicial tras el dafo tisular (Sciore et al,
1998). Estudios /n vitro en cultivo celular de epitenddn y endotenddn revelaron que las
tres isoformas de TGF-[3 provocaban un aumento notable en la produccion de colageno
tipo Iy Il (los tipos de colageno mas abundantes en el tenddn) y en la viabilidad celular

(Klein et al, 2002).

Unas dosis elevadas de TGF-1 exdgeno pueden provocar efectos deletéreos sobre la
reparacion del tendon, como la formacién de adhesiones vy fibrosis, lo que conlleva una
considerable disminucion del rango de movilidad tendinosa, segun se ha podido
comprobar en estudios /n vivo sobre un modelo experimental de dafo tendinoso
(Molloy et al, 2003). Para eludir este efecto, dicho factor de crecimiento ha sido
aplicado con éxito junto con anticuerpos neutralizantes anti-TGF-B1, logrando mejoras
en la movilidad del tendon (Chang et a/, 2000). En un estudio /n vivo de reparacion
tendinosa, se ha obtenido un éxito desigual con el empleo de otros miembros de la
superfamilia TGF-B (proteinas morfogenéticas 6seas), ya que una de las sustancias
testadas indujo la formacién de espiculas Oseas, lo que hizo reducir la fuerza mecanica

del tenddn (Aspenberg y Forslund, 2000).

Las propiedades quimiotacticas que el TGF-B ejerce sobre las células inflamatorias,
junto con la estimulacion de la sintesis de matriz extracelular y la induccién de

neovascularizaciéon, convierten a este factor de crecimiento en esencial en la
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cicatrizacion de las heridas (Bennet y Schultz, 1993). En modelos experimentales de
defectos cutaneos, la administracion exégena de TGF- ha conseguido revertir factores
perjudiciales para la cicatrizacién de heridas, como la edad o los glucocorticoides (Beck
et al, 1991; Beck et al, 1993). No obstante, algunos autores vinculan el TGF-f con una
fibrosis excesiva de las heridas, resultando en una deposicion excesiva y desordenada
de colageno (Border y Ruoslahti, 1992), ya que en modelos experimentales de heridas
cutaneas, se hallaron niveles elevados de TGF-B en los casos de formacién de cicatriz

patoldgica (Chang et al, 1995).

De igual manera, el TGF-B estimula la formacion de tejido éseo a través de un
aumento en la proliferacion de células precursoras de osteoblastos, ademas de impulsar
la sintesis de colageno en la matriz 6sea (Grageda, 2004). Este factor de crecimiento
tiene la capacidad de inhibir la formacién de osteoclastos y, en consecuencia, producir
una inhibicién de la resorcion 6sea (Mohan y Baylink, 1991; Anitua, 1999; Grageda,
2004). Estudios experimentales /n vivo de defectos dseos han expuesto las propiedades
osteoinductoras del TGF-f aplicado sobre una matriz 6sea desmineralizada (Kibblewhite
et al, 1993). Asi, en un modelo experimental de fractura, la aplicacion exégena de TGF-f3
origind un aumento del tamafio del callo déseo y mejoras en varios pardmetros
biomecanicos (Lind et a/, 1993). Del mismo modo, el empleo de TGF-B ha demostrado
mejorar la osteointegracion y la fijacion mecanica de implantes insertados en el hueso
trabecular de perros adultos (Sumner et al, 1995; Lind et al, 1996). Por contra, otras
investigaciones no exponen unos resultados tan eficaces en la formacion de hueso tras
la aplicacion del factor de crecimiento (Sampath et a/, 1987; Ripamonti et a/, 1996). La
combinacion de PDGF y TGF-f sobre una matriz 6sea desmineralizada ha expuesto
efectos positivos en la neoformacion 6sea al usarse en pequeiios animales (Grageda,

2004).

En lo referente al cartilago articular, el TGF-B tiene una funcion reguladora del
anabolismo de los condrocitos, promoviendo la proliferacion celular y la sintesis de
algunos componentes de la matriz extracelular, tanto /n vitro como in vivo (Grimaud et
al, 2002). Actla directamente sobre los condrocitos fomentando la sintesis de

proteoglicanos (Nixon et al, 1998; van Osch et al, 1998) y se encarga de regular los
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efectos de otros factores de crecimiento e interleuquinas. De modo que el TGF-
fomenta una buena homeostasis del cartilago al contrarrestar la mayoria de los efectos
negativos que la IL-1 ejerce sobre el tejido articular (Pujol et al/, 2008). Estudios
recientes han demostrado la trascendencia del TGF-B en la patogénesis de la

osteoartritis (Roman-Blas et a/, 2007).

Factor de Crecimiento Insulinico (IGF)

La familia IGF esta compuesta por dos miembros: el IGF de tipo I, también conocido
como somatomedina C, y el IGF de tipo II, o factor de crecimiento esquelético. El IGF-I
es una cadena polipeptidica formada por 70 aminoacidos (7.7 kD), con una
configuracion espacial sostenida por tres puentes disulfuro (Mohan y Baylink, 1991). Por
su parte, el IGF-II formado por 67 aminoacidos (7.5 kD) posee también una regién con
tres puentes disulfuro (Mohan y Baylink, 1991). Los dos tipos de IGF son cadenas
polipeptidicas Unicas, que comparten un 47% de homologia secuencial con la insulina, y

un 62% entre ellas (Mohan y Baylink, 1991; Kiritsy y Lynch, 1993).

Ambos IGFs son sintetizados por un gran nuimero de tejidos en el individuo adulto,
aunque el IGF-II lo hace principalmente durante el desarrollo fetal, mientras que la
sintesis de IGF-I alcanza niveles altos en tejidos adultos tales como higado, corazén,
pulmon, rindn, pancreas, cartilago, cerebro y musculo (Bennett y Schultz, 1993). Tras su
sintesis, el IGF-I puede intervenir localmente sobre los tejidos adyacentes (efecto
autocrino/paracrino), o bien desempefiar su funcion sobre tejidos alejados (efecto
endocrino) (Hsu y Chang, 2004). Ciertos influjos hormonales regulan la sintesis de IGFs,
en especial la hormona de crecimiento (GH), que impulsa la sintesis de IGF-I
basicamente a nivel hepatico (Canalis, 1992; Bennet y Schultz, 1993). Tras ser sintetizado
principalmente en el higado, el IGF se libera al torrente sanguineo, donde las plaquetas
lo capturan merced a un mecanismo de endocitosis y lo almacenan en el interior de los

granulos a (Duan, 2002).

Ambos factores de crecimiento insulinico poseen receptores diferentes. El receptor
del IGF-I (IGFR-I) esta compuesto por dos subunidades a y dos subunidades B, unidas

por puentes disulfuro, con una estructura similar al de la insulina. El IGFR-I se une con
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afinidad alta al IGF-I, con baja afinidad al IGF-II, y débilmente a la insulina. El receptor de
IGF-II (IGFR-II) se une con alta afinidad a IGF-II, con baja afinidad a IGF-1, y no se une a
insulina (Bennett y Schultz, 1993).

El IGF puede unirse con seis proteinas (IGFBPs) que prolongan su vida media,
presentan el IGF a sus receptores, o bien modulan su actividad bioldgica tras ligarse a
las formas libres de IGFs (Canalis, 1992). Los efectos bioldgicos del IGF quedan
condicionados por este balance dinamico entre la forma libre y la forma unida a

proteinas (Bennett y Schultz, 1993).

Los IGFs son proteinas anabdlicas con una gran variedad de cometidos bioldgicos,
entre los que debemos destacar la replicaciéon celular, la sintesis de glucdgeno, de
proteinas y de glicosaminoglicanos, y el transporte de glucosa y aminoacidos a través

de la membrana celular (Kiritsy y Lynch, 1993).

Uno de los ambitos preferentes de actuacion del IGF es el sistema locomotor,
impulsando un incremento en la formacién de cartilago y hueso, asi como el descenso
en la degradacién de la matriz extracelular de estos tejidos. Los IGFs tienen un papel
esencial en el mantenimiento de la masa ésea y en la estimulacién del crecimiento
esquelético (Canalis, 1992). Ambos IGFs actian de manera similar a la hora de promover
el crecimiento, pero parece ser que el IGF-I es hasta tres veces mas potente que el IGF-II

(Canalis, 1992; Grageda, 2004).

El IGF-I liberado por las plaquetas o producido por los fibroblastos es un potente
agente quimiotactico que favorece la migracion de células del endotelio vascular hacia
las zonas de reparacion-regeneracion tisular, aumentando el ritmo de

neovascularizacion del area (Bennett y Schultz, 1993).

Durante el proceso de cicatrizacién tendinosa, el IGF-I desarrolla distintas funciones, y
su mision principal consiste en impulsar la proliferacion y migracion de fibroblastos y
otras células al lugar del dafio, originando un incremento en la produccion de colageno
y otras proteinas de la matriz extracelular durante las fases de remodelado (Molloy et
al, 2003). Esta actividad estimulante del IGF-I crea sinergia con otras moléculas, como

por ejemplo PDGF-BB. La division celular en fibroblastos de tendén y células de la
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superficie tendinosa aumenta con la aplicacion de ambos factores de crecimiento
juntos, en comparacion con sus efectos aislados, segiin se ha comprobado en estudios

in vitro (Tsuzaki et al, 2000).

Aprovechando la actividad mitogénica que ejerce sobre los tenocitos, se han
intentado desarrollar aplicaciones terapéuticas del IGF-I para promover la cicatrizacién
tendinosa (Hsu y Chang, 2004). Mediante la aplicacion exdgena del IGF-I en un modelo
experimental de tendones flexores en conejo, se consiguioé un estimulo en la sintesis de
ADN, colageno y proteoglicanos, ademas de un impulso en la proliferacién celular
(Abrahamsson et al, 1991). La inyeccion de este factor de crecimiento en un modelo
experimental de tendinitis inducida por colagenasa mejord la cicatrizaciéon tendinosa,
tanto desde el punto de vista histolégico como biomecanico (Dahlgren et a/, 2002). En
un modelo experimental de rotura del tenddén de Aquiles, y mediante una Unica
aplicacion perilesional de IGF-I, se mitigd el déficit funcional y se incrementd la
recuperacion funcional del tendén dafado, sin disminuir sus propiedades biomecanicas.
En el foco de cicatrizacion tendinosa, el IGF-I adquiere una funcién antiinflamatoria,

segun los estudios realizados (Kurtz et a/, 1999).

El IGF interviene en todas las fases de la cicatrizacion de las heridas, pero
especialmente durante los estadios inflamatorios y proliferativos (Gartner et al, 1992;
Sciore et al, 1998). Los fibroblastos existentes en la herida sintetizan IGF-1, que ejerce un
efecto autocrino sobre ellos mismos, originando altas concentraciones de IGF-I en el
fluido de la herida (Kiritsy y Lynch, 1993). En un modelo experimental porcino de herida
cutanea de espesor parcial, la aplicacion tdpica de IGF-I practicamente no influyd en la
cicatrizacion de la herida. No obstante, la combinacién de IGF-I con PDGF-BB aumentd
de manera notable la cicatrizacion cutanea (Lynch et a/, 1989). Ambos IGFs ejercen un
efecto sinérgico con PDGF incrementando los procesos de cicatrizacion cutanea (Kiritsy

y Lynch, 1993).

La accién mas destacada que el IGF ejerce sobre el hueso se produce sobre el
cartilago de la placa de crecimiento. El crecimiento longitudinal del hueso se controla
por la hormona de crecimiento (GH) mediante el aumento de la produccién de IGF por

parte de las células de cartilago, y este IGF posteriormente regula el metabolismo y el
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crecimiento condroblastico (Lind, 1996). Varias investigaciones no han obtenido
resultados destacables sobre la estimulacion de la cicatrizacion désea /in vivo y la
formacion de hueso con el uso de IGFs. Tanto en un modelo experimental de
crecimiento 6seo en camara con la aplicacion de IGF-I a nivel local (Aspenberg et al,
1989) como con una aplicacion local continua de IGF-I sobre un modelo experimental
de osteotomia (Kirkeby y Ekeland, 1992) no se consiguieron efectos beneficiosos. Por
contra, estudios experimentales en ratas han hallado un aumento en la formacion de

hueso tras la aplicacién sistémica de IGF-I (Spencer et a/, 1991).

Los condrocitos se encargan de sintetizar el IGF-1, que posteriormente se almacena en
la matriz extracelular del cartilago (Gaissmaier et a/, 2008). Sus efectos sobre la
proliferacién y el desarrollo de los condrocitos del cartilago de crecimiento son mas
conocidos que los de cualquier otro factor de crecimiento (Takigawa et a/, 1997).
Ademas, favorece la sintesis de proteoglicanos y colageno tipo II, y al mismo tiempo
impide la destruccion de matriz extracelular (Verschure et a/, 1996; van Osch et al,
1998). Estudios /n vitro revelaron que la aplicacién de IGF-I sobre cultivos celulares de
condrocitos incrementé la sintesis de proteoglicanos, hecho que coincide con un

aumento en la expresion de su receptor (Verschure et a/, 1996).

Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF)

Los FGF, también conocidos como “factores de crecimiento ligados por heparina”
(HBGF), son un grupo compuesto por un gran niumero de proteinas que abarcan desde
el FGF-1 al FGF-23 (Olsen et a/, 2003). Los dos miembros mas estudiados son el FGF-1,
o factor de crecimiento fibroblastico acido (aFGF), y el FGF-2, o factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), y sus nombres hacen referencia a sus diferentes puntos
isoeléctricos, siendo su pH 5.6 y 9.6, respectivamente (Canalis, 1992; Bennett y Schultz,
1993; Lind, 1996). Tanto el aFGF como el bFGF tienen un peso molecular aproximado de
17.000 Da, y el analisis bioquimico sefala que comparten un 55% de homologia
secuencial (Canalis, 1992). Tanto en el suero sanguineo como en otros tejidos tales

como hipdfisis, cerebro, retina, corteza adrenal, ovario y hueso se aislan los FGFs
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(Canalis, 1992). Las principales fuentes de bFGF son las células del endotelio vascular, los

macroéfagos y las plaquetas (Kiritsy y Lynch, 1993).

Los miembros de la familia FGF tienen la capacidad de ser ligados por la heparina y el
heparan-sulfato, asi que es habitual que el analisis inmunohistoquimico de los tejidos
en busca de bFGF muestre la agrupacion de este factor de crecimiento al heparan-
sulfato de la matriz extracelular y de la membrana basal (Bennett y Schultz, 1993). Como
consecuencia, el bFGF se protege de la degradacion proteolitica por la union a la
heparina y al heparansulfato. Este hecho conlleva que los componentes de la matriz
extracelular que contengan heparina sean capaces de regular la actividad del FGF
actuando asi como lugares de almacenamiento y liberacién de este factor de

crecimiento (Bennett y Schultz, 1993).

Han sido identificados un minimo de cuatro receptores para el FGF, conocidos como

FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4 (Bennett y Schultz, 1993).

Los FGFs acttan sobre una amplia variedad de estirpes celulares realizando funciones
mitogénicas, quimiotacticas y angiogénicas (Kiritsy y Lynch, 1993). Tanto el aFGF como
el bFGF tienen un fuerte efecto mitogénico sobre células de origen mesodérmico y
neuroectodérmico (Bennett y Schultz, 1993; Lind, 1996), siendo bFGF mas potente que
aFGF (Canalis et al, 1991). También desempefian una actividad angiogénica, esencial
para los procesos de neovascularizacion durante la reparacion-regeneracion tisular

(Lind, 1996).

En lo referente a la reparacion tendinosa, el bFGF impulsa la proliferacion de los
fibroblastos del tenddn (Hsu y Chang, 2004). Los valores de este factor de crecimiento
aumentan durante las primeras 8 semanas tras el dafio tendinoso, hallandose
principalmente en los tenocitos del epitendon y en las células inflamatorias y
fibroblastos de la vaina tendinosa (Hsu y Chang, 2004). La aplicacion de bFGF provoca
un aumento en la proliferacién celular y en la sintesis de colageno tipo III, segun se ha
puesto de manifiesto en un estudio /n vivo sobre un modelo experimental de dafio
tendinoso en rata (Chan et a/, 2000). Sobre un modelo de defecto en la banda
craneomedial del ligamento cruzado craneal canino (area de bajo poder cicatricial) se

obtuvo una rapida cicatrizacién de los defectos, con aparicion de nuevo tejido de
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granulacion, gracias al uso de transportadores impregnados en bFGF (Kobayashi et al,

1997).

Tras sufrir un dafo tisular, el bFGF participa en la respuesta proliferativa y
angiogénica, ademas de fomentar la sintesis de colageno, hecho que puede favorecer la
creacion de adherencias que reduzcan el deslizamiento del tenddn a través de su vaina

(Hsu y Chang, 2004).

Los FGFs impulsan la proliferacién de la mayoria de los principales tipos celulares
implicados en la cicatrizacion de las heridas, tanto /n vitro como /n vivo, incluyendo
células del endotelio vascular, fibroblastos, queratinocitos, y algunos tipos celulares mas
especializados como condrocitos, osteoblastos o mioblastos. También promueve la
migracion de células al lugar de la lesion, incita la neovascularizacion, e impulsa la
formacion del tejido de granulacion (Bennett y Schultz, 1993; Kiritsy y Lynch, 1993; Hsu y
Chang, 2004). La administracién ex6gena de bFGF en un modelo experimental porcino
de herida cutanea de espesor parcial produjo una aceleracion en el ritmo de
reepitelizacion (Hebda et a/, 1990). Otro grupo de investigacién expuso que el empleo
de bFGF sobre ese mismo modelo experimental ocasioné un aumento en el espesor de

la epidermis (Lynch et a/, 1989).

En lo referente al tejido 6seo, los FGFs ejercen principalmente un efecto proliferativo
sobre los osteoblastos, y no tanto un efecto de estimulo para la sintesis de proteinas.
De modo que los FGFs producen un incremento en el nUmero de células con capacidad
osteogénica para favorecer la formacion de hueso (Lind, 1996). En un estudio
experimental /n vivo se incorpord bFGF a la matriz 6sea desmineralizada y el conjunto
se implantd a nivel intramuscular en ratas, obteniéndose un incremento en la formacion
de hueso (Aspenberg y Lohmander, 1989). En un modelo experimental de fractura en
ratas, la administracion de bFGF origino un incremento en la formacion de callo y en el

contenido mineral del hueso (Lind, 1996).

El bFGF tiene la capacidad de promover la proliferacion y diferenciaciéon de
condrocitos en el cartilago, tanto /n vitro como in vivo (Gaissmaier et a/, 2008). Tras la
aplicacién de bFGF en diversos modelos experimentales de defecto de cartilago, los

resultados mostraron una aceleracion en la formacion de cartilago sobre la superficie
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articular, con una mejora en sus propiedades biomecanicas y en la formacion de hueso

subcondral (Chuma et a/, 2004; Fukuda et a/, 2005).

El uso de bFGF ha resultado provechoso en varios modelos experimentales, tanto en
la aceleracion de la cicatrizacion de Ulceras duodenales (Szabo et a/, 1994), como en la
mejora de la circulacidn colateral y la funcion miocardica tras un infarto (Hughes et al,

2004).

Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF)

Descubierto en 1962 en extractos de saliva de ratén, el EGF ha sido uno de los
factores de crecimiento estudiados de manera mas amplia y minuciosa (Kiritsy y Lynch,
1993). Hablamos de un polipéptido con un peso molecular de 6200 Da y con una
estructura espacial compuesta por tres bucles mantenidos por tres puentes disulfuro,
estructura fundamental para su actividad biologica y que lo distingue de otros factores
de crecimiento (Bennett y Schultz, 1993). Los valores plasmaticos de EGF son
practicamente indetectables, pero es posible hallar cantidades significativas de este
factor de crecimiento en el interior de las plaquetas (Pesonen et al/, 1989). Los
receptores para el EGF han sido localizados en diferentes estirpes celulares, y tienen un

dominio con actividad tirosin-kinasa (Bennett y Schultz, 1993).

El EGF muestra su efecto principalmente sobre las células epiteliales, aunque también
puede actuar sobre queratinocitos, fibroblastos, células de la glia, condrocitos y células

de musculo liso (Kiritsy y Lynch, 1993).

El EGF impulsa la mitogénesis, produciendo tanto en los fibroblastos como en las
células endoteliales un incremento en la sintesis de ADN, ARN y proteinas. De igual
manera, estimula los procesos de neovascularizacion, la migracidén de células epiteliales
y favorece el crecimiento y la diferenciacion de queratinocitos (Kiritsy y Lynch, 1993;

Lind, 1996).

EL EGF tiene una funcién importante durante las fases tempranas de cicatrizacion tras

el dafio tendinoso. Aunque el EGF no se expresa en los tenocitos de la zona de
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reparacion, si que esta presente en las células inflamatorias de los alrededores (Tsubone

et al, 2004).

Durante los primeros estadios de la cicatrizacion de las heridas, el EGF liberado por
las plaquetas actua de manera local (Bennett y Schultz, 1993). Varios experimentos han
demostrado que el tratamiento con EGF mejora la cicatrizaciéon en distintos tipos de
heridas, a través de un estimulo en la migracion y division de las células epiteliales
(Bennett y Schultz, 1993). La histologia de estas heridas indica un aumento en el
numero de fibroblastos. A pesar de que el EGF no estimula la sintesis de ARNm para
proteinas de la matriz extracelular como el coldgeno, presumiblemente si incrementa
los fibroblastos en el foco de reparacion tisular gracias a un efecto mitdgeno y
guimiotactico, originando una produccion mayor de coldgeno en conjunto (Bennett y
Schultz, 1993). Algunos estudios clinicos que han empleado EGF revelan un aumento en
el ritmo de epitelizacion en heridas de espesor parcial y un incremento en la

cicatrizacion de heridas crénicas (Brown et a/, 1989; Brown et a/, 1991).

Otros estudios han resuelto que la aplicacion local de EGF en lesiones corneales

produce un incremento en la proliferacion del epitelio corneal (Kiritsy y Lynch, 1993).

La accién de EGF sobre el cultivo de osteoblastos es mas moderada (Lind, 1996). En
un estudio experimental donde se aplicd EGF por via sistémica a ratones, incrementaron
tanto la formacion de hueso peridstico y enddstico como la actividad osteoblastica

(Marie et al,, 1990).
En el plano referente a los condrocitos, la aplicacion de EGF produce un aumento en

la sintesis de ADN (Ribault et a/, 1997).

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

El VEGF fue descubierto a principios de la década de los 80, y fue nombrado "“vascular
permeability factor”. Se trataba de una sustancia secretada por las células tumorales que
aumentaba la permeabilidad de los vasos sanguineos, y que clinicamente causaba el

acumulo de liquido ascitico (Senger et a/, 1983).
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En la actualidad, conocemos cinco isoformas de VEGF formadas por 121, 145, 165,
189 y 206 aminoacidos, que derivan de diferentes cortes del ARNm de VEGF y que se
diferencian entre si por el tamafo. Las isoformas predominantes son el VEGF,; y el

VEGF¢s, pero todas ejercen funciones bioldgicas similares (Hsu y Chang, 2004).

El VEGF ha cobrado importancia debido al papel que desempefia en la angiogénesis
tumoral, pero este factor de crecimiento no sélo es producido por las células
neoplasicas, si no también por numerosas estirpes celulares, entre las que cabe destacar
a plaquetas, neutrofilos, células del endotelio vascular, queratinocitos, tenocitos y

astrocitos (Hsu y Chang, 2004).

La actividad biol6gica del VEGF depende de la unién y activacion de sus receptores
(VEGFR), de los que se conocen tres isoformas: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3. Los tres

receptores se expresan fundamentalmente en células endoteliales (Hsu y Chang, 2004).

Este factor de crecimiento desempefia una funcién crucial en el desarrollo
embriolégico del sistema cardiovascular, en la angiogénesis de la retina y en otros
procesos que precisan fases de neovascularizacién (Hsu y Chang, 2004). Ademas de ello,
también esta implicado en los estados de angiogénesis patolégicos, como el

crecimiento tumoral (Kim et a/, 1993).

Tras la unidén a sus correspondientes receptores, el VEGF estimula la sintesis de
enzimas como la colagenasa y la gelatinasa, que ayudan a romper la membrana basal
vascular. Ademas, también promueve la expresion de a-integrinas (esenciales en la
neovascularizacion), originando asi vasodilatacion y un aumento en la permeabilidad

vascular y en la migracién de células endoteliales y monocitos (Hsu y Chang, 2004).

De igual manera que el resto de factores de crecimiento, el VEGF es esencial en los
procesos de reparacion-regeneracion tisular. Aunque ejerce un papel importante en las
fases precoces de migracion y proliferacion celular, el VEGF se muestra mas activo tras
el proceso inflamatorio, sobre todo en las fases proliferativa y de remodelado, donde

actlia como un eficaz agente estimulante de la angiogénesis (Molloy et a/, 2003).

Este factor de crecimiento ha sido hallado en fibroblastos sinoviales y en tenocitos, y

se cree que ejerce una funcién importante en la angiogénesis del tendon. Sus
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receptores (VEGFR-1) participan en la microvasculatura tendinosa (Hsu y Chang, 2004).
Los valores de VEGF en el tenddn de Aquiles intacto son insignificantes, pero aumentan

tras producirse la rotura tendinosa (Pufe et a/, 2001).

Una mayor presencia del VEGF en el lugar de la lesion se corresponde con un patron
de crecimiento vascular bien definido desde los vasos sanguineos de la periferia del
tendon hacia el foco de lesidn, suministrando asi células extrinsecas, nutrientes y

factores de crecimiento al area lesionada (Molloy et a/, 2003).

El tratamiento con inyeccion perilesional de VEGF en un estudio sobre un modelo
experimental de rotura del tendon de Aquiles en rata indicd un aumento en la fuerza
tensil de los tendones tratados en comparacion con los controles no inyectados (Zhang
et al, 2003). El aceleramiento de los procesos de angiogénesis es el mecanismo
terapéutico mas adecuado en el que el VEGF promueve una mejor cicatrizacion

tendinosa (Hsu y Chang, 2004).

En la cicatrizacion de las heridas, el VEGF es el factor encargado de los procesos de
angiogénesis en el tejido de granulacién (Hsu y Chang, 2004). Se ha demostrado que el
VEGF mejora la cicatrizacién en heridas isquémicas al ser administrado de manera

topica (Corral et al, 1999).

El VEGF resulta esencial para la formacién del hueso endocondral, de modo que su

ausencia se relaciona con defectos en el crecimiento esquelético (Nimni, 1997).

Se cree que el VEGF también es basico en el cartilago de la placa de crecimiento,

donde mantiene la formacion de hueso subcondral (Gaissmaier et a/, 2008).

Factor de Crecimiento Neurotrofico (NGF)

Es un factor de crecimiento perteneciente a la familia de las neurotrofinas, sobresale
por ser una sustancia capaz de regular el crecimiento y la diferenciacion del tejido
nervioso durante el desarrollo embrionario (Nico et al/, 2008), ademas de ejercer sus
efectos sobre otras estirpes celulares, como las células inflamatorias (neutrofilos,
macréfagos, mastocitos), los fibroblastos y las células endoteliales, todas ellas con un

papel destacado en los procesos de reparacidén-regeneraciéon tisular (Kawamoto y
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Matsuda, 2004). EI NGF posee tres subunidades (o, B, y) y parece ser que su bioactividad

reside en la subunidad B, con un peso molecular de 26.500 KDa (Nimni, 1997).

Este factor de crecimiento tiene la capacidad de favorecer la migracién y la
proliferacidon de las células endoteliales, remodelar la matriz extracelular y promover la
maduracion de los vasos sanguineos neoformados. Ademas de ello, tiene una
participacion decisiva en la angiogénesis de varios procesos patolégicos, como

determinadas enfermedades cardiovasculares y neoplasicas (Nico et a/, 2008).

En lo referente a la piel, fibroblastos, queratinocitos, mastocitos y otros tipos celulares
residentes se encargan de la produccion de NGF. Varios estudios experimentales sobre
un modelo de defecto cutaneo en ratdén han resuelto que la aplicacién topica de NGF
acelera la cicatrizacion, incluyendo aquellos en los que la cicatrizacién esta
comprometida (diabéticos) (Kawamoto y Matsuda, 2004). Este factor de crecimiento
favorece la aceleracion de los procesos de cicatrizacién mediante la modulacién de las
fases de inflamacion, migracion, reepitelizacién, granulacién, angiogénesis y de

remodelacion tisular (Kawamoto y Matsuda, 2004).

En un modelo experimental de fractura de hueso en conejo, se ha demostrado un
incremento en la expresion de NGF durante el proceso de cicatrizacién 6sea (Kawamoto
y Matsuda, 2004). En el cartilago en desarrollo, la sintesis de ADN vy los

glucosaminoglicanos aumentan por la intervencion de NGF (Kawamura y Urist, 1988).

En los tenocitos humanos se han hallado neurotrofinas como el NGF (Bagge et al,
2009), pero aun no tenemos datos sobre la actividad que este factor de crecimiento

lleva a cabo en los procesos de reparacion tendinosa.

Factor de Crecimiento Hepatocitico (HGF)

Tras producirse un dafio tisular, este factor de crecimiento multifuncional se secreta
por determinadas células mesenquimales (Nayeri et a/, 2005). También podemos hallar
HGF en el interior de los granulos alfa plaquetarios (Anitua et a/, 2005). Hablamos de
una proteina mitogénica para células endoteliales y que ademas impulsa la migracién

celular. HGF tiene un efecto angiogénico debido a que incrementa la expresion de
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VEGF, y ambos factores ejercen una accién sinérgica sobre las células endoteliales, mas

acentuada en combinacion que por separado (Anitua et a/, 2005).

Varias investigaciones han aplicado HGF en el tratamiento de Ulceras crénicas en las
extremidades (Nayeri et al/, 2005). Los resultados apuntan a que la utilizacion de HGF en
heridas cutaneas disminuye la neovascularizacion y la formacion de tejido de
granulacion en el lecho de la herida (Yoshida et a/, 2003). Por contra, el HGF no ha sido

examinado en modelos experimentales de reparacion tendinosa.

.Como se obtiene el Plasma Rico en Plaquetas (PRP)?

En el afo 1994, Tayapongsak y colaboradores publicaron unos resultados
prometedores sobre el uso de un pegamento de fibrina autélogo en pacientes
sometidos a reconstruccion 6sea maxilofacial (Tayapongsak et al/, 1994). Pero no fue
hasta 1997 cuando aparecié la primera referencia bibliografica que describia el empleo
de un concentrado autélogo de plagquetas con la finalidad de promover los procesos de
cicatrizacién tisular (Whitman et al/, 1997). Estudios posteriores evidenciaron que esa
red de fibrina autéloga, ademas de su accién osteoinductiva y de servir para compactar
y facilitar la manipulacion del injerto de hueso, almacenaba una fuente de factores de

crecimiento que favorecian los procesos de cicatrizacion (Anitua, 1999).

En sus estudios, Whitman y colaboradores (1997) hallaron una alternativa al
pegamento de fibrina que hasta entonces se empleaba en determinados
procedimientos quirdrgicos, especialmente en cirugia oral y maxilofacial, al que
llamaron “gel de plaquetas”. El pegamento de fibrina es un biomaterial que mimetiza la
ultima fase de la coagulacion sanguinea en el lugar sobre el cual se aplica; en otras
palabras, convierte el fibrindbgeno en fibrina, y de este modo permite la adhesién de
superficies tisulares, la hemostasis y fomenta los procesos de cicatrizaciéon (Matras,
1985). Este pegamento de fibrina es una combinacién de dos elementos: por un lado,
un concentrado de fibrinogeno, factor XII (factor estabilizante de la fibrina) vy
fibronectina; por otro, se afade trombina, cloruro de calcio y un inhibidor de la

fibrindlisis, lo que acaba creando el tapdn de fibrina (Matras, 1985). Los pegamentos de
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fibrina han sido comercializados en Europa, aunque nunca han llegado a ser aprobados
por la FDA debido a los riesgos de transmisién de enfermedades virales que existian
(Whitman et al, 1997). Debido a que el riesgo biologico reside especialmente en la
fuente de fibrindbgeno, las investigaciones han apuntado al avance de numerosas
técnicas para el preparado de pegamento de fibrina a partir de una fuente de
fibrinbgeno autdloga (Tayapongsak et al, 1994). Pero obtener un pegamento de fibrina
autdlogo era caro y poco funcional, ya que precisaba una donacién con tres semanas de
antelacion, y el crioprecipitado de fibrindgeno obtenido debia de ser descongelado el
mismo dia de la cirugia (Whitman et a/, 1997). El “gel de plaquetas”, ademas de ser
obtenido de una manera mas facil que el pegamento de fibrina, aporta factores de
crecimiento que son liberados por las plaquetas tras su activacién (Whitman et a/,

1997). Toda la teoria de la aplicacion del PRP se apoya precisamente en este concepto.

Obtencion de PRP por aféresis

Desde la publicacion de los primeros trabajos de Whitman y colaboradores en 1997, y
de Marx y colaboradores en 1998, la metodologia para la obtencién del PRP ha
evolucionado mucho. Los citados autores utilizaban un equipo de aféresis
(ElectroMedic-500 Autotransfusion System, Medtronic, Parker, CO, USA) para separar el
PRP del resto de componentes sanguineos (Whitman et a/, 1997; Marx et al, 1998). De
modo que lograron preparar el PRP autélogo a partir de 450 mL de sangre extraida del
propio paciente en el area de quir6fano, en una bolsa que contenia como
anticoagulante citrato-fosfato-dextrosa. Un aparato de aféresis en el propio quirofano
separaba la sangre en sus tres componentes basicos: el plasma pobre en plaquetas
(PPP), la capa leucocitaria (que contiene los leucocitos y parte de las plaquetas) y los
eritrocitos. La sangre era centrifugada a 5.600 rpm, y las diferentes densidades de sus
componentes situaban a los eritrocitos en el nivel mas bajo, a la capa leucocitaria en un
nivel intermedio, y al PPP en lo mas alto. Tras retirar el PPP, los otros dos componentes
eran sometidos a una segunda centrifugacién a menor velocidad (2.400 rpm) con el fin
de obtener una separacién mas precisa entre capa leucocitaria y eritrocitos. Se obtenia
asi un volumen de plasma en el cual estaban concentradas la capa leucocitaria y las

plaquetas, la fraccion considerada como PRP. Los autores conseguian la activaciéon de
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las plaquetas gracias a la adicion de una mezcla de cloruro calcico al 10% y trombina
bovina. El resto de los componentes sanguineos podian ser retornados al paciente si se
creia conveniente. El recuento plaquetario medio del PRP obtenido mediante este
método era de 750.000/uL, aproximadamente (Whitman et a/, 1997; Marx et al, 1998).
Sin embargo, otros autores que empleaban igualmente PRP obtenido por aféresis,
lograron unas concentraciones plaquetarias mas elevadas, entre 1.250.000 y
1.500.000/uL (Zimmermann et al, 2001; Weibrich et a/, 2002; Weibrich et al, 2003). El
contenido leucocitario del PRP obtenido era muy bajo, entre 160-180/ uL (Weibrich et
al, 2002; Weibrich et al/, 2003). En lo referente a la concentracion de factores de
crecimiento hallada en las muestras de PRP, los niveles de PDGF-AB rondaban entre
125-190 ng/mL, los de TGF-B1 entre 133-268 ng/mL, y los de IGF-I se mantuvieran en
torno a 85 ng/mL (Zimmermann et a/, 2001; Weibrich et al, 2002; Weibrich et al, 2003).

Si la comparamos con otros sistemas de obtencién de PRP, la metodologia de
aféresis conlleva mayores gastos de produccion, ya que requiere alta tecnologia y
personal cualificado, ademas de no resultar practica en clinicas pequefias. También
juega en su contra que se precisa la extraccion de un gran volumen de sangre (>450
mL) para la obtencion del concentrado plaquetario, lo cual puede originar riesgos para
la salud de determinados pacientes (Westphal, 1984). A favor del sistema de aféresis,
encontramos que existe un riesgo muy bajo de contaminacion bacteriana de la muestra

durante todo el procesado (Vasconcelos et a/, 2003).

Obtencion de PRP mediante sistema de centrifugacion simple en tubo: PRGF

System® (BTI Biotechnology Institute, Vitoria, Spain)

En el afio 1999, Anitua detall6 una técnica mas simple, rapida y econdémica para la
obtencién de PRP, que posteriormente patentd como Plasma Rico en Factores de
Crecimiento (PRGF), en la que Unicamente empleaba de 10 a 20 mL de la sangre del
paciente, extraida en el mismo quiréfano en tubos de 5 mL con anticoagulante citrato
sédico al 3.8%. Tras centrifugar los tubos a 460G durante 8 minutos, la sangre quedaba
dividida en tres fases: los eritrocitos, en el fondo del tubo; el PRGF, que quedaba en el

medio; y el plasma pobre en factores de crecimiento (PPGF), en la parte superior del
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tubo. De cada uno de los tubos de 5 mL se desechaba el mililitro mas superficial (que
Unicamente contenia un 15% de la concentracion de plaquetas). El plasma restante era
aspirado, sin incluir ni el “buffy coat” ni los eritrocitos, dando lugar al PRGF. Las
plaquetas contenidas en este aspirado eran activadas mediante la adicion de un 5% de

cloruro de calcio al 10% (Anitua, 1999).

Anitua y colaboradores desarrollaron un protocolo mucho mas refinado para la
obtencién de PRGF. Esta metodologia permite la obtencién de PRGF y fibrina autdloga,
a partir de una pequefa muestra de sangre del paciente, y siguiendo un método de
centrifugacion y aspiracion manual en tubos de ensayo previamente publicados por el

propio Dr. Anitua (Anitua, 1999).

El PRGF System® est4 formado por los siguientes dispositivos: una centrifuga de
laboratorio modificada con un rotor oscilante; tubos de extraccién de sangre de vidrio
de 5.0 ml, con 0.5 mL de citrato sddico al 3.8% como anticoagulante y que se llenan con
4.5 ml de sangre; tubos de extraccién de sangre de vidrio de 5.0 mL sin anticoagulante;
pipetas de volumen variable de 100-1000 pL y de 20-200 pL; puntas de pipeta
desechables de 100 pL y de 500 pL con filtro (Figura 5).

Figura 5. Material utilizado para la obtencion y preparacion de PRGF, segin la
metodologia BTI (BTI Biotechnology Institute).

La fase de pipeteado, llevada a cabo en una camara de flujo laminar para evitar la
contaminacién microbiolégica del PRGF (Figura 6). Se emplea un pipeteado cuidadoso y

preciso, evitando crear turbulencias, y aspirando siempre desde la superficie.
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Figura 6. Tras la centrifugacion se aisla el PRGF con la ayuda de una micropipeta.

Este protocolo desarrollado por Anitua es mas practico y econdmico que las técnicas
de aféresis, pero necesita unas medidas estrictas de asepsia a lo largo de todo el
proceso de manipulacion y aislamiento del PRGF para garantizar la seguridad bioldgica

del producto final y evitar la contaminacion bacteriana (Vasconcelos et a/, 2003).

El PRGF System® y todos sus componentes han sido aprobados por las autoridades
sanitarias europeas para la obtencion de factores de crecimiento plasmaticos y su
aplicacion en diversas especialidades médicas (http://bti-

biotechnologyinstitute.com/es).

Comparado con el método de aféresis o con los dispositivos semiautomaticos, este
protocolo de obtencién de PRP concentra un menor nimero de plaquetas (500.000/uL),
y una cantidad practicamente despreciable de leucocitos (65/uL) (Weibrich et a/, 2005).
Del mismo modo, también aglutina un menor nimero de factores de crecimiento:
PDGF-AB= 47.0 ng/mL; TGF-B1= 73.3 ng/mL; IGF-I= 78 ng/mL (Weibrich et a/, 2005).
Ciertos investigadores han sugerido que los procesos de cicatrizacion tisular dependen
principalmente de la concentracion plaquetaria del PRP (Marx, 2004). No obstante, se
han logrado resultados clinicos igualmente satisfactorios con la aplicacion de
preparados plaquetarios obtenidos mediante distintas metodologias, y con diferentes
concentraciones plaquetarias y de factores de crecimiento (Marx et a/, 1998; Anitua,

1999; Carlson y Roach, 2002; Anitua et a/, 2004).
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Obtencion de PRP mediante sistemas de doble centrifugacion en tubo

Método de Landesberg

Landesberg y colaboradores propusieron en el afilo 2000 un protocolo manual, rapido
y simple para la obtencién de PRP, empleando material basico de laboratorio y
sometiendo la sangre a una doble centrifugacion. La sangre se extrae del paciente en
tubos de 5 mL con citrato sédico como anticoagulante. Estos autores analizaron el
efecto que la velocidad y el tiempo de centrifugacion ejercen sobre a la capacidad de
extraccion de plaquetas. Recomiendan una primera centrifugacion a 200 G durante 10
minutos, tras la cual el plasma sobrenadante se recoge y se deposita en un tubo sin
anticoagulante. Este segundo tubo se somete a otra centrifugacion, también a 200 G
durante 10 minutos, tras la que se obtiene un sedimento plaquetario en el fondo del
tubo que, tras ser resuspendido en un volumen determinado de plasma residual,

constituirad el PRP (Landesberg et a/, 2000).

La concentracién plaquetaria del PRP obtenido mediante esta metodologia logra
unos valores de entre 550.000 y 900.000/pL. La concentracion de PDGF-AB resulta ser
de 39.8 ng/mL, y la de TGF-B1 de 42 ng/mL (Landesberg et a/, 2000).

Curasan PRP® Kit (Fa.Cubasan, Kleinostheim, Germany)

Con este sistema, la sangre es extraida directamente en unos tubos de ensayo con
émbolo, comercializados con el nombre de Monovette (Sarstedt®), que permiten extraer
la sangre haciendo succidn con el émbolo, o bien usando el propio vacio del tubo. Los
tubos usados para la extraccion son de 8.5 mL y contienen citrato sédico como
anticoagulante. Una gran ventaja de este método es que permite la centrifugacion sin
necesidad de transferir la sangre a otro tubo de ensayo. Se precisa una centrifuga

estandar de laboratorio (Weibrich et a/, 2002; Weibrich y Kleis, 2002).

La sangre se centrifuga durante 10 minutos a 2400 rpm, lo que causara un
fraccionamiento de la sangre en plasma, capa leucocitaria y eritrocitos. Acto seguido, el
plasma sobrenadante (donde se hallan las plaquetas) se transfiere a otro Monovette,

utilizando para ello una aguja larga y una conexion de entrada. Este plasma se
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centrifuga de nuevo a 3600 rpm durante 15 minutos, con el objetivo de generar un
sedimento que contenga las plaquetas. Tras esta segunda centrifugacién, el plasma
sobrenadante (PPP) es extraido del tubo hasta dejar alrededor de 0.5 mL. Este volumen
se usara para resuspender el sedimento de plaquetas. La suspension resultante es el

PRP (Weibrich et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002).

El PRP obtenido mediante este protocolo goza de una elevada concentracidn
plaquetaria, que varia entre 1.000.000 y 2.500.000/uL, y una concentracién leucocitaria
entre 14.800 y 33.100/pL. En el PRP obtenido, los niveles de PDGF-AB se sitUan entre
233.7 y 314.1 ng/mL, la concentracion de TGF-B1 oscila entre 79.7 y 499.8 ng/mL, y la de
IGF-I es de 69.5 a 101.7 ng/mL (Appel et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002; Weibrich et al,
2002; Weibrich et a/, 2003).

Friadent-Schiitze PRP® Kit (Friadent-Schiitze, Vienna, Austria)

Este método utiliza 8.5 mL de sangre con anticoagulante (ACD) en tubos de ensayo
de vidrio con la cara interna siliconada (8.5 mL ACD vacutainer, Becton-Dickinson)
centrifugados a 2400 rpm durante 10 minutos. El plasma sobrenadante se extrae
mediante la canula de un tubo Monovette (Sarstedt® y sometido a una segunda
centrifugacion a 3600 rpm durante 15 minutos. Con ello se consigue agrupar la mayor
parte de las plaquetas en el sedimento de estos segundos tubos. El PPP sobrenadante
se extrae, hasta dejar un volumen residual aproximado de 0.8 mL, que sera utilizado

para resuspender el sedimento plaquetario, y asi obtener el PRP (Weibrich et a/, 2003).

El tiempo aproximado que este sistema necesita para procesar la sangre es de unos
40 minutos, logrando una concentracion plaquetaria de 1.440.000 plaquetas/uL, y una
concentraciéon leucocitaria que ronda los 21.700 leucocitos/uL. La concentracion de los
principales factores de crecimiento es la siguiente: PDGF-AB, 251.6 ng/mL; TGF-B1,
196.8 ng/mL; y IGF-I, 72.8 ng/mL (Weibrich et a/, 2003).

Este sistema guarda gran parecido con Curasan PRP® Kit, ya que ambos utilizan los
mismos elementos consumibles (jeringas, agujas), emplean una centrifuga estandar de
laboratorio y se sirven de un mismo procesado de la sangre para la obtencién del PRP.

Encontramos la principal diferencia en que Friadent-Schiitze PRP® Kit se vale de tubos
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de ensayo de vidrio siliconados en su cara interior, mientras que Curasan PRP® Kit
emplea tubos Monovette (Sarstedt®). También varia la eficiencia de extraccion
plaquetaria, que en Friadent-Schiitze PRP® Kit se sita sobre el 50%, mientras que en
Curasan PRP® Kit no alcanza el 18%. Esta diferencia se debe a que las plaquetas se
adhieren a la cara interna de los tubos Monovette y por tanto no pueden ser aisladas en
el PRP, hecho que queda minimizado gracias a los tubos de ensayo de vidrio siliconados

que emplea Friadent-Schiitze PRP® Kit (Weibrich et a/, 2003).

Weibrich y colaboradores (2002) establecieron la concentracion de los principales
factores de crecimiento del PRP preparado (PDGF-AB; TGF- 3 1; IGF-I) segun diferentes
metodologias (PRGF® System - PCCS® Kit — Curasan PRP® Kit). Ademas, intentaron
correlacionar el recuento plaquetario y/o leucocitario del PRP con la concentracién de
factores de crecimiento. El PRGF® System exhibe una moderada concentracién
plaquetaria y excluye la presencia de leucocitos y, de los tres métodos de obtencion
PRP analizados, es el que consigue menores concentraciones tanto de PDGF-AB como
de TGF-B1. El protocolo PCCS® Kit consiguie la mayor concentracién plaquetaria,
ademas de una concentracién leucocitaria superior a la concentracién leucocitaria de la
sangre entera. Tanto los niveles de PDGF-AB como los de TGF- 31 son notablemente
superiores en el PRP obtenido con PCCS® Kit al obtenido con PRGF® System. Por su
parte, el Curasan PRP® Kit logra una alta concentracion plaquetaria y la mayor
concentracion leucocitaria de los métodos analizados. Asimismo, este método obtiene
los niveles mas elevados de PDGF-AB en el PRP. La concentracion de TGF-31 es
superior a la conseguida con el método de Anitua, pero inferior a la que proporciona
PCCS® Kit. La concentracion de IGF-I es muy parecida en las tres metodologias de
obtencion de PRP estudiadas (Weibrich et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002; Weibrich et
al, 2005). La concentracion de PDGF-AB y TGF- 31 entre los diferentes compuestos
plaquetarios pueden ser un reflejo del contenido celular del PRP. De este modo, el PRP
obtenido con PCCS® Kit, con una mayor concentracién en plaquetas, resulta ser el que
mayor concentracion en TGF- 81 posee; mientras que el PRP obtenido con Curasan
PRP® Kit, con los niveles leucocitarios mas altos, contiene las cotas méas elevadas de

PDGF-AB. Todo ello apunta a un origen principalmente leucocitario de PDGF-AB, y un
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origen esencialmente plaquetario de TGF- 3 1. Los valores similares de IGF-I en los tres
preparados indican un origen comun, como puede ser el propio plasma sanguineo
(Weibrich et al, 2002; Weibrich et a/, 2005). Al comparar el estudio de Appel y
colaboradores (2002) con el de Weibrich y colaboradores (2002), encontramos notables
diferencias en la determinacion de la concentracion plaquetaria y en la concentracion
de factores de crecimiento del PRP, a pesar de emplear la misma metodologia para la

obtencion de PRP (Curasan PRP® Kit).

En la comparacion que Weibrich y colaboradores (2003) realizaron entre los
protocolos de Friadent-Schiitze PRP® Kit y Smart PReP® PRP System concluyeron que
este Ultimo presentaba un manejo facil, un procesado veloz de la sangre y un riesgo
minimo de contaminaciéon bacteriana del PRP, ademas de conseguir unos valores

mejores de eficiencia de extraccion plaquetaria (Weibrich et a/, 2003).

Obtencion de PRP mediante sistemas semiautomaticos comerciales

Después de que Anitua presentara su método de obtencidén de PRGF, han aparecido
distintos dispositivos comerciales semiautomaticos que facilitan la obtencion de un
concentrado plaquetario en el propio quiréfano y empleando un volumen de sangre
relativamente pequefio. Estos procedimientos aislan la capa leucocitaria y las plaquetas
existentes en torno a ella, sometiendo a la sangre a una doble centrifugacion tras la cual
se obtiene un volumen de plasma en el que se agrupan gran parte de las plaquetas
comprendidas en la muestra de sangre procesada (Appel et al, 2002, Marlovits et al,

2004, Mazzucco et al, 2008) .

Una gran ventaja de estos dispositivos es que minimizan el riesgo de contaminacion
bacteriana del PRP en comparacién con métodos que emplean una centrifuga en tubo
de ensayo (Vasconcelos et al, 2003). Ademas, el PRP derivado contiene unas
concentraciones elevadas plaquetarias, leucocitarias y de factores de crecimiento
(Zimmermann et al, 2001; Appel et al, 2002; Weibrich et al, 2002; Weibrich et al, 2003a;
Weibrich et al/, 2003b; Zimmermann et al, 2003; Eppley et al, 2004). Esta elevada
concentracién de leucocitos es uno de los puntos de discusion entre los diferentes tipos

de PRPs, ya que el papel exacto que juegan los leucocitos contenidos en el PRP
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empleado en los tratamientos de reparacién-regeneracion tisular adn esta por
determinar. De hecho, hay autores que sostienen que los leucocitos pueden ir en contra

de los procesos de reparacidn-regeneracion en ciertos tejidos (Anitua et al, 2004).

Seguidamente, trataremos los principales dispositivos semiautomaticos comerciales

para la obtencién de PRP.

Platelet Concentrate Collection System (PCCS® Kit) (3i-Implant

Innovations, Palm Beach Gardens, FL, USA)

Este sistema consta de una centrifuga modificada que posee un rotor oscilante con
cuatro pocillos especialmente disefiados para poder insertar en ellos los consumibles
del PCCS® Set, que son unos dispositivos formados por dos bolsas plasticas flexibles
interconectadas por una linea con un clamp, y unidas a un soporte plastico rigido. Al
mismo tiempo, el PCCS® Set contiene una ampolla con 6 ml de anticoagulante (ACD-A),
dos jeringas de 60 mL (una para la extracciéon de la sangre y otra para transferir el
sobrenadante entre bolsas), una jeringa de 10 mL para extraer el PRP, y un equipo para
la puncién venosa y la extraccion de sangre (Weibrich et a/, 2002; Weibrich y Kleis,

2002).

Para la preparacion del PRP es necesario extraer 60 ml de sangre entera con
anticoagulante (ACD-A), que es transferida a la bolsa de plastico del dispositivo
consumible a través de la valvula nimero 1y, sequidamente, se cierra el clamp de la
linea de comunicacion entre ambas bolsas. La sangre se centrifuga durante 3 minutos y
45 segundos a 3.000 rpm. A continuacién, se abre el clamp para transferir el plasma
sobrenadante, que contiene las plaquetas, hacia la segunda bolsa del dispositivo
consumible, inyectando aire a través de la valvula nimero 2 hasta que 1 mL de
eritrocitos han pasado a través de la linea de transferencia. Tras cerrar nuevamente el
clamp, el conjunto se centrifuga por segunda ocasién durante 13 minutos a 3.000 rpm,
con el objetivo de sedimentar las plaquetas en la segunda bolsa. Inyectando aire por la
valvula ndmero 3, y tras abrir de nuevo el clamp, logramos pasar el plasma
sobrenadante (PPP) hacia la primera bolsa, mientras que en la segunda dejamos el

sedimento de plaquetas y alrededor de 5 ml de plasma. Con un suave masaje del
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sedimento plaquetario realizado durante unos 3 minutos con los dedos pulgar e indice,
las plaquetas son resuspendidas en el plasma residual. Esta suspension es el PRP, que se
transfiere a una jeringa a través de la valvula nimero 4 (Appel et a/, 2002; Weibrich et

al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002).

Todo este proceso dura unos 30 minutos y permite una concentracién plaquetaria de
entre 1.100.000 y 2.200.000/uL, con una eficiencia de extraccién plaquetaria que ronda
el 50% y una concentraciéon leucocitaria de entre 5.500 y 14.800/uL. En referencia a los
factores de crecimiento presentes en el PRP obtenido con PCCS® Kit, los niveles de
PDGF-AB se situan entre 156.7 y 251.8 ng/mL, los de TGF-B1 entre 144.7 y 467.1 ng/mL,
y los de IGF-1 entre 78 y 91 ng/mL (Appel et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002; Weibrich et
al, 2002; Weibrich et a/, 2005).

Gravitational Platelet Separation (GPS® System) (Biomet Merck

Biomaterials, Darmstadt, Germany)

El GPS® System consta de una centrifuga de sobremesa y unos tubos de centrifugado
especiales de un solo uso, puede ser llevada a cabo en el propio quiréfano y tarda,
como en el método anterior, unos 30 minutos. Primeramente, en una jeringa de 60 mL,
se aspiran 6 mL de anticoagulante (ACD-A) y se completa la jeringa con 54 mL de
sangre del paciente. La sangre con el anticoagulante se vierte en los tubos GPS®, que
son centrifugados a 3.200 rpm durante 12 minutos, logrando separar la sangre en sus
diferentes fracciones: los eritrocitos quedan en la parte inferior del tubo; sobre ellos se
situa una boya de separacion; seguidamente, la capa leucocitaria (que contendra
leucocitos y la mayor parte de plaquetas); y en la superficie hallamos el PPP. A
continuacion, se empuja el émbolo manualmente hacia abajo hasta separar el PPP del
PRP. El PPP se extrae mediante una jeringa, a través de una conexidon existente en un
lateral de la parte superior del tubo, y el Ultimo paso consiste en agitar el tubo y aspirar
el PRP a través de una conexién en el centro de la tapa del tubo (Marlovits et a/, 2004;

Saleh y Cox, 2004).

La concentracion plaquetaria alcanzada con este protocolo es de aproximadamente

1.600.000/uL y los niveles leucocitarios de 31.100/uL, debido al incremento del recuento
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de células blancas en el PRP. A excepcion del IGF-], las concentraciones de factores de
crecimiento en el PRP obtenido son superiores a las presentes en el plasma sanguineo:
los valores de TGF-B1 se sitan en 120 ng/mL; 72 ng/mL para IGF-I; 955 pg/mL para
VEGF; y 470 pg/mL para EGF (Eppley et a/, 2004).

Smart PReP® System (Harvest Technologies Corporation, Munich,

Germany)

El Smart PreP® System es un protocolo que realiza una doble centrifugacion de la
sangre y que tiene una duracion aproximada de 20 minutos. Ademas, es un dispositivo
que disminuye los posibles errores humanos, ya que resulta facil de manipular y

requiere poco entrenamiento del personal (Weibrich et a/, 2003).

Este método se sirve de una centrifuga especifica (SMP-1000i® Harvest Technologies)
con un rotor oscilante que contiene dos pocillos para centrifugar unos dispositivos
especiales donde se coloca la sangre del paciente. La empresa suministra unos sets
estériles que contienen todo lo necesario para la extraccion de sangre (jeringas, agujas)
y unos dispositivos especiales para el procesado de la muestra consistente en dos
camaras de plastico unidas e interconectadas entre si, la “camara de sangre”, donde
quedara depositada la sangre; y la “camara de plasma”, en la que hallaremos el PRP

resultante del proceso de centrifugacion (Weibrich et a/, 2003).

Para la obtencién del PRP mediante este método se necesitan 52 mL de sangre en
mujeres y 48 mL en hombres, y esto se debe a que se trata de un proceso hematocrito-
dependiente, y el hematocrito de los varones suele ser mas elevado que el de las
mujeres (Weibrich et al/, 2003). La sangre se extrae con una jeringa de 60 mL que
previamente contenga 7 mL de anticoagulante (ACD-A). El contenido de esta jeringa se
transfiere a la “camara de sangre” y, a su vez, en la “camara de plasma” se inyectan 2 mL
de anticoagulante (ACD-A). La centrifuga se equilibra y seguidamente se procede a la
doble centrifugacion, que dura un total de 12 minutos. De este modo, los eritrocitos
quedan ubicados en la camara de sangre, y en la camara de plasma se hallaran las
plaquetas, los leucocitos y algunos eritrocitos, ademas del plasma sobrenadante (PPP).

Este PPP se aspira hasta dejar 7 6 10 mL, segun el volumen de PRP que se desee
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obtener. Precisamente, en este plasma no aspirado se resuspende el sedimento
plaquetario, para obtener asi el PRP. Por ultimo, el PRP es aspirado del fondo de la

camara de plasma con una jeringa y una canula (Weibrich et a/, 2003).

Con este sistema se obtiene un PRP con una concentracion plaquetaria cercana a
1.250.000/uL, una concentracion leucocitaria de 19.261/uL y una eficiencia en la
extraccion de plaquetas del 63.4%. Por lo que respecta a los factores de crecimiento
presentes en el PRP obtenido, el PDGF-AB alcanza una concentracion de 208.3 ng/mlL, el
TGF-B1 presenta una concentracion de 77.2 ng/mL, y IGF-I se sitia en 91.4 ng/mL
(Weibrich et a/, 2003).

Recientemente, Harvest Technologies ha presentado la evolucion de Smart PreP®
System, el llamado Smart PreP®2 APC* System. La principal diferencia entre ambos
sistemas se halla en los dispositivos de plastico donde se deposita y procesa la sangre
para la obtencion del PRP. Los sistemas suministrados por Harvest Technologies han

sido registrados como productos terapéuticos (http://www.harvesttech.com).

Plateltex® (Plateltex, Bratislava, Slovakia)

Esta metodologia se lleva a cabo mediante una doble centrifugacion, empleando para
ello una centrifuga de laboratorio con rotor oscilante 0-90°. La sangre se extrae en
tubos de ensayo de 8.0 mL, que contienen ACD-A como anticoagulante, y se somete a
una primera centrifugacion suave a 180G durante 10 minutos. Tras aspirar el plasma
sobrenadante, se procede a un segundo centrifugado, esta vez a 1000G durante 10
minutos, que permitira la formacién de un sedimento plaquetario y la separacion del
plasma sobrenadante (PPP). Este sistema busca eliminar la cantidad suficiente de PPP
para que, al resuspender el sedimento plaquetario, se logre un PRP con una

concentracion plaquetaria cercana a 2.000.0000/uL (Mazzucco et a/, 2008).

Este sistema alcanza una eficiencia en la extraccion plaquetaria cercana al 80%, y
proporciona un PRP con una concentraciéon plaquetaria en torno a 1.600.000/uL. La

concentracion de PDGF-AB es de 60 ng/mL (Mazzucco et al, 2008).
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Secquire PRP® System (PPAI Medical, Fort Myers, FL, USA)

Se trata de otro sistema seguro y rapido. Tras la extraccién de la sangre del paciente,
convenientemente mezclada con el anticoagulante, se procede al centrifugado,
colocando el dispositivo en un contenedor de polipropileno transparente con una
graduacion para medir volumen. En la tapadera del contenedor hallamos tres puertos: el
primero sirve para depositar la sangre en el interior del dispositivo; los otros dos,
poseen un fino tubo que va hasta el fondo del contenedor, con uno se extraera el
sedimento de eritrocitos, y con el otro se aspirara el PRP (Figura 7). La sangre quedara
dividida en tres fracciones tras ser centrifugada: los eritrocitos, en el fondo del
contenedor; la capa leucocitaria, en el medio; y el plasma, en la superficie. Con una
jeringa conectada al puerto central, se aspiran los eritrocitos del fondo del contenedor,
sin crear turbulencias y respetando la capa leucocitaria Seguidamente, con otra jeringa
colocada en el otro puerto de aspiracion, se recoge el plasma existente justo por encima

de la capa leucocitaria (PRP) (http: //secquire.com).

Figura 7. Secquire PRP® System (http.//www.secquire.com).

Arthrex ACP® System (Arthrex Bio Systems, Autologous Conditioned
Plasma (ACP), Naples, FL, USA)

Este método busca la obtencion de un plasma autélogo rico en plaquetas,
denominado “plasma autélogo acondicionado” (ACP). Posee una doble jeringa disefiada

para la extraccion y centrifugacién de la sangre y el aspirado del ACP, todo ello
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mediante una Unica centrifugacion. En primer lugar, con la jeringa grande se aspira 1 mL
de anticoagulante (ACD-A) para, a continuacién, extraer 9 mL de sangre del paciente.
Este dispositivo en doble jeringa, se introduce en una centrifuga especialmente
disefiada y se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos. De este modo, los eritrocitos se
hallan en el fondo de la jeringa, con el plasma situado justo encima. A continuacién, con
la jeringa pequefa ubicada dentro de la grande, se aspiran 3 mL de ACP, con atencion

de no aspirar eritrocitos. Estos 3 mL de plasma son los que se aplican en la zona a tratar.

No existen publicaciones en la literatura cientifica en las que se reflejen los siguientes
datos, pero segun informa el folleto de Arthrex ACP® System, el ACP obtenido alcanza
una concentracion plaquetaria de aproximadamente 550.000/pL, sin la presencia de
leucocitos. Ademas, logra multiplicar por 25 la concentracion de PDGF-AB (60 ng/mL) y
cuadruplicar la de TGF-B1 (145 ng/mL), si se compara con los valores de sangre
periférica, mientras que la concentracion de IGF-I (125 ng/mL) sufre poca variacién con

respecto a los niveles existentes en sangre (www.arthrex.com).

Otros dispositivos comerciales

Otros dispositivos comerciales semiautomaticos para la obtencién de PRP autélogo
son: Vivostat® PRF Preparation Kit (Vivolution A/S, Birkeroed, Denmark) (Leisner et al,
2006). Fibrinet® Autologous Fibrin & Platelet System (Cascade Medical Enterprises Ltd,
Plymouth, UK) (Leisner et a/, 2006; Mazzucco et a/, 2009). Regen PRP® Kit (RegenLab,
Mollens-VD, CH) (Mazzucco et a/, 2009).

A continuacion y a modo de resumen en la Tabla 2 se encuentra la comparacion de
los diferentes sistemas para la obtencion de PRP, donde se muestran algunas
caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los diferentes PRPs comercializados y

descritos en la bibliografia.
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Tabla 2: Métodos de obtencion de PRP. (*) Referencias bibliograficas a lo largo del

texto.
METODO PLAQUETAS | LEUCOCITOS | PDGF-AB | TGF-B1  (c] 8| VOLUMEN
(x10%/mL) (x103/mL) (nG/mL) (nG/mL) | (nG/mL) | SANGRE (mL)
AFERESIS 750 - 1500 0.16 - 0.18 125-190 133 - 268 > 450
PRGF -ENDORET® =0 47.0 73.3 78.0 10-20

550 - 900 N/D 39.8 42 N/D 5
1100-2200 5.5-14.8 156.7-251  144-467 78-91 54
1000 -2500 14.8 -33.1 233-314.1 79.7-499 69-101 8.5
1600 31.1 N/D 120 72 54
1250 19.2 208.3 77.2 91.4 52
1440 21.7 251.6 196.8 72.8 8.5
1600 N/D 60 N/D N/D N/D
N/D N/D N/D N/D N/D N/D
550 =0 60 145 125 9
N/D N/D 130 N/D N/D 120
346 N/D 105 N/D N/D 8
430 N/D 140 N/D N/D 10

N/D = No determinado
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Uso del PRP en el tratamiento de lesiones musculoesqueléticas

Fue a mediados de los afios 90 cuando aparecio la aplicacion terapéutica del PRP. Los
autores Tayapongsak, Whitman y Marx, junto a sus respectivos equipos de
colaboracion, utilizaron este concentrado plaquetario autélogo en forma gelificada en
cirugia reconstructiva oral y maxilofacial. Este grupo de pioneros buscaban una
sustancia que compactase las particulas 6seas de los injertos de esponjosa y facilitase
asi su manipulacion a la hora de colocarlo sobre defectos mandibulares. EI PRP no sélo
lograba este objetivo, sino que también optimizaba el proceso de curacidén debido a los
factores de crecimiento que aportaba (Tayapongsak et a/, 1994; Whitman et al, 1997,
Marx et al, 1998).
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Los primeros resultados animaron a otros autores a continuar con el uso de PRP
dentro del campo de la cirugia oral y maxilofacial. Poco después, otras ramas de la
Medicina y la Cirugia (como la cirugia plastica o cardiovascular) empezaron a mostrar
interés por el empleo terapéutico del PRP, aumentando exponencialmente sus
aplicaciones en la ultima década. Aunque el empleo del PRP ha vivido un mayor
desarrollo en los ultimos afios en el campo de la cirugia ortopédica y traumatoldgica. El
objetivo esencial de la aplicacion del PRP ha sido promover y mejorar el proceso de
cicatrizacion en los diferentes tejidos, utilizandose en numerosas ocasiones junto con

otros tratamientos (Floryan y Berghoff, 2004; Sampson et a/, 2008).

Cartilago y lesiones articulares

En las ultimas décadas, se ha incrementado significativamente la incidencia de
lesiones condrales debido a la creciente participacion de la poblacion en actividades
deportivas (Kon et a/, 2011). El cartilago tiene una capacidad de regeneracion limitada y
su tratamiento supone un auténtico desafio para el cirujano. Habitualmente, estos
tratamientos tan sélo alcanzan mejoras clinicas o funcionales temporales (Kon et a/,
2011). En los ultimos afos, se ha propuesto el empleo del PRP como tratamiento
adyuvante en las lesiones condrales, debido al creciente interés en torno al empleo del
PRP en el manejo de otras enfermedades ortopédicas. El papel fisiolégico que juegan
las plaquetas en la reparacién tisular es fundamental para establecer el concepto de
aplicacion del PRP para mejorar la reparacion del cartilago y los procesos patologicos
que afectan a la articulacion. La homeostasis y el funcionamiento del cartilago articular
estan regulados por numerosos factores de crecimiento que actian de manera
coordinada (Fortier et a/, 2011), y su aplicaciéon terapéutica puede suponer un
incremento en la reparacion de defectos cartilaginosos focales o en situaciones donde
el dafio del cartilago sea mucho mas extenso y difuso, como en la osteoartritis (Fortier
et al, 2011). Diversas investigaciones /n vivo e in vitro han desplegado una larga lista de
factores de crecimiento decisivos en el proceso de reparacion del cartilago, ya sea a
través del estimulo de la sintesis de proteoglicanos, agrecanos o colageno de tipo II por

parte de los condrocitos, mediante la proliferacion de sinoviocitos, mediante la
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diferenciacion condrogénica de células mesenquimales, o bien mediante la disminucion
de los efectos catabdlicos de citoquinas, tales como la interleucina-1 (IL-1), o enzimas
proteoliticas, tales como la metaloproteasas de la matriz (Fortier et a/, 2011). Los
factores de crecimiento mas destacados son TGF-B1, BMP-2, BMP-7, IGF-1, FGF, y PDGF
(Fortier et a/, 2011), y se encuentran principalmente en el interior de los granulos alfa
de las plaquetas (Anitua et al, 2004). Algunos de estos factores de crecimiento han sido
estudiados de manera independiente, aunque parece poco probable que el efecto
individual conduzca a la obtencién de un efecto beneficioso global sobre la salud de la
articulacion, debido a que el proceso de reparacion del cartilago es un proceso
complejo en el que, generalmente, los diferentes factores de crecimiento actian entre si
(Fortier et a/, 2011). El PRP puede resultar una opcién terapéutica interesante para tratar
procesos que afectan al cartilago articular debido a que contiene una mezcla compleja
de factores de crecimiento autdlogos en un equilibrio fisiolégico. Ademas, una vez que
forma el coagulo, puede formar un entramado tridimensional que rellena el defecto

cartilaginoso dando lugar al proceso de neocondrogénesis in situ (Fortier et al, 2011).

Estudios experimentales

Existen pocas publicaciones que profundicen en el empleo del PRP con la finalidad de
reparar el cartilago, ya que es un concepto relativamente nuevo. Los cultivos de
condrocitos expuestos a PRP provocan un aumento en la proliferacién celular y la
sintesis de proteinas de la matriz extracelular del cartilago, como proteoglicanos o
colageno de tipo II (Akeda et al/, 2006). Mishra y colaboradores (2009) hallaron que la
diferenciacion condrogénica de cultivos de células mesenquimales era causada por una
exposicion al PRP. En otro estudio también se localizé el efecto proliferativo que el PRP
ejercia tanto sobre cultivo de condrocitos como de células mesenquimales (Drengk et
al, 2009). En su estudio, Anitua y colaboradores (2007b) observaron que los cultivos de
sinoviocitos procedentes de individuos con osteoartrosis expuestos a PRP originaban un
aumento en la sintesis y excrecion de acido hialurénico en comparacion con los
controles, apuntando que el PRP podria ser usado potencialmente como una fuente de
condroprotecciéon y de lubricacidn articular. Gaissmaier y colaboradores (2005)

analizaron el efecto del sobrenadante de plaquetas humanas en cultivo de condrocitos
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articulares humanos, y descubrieron un incremento en la proliferacion de los
condrocitos. En una investigacién similar que evaluaba el efecto del PRP sobre cultivo
de condrocitos humanos procedentes de individuos con osteoartrosis, se advirtié que el
PRP causo una disminucion en la expresion génica de varias sustancias proinflamatorias
que favorecian la degradacion de la matriz cartilaginosa y fomentaban el progreso de la

enfermedad articular (van Buul et a/, 2011).

Con el fin de examinar el efecto del PRGF en el proceso de reparacion del cartilago,
también se han realizado varios estudios /n vivo sobre modelos animales con defectos
cartilaginosos inducidos. En uno de los primeros trabajos realizados en esta direccién,
Serra y Soler (2006) utilizaron un modelo experimental de defecto condral de espesor
completo en el condilo femoral de conejos. En su trabajo de Tesis Doctoral, Soler
comprobd que la administracion intraarticular de PRGF resultd efectiva para la
reparacion del defecto condral, rebajando el tiempo de cicatrizacion obtenido por
tratamientos convencionales, como el condroitin sulfato o el acido hialurénico, y
obteniendo un efecto sinérgico entre PRGF y acido hialurénico, logrando un beneficio
mas pronunciado mediante inyecciones conjuntas (Soler, 2006). Por su parte, Serra
describid en su Tesis Doctoral que el tejido de reparacion creado tras la administracion
intraarticular de PRGF tenia unas caracteristicas histolégicas muy parecidas a las del
cartilago hialino, y unas propiedades biomecanicas equivalentes a las de un material
viscoelastico y muy similares a las del cartilago articular sano (Serra, 2006; Serra et al,

2013).

En un estudio, Sun y colaboradores (2010) crearon un defecto osteocondral sobre un
modelo experimental en conejo, estableciendo tres grupos de estudio: en el primero, el
defecto quedo sin tratar; en el sequndo, colocaron un transportador de acido poli-lacto-
glicolico; en el Ultimo grupo, colocaron ese mismo transportador junto con PRP, y fue el
gue presenté un mayor grado de regeneracion cartilaginosa, ademas de un incremento
en la produccién de glicosaminoglicanos en la matriz extracelular. En un un modelo de
defecto condral en conejo, Wu y colaboradores (2007) comprobaron que las
inyecciones intraarticulares de PRP favorecian el crecimiento de los condrocitos y la

posterior formacion de nuevo tejido cartilaginoso.
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Estudios recientes sobre modelos de defecto condral en oveja han desvelado
resultados dispares. En su estudio, Milano y colaboradores (2010) advirtieron que el
tratamiento con PRP provocd una mejora notable tanto en la apariencia macroscopica
del cartilago reparado como en sus propiedades biomecanicas. Ademas, resolvieron
que para el tratamiento intraarticular de estas lesiones resultaba mas beneficiosa la
aplicaciéon del PRP en forma de gel que en forma liquida. Por su parte, Kon y
colaboradores (2010) toparon con un empeoramiento del proceso regenerativo al
ahadir PRP a una nueva matriz de nanoparticulas de colageno-hidroxiapatita que se

colocaba sobre el defecto condral.

Estudios clinicos

En el afio 2003, Sanchez y colaboradores realizaron el primer estudio clinico que
describio el tratamiento de problemas condrales (Sanchez et al, 2003), un caso clinico
en el que emplearon PRGF para tratar una avulsion de cartilago en un futbolista,
logrando una cicatrizacion del cartilago completa y rapida, con un retorno prematuro a
la actividad fisica (Sanchez et al/, 2003). En estudios posteriores, Sanchez y
colaboradores han publicado que para el tratamiento de la osteoartrosis de rodilla con
PRGF se deben aplicar tres inyecciones semanales; por su parte, Giannini vy
colaboradores han aplicado PRP de manera intraarticular. En ambos casos, los
resultados apuntan a un mejor control del dolor y a una mejora de la actividad fisica

(Sanchez et al, 2008; Giannini et a/, 2008).

Kon y colaboradores (2009) publicaron una investigacion llevada a cabo sobre 100
pacientes (115 rodillas) tratados con cuatro inyecciones intraarticulares de PRP
administradas cada 21 dias. En el estudio se incluyeron pacientes con lesiones condrales
degenerativas, y con procesos de osteoartrosis tanto incipientes como avanzados. Los
resultados apuntaban a que la administracion de PRP era segura, reducia el dolor y
mejoraba la funcionalidad y calidad de vida de los pacientes con patologia articular
degenerativa. Se revelaron algunos efectos adversos menores que no se alargaron mas
de dos dias, como un dolor moderado o una efusién articular después de la inyeccién.

También se sefald que el efecto tenia una duracién media de nueve meses, ya que se
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observd una tendencia al empeoramiento transcurridos uno y dos afios del tratamiento,
aunque el efecto se prolongaba durante mas tiempo en pacientes jovenes, en aquellos
con menor indice de masa corporal y en aquellos en los que la enfermedad articular

degenerativa era de menor grado (Filardo et a/, 2011).

En los Ultimos afios, se han llevado a cabo estudios similares en osteoartrosis de
rodilla con resultados que apuntan en la misma direccién. Sampson y colaboradores en
2010, aplicando un tratamiento intraarticular de PRP, Wang-Saegusa y colaboradores en
2011, con infiltraciones intraarticulares de PRGF, y Spakova y colaboradores en 2012,
con inyecciones intraarticulares de PRP, han obtenido en sus investigaciones una

mejoria en la funcionalidad de la articulacién, sin que se detectasen efectos adversos.

Varios autores han planteado que el PRP podria ser utilizado como transportador de
condrocitos, y que esta unién podria ser inyectada de manera minimamente invasiva
justo en la zona del defecto condral. Una vez gelificado, el PRP mantendria las células
justo en el lugar de la lesidon y, al mismo tiempo, proporcionaria una fuente autéloga de
factores de crecimiento capaces de fomentar los procesos de reparacion cartilaginosa

(Wu et al, 2009).

A dia de hoy, todavia necesitamos mas estudios de investigacion que aporten luz
sobre la utilidad clinica de estos productos para tratar problemas articulares, a pesar de
que el empleo de factores de crecimiento para el tratamiento de problemas de cartilago
o de osteoartritis parece prometedor. Asimismo, seria necesario realizar ensayos clinicos
aleatorios, prospectivos, controlados, multicéntricos y a doble ciego con el objetivo de
aclarar si realmente estas terapias bioldgicas con PRP son de utilidad en el tratamiento

de trastornos articulares (Foster et al, 2009; Fortier et al/, 2011; Kon et a/, 2011).

Lesiones ligamentosas

La rodilla es la articulacion que padece lesiones relacionadas con el deporte con mas
frecuencia, afectando principalmente a sus estructuras ligamentosas, como es el caso
del ligamento cruzado anterior (Kon et a/, 2011), cuya lesién, ya sea por rotura total o

parcial, constituye una entidad clinica de gran trascendencia en traumatologia y
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ortopedia, y en la mayor parte de las ocasiones requiere tratamiento quirdrgico,
acompanado de un largo periodo de rehabilitacion. Esta lesién puede comprometer
seriamente la vida deportiva del atleta, ya que puede causar una disminucion
permanente de la funcionalidad de la rodilla, ocasionando graves pérdidas de
rendimiento. Ademas, la rodilla acabara por desarrollar un proceso de osteoartrosis en
gran parte de los individuos lesionados (Kon et a/, 2011). S6lo en EEUU se operan mas
de 100.000 ligamentos cruzados cada afio, con un coste total anual cercano a los mil

millones de ddlares (Sanchez et a/, 2009¢).

La reconstruccion del ligamento cruzado anterior se realiza, en medicina humana,
mediante la sustitucion del ligamento roto por un autoinjerto de tenddn. La prevencion
del deterioro del autoinjerto de tendon y la aceleracion del proceso de ligamentizacion
(transformacion del tendon en una estructura similar al ligamento) son los principales
objetivos de las nuevas terapias biologicas (Kon et al/, 2011). Conseguir un anclaje
seguro y fuerte del injerto, que permita una vuelta precoz a la actividad fisica, es uno de
los mayores retos en la cirugia de reconstruccion (Kon et al, 2011). El injerto de hueso-
tendon rotuliano-hueso es uno de los mas utilizados, ya que presenta un muy buen
anclaje, debido a que se produce la osteointegracion de los extremos del injerto sobre
unos tuneles previamente perforados en el fémur y tibia. Pero este tipo de injerto ha
sido ligado con problemas de morbilidad de la zona donante. Por ello, algunos autores
prefieren usar un injerto tendinoso de los isquiotibiales, con la desventaja de que su
anclaje debe producirse directamente entre tenddn y hueso, siendo mas lento vy
albergando mas posibilidades de fallar que cuando este anclaje se produce entre hueso
y hueso (Kon et al, 2011). A dia de hoy, se emplean injertos tanto de hueso-tendon
rotuliano-hueso como de tendon isquiotibial, y en ambos tipos de cirugias, se utiliza el
PRP para intentar conseguir una cicatrizacion mas rapida de los extremos del injerto con
el hueso (hueso-hueso y tenddn-hueso, respectivamente), y una ligamentizacion mas
veloz y eficaz del injerto empleado para sustituir al ligamento roto (Mei-Dan et al,

2010a).

El ligamento colateral medial de la rodilla es otra estructura que se lesiona con

relativa frecuencia, y tiene gran importancia entre la poblacién de atletas, ya que
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pueden provocar pérdidas de rendimiento deportivo. El uso de PRP estd dirigido a
acelerar y mejorar el proceso de cicatrizacién de este ligamento, disminuyendo el
tiempo de recuperacion y rehabilitacion, incrementando el bienestar del paciente, y

mejorando la estabilidad de la rodilla (Kon et a/, 2011).

Estudios experimentales

Antes del empleo del PRP o incluso de la técnica quirirgica de reconstruccion del
ligamento cruzado anterior, varios estudios experimentales evaluaron el efecto de
algunos factores de crecimiento exdgenos sobre el proceso de cicatrizacion
ligamentosa. De esta forma, un grupo de investigacién analizo el efecto de la aplicacion
conjunta de TGF-B1l y EGF exdgenos sobre un modelo experimental de reconstruccién
del ligamento cruzado anterior en conejos mediante el empleo de un injerto autélogo
de hueso-tenddn-hueso congelado y descongelado. Los autores advirtieron que en los
injertos tratados con factores de crecimiento se inhibia el deterioro de sus propiedades
biomecanicas (Sakai et al, 2002; Azuma et al, 2003). Asimismo, Yasuda y colaboradores
(2004) aplicaron una combinacién de TGF-B1 y EGF exdgenos sobre el injerto hueso-
tendon rotuliano-hueso en un modelo de reconstruccion del ligamento cruzado
anterior en perro, y observaron una mejoria tanto en las propiedades estructurales
como en el aspecto histolégico del autoinjerto transcurridos tres meses de la cirugia

(Yasuda et a/, 2004).

Murray y colaboradores (2006), pioneros en el uso del PRP para la reconstruccion del
ligamento cruzado anterior, realizaron un defecto central en el ligamento cruzado
anterior en un modelo animal y lo rellenaron usando una matriz de colageno-PRP.
Observaron un mayor porcentaje de relleno del defecto y unas mejores propiedades
biomecanicas que en los controles. Este hallazgo sugeria que esa matriz con PRP podria
incrementar el proceso de cicatrizacién del ligamento (Murray et al, 2006). Los mismos
resultados se obtuvieron en un modelo porcino de rotura del ligamento cruzado
anterior, tratado con un hidrogel de colageno-PRP (Murray et a/, 2007a). No obstante,
este mismo grupo de investigacion ha observado que el uso de PRP sin la combinacién

con una matriz de colageno resulta insuficiente para mejorar las propiedades
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biomecanicas del ligamento reparado (Murray et al, 2009). Mastrangelo vy
colaboradores (2011), en un modelo porcino similar al descrito anteriormente, hallaron
gue con concentraciones plaquetarias mas bajas (3 veces en comparacion con 5 veces
los niveles basales) se mantenian los efectos beneficiosos que esta matriz colageno-PRP
ejercia sobre las propiedades biomecanicas de los ligamentos tratados (Mastrangelo et

al, 2011).

En 2007, Murray y colaboradores realizaron un interesante estudio en el que
compararon la cicatrizacion de ligamentos extraarticulares (ligamento colateral medial
de la rodilla) y de ligamentos intraarticulares (ligamento cruzado anterior). Crearon
defectos quirirgicos en dichos ligamentos sobre un modelo experimental canino, y
advirtieron una cicatrizacion mas eficaz en los ligamentos extraarticulares que en los
ligamentos intraarticulares. Este hecho puede ser debido a que en los ligamentos
intaarticulares no exista una matriz que mantenga unidos los bordes del ligamento
lesionado, pero si hallamos fibrinolisinas intraarticulares que impiden la formacion de
un coagulo de fibrina para rellenar el defecto (Murray et al, 2007b). También
observaron que el empleo de un hidrogel de coldgeno-PRP en la zona de lesién
provocaba un incremento en el llenado del defecto ligamentoso, con un tejido de
reparacion muy parejo al que se encontré en los defectos creados sobre ligamentos
extraarticulares. Este hecho apunta a que el uso del hidrogel mejora el proceso de
cicatrizacion de lesiones ligamentosas intraarticulares, equiparando el proceso con el de

los ligamentos extraarticulares (Murray et al, 2007b).

Recientemente, en un estudio de la reconstruccion del ligamento cruzado anterior en
perros Beagle se valor6 el efecto del PRP en los patrones de expresion génica,
observandose que el PRP altera la expresion de algunos genes diana, especialmente

durante los momentos iniciales de la remodelacion del injerto (Xie et a/, 2013).

Con respecto a la lesion del ligamento colateral medial de la rodilla, el empleo de
factores de crecimiento no ha proporcionado resultados claros. Estudios sobre un
modelo de rotura del ligamento colateral medial de conejo se resolvieron de manera
dispar. Hildebrand y colaboradores (1998) observaron una mejoria en las propiedades

biomecanicas de los ligamentos tratados con PDGF (Hildebrand et a/, 1998), mientras
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que Spindler y colaboradores expusieron que la aplicacién Unica de una combinacion
de PDGF y TGF-B2 no causd ningun cambio destacable en las propiedades
biomecanicas de los ligamentos tratados. Observaron incluso que la administracion
continuada de TGF-B2 degradaba los parametros mecanicos de los ligamentos tratados

(Spindler et al, 2002; Spindler et al, 2003).

Estudios clinicos

El Dr. Mikel Sanchez fue pionero en el empleo de PRGF en la reconstruccién
quirirgica del ligamento cruzado anterior en casos clinicos y, junto con sus
colaboradores, describieron en 2003 como el ligamento roto era eliminado mediante
artroscopia y era reconstruido con un autoinjerto de tendén previamente tratado con
PRGF. De modo que publicaron una serie de 50 casos retrospectivos donde registraban
un aumento de la cicatrizacion y una disminucién de las complicaciones, ademas de
mejorar la funcionalidad de los pacientes (Sanchez et al/, 2003). El autoinjerto estaba
impregnado de factores de crecimiento liberados por las plaquetas, favoreciendo asi la
neovascularizacion y la ligamentizacién, esenciales para que el autoinjerto reprodujese
las funciones biomecanicas del ligamento sustituido (Anitua et a/, 2006a). Estos autores
han divulgado recientemente un estudio de casos-control donde los injertos tendinosos
de isquiotibial fueron tratados con PRGF, y en los que realizaron una biopsia durante
una artroscopia de revision tras varios meses de la cirugia. Las artroscopias revelaron un
mejor aspecto de los injertos tratados con PRGF que los no tratados, y las biopsias
evidenciaron un mayor grado de ligamentizacién en los injertos tratados con PRGF y un

aspecto histolégico mas parecido al del ligamento normal (Sanchez et al, 2010).

Radice y colaboradores (2010) confirmaron mediante resonancia magnética los
hallazgos de Sanchez y colaboradores, realizando un estudio de casos-control con 50
pacientes sometidos a cirugia de reconstrucciéon del ligamento cruzado anterior. La
resonancia magnética mostré que los injertos tratados con PRP necesitaban un 48%
menos de tiempo para lograr el mismo aspecto en resonancia magnética que los
injertos sin tratar, lo que hacia entrever el potencial de aceleracién de los tratamientos

con PRP en el proceso de ligamentizacion del injerto. En su estudio, Orrego y
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colaboradores (2008) comprobaron que los injertos de tendon usados para la
reconstruccion del ligamento en los que se empled PRP presentaban un mejor proceso
de maduracion a los seis meses de la cirugia. Por su parte, Vogrin y colaboradores
(2010) presentaron un estudio clinico prospectivo, aleatorio, controlado y doble ciego
con 50 pacientes sometidos a cirugia de reconstruccién del ligamento cruzado anterior:
25 tratados con PRP, y 25 sin tratar. Mediante resonancia magnética de contraste, se
cuantific6 el grado de revascularizacion del injerto tendinoso en la zona
osteoligamentosa a nivel del tunel 6seo y en la zona ligamentosa a nivel intraarticular.
Los individuos tratados con PRP presentaban un mayor grado de revascularizacién en la
zona osteoligamentosa del injerto que los no tratados. Sin embargo, se toparon con
que la zona ligamentosa intraarticular no se revascularizaba en ninguno de los dos

grupos (Vogrin et al, 2010).

En otro estudio en el que se evalud el efecto de la aplicacion de PRP en la cirugia de
reconstruccion del ligamento cruzado anterior mediante la técnica de hueso-tenddn
rotuliano-hueso, los resultados no mostraron diferencias significativas entre los casos
tratados con PRP y los que no lo fueron (50 pacientes por grupo) tras un seguimiento
de dos afios, ni en términos inflamatorios, ni tras la resonancia magnética (Valenti Nin et
al, 2009). En otro estudio clinico prospectivo, aleatorio y controlado, se analizé el efecto
de la aplicacion de PRP en la reconstruccidon quirdrgica del ligamento cruzado anterior,
usando en este caso un autoinjerto de tendodn isquiotibial. Los autores emplearon 40
pacientes, divididos aleatoriamente en 4 grupos de estudio. En un grupo no se
administro PRP, en otro grupo se coloco PRP en el tunel femoral, en otro se administro
PRP en el tunel femoral e intraarticularmente a las 2 y 4 semanas de la cirugia, y en el
ultimo grupo se aplicé PRP activado con trombina en el tunel femoral. Transcurridos
tres meses de la cirugia, y con el fin de valorar el grado de fusion en la interfase tendon-
hueso del tunel femoral, todos los pacientes se sometieron a una resonancia magnética
de rodilla. Los autores no hallaron diferencias en la intensidad de la sefial de resonancia
magnética entre ninguno de los grupos (Silva y Sampaio, 2009). Ventura vy
colaboradores en 2005 y Figueroa y colaboradores en 2010, en sus respectivos estudios,

tampoco encontraron diferencias significativas ni clinicas ni funcionales con la
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aplicacion de PRP en la reconstruccion del ligamento cruzado anterior mediante injerto

de isquiotibial.

La disparidad de resultados que encontramos entre los diferentes estudios descritos
puede ser debida a las diversas metodologias de obtencién del PRP, que provocan una
variaciéon en su composicion celular y plaquetaria, y en su concentracién de factores de
crecimiento. Podriamos hallar otra explicacién en las diferentes pautas de
administracién del PRP que se han seguido (Figueroa et a/, 2010). De modo que, al no
existir ningin protocolo ni metodologia de aplicacion definidos, resulta complicado
saber con certeza la eficacia de la aplicacion de PRP en la cirugia de reconstruccion del

ligamento cruzado anterior.

En el ambito de la medicina deportiva, el uso del PRP para el tratamiento de lesiones
ligamentosas agudas ha ganado popularidad. Dos importantes especialistas en lesiones
deportivas, el Dr. Mandelbaum y el Dr. Gerhardt, han realizado un estudio no publicado
sobre un grupo de 22 futbolistas profesionales tratados con una aplicacion de PRP
dentro de las 72 horas posteriores tras sufrir una lesion aguda del ligamento colateral
medial de la rodilla, y han observado que los individuos tratados con PRP regresaron a
la actividad deportiva un 27% antes que los individuos del grupo control, que siguieron

un tratamiento convencional (Foster et a/, 2009).

Mei-Dan y colaboradores han observado un retorno mas rapido a la actividad fisica
en deportistas profesionales con lesiones en el ligamento tibioperoneo anterior tratadas
con inyecciones ecoguiadas de PRP (Mei-Dan et a/, 2010a). Los mismos autores han
publicado el caso clinico de un judoca olimpico que gand la medalla de oro del
Campeonato del Mundo, transcurridos tan sélo seis meses de padecer una lesién en los
ligamentos colaterales mediales del codo, tratado con dos aplicaciones de PRP (Mei-

Dan et a/, 2010b).

Los mecanismos de cicatrizacion del ligamento son extraordinariamente complejos vy,
en gran parte, desconocidos. Algunos factores de crecimiento pueden resultar Utiles en
una determinada fase de la cicatrizacion, pero no asi en otras etapas (Paoloni et a/,
2011). La administracion de PRP sobre un ligamento ofrece un gran numero de

sustancias bioactivas repentinamente y en concentracion variable, pero se desconocen
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buena parte de los mecanismos biolégicos que desencadena esta aplicacion. A pesar de
que encontramos estudios experimentales sobre modelos animales que muestran un
efecto beneficioso, en la actualidad, son pocos los estudios clinicos que evaltan de una
manera fiable la eficacia del PRP en el tratamiento de problemas ligamentosos (Paoloni

et al, 2011).

Lesiones O0seas

Sélo en los Estados Unidos se producen mas de seis millones de fracturas, de las que
entre un 10 y un 15 % sufren trastornos de la cicatrizacion 6sea que originan dolor y
molestias. Por ello, se busca desarrollar alternativas para mejorar la cicatrizaciéon dsea y
se persigue la creacién de sustitutos éseos que sean bioldégicamente compatibles, no
toxicos, que proporcionen un soporte fisico sobre el cual se produzca angiogénesis y
crecimiento de nuevo hueso, que sean reabsorbibles, microporosos y faciles de
manipular, ademas de tener propiedades osteoinductivas y osteoconductivas (Anitua et
al, 2006a). El empleo del PRP puede resultar muy eficaz en procedimientos que buscan

la regeneracion Osea, ya que ayuda a completar estas propiedades.

Tras la activacion del PRP, las plaquetas liberan una gran cantidad de sustancias que
ejercen un papel esencial en el proceso de cicatrizacion 6sea: factores de crecimiento
como TGF-B1, PDGF, IGF, o proteinas como la trombospondina y la osteonectina (Anitua
et al, 2006a). Las plaquetas existentes en el hematoma de la fractura marcan el inicio de
la regeneraciéon ésea con la liberacion tanto de PDGF, encargado de estimular la
mitogénesis de los osteoblastos del endostio y periostio y de promover la formacion de
yemas capilares hacia la zona lesionada en los capilares adyacentes, como de TGF-f1,
que activa a los fibroblastos e incita la proliferacion de los osteoblastos. Los fibroblastos
forman la matriz extracelular de colageno, utilizada como armazén para el crecimiento
capilar y posterior osteogénesis. Los factores de crecimiento estimulan la celularidad en
el area de reparaciéon. Mientras las plaquetas alcanzan el final de su ciclo vital, los
macréfagos, procedentes del efecto quimiotactico de determinados factores de

crecimiento secretados por las plaquetas, son los principales responsables del proceso
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de reparacion y de los procesos de comunicacidon intercelular gracias a la sintesis de

nuevos factores de crecimiento (Mehta y Watson, 2008).

Para una buena regeneracion del hueso, ademas de un correcto proceso de
angiogénesis, es necesario que exista un adecuado aporte sanguineo local (Carano y
Filvaroff, 2003), ya que un desarrollo inadecuado de los vasos sanguineos puede causar
una disminucién en la formacion de hueso (Glowacki, 1998). El PRP aglutina tanto
sustancias angiogénicas, por ejemplo el VEGF, como proteinas anti-angiogénicas, tales
como el factor plaquetario-4 (PF-4) y las endostatinas. Para que un correcto proceso de
neovascularizacién del tejido reparado, resulta crucial el equilibrio entre ambos tipos de

sustancias (Anitua et a/, 2006a).

Estudios experimentales

Han y colaboradores (2009) analizaron el efecto del PRP combinado con injerto 6seo,
tanto /n vivo como /n vitro, en una investigacion que giraba en torno a la idea de usar el
PRP como una fuente autdloga de factores de crecimiento capaz de incrementar la

calidad y la cantidad de hueso neoformado.

Dentro del campo de la cirugia oral y maxilofacial se han llevado a cabo los primeros
estudios /n vivo sobre la accion del PRP en la cicatrizacidon dsea. Marx y colaboradores
(1998) examinaron el efecto del PRP combinado con injerto de esponjosa en un modelo
experimental de reconstruccion de defectos mandibulares, y determinaron que se
producia una cicatrizacion 6sea mas rapida y una formacion de hueso mas denso (Marx
et al, 1998). La accion combinada del PRP junto con sustitutos 6seos, ya sea organicos o
inorganicos, logré una mejora significativa en la manipulacion y adaptacion del injerto a
la zona del defecto de hueso, merced a que la fibrina acta como pegamento bioldgico
y mantiene ligadas las particulas de sustituto 6seo (Anitua et a/, 2006a). En otros
estudios se comprobd que la adicion de PRP a xenoinjerto (Aghaloo et a/, 2004) y la
utilizacion de fostato B-tricalcico mejoraron la formacién de hueso en la cicatrizacion
Osea (Suba et a/, 2004). No obstante, hay estudios que sefialan la eficacia limitada o

incluso negativa del PRP en combinacion con ciertos transportadores. En un modelo
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experimental sobre ratén inmunocomprometido, el PRP present6 un efecto inhibidor de

la osteoinductividad de la matriz ésea desmineralizada (Ranly et a/, 2007).

Simman y colaboradores (2008) emplearon PRP sobre un modelo experimental de
fractura de fémur en ratas, advirtiendo una aceleracién en la cicatrizacidon 6sea, debido a
una modulacion de la expresion génica del TGF-B1 y del BMP-2. Por su parte, Gandhi y
colaboradores (2006) administraron de manera percutanea PRP en el callo de fractura
en una linea de ratas Wistar con diabetes mellitus, un tipo de ratas con una menor
expresion de factores de crecimiento en el foco de fractura, obteniendo una mejora en
la cicatrizacién y una formacion del tejido éseo histolégicamente muy similar al de las

ratas normales.

En un estudio sobre la regeneracion 6sea en un modelo experimental en conejos,
Weibrich y colaboradores (2004) demostraron que para conseguir un efecto bioldgico
beneficioso era necesaria una concentracidon plaquetaria en torno a 1.000.000/uL.
Mayores concentraciones inhibieron la regeneracion &sea, mientras que

concentraciones menores Unicamente lograron un beneficio subdptimo.

Varios estudios han demostrado el efecto positivo que tiene el PRP mezclado con
injertos autdlogos de hueso (Kim et a/, 2001) y sustituto éseo inorganico en el

tratamiento de defectos 6seos en conejos (Kasten et al, 2008).

La aplicacion de PRP junto con injerto 0seo autélogo también mostré efectos
positivos sobre un modelo experimental de defecto mandibular en cabras (Fennis et a/,
2002). Por contra, Mooren y colaboradores (2007) no encontraron diferencias
histolégicas entre el uso de injerto 6seo y el uso del injerto combinado con PRP, en un
modelo experimental de defecto 6seo de tamafio critico en el hueso frontal de cabras

(Mooren et al, 2007).

La eficacia del PRP en la cicatrizacién 6sea ha sido puesta en duda en diversos
estudios en los que se ha usado el perro como animal de experimentacion. Tanto
Jensen y colaboradores como Rabillard y colaboradores no han encontrado en sus
respectivos estudios un incremento significativo en el proceso de regeneracién Osea

con el empleo de PRP (Jensen et a/, 2004; Jensen et al, 2005; Rabillard et a/, 2009).
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Del mismo modo que en casos anteriores, también se ha estudiado el efecto del PRP
en la regeneracion 6sea en ovejas, con resultados poco concluyentes (Sarkar et al,
2006), y en mini-pigs, con resultados positivos en la combinacion de PRP tanto con
injerto 6seo autdlogo (Hakimi et a/, 2010) como con granulos de fosfato de calcio

(Jungbluth et al, 2010).

En la actualidad, el papel que el PRP puede desarrollar en la cicatrizacién &sea
continda siendo un campo muy fértil desde el punto de vista de la investigacion. Como
acabamos de comprobar, existen estudios experimentales que muestran que el empleo
de PRP puede resultar muy prometedor pero, al mismo tiempo, hallamos otros estudios
en los que este efecto beneficioso no queda demostrado. Algunos autores han sugerido
que esta disparidad de resultados es debida, en parte, a la gran variedad de métodos de
preparaciéon del PRP que se han utilizado en los diferentes estudios (Anitua et a/, 2006a;

Intini, 2009).

Estudios clinicos

El efecto del PRP en la cicatrizacién &sea, en problemas ortopédicos, en cirugia
espinal, y especialmente en el campo de la en cirugia oral y maxilofacial ha sido
analizado en diversos estudios clinicos. De hecho, es una practica habitual usar el PRP
junto con injertos 6seos autdlogos, con aloinjertos, con sustitutos 0seos inorganicos,
con matriz 6sea desmineralizada, o con otros productos empleados para rellenar

defectos de hueso (Alsousou et a/, 2009).

Uno de los principales usos clinicos del PRP se lleva a cabo en los procesos de no-
union osea, circunstancia que complica el tratamiento y que tiene lugar cuando cesa el
proceso cicatricial normal del hueso sin que se llegue a producir la unidn ésea (Sanchez
et al, 2009b). El primer estudio en esta direccion fue el de Eppley y colaboradores, los
cuales determinaron que, los niveles de PDGF y TGF-B en el hematoma fracturario eran
inferiores en los 7 pacientes con no-unidn que en los 24 pacientes con fracturas frescas.
Tras el procedimiento quirdrgico de revision de los casos con no-unién se aplicé PRP en
el foco de lesion, y se observo una cicatrizacion ésea a las 8,5 semanas del tratamiento.

A pesar de que el estudio no fue ni aleatorio ni prospectivo, proporciona evidencias que
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apoyan el empleo de PRP en casos de no-union (Eppley et al, 2004). Estudios sobre la
aplicacion de PRP con autoinjerto de esponjosa, y en cirugia electiva de fusion 6sea,
también se han obtenido resultados satisfactorios con esta terapia (Bibbo et a/, 2005;

Gandhi et a/, 2005).

Un estudio clinico prospectivo evalué el efecto de la inyeccion de PRP en 20
pacientes que presentaban no-unién atréfica. Tras estabilizar las no-uniones mediante
el uso de un fijador externo unilateral, se aplicd una inyeccion percutanea de PRP en el
foco de lesion. Los resultados no mostraron diferencias significativas en el tiempo
medio de consolidacion radiografico entre los individuos tratados con PRP y los
controles (Mariconda et al, 2008). Por contra, otros estudios concluyen que para
conseguir la cicatrizacion 6sea en casos clinicos de no-unién la aplicacién percutanea
de PRP es una opcidén terapéutica interesante (Bielecki et a/, 2008). Otros estudios se
han centrado en la aplicacion de PRGF en procesos de no-union dsea, obteniendo en

ambos casos resultados satisfactorios (Sanchez et a/, 2009b; Seijas et a/, 2010).

Estudios experimentales y clinicos han demostrado que existe una clara asociacién
entre diabetes mellitus y trastornos de la cicatrizacion 6sea (Alsousou et al, 2009). En un
estudio clinico se inyect6 de manera percutanea PRP en el foco de fractura de pacientes
diabéticos, consiguiendo niveles de cicatrizacidon 6sea comparables a los de individuos
normales, si bien sus propiedades biomecanicas a largo plazo sélo se consiguieron

normalizar parcialmente (Grant et a/, 2005).

En un estudio clinico aleatorio y controlado, elaborado por Dallari y colaboradores
(2006), se evalud la eficacia del PRP tras una osteotomia proximal de la tibia en
pacientes con osteoartrosis de rodilla. Los estudios radiograficos para evaluar la
osteointegracion fueron mejores en los grupos en los que se aplicé PRP en todos los
tiempos. También se comprobd, tras una biopsia, un notable aumento en la formacion
osea en los pacientes tratados con PRP, aunque no se hallaron diferencias clinicas ni

funcionales entre los diferentes grupos de estudio un afio después (Dallari et al, 2006).

En un estudio sobre los procedimientos de osteogénesis por distraccion en casos
clinicos en los que era necesaria la elongacion de extremidades, concluyeron que el

tratamiento mediante una combinacion de PRP junto con células mesenquimales de
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médula dsea produjo una aceleracion en la formacién de hueso nuevo durante la
osteogénesis por distraccion, un descenso en los tiempos de tratamiento y una

reduccion en la tasa de complicaciones (Kitoh et a/, 2007a; Kitoh et a/, 2007b).

Asimismo, el PRP ha sido empleado también en cirugia espinal, concretamente en
casos de fusién espinal. Lowery y colaboradores resolvieron que el PRP favorecia la
fusion Osea cuando se usaba en combinacién con el autoinjerto de esponjosa (Lowery

et al, 1999).

Actualmente, no hallamos publicados aun estudios clinicos sélidos en cuanto a su
metodologia, aleatorios, multicéntricos, controlados y a doble ciego en los cuales se
evalte la utilidad clinica del PRP como tratamiento adyuvante para el manejo de

fracturas o para fomentar los procesos de cicatrizacion ésea.

Lesiones musculares

Uno de los problemas ortopédicos mas habituales y que impiden a la persona
afectada desarrollar una actividad fisica normal son las lesiones musculares, ya sean
causadas por contusion o por tiron muscular, que suelen aparecer en practicantes de
deportes que implican contacto, carreras explosivas, saltos y aceleraciones bruscas (Kon
et al, 2011). El tratamiento de este tipo de lesiones sigue siendo conservador en la
mayoria de los casos, a pesar de su importancia, y abundan recomendaciones como el
reposo, aplicacion de hielo, vendajes compresivos y elevacion de la zona lesionada
(Mishra et al, 2009b; Sanchez et al, 2009c). Gran parte de las proteinas bioactivas que
intervienen en los procesos de cicatrizacion tisular se encuentran en el PRP, que ha sido
propuesto como un tratamiento potencial para acelerar el proceso cicatricial y aumentar

la calidad del tejido reparado (Sanchez et a/, 2009¢; Kon et a/, 2011).

Estudios experimentales

Factores de crecimiento como el b-FGF, el IGF-1y el NGF son capaces de incrementar
la regeneracion y mejorar la fuerza en el musculo lesionado, segun se ha revelado en

varios estudios experimentales (Kasemkijwattana et a/, 2000). El b-FGF y el IGF-I
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también son potentes estimulantes de la proliferacion de los mioblastos, y su aplicacion
in vivo ha demostrado mejorar la cicatrizacion e incrementar la fuerza muscular
(Menetrey et al, 2000). La aplicacion de b-FGF y de VEGF causé un incremento local de
la angiogénesis en un modelo experimental de dafio muscular en el gastrocnemio de
ratas (Efthimiadou et a/, 2006). Por su parte, la neutralizacién de b-FGF, IGF-Iy TGF-B1
en el musculo de ratén lesionado produjo una disminucion de la respuesta cicatricial, lo
que advierte el importante papel de estos factores de crecimiento en el proceso de

cicatrizacion muscular (Lefaucheur et a/, 1996).

Lamentablemente, hallamos muy pocos estudios experimentales /n vivo en los que se
evalle el efecto del PRP sobre el proceso de cicatrizacion muscular. En uno de ellos,
Hammond y colaboradores (2009) inyectaron PRP en un modelo experimental de dafio
muscular en el musculo tibial craneal de ratas, y observaron que la administracion local
de PRP rebajaba el periodo de recuperacién, debido a que los factores de crecimiento

contenidos en el PRP impulsaban la miogénesis (Hammond et a/, 2009).

Estudios clinicos

Cugat y colaboradores (2005) fueron de los primeros autores en presentar casos
clinicos del empleo de PRGF para el manejo de lesiones musculares en un grupo de 14
atletas profesionales. La zona de la lesion fue localizada ecograficamente y se evacud el
hematoma. A continuacion, se inyecté el PRGF de manera ecoguiada justo en la zona
donde estaba el hematoma. Los pacientes que siguieron este tratamiento volvieron
antes a la actividad deportiva, en comparacion con los tiempos esperados en los
tratamientos convencionales, y los estudios ecogréaficos de seguimiento ratificaron una
cicatrizacion progresiva de la lesion muscular (Cugat et a/, 2005). En 2005, Sanchez y
colaboradores presentaron 20 casos clinicos de deportistas profesionales con lesiones
musculares tratadas con inyecciones ecoguiadas de PRGF, obteniendo una reduccion de

los tiempos de recuperacion y evitando recaidas (Sanchez et al, 2005).

Todos estos resultados clinicos preliminares son esperanzadores, ya que revelan
importantes descensos en el tiempo de recuperacion, pero aun deben ser aclarados una

serie de aspectos esenciales con respecto a la pauta de tratamiento de estas
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aplicaciones de PRP. Se cree que la via mas razonable para administrar el PRP es
mediante la aplicacién intralesional, no obstante, ain queda por dilucidar en qué
momento, qué volumen, qué dosis, y con qué frecuencia deben ser administradas estas
inyecciones de PRP (Kon et a/, 2011). También han surgido preocupaciones en cuanto a
la concentracion de determinados factores de crecimiento contenidos en el PRP.
Concentraciones elevadas de algunos factores de crecimiento como el TGF-B1 han sido
relacionadas con la formacién de fibrosis cicatriciales extensas, causando perjuicio e
incluso produciendo una contraccion fibrotica de la cicatrizacién muscular (Chan et al,
2005). Algunos investigadores han aconsejado precaucion ante el empleo de estos
tratamientos en deportistas con lesiones musculares, ya que estas cicatrices fibroticas

pueden acrecentar la tasa de recidivas (Foster et a/, 2009).

La utilizacion del PRP en la reparacion de lesiones musculares padecié un duro revés
en el afo 2010, fecha en la que la World Anti-Doping Agency (WADA) declaro6 ilegal el
uso de “preparaciones ricas en plaquetas (por ejemplo, PRP) administradas por via
intramuscular” (The World Anti-Doping Code: The 2010 Prohibited List). Esta agencia
estimé que la aplicacion intramuscular de PRP podria suponer una fuente sistémica de
factores de crecimiento capaz de aumentar el rendimiento fisico de los deportistas de
una manera fraudulenta (Borrione et al, 2010). Se llegd incluso a sugerir que las
aplicaciones locales de PRP podian tener efectos sistémicos, con capacidad para influir
en la homeostasis de determinados factores de crecimiento y citoquinas circulantes y
como consecuencia, efecto sobre los controles antidoping (Banfi et a/, 2006). Otros
autores consideran improbable que la administracion local de PRP produzca un mejor
rendimiento fisico del atleta, ya que esos factores de crecimiento no unidos a proteinas
tendrian una vida media demasiado corta como para producir ningun efecto
anabolizante (Creaney y Hamilton, 2008). Tras un fuerte debate, la WADA aclard que las
formulaciones del PRP, tal y como se conocen hoy dia, no incrementaban de manera
significativa el crecimiento muscular mas alla de la propia respuesta fisiolégica del
musculo, y que su uso terapéutico no violaba el espiritu del deporte. Finalmente, en
2011, la WADA retir6 de su lista de sustancias prohibidas la aplicacién intramuscular de

inyecciones de PRP.
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Recientemente, Harmon (2010) ha publicado una serie de consideraciones a tener en
cuenta sobre aspectos importantes de la fisiopatologia de la cicatrizacién muscular en
caso de administrar PRP para el tratamiento de lesiones musculares. El autor
recomienda no aplicar el PRP en las primeras 24 horas tras el dafio, empleando en su
lugar un producto pobre en leucocitos para mitigar asi los posibles efectos
proinflamatorios liberados por estas células, y que un PRP con una alta proporcién de
plasma causaria un incremento en la cicatrizacion y una disminucidén en la fibrosis,

debido a sus mayores niveles de IGF-I (Harmon, 2010).

La aplicacion del PRP para el manejo de lesiones musculares es muy prometedora
pero, por desgracia, aun existen numerosas lagunas acerca de la respuesta fisioldgica
del tejido muscular dafiado frente al PRP, por lo que se requieren estudios
experimentales basicos que ayuden a comprender estos mecanismos de reparacion
tisular del mdusculo. En la actualidad, no hallamos estudios clinicos con suficiente
potencia estadistica que investiguen de manera seria y fiable el efecto de las

inyecciones de PRP en el proceso de cicatrizaciéon muscular (Andia et a/, 2011).

Lesiones meniscales

Los meniscos son dos estructuras semicirculares de naturaleza fibrocartilaginosa que
se encuentran entre el fémur y la tibia, esenciales para la buena biomecanica de la
rodilla, y que resultan dafiados de manera habitual durante la practica deportiva
(Scordino y DeBerardino, 2012). La comunidad cientifica esta realizando grandes
esfuerzos por intentar encontrar terapias que fomenten el proceso de reparaciéon del
menisco, ya que es una estructura relativamente avascular y con una cicatrizacion
comprometida (Scordino y DeBerardino, 2012). Una de estas terapias emergentes es el

tratamiento con PRP.

Debido a los resultados prometedores que se estan alcanzando con el uso de PRP en
lesiones de ligamento y de tenddn, recientemente ha surgido la idea de usar PRP para
casos de lesion en el menisco (Ishida et a/, 2007), apuntando a que el PRP incrementa la

regeneracion del menisco tanto /n vitro como in vivo. Analizaron la expresion de ARN
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mensajero de proteinas de la matriz extracelular producidas por células meniscales
cultivadas con PRP, hallando un incremento significativo de la cantidad de ARN
mensajero, en comparacion con células meniscales cultivadas sin PRP. Los autores
también estudiaron el efecto del PRP sobre un modelo experimental en conejo, donde
se practicaban desgarros en la regién avascular del menisco y posteriormente se trataba
con PRP vehiculado en un hidrogel, observando una mejor reparaciéon del menisco, en
comparacién con aquellos que habian sido tratados con plasma pobre en plaquetas o

s6lo con hidrogel (Ishida et a/, 2007).

Lamentablemente, aln no tenemos estudios clinicos en esta direccion. Es una
cuestion que debera de ser investigada en el futuro, y cuyos resultados ayudaran a una
mejor comprension del papel que las terapias con PRP pueden desarrollar en el manejo

terapéutico de lesiones meniscales (Scordino y DeBerardino, 2012).

Lesiones tendinosas

Esta Tesis Doctoral estudia el efecto del PRGF en un modelo experimental de rotura
de tenddn y, por ello, consideramos que esta seccion de la Revisidon Bibliografica es
fundamental para el desarrollo y discusion de la misma. En ella, revisaremos las
aportaciones cientificas sobre el efecto del PRP en el proceso de cicatrizacién tendinosa,

tanto a nivel experimental como clinico.

Una de las principales causas de morbilidad de caracter musculoesquelético son los
problemas de tendon, que provocan entre el 30 y el 50 % de las lesiones deportivas
(Andia et al, 2010). Por ello, la comunidad cientifica realiza grandes esfuerzos en la
busqueda de terapias que ayuden a mejorar el tratamiento de este tipo de lesiones. Los
excelentes resultados cosechados mediante la aplicacion de PRP en los procesos de
cicatrizacion tisular han captado la atencidon de los profesionales sanitarios que se
ocupan de las lesiones deportivas, quienes ya han incorporado estos nuevos
tratamientos a su arsenal terapéutico. Es probable que sea en las lesiones del tendon

donde mas rapidamente se haya extendido su uso clinico, a pesar de que cuando se
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empezaron a emplear apenas existian estudios experimentales al respecto (Engebretsen

et al, 2010).

Una de las causas que hacen que el proceso de cicatrizacion en el tendén se pueda
ver comprometido es que se trata de un tejido pobremente vascularizado (Fenwick et
al, 2002), ademas de que consume relativamente poca energia y tiene una baja tasa
metabdlica. Este hecho hace que el tejido tendinoso tolere perfectamente condiciones
de tension durante largo periodo de tiempo pero, por el contrario, ralentiza los
procesos que requieren gran actividad metabdlica, como el proceso de cicatrizacion

(Sanchez et al, 2009c).

La accion del PRP sobre el proceso de cicatrizacion tendinosa es similar a la que tiene
lugar en la cicatrizacién de cualquier otro tejido. Al ser activadas, las plaquetas
contenidas en el PRP liberan el contenido de sus granulos plaquetarios, que contienen
importantes factores de crecimiento, como PDGF, TGF-B, b-FGF, EGF, VEGF, HGF, IGF-I,
gue cumplen una funcién importante en el proceso de cicatrizacion del tendén (Molloy
et al, 2003). Factores de crecimiento como PDGF y TGF-B poseen un fuerte efecto
quimiotactico y proliferativo sobre fibroblastos, a la vez que estimulan la sintesis de
matriz extracelular por parte de estas células (Woo et a/, 1999). Las terapias con PRP
proporcionan ademas otras proteinas bioactivas y estructurales que favorecen la
adhesion intercelular y la formacion de una matriz tridimensional en el lugar de la
lesién, tales como la fibrina, la fibronectina o la vitronectina, facilitando asi, una correcta

cicatrizacion del tenddn (Andia et a/, 2010).

Estudios experimentales

Los estudios experimentales que encontramos a dia de hoy sobre el efecto del PRP en
el proceso de cicatrizacion tendinosa contindan siendo escasos. A pesar de ello, los
estudios exponen que el tratamiento con PRP mejora de un modo esperanzador los

procesos de cicatrizacion del tendén.

Para la correcta cicatrizacion del tenddn, es primordial la migracion de células
mesenquimales y fibroblastos periféricos hacia la region de reparacion tendinosa,

influenciada por determinados factores de crecimiento y otras sustancias quimiotacticas

Diego Lépez Ndjera 103



Revisidn Bibliografica

(Andia et al, 2010). Kajikawa y colaboradores (2008) revelaron que el PRP es capaz de
estimular la migracion de células hacia el tendon en fase de reparacién, usando un
modelo experimental de defecto del tenddn rotuliano en ratas. En un grupo de
animales aplicaron el PRP de manera local, y emplearon un marcador fluorescente que
identificaba las células circulantes que habian acudido hasta la zona en reparacion. El
estudio histologico de los tendones mostrd que, tanto a los 3 como a los 7 dias, en los
animales tratados con PRP la afluencia de células fue notablemente mayor que en los
animales control (Kajikawa et a/, 2008). Mediante técnicas inmunohistoquimicas, estos
mismos autores también evaluaron la produccién de colageno tipo I y tipo III, y
observaron que la inmunorreactividad para estos tipos de colageno era mayor en los
tendones tratados con PRP que en los tendones control, lo que apuntaba un aumento

del proceso de cicatrizacion precoz del tenddn (Kajikawa et al, 2008).

Para obtener wuna cicatrizacion satisfactoria, es imprescindible una buena
neovascularizacion y proliferacién celular en la zona de reparacion durante las primeras
fases del proceso de cicatrizacién. Estudios experimentales /n vitro han revelado que el
PRGF incita la replicacién celular en cultivos de tenocitos y la sintesis de sustancias
angiogénicas, como el VEGF y el HGF, que actian sobre las células endoteliales
promoviendo la angiogénesis (Anitua et a/, 2005; Anitua et al/, 2006b; Anitua et al,
2007a). Lyras y colaboradores (2009) llevaron a cabo un estudio experimental /n vivo en
el que inyectaron PRP sobre un modelo de rotura de tenddn de Aquiles en conejo, y
estudiaron histoloégicamente la neovascularizacion en la zona de reparacién. Durante las
dos primeras semanas de cicatrizacién, la angiogénesis fue muy superior en los
tendones tratados con PRP que en los que habian sido infiltrados con solucién salina y,
transcurridas cuatro semanas, presentaron un mejor tejido de reparacion desde el punto

de vista histologico (Lyras et a/, 2009b).

Lograr de manera rapida un gran ndmero de fibroblastos conlleva un incremento
proporcional en la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (Andia et al/, 2010).
Anitua y colaboradores realizaron estudios /n vitro en los que cultivaron tenocitos
humanos en presencia de PRGF, y hallaron un notable aumento de la proliferacion

celular, en comparacion con los cultivos no expuestos a PRGF (Anitua et a/, 2005; Anitua
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et al, 2006b; Anitua et al/, 2007a). En los cultivos de fibroblastos expuestos a PRGF,
también se indujo la sintesis de valiosas proteinas de la matriz extracelular, como el
coldgeno o el acido hialurénico (Anitua et al/, 2009b). EI PRGF-Endoret estimulé la
migracion de los fibroblastos del tenddn y mejord las propiedades bioldgicas del acido
hialurénico (Anitua et al, 2012). Estos autores también analizaron la accion que el PRGF
ejercia sobre la proliferacion celular /n vivo. Para ello, aplicaron inyecciones semanales
de PRGF en el tenddn de Aquiles de ovejas que no presentaban patologias tendinosas.
Transcurridas cuatro semanas, se eutanasiaron los animales y se estudiaron
histolégicamente los tendones. Los tendones inyectados con PRGF mostraron un
aumento notable en la densidad celular y una mayor neovascularizacion en

comparacion con los tendones infiltrados con solucion salina (Anitua et a/, 2006b).

El PRP ejerce un efecto positivo sobre los procesos anabdlicos de los tenocitos, segin
se ha comprobado en varios estudios /in vitro. Schnabel y colaboradores (2007)
demostraron en su estudio que los cultivos de tenocitos procedentes del tendon flexor
digital superficial de caballo tratados con PRP expresaban en mayor proporcion genes
responsables de la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (colageno tipo I,
colageno tipo IlI) sin que existiese una sobreexpresion de genes catabdlicos, como los
de las metaloproteasas de la matriz (MMP-3 y MMP-13). Posteriormente, estos autores
comprobaron que el PRP liberaba factores de crecimiento de una manera constante
durante al menos 4 dias y que los cultivos celulares de tenddn expuesto a PRP
presentaban un patron de expresion de genes mas beneficioso para los procesos de
reparacion tendinosa que los cultivos expuestos a aspirados de médula 6sea (McCarrel

y Fortier, 2009).

En un estudio /n vitro realizado por otro grupo de investigadores se encontré que los
cultivos de tenocitos humanos expuestos a PRP presentaron una mayor proliferacion
celular, una mayor sintesis de colageno, y una mayor expresion de genes relacionados
con la sintesis de factores de crecimiento y de enzimas relacionadas con los procesos de
remodelacion tisular (de Mos et al, 2008). Visser y colaboradores (2010) analizaron la
accion de los tenocitos cultivados sobre unas matrices sintéticas en las que se afadia

PRP, y se demostré que se producia una mayor proliferacion celular y se incrementaba
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la sintesis de proteinas de la matriz extracelular (Visser et a/, 2010). Ademas, en un
estudio presentado en 2011 se informd que los cultivos de tenocitos expuestos a PRP
no experimentaban los efectos adversos que farmacos como el ciprofloxacino o la

dexametasona desplegaban sobre esta estirpe celular (Baboldashti et a/, 2011).

Morizaki y colaboradores (2010) realizaron un interesante estudio /n vitro de
reparacion de tendones flexores caninos. En el grupo control se llevé a cabo una sutura
simple, pero se utilizaron otros protocolos en varios grupos de estudios: reparacion
usando parche de colageno, parche de colageno junto con PRP, parche de colageno
junto con células mesenquimales de médula 6sea y, por ultimo, parche de colageno
junto con PRP y células mesenquimales de médula ésea. Precisamente, este ultimo
grupo cosecho los mejores resultados de resistencia biomecanica (Morizaki et a/, 2010),
lo que dejé entrever la eficacia de la combinacion PRP/células mesenquimales de

médula dsea a la hora de tratar los problemas tendinosos.

Aspenberg y Virchenko (2004) realizaron uno de los primeros estudios /n vivo sobre el
efecto del PRP en las lesiones de tenddn, creando un modelo experimental de defecto
en el tendon de Aquiles de ratas, e inyectando percutaneamente un concentrado
plaquetario. El callo tendinoso de los animales tratados mostré un incremento en sus
propiedades biomecanicas cercano al 30% en la primera semana, y esta mejoria se
mantuvo hasta la tercera semana. De estos resultados, los autores extrajeron que el PRP
podria resultar util en el tratamiento de lesiones tendinosas (Aspenberg y Virchenko,
2004). Virchenko y colaboradores volvieron a analizar el efecto de la aplicacion local de
PRP sobre un modelo experimental de rotura del tendon de Aquiles en rata, obteniendo
de nuevo un mejor proceso de cicatrizacion y unas mejores propiedades biomecanicas
en los tendones tratados con PRP que en los tendones no tratados (Virchenko y
Aspenberg, 2006, Virchenko et a/, 2006). Resulto esencial que los tendones tratados con
PRP fueran sometidos a estimulos mecanicos adecuados para obtener un correcto
proceso de cicatrizacién tendinosa, segun sefialaron estos mismos autores en uno de

sus estudios (Virchenko y Aspenberg, 2006).

La accion del PRP en la cicatrizacion tendinosa también ha sido abordada por Lyras y

colaboradores, que han empleado en sus estudios modelos experimentales de defectos
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quirurgicos creados en el tendon rotuliano de conejos (Lyras et al, 2009a; Lyras et al,
2010a), o bien modelos de rotura del tendén de Aquiles en esta misma especie (Lyras et
al, 2009b; Lyras et al, 2010c; Lyras et a/, 2011). En su estudio sobre el defecto central en
el tendon rotuliano de conejos, observaron que los tendones tratados con PRP
mostraban un aumento notable de sus propiedades biomecanicas y un mejor aspecto
histologico tras las primeras semanas de la cirugia (Lyras et al, 2009a), sefalando el
importante papel que puede desempefiar el PRP en las primeras fases de la
cicatrizacién. Alentados por estos buenos resultados, publicaron al afio siguiente un
estudio sobre este mismo modelo experimental que determiné que los tendones
tratados con PRP presentaban un aumento significativo de la angiogénesis durante las
primeras dos semanas tras la cirugia y, posteriormente, una disminucién de la densidad
de vasos sanguineos mas rapida que en los tendones control, acelerando el proceso de
cicatrizacién tendinoso. También se advirtidé que, especialmente en los primeros
estadios de la cicatrizacién, los tendones tratados con PRP mostraron una mayor

expresion del IGF-I que los tendones control (Lyras et al, 2010b).

En su trabajo sobre un modelo experimental de rotura del tendén de Aquiles de
conejos, realizado en 2009, Lyras y colaboradores informaron que la aplicacién de PRP
podia promover los procesos de angiogénesis en las fases tempranas de la cicatrizacion
tendinosa. Esta mejor vascularizacion podia ser capital para obtener una aceleracién en
el proceso de cicatrizaciéon y una mejora histoldgica en la calidad de la cicatriz en los
tendones tratados con PRP (Lyras et a/, 2009b). Sobre este mismo modelo experimental,
se estudio la expresion de TGF-B1 en el tejido cicatricial tras la aplicaciéon de PRP. Tanto
en la primera como en la segunda semana tras la cirugia, se produjo un notable
incremento en la expresion de TGF-B1, mientras que en la tercera y cuarta semana, su
expresion fue menor que la detectada en los tendones control. Este cambio temporal en
la expresion de TGF-B1 fue asociado con una mejora en la calidad histologica de los
tendones tratados con PRP a lo largo del periodo de estudio. De este modo,
concluyeron que la aplicacion de PRP en el tendon podria modificar el patron de
expresion de TGF-B1 y mejorar asi el proceso de cicatrizacion tendinosa (Lyras et al,

2010c). Mas recientemente, y de nuevo sobre un modelo experimental de rotura del
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tendon de Aquiles, Lyras y colaboradores han encontrado que la aplicacion de PRP
produce una mayor expresion de IGF-I en el tenddn reparado durante las primeras fases
de la cicatrizacién. Este hallazgo inmunohistoquimico se acompafié de una mejoria
histolégica en el proceso de cicatrizacion en los tendones tratados con PRP, en

comparacién con los tendones control (Lyras et a/, 2011).

En el afo 2010, Bosch y colaboradores estudiaron el efecto del PRP sobre la
cicatrizacion del tendon, empleando para ello un modelo experimental equino en el que
crearon quirdrgicamente un dafo en el tenddén flexor digital superficial de ambas
extremidades anteriores. Transcurridos siete dias de la creacion del defecto,
administraron una inyeccion ecoguiada de PRP en una extremidad, mientras que
inyectaron solucion salina en la otra. Los tendones fueron extraidos para evaluar el
proceso de cicatrizacién desde un punto de vista bioquimico, biomecanico e
histologico, una vez transcurridas 24 semanas de la cirugia. Los autores indicaron que la
aplicacién de PRP en el tenddn lesionado caus6 un aumento de la actividad metabdlica
del tejido reparado, una mejora en sus propiedades biomecanicas, y un mejor aspecto
histolégico que los tendones tratados con placebo (Bosch et a/, 2010). En otro trabajo
sobre este mismo modelo experimental, estos mismos autores presentaron un mayor
grado de neovascularizacién en los tendones tratados con PRP que en los tendones
tratados con placebo. El nivel de vascularizacion fue establecido a lo largo del periodo
de estudio por medio de ecografia Doppler color, y tras la eutanasia de los animales
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Los autores indicaron que el aumento en la
neovascularizacién ocasionado por la aplicacion de PRP podria explicar cdmo, una uUnica
administraciéon de PRP, hizo que los tendones presentasen un mejor proceso de
cicatrizacion incluso transcurridas 23 semanas del tratamiento (Bosch et a/, 2011a).
Estos mismos autores también se sirvieron de un analisis computerizado de las
imagenes ecograficas del tenddn a lo largo del estudio para monitorizar el proceso de
cicatrizacion, y observaron un mejor aspecto ecografico de la cicatrizacion en los
tendones tratados con PRP que en los tendones tratados con solucién salina (Bosch et

al, 2011b).
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Sarrafian y colaboradores usaron un modelo experimental de rotura del tendén de
Aquiles en oveja para estudiar el efecto del PRP sobre la cicatrizacion tendinosa. En su
publicacion, los investigadores no sélo evaluaron el PRP, sino que también analizaron el
efecto de una matriz dérmica porcina acelular y la combinacién de ambos productos.
Los tendones fueron extraidos y estudiados tanto histolégica como biomecanicamente,
tras 24 semanas de la cirugia, hallando que el uso de la matriz dérmica porcina acelular,
tanto sola como en combinacion con PRP, mejord el proceso de cicatrizacion en los

tendones donde se aplico (Sarrafian et al, 2010).

En el aflo 2013, Fernandez y colaboradores estudiaron y evaluaron el efecto que tiene
la aplicacion de inyecciones intratendinosas de Plasma Rico en Factores de Crecimiento
(PRGF) sobre la cicatrizacién del tenddn de Aquiles, usando un modelo experimental en
oveja. Para ello, se disefid un modelo experimental in vivo de tenotomia del tenddn de
Aquiles en la especie ovina. Se evalud histolégicamente el proceso de cicatrizacién del
tendon tras la aplicacion de PRGF, y su comparacion con la cicatrizacién en tendones
infiltrados con solucién salina. Ademas se hizo un seguimiento ecografico del proceso
de cicatrizacion. Llegaron a la conclusion de que la infiltracion de PRGF era un
tratamiento seguro que no producia efectos adversos sobre el proceso de cicatrizacion
ni en la salud de los animales. Observaron que el nucleo de los fibroblastos de los
tendones tratados con PRGF mostraba significativamente una mejor orientacién y una
silueta mas alargada que los del grupo salino a las ocho semanas. También que los
tendones tratados con PRGF mostraban histolégicamente una mejor organizacion de
las fibras de colageno que los infiltrados con suero salino, tanto a las cuatro como a las
ocho semanas, y que el grupo de PRGF tenia menos colageno tipo III a las cuatro
semanas postcirugia y mas colageno tipo I a las ocho semanas. Ademas, en
comparaciéon con el grupo salino, las inyecciones de PRGF inducian una menor
infiltracién celular inflamatoria, una regresién vascular mas rapida y una densidad
menor de fibroblastos, sugiriendo una aceleracion en el proceso de cicatrizacion. A nivel
ecografico los tendones tratados con PRGF mostraban mejorias a las ocho semanas en

comparacion con el grupo salino. En resumen, el PRGF aceler6 el proceso de
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cicatrizacion de los tedones lesionados en el modelo experimental (Fernandez et al,

2013)

Whnuk y colaboradores en 2012, valoraron histoldgica y biomecanicamente el efecto
del PRP alogénico en lesiones del tenddn calcaneo en 88 ratas. Llegaron a la conclusion
de que el PRP alogénico incrementaba la resistencia mecanica de los tedones tras 14, 21

y 42 dias de la lesion (Wkuk et al, 2012).

Otra publicacidon ha evaluado el efecto del PRP sobre un modelo experimental de
rotura completa del tenddn rotuliano en ratas. Unos tendones fueron tratados con PRP
y otros fueron tratados con solucion salina. A las dos semanas, los tendones tratados
con PRP presentaron unas mejoras moderadas en sus propiedades mecanicas y en su
calidad histoldogica. Hubo un subgrupo de tendones tratados con PRP que no
presentaron diferencias con respecto a los tendones tratados con solucién salina. Los
autores esgrimieron que en esos animales no se consiguid un enriquecimiento
plaquetario adecuado durante el procedimiento de obtencion del PRP (Spang et al,

2011).

En 2012 se realizd un estudio biomecanico e histoldgico en 120 tendones de Aquiles
de ratas lesionados quirdrgicamente y tratados con PRP (60) y suero salino (60). Los
tendones tratados con PRP eran mas resistentes mecanicamente a los 15 y 30 dias que

los tratados con suero salino (Kaux et a/, 2012).

En 2011, Kim y colaboradores analizaron la accion combinada de PRP y BMP-2 sobre
el proceso de cicatrizacion en la union tenddn-hueso. Sobre un modelo experimental de
conejo, los autores cortaron el tenddn de Aquiles justo a nivel de su insercién en el
hueso calcaneo. Tras la sutura del tenddn, aplicaron la mezcla PRP/BMP-2, y observaron
que se produjo una aceleracion del proceso de cicatrizacién entre tenddn y hueso.
Ademas, verificaron un incremento de la fuerza biomecanica de la reparacion

transcurridas ocho semanas de la cirugia (Kim et a/, 2011).

Recientemente, se ha presentado un mecanismo que podria explicar cémo la
aplicacion de PRP fomenta los procesos de cicatrizacion tendinosa. Un estudio /in vitro

ha sefialado que el PRP provoca que las “células madre de tenddn” (7endon stem cells),
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una estirpe celular recientemente descubierta, se diferencien hacia tenocitos activos,
mostrando una gran capacidad proliferativa y de sintesis de proteinas estructurales
(Zhang y Wang, 2010). En otro estudio del 2012 se ha valorado la resistencia a la
traccion de tendones lesionados en conejo tratados con PRP y células madre derivadas

del tejido adiposo, demostrando una mejora en la cicatrizacién (Uysal et a/, 2012).

Estudios clinicos

Los estudios clinicos fiables sobre la aplicacion de preparaciones ricas en plaquetas
para el tratamiento de lesiones tendinosas se han producido en los Ultimos 6-7 afos.
Hemos podido comprobar que los estudios experimentales sobre el empleo del PRP
para el tratamiento de lesiones tendinosas muestran unos resultados prometedores. No
ocurre asi en los estudios clinicos. Mientras que en unos trabajos se recomienda el
empleo de PRP para tratar estas patologias tendinosas, en otros no se detecta ningun
efecto beneficioso (Taylor et a/, 2011). Esta diversidad de resultados puede ser debida,
como ya hemos comentado con anterioridad, a la gran variedad existente entre los
diferentes trabajos con respecto a la metodologia de preparacion del PRP (diferente
volumen de sangre extraido, diferente volumen de PRP obtenido, diferente composicion
celular, diferente concentracidbn en factores de crecimiento, diferentes sistemas
comerciales para la separacion del PRP, diferentes activadores plaquetarios) y los
métodos de aplicacién de este PRP (inyeccidn, en forma de gel, combinado con una
matriz sintética, en forma de membrana de fibrina, etc.) (Taylor et a/, 2011). De modo
que podemos deducir que la falta de homogeneidad de los diferentes productos
aplicados sobre una determinada lesion tendinosa pueda llegar a causar efectos

biol6gicos muy diferentes (Anitua et a/, 2009a).

En esta seccion de la revision bibliografica repasaremos los estudios clinicos sobre
diferentes patologias tendinosas que han sido tratadas con aplicaciones de PRP,
patologias que podriamos englobar en los siguientes subapartados: rotura del tenddn
de Aquiles, tendinopatia del tendén de Aquiles, tendinopatia del codo, tendinopatia del
tenddn rotuliano, y reparaciéon del manguito rotador. También trataremos su uso en

lesiones tendinosas de caballos de deporte.
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Tendon de Aquiles

En el afio 2007, el Dr. Mikel Sanchez y colaboradores fueron los primeros en informar
del uso del PRGF en la reparacion de roturas del tendén de Aquiles en casos clinicos
(Sanchez et al, 2007). Hallaron muy buenos resultados tras el empleo de PRGF como
tratamiento adyuvante de la cirugia de reparacién de rotura del tendén de Aquiles. En la
cirugia, inyectaron este factor de crecimiento en los bordes del tendén roto, ademas de
colocar una matriz de fibrina preparada a partir de PRGF recubriendo la zona de la
reparacion. En este estudio retrospectivo se incluyeron 12 deportistas con rotura del
tendon de Aquiles: en 6 de ellos se empled PRGF y en los otros 6 no. Los pacientes
tratados con PRGF recuperaron antes el rango de movilidad total del tobillo (7 semanas
frente a 11 semanas), comenzaron a trotar en menos tiempo (11 semanas frente a 18
semanas) y se incorporaron a los entrenamientos de manera mas precoz (14 semanas
frente a 22 semanas). Los tendones tratados con PRGF presentaron ademas una menor
area de corte transversal medida desde el punto de vista ecografico, indicando un
proceso de reparacion mas fisioldgico. Ningun individuo del grupo PRGF presento
complicaciones asociadas con el tratamiento (Sanchez et a/, 2007). En otro estudio,
estos mismos autores utilizaron de manera simultanea matrices construidas a partir de
PRGF junto con inyecciones de PRGF para el tratamiento de complicaciones tras la
rotura del tendon de Aquiles en dos casos clinicos (infeccién profunda el tejido
tendinoso junto con importante pérdida de sustancia). Mientras que un atleta pudo
volver a la actividad a las 14 semanas, fueron necesarias 28 semanas para el retorno al
entrenamiento del otro individuo. La zona de la lesion se fue rellenando
progresivamente de tejido de reparacién, tal y como revelaron los estudios ecograficos

de seguimiento y la resonancia magnética (Sanchez et a/, 2009a).

En 2010, Filardo y colaboradores (2010) presentaron el caso clinico de un deportista
profesional con rotura parcial en su tenddn de Aquiles, tratado de manera conservadora
mediante la aplicacion de tres inyecciones de PRP (una por semana), hielo y que
posteriormente siguié un programa de rehabilitacion. El paciente pudo volver a la
competicion deportiva a los 64 dias de la lesion, y en los 18 meses sucesivos continuo

compitiendo sin tener que recibir tratamiento extra en su tenddn (Filardo et a/, 2010b).
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Sin embargo, la aplicacién de PRP no ha resultado Util como tratamiento adyuvante
en el manejo de roturas del tendén de Aquiles segin han sefialado Schepull y
colaboradores en una publicacion (Schepull et a/, 2011). En un estudio clinico aleatorio
y controlado, incluyeron 30 pacientes en los que se realizo cirugia para la reparacion del
tendon de Aquiles: se usé el PRP en 16 pacientes, mientras que los 14 restantes
formaban el grupo control. No hallaron diferencias destacables en las propiedades
elasticas de los tendones de ambos grupos, tampoco con respecto al indice de
elevacién del taldn; incluso los individuos tratados con PRP presentaron una peor
funcionalidad al afio (segun el indice Achilles Tendon Total Rupture Score). Dichos
autores hallaron en su investigacion una elevada variabilidad en las propiedades
mecanicas de los tendones, dificilmente explicable como consecuencia Unica de errores
en las medidas (Schepull et a/, 2011). Cabe destacar que la metodologia de preparacién
del PRP en este trabajo dista mucho de la metodologia usada en el estudio de Sanchez

y colaboradores (2007).

Tendinopatia cronica del tendon de Aquiles

Un problema relativamente frecuente en el tendon de Aquiles son sus procesos
degenerativos cronicos, relacionados en muchas ocasiones con roturas posteriores (de
Vos et al, 2010). En los pacientes con esta tendinopatia se ha propuesto el empleo de
PRP como un tratamiento conservador para intentar mejorar la funcionalidad y los
signos clinicos. En 2010, Vos y colaboradores realizaron un estudio clinico, prospectivo,
aleatorio, controlado y doble ciego, con 54 pacientes que padecian tendinopatia crénica
del tendon de Aquiles: el PRP fue inyectado en 27 de ellos, bajo guia ecografica en la
zona de la lesion y junto con un programa de ejercicios excéntricos; la otra mitad fueron
tratados con solucion salina y un programa de ejercicios excéntricos. Los autores
realizaron un seguimiento y una evaluacién de los pacientes a las 6, 12 y 24 semanas del
tratamiento. No hallaron diferencias destacables entre ambos grupos ni en cuanto a la
disminucion del dolor ni con respecto a una mejora en la actividad fisica en ninguno de
los tiempos de seguimiento (de Vos et a/, 2010). En este mismo grupo de pacientes,
estos autores comprobaron posteriormente que la aplicacion de PRP junto con un

programa de ejercicios excéntricos no produjo ninguna mejora ni en la estructura
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ecografica ni en la neovascularizacion de los tendones de Aquiles con tendinopatia
crénica, comparados con el grupo de pacientes infiltrados con solucién salina y
sometidos a un programa de ejercicios excéntricos (de Vos et al, 2011). Transcurrido un
aho de las aplicaciones de PRP y de solucion salina volvieron a ser evaluados los 54
pacientes que participaban en el estudio, sin hallarse diferencias significativas entre los
dos grupos en estos nuevos resultados a largo plazo (de Jonge et a/, 2011). En
conclusion, este estudio clinico, prospectivo, aleatorio, controlado y doble ciego no
registrd mejoras en el tratamiento de tendinopatias crénicas del tendon de Aquiles

mediante la inyeccion de PRP, ni a corto, ni a largo plazo.

Por otro lado, existen estudios que sefialan que el empleo de inyecciones de PRP
resulta beneficioso en pacientes con tendinopatia cronica del tenddn de Aquiles. En una
serie prospectiva de los casos clinicos de 14 pacientes con tendinopatia cronica del
tendon de Aquiles se inyectd PRP intratendinoso. El tendon de Aquiles fue evaluado
clinicamente mediante el uso de escalas de valoracion previamente validadas, ademas
de analizarse su estructura ecografica, y su grado de neovascularizacion mediante
Doppler. Se procedié a un seguimiento a las 6 semanas, y a los 3, 6 y 18 meses,
observandose una mejora en la valoracién clinica del tenddn con respecto al estado
anterior al tratamiento. A nivel ecografico, se normalizé el peritenddn, el grosor del
tendon, y desaparecieron las lesiones hipoecoicas. En lo referente a |la
neovascularizaciéon, en los primeros controles de seguimiento se registr6 un aumento
en la respuesta vascular en el peritendon y en las zonas contiguas, pero la actividad
vascular disminuy6 gradualmente a partir de los 6 meses (Gaweda et a/, 2010). En 2011,
Owens y colaboradores publicaron un estudio restrospectivo de los casos clinicos de 10
pacientes con tendinopatia crénica del tendén de Aquiles tratados con inyecciones
intratendinosas de PRP. Los autores apuntaron unas discretas mejoras en la valoracién
funcional de los tendones producidas por el tratamiento con PRP, no obstante, apenas
vario el aspecto en resonancia magnética de los tendones tras el tratamiento (Owens et

al, 2011).

Recientemente en 2012, un estudio con 30 pacientes afectados de tendinosis cronica

en el tendon de Aquiles que no respondian a los tratamientos médicos tras seis meses
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fueron tratados con una dosis Unica de PRP ecoguiada. En los controles con
ultrasonidos y resonancias magnéticas a los 0 y 6 meses y la valoracién de la escala
AOFAS a 0, 1, 2, 3, 6, 12, y 24 meses encontraron que el uso de PRP fue efectivo en el
tratamiento de las tendinosis cronicas recalcitrantes del tenddn de Aquiles (Monto,

2012).

Tendinopatia del codo

En un estudio clinico aleatorio que incluyd un total de 100 pacientes, Peerbooms y
colaboradores (2010) cotejaron la aplicacién de PRP con la inyeccion de corticoides para
el tratamiento de procesos de epicondilitis lateral, y hallaron que el grupo tratado con
PRP experimentd una notable mejoria con respecto a la reduccién del dolor y la
funcionalidad. Ademas, comprobaron que las mejoras iniciales obtenidas con la
administracién de corticoides desaparecian gradualmente, mientras que en los
individuos tratados con PRP se obtuvo una mejora progresiva de la sintomatologia

(Peerbooms et al, 2010).

Este estudio corroboré los resultados obtenidos previamente por Mishra y Pavleko en
2006, los primeros en evaluar el efecto de las inyecciones de PRP en el tratamiento de
problemas tendinosos. En un estudio clinico con 20 pacientes que padecian
tendinopatia de codo que no mostraban respuesta al tratamiento convencional, 15 de
ellos fueron tratados mediante una inyeccién intratendinosa Unica de PRP, mientras que
los cinco restantes fueron infiltrados con bupivacaina/epinefrina. Mediante una escala
de valoracion visual del dolor y de los signos clinicos, se procedié a evaluar a los
pacientes durante el postoperatorio, obteniendo una mejoria del 60% en los signos
clinicos tras ocho semanas en los pacientes tratados con PRP, mientras que en el grupo
de pacientes infiltrados con anestésico local se consiguidé Unicamente una mejoria del
16%. Transcurridos seis meses, se observo una reduccion del 93% de los signos de dolor
en los pacientes tratados con PRP. Cabe destacar que el estudio tenia limitaciones, no
era un estudio a doble ciego, o que eran pocos los individuos incluidos en la

investigacion (Mishra y Pavelko, 2006).
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Tendinopatia del tendén rotuliano

En 2009, Kon y colaboradores presentaron los casos clinicos de 20 deportistas que
padecian problemas de tendinopatia del tendon rotuliano, con una media de 20 meses
de antigliedad. A estos pacientes se les aplicd un total de tres inyecciones locales de
PRP cada 15 dias, y fueron evaluados mediante escalas de valoracién clinica tanto al
final del tratamiento como a los 6 meses. Los autores no hallaron efectos adversos tras
las inyecciones de PRP, pero si encontraron una mejoria significativa de los signos
clinicos al final del periodo de estudio. Cabe sefialar que se trataba de un estudio sin
grupo control (Kon et a/, 2009). Otros autores compararon el resultado clinico obtenido
en los 15 pacientes afectados de tendinopatia crénica del tendén rotuliano tratados con
PRP, con un grupo de 16 pacientes tratados exclusivamente con fisioterapia.
Transcurridos seis meses, reevaluaron a los pacientes y observaron que los individuos
que recibieron PRP mostraban mejores resultados clinicos que los pacientes tratados
con fisioterapia (Filardo et a/, 2010a). Brown y Sivan (2010), en el estudio del caso de un
deportista que padecia un proceso cronico de tendinopatia del tenddn rotuliano,
también remarcaron que el tratamiento ecoguiado con inyecciones de PRP mejoraba los

signos clinicos (Brown y Sivan, 2010).

Para tratar de reducir la morbilidad de la zona donante (tenddn rotuliano), Cervelliny
colaboradores (2012) han planteado el uso del PRP tras la cirugia de reconstruccion del
ligamento cruzado anterior usando la técnica hueso-tendon rotuliano-hueso. Llevaron a
cabo un estudio clinico prospectivo, aleatorio y controlado en el que aplicaron gel de
PRP sobre la zona donante del tenddn rotuliano en 20 pacientes, mientras que otros 20
fueron el grupo control. A los 12 meses de la cirugia, todos los pacientes fueron
sometidos a un examen clinico en el que se demostré que la aplicacion de PRP redujo
subjetivamente el dolor a nivel de la zona donante del tenddn rotuliano tras la cirugia.
Por otro lado, la resonancia magnética de la rodilla de los pacientes tratados con PRP
no mostré diferencias destacabales con la de los pacientes control (Cervellin et al,

2012).

En 2013, Kaux y colaboradores realizaron un estudio clinico con 20 pacientes con

tendinopatia cronica alta patelar. Se infiltraron 6 mL de PRP obtenido por aféresis y

Diego Lépez Ndjera 116



Revisidn Bibliografica

observaron una mejoria funcional significativa a las 6 semanas aunque no se

correspondieron con las pruebas de imagen (Kaux et a/, 2013).

En un estudio reciente Seijas y colaboradores (2013), desarrollaron un ensayo clinico
prospectivo, aleatorizado, a doble ciego, en el que se compararon dos grupos de
pacientes con lesion de ligamento cruzado anterior, operados de ligamentoplastia
utilizando injerto rotuliano. Existia un grupo en el que se aplicaba plasma rico en
factores de crecimiento en la zona donante tras la extraccién de la plastia, mientras que
el otro grupo se dejaba la zona del defecto sin la aplicacién de ningun producto para
que su cicatrizacion fuera espontanea. La evaluacion se realizd en términos de
regeneracion local mediante valoracién por ecografias seriadas a lo largo de dos afios,
creando una clasificacion de maduracién. En el estudio ecografico también se valoré el
grado de vascularizacion del tenddn con ecografia Doppler. Se obsevo el dolor en la
zona donante a lo largo de los dos afios, y para valorar la funcion global de la rodilla, se
realizaron test de salud general, especificos de rodilla, y reincorporaciéon deportiva a los
6, 12 y 24 meses. Para la valoracion de la estabilidad objetiva se realizd el test
artromotor KT-1000 a los 6, 12 y 24 meses, y para la valoracion de la maduracion del
injerto se realizaron resonancias magnéticas donde se determind el grado de
regeneracion de la plastia. Llegaron a la conclusién que el uso de plasma rico en
factores de crecimiento aceleré la maduracion de la zona donante del injerto y que
ademas disminuy¢ el dolor durante los primeros meses de evolucion con diferencias
significativas respecto al grupo control, confirmando la eficacia de dicho tratamiento.
Demostraron que el uso de plasma rico en factores de crecimiento mejord tanto la

maduracion como el dolor en las fases iniciales en la zona dadora (Seijas et a/, 2013).

Reparacion del manguito rotador

La accién del PRP en las cirugias de reparacién de los tendones del manguito rotador
del hombro ha sido evaluada en varios estudios clinicos. En 2008, Maniscalco y
colaboradores presentaron un caso clinico en el que aplicaron una membrana de PRP
para reforzar la sutura de reparacion del tendén supraespinoso. El paciente mostré una

recuperacion satisfactoria del rango de movilidad del hombro, acompafiada de una
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disminucién del dolor. En la resonancia magnética de revision realizada a los seis meses
de la cirugia, se advirtid6 una recuperacion favorable de la zona del tendon lesionado
(Maniscalco et al, 2008). Por su parte, Randelli y colaboradores (2008) realizaron un
estudio prospectivo de los casos clinicos de 14 pacientes que fueron sometidos a
cirugia artroscoépica para la reparaciéon de lesiones en el manguito rotador y que,
posteriormente, recibieron una aplicacion intraoperatoria de PRP combinada con
trombina autodloga tras la reparacion del tenddn. Los pacientes fueron sometidos a
rehabilitacion estandar y reevaluados al transcurrir 1, 6, 12 y 24 meses. La
administracién de PRP no causé ningun efecto adverso y, a los 6 meses, se observo una
reduccion del dolor y un incremento de la funcionalidad de la articulacion, comparado
con los niveles previos a la cirugia. De nuevo, debemos destacar la inexistencia del
grupo control (Randelli et al/, 2008). Estos mismos autores han realizado un nuevo
estudio clinico prospectivo, aleatorio, controlado y a doble ciego con 53 pacientes
operados mediante artroscopia para la reparacion de desgarros totales del manguito
rotador. Los pacientes del grupo tratado con PRP presentaron un menor grado de dolor
durante los primeros dias tras la cirugia y una mejor funcionalidad del hombro a los tres
meses que los individuos del grupo control. Por contra, no se hallaron diferencias entre
ambos grupos a los 6, 12 6 24 meses. Tampoco presentaron diferencias en cuanto a la
cicatrizacion del manguito rotador. A pesar de ello, los autores determinaron que el
tratamiento con PRP resultaba positivo en la cicatrizacion del manguito rotador, y
aceleraba la recuperacion funcional de este tipo de lesiones (Randelli et a/, 2011). En un
estudio de casos-control que incluyé 20 pacientes tratados artroscdpicamente para la
reparacion del manguito rotador, Barber y colaboradores (2011) hallaron que la
aplicacion de matrices de PRP disminuy¢ la tasa de desgarros de estos tendones en el

periodo postoperatorio (Barber et a/, 2011).

En otro estudio clinico prospectivo, aleatorio y controlado en el que se evaluaron 88
pacientes durante 16 meses, Castricini y colaboradores (2011) no pudieron evidenciar
que el tratamiento con PRP aportase beneficios en el tratamiento quirdrgico de los
desgarros en el manguito rotador, ya que no se observaron diferencias significativas

entre los grupos tratamiento y los grupos control. Los autores sefialaron que sus
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conclusiones eran validas para desgarros de pequefio y mediano tamafo, pero que el
empleo del PRP podria resultar beneficioso en desgarros masivos o de gran tamafio
(Castricini et al, 2011). De un modo similar, Jo y colaboradores (2011), en un estudio de
casos-control que incluyd 42 pacientes, tampoco descubrieron diferencias destacables
en la recuperacion clinica entre los pacientes que recibieron el tratamiento con PRP y

entre los que no (Jo et a/, 2011).

En 2008, Everts y colaboradores presentaron un estudio clinico prospectivo, aleatorio
y doble ciego en pacientes sometidos a una descompresién subacromial mediante
cirugia abierta. Encontraron que el grupo que fue tratado con PRP presentd una mejor
recuperacion funcional y menos dolor que el grupo control. En cambio, no se
localizaron diferencias a los 2 afios del tratamiento, lo que hace pensar que la respuesta

clinica disminuye a medida que pasa el tiempo (Everts et a/, 2008).

Recientemente Ruiz-Moneo en 2013 no vio diferencias significativas al afio de
tratamiento en la reparacién artroscopica del manguito rotador en un estudio clinico
con 69 pacientes a doble ciego, en el que se utilizd PRGF tras la intervencion (Ruiz-

Moneo et al, 2013).

Lesiones tendinosas en caballos

El tratamiento de determinadas lesiones tendinosas mediante el empleo de
inyecciones de PRP ha experimentado un gran aumento en la medicina veterinaria
equina, especialmente entre los especialistas en caballos de deporte (Textor, 2011). Los
primeros estudios clinicos obtuvieron unos resultados muy prometedores. En 2008,
Arguelles y colaboradores, publicaron un trabajo que comprendia cinco casos clinicos
de caballos de deporte con lesiones tendinosas o ligamentosas que recibieron
inyecciones intralesionales de PRP. Los animales que padecian tendinopatia del tendén
flexor digital superficial presentaron mejoras tanto ecograficas como clinicas. Los
ejemplares con desmitis crénica del ligamento suspensorio mostraron mejoras clinicas
(los caballos estaban menos cojos) pero no ecograficas y volvieron a un nivel de
rendimiento deportivo similar al que tenian antes de la lesidn, transcurridos seis meses

del tratamiento (Arguelles et a/, 2008). Waselau y colaboradores también hallaron
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buenos resultados tras el uso de inyecciones de PRP en el tratamiento de desmitis del

ligamento suspensorio en caballos de deporte (Waselau et a/, 2008).

En 2011, Torricelli y colaboradores analizaron la eficacia de una combinacion de PRP
junto con células mesenquimales derivadas de médula 6sea en 13 caballos de
competicion que arrastraban lesiones musculoesqueléticas por sobresuso que no
respondian a otras terapias. Los animales tratados con esta combinacidn
experimentaron una mejora destacable en el grado de cojera, transcurridos 12 meses
del tratamiento, y 11 de los 13 ejemplares pudieron volver a competir (Torricelli et al,

2011).

En 2012, McCarrel y colaboradores en su estudio en tendones del flexor digital
superficial de caballos adultos jovenes observaron que el PRP con leucocitos aumento la
expresion de citokinas inflamatorias. Por ello, el mejor PRP para la estimulaciéon de la

cicatrizacién era el que no contenia leucocitos (McCarrel et al, 2012).

Conclusiones sobre el empleo de PRP para el tratamiento de lesiones

tendinosas

A lo largo de esta seccion de la revision bibliografica, hemos podido observar que las
aplicaciones de PRP pueden ser eficaces para el manejo de lesiones tendinosas. Entre
las ventajas potenciales de este procedimiento podriamos destacar una recuperacion

mas rapida y una mejor funcionalidad del tenddn tras el tratamiento (Taylor et a/, 2011).

Por otro lado, a pesar de estos beneficios potenciales, las aplicaciones del PRP para el
tratamiento de lesiones tendinosas aun se encuentran en pleno proceso de estudio, y
gran parte de estos efectos favorables no estan apoyados por estudios biomecanicos. Es
necesario que se desarrollen estudios clinicos con un disefio experimental consistente,
que evalluen de manera concluyente el efecto de estas terapias tan prometedoras sobre
los procesos de curacidon de las diferentes patologias del tenddn, tanto agudas como

cronicas o degenerativas.
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Complicaciones del uso clinico de PRP

En los ultimos afios, ha crecido la preocupacion en cuanto a la posible existencia de
riesgos potenciales asociados con las aplicaciones de PRP (Landesberg et a/, 1998). El
empleo de sustancias para la activacién de las plaquetas contenidas en el PRP fue una
de las primeras causas de esta preocupacion. En concreto, hablamos del uso de
trombina bovina como agente activador del PRP. Varios investigadores han advertido
que esta trombina bovina puede favorecer el desarrollo de anticuerpos frente a los
factores de coagulacion V y X[, y frente a la trombina humana, lo que podria
desencadenar importantes coagulopatias que incluso harian peligrar la vida del paciente
(Landesberg et al, 1998). La mayoria de las metodologias de obtencién del PRP
recomiendan en la actualidad el empleo exclusivo de cloruro calcico, o bien el uso de

trombina humana, como agentes activadores del PRP (Anitua et a/, 2004).
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La bioseguridad del PRP también ha sido objeto de preocupacion para varios autores.
En primer lugar, el riesgo asociado a reacciones de caracter inmunomediado, asi como
la transmisién de enfermedades viricas como la inmunodeficiencia humana, la hepatitis,
y otras como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, quedan descartados al tratarse de un
producto autélogo (Mei-Dan et a/, 2010b). Por otro lado, algunos autores han abrigado
preocupaciones sobre la estabilidad genética tras la aplicacion de PRP y han propuesto
la existencia de un posible efecto carcinogénico. De igual modo que los factores de
crecimiento que encontramos en el organismo, los factores de crecimiento autélogos
presentes en el PRP actlan sobre los receptores de la membrana celular, y no a nivel del
nucleo celular. Esta union a ciertos receptores de membrana provoca una serie de
respuestas en la célula diana y, como resultado, se activa la expresiéon génica normal, y
no normal, de determinadas proteinas (Mei-Dan et a/, 2010b). No existen referencias en
la bibliografia actual que aporten pruebas cientificas que relacionen la aplicacion de PRP
con la aparicion de procesos de transformacién neoplasica. Existe tan sélo un Unico
articulo publicado a dia de hoy que analice los efectos sistémicos de la aplicacion local
de PRP, y no aprecia variaciones destacables en los niveles séricos ni de citoquinas ni de

factores de crecimiento (Banfi et a/, 2006).

El riesgo potencial de contaminacién bacteriana existente en el PRP, y los problemas
derivados tras su aplicacion en la zona lesionada, es otra de las dificultades que acarrea
su aplicacién clinica (Vasconcelos et al, 2003). Los métodos abiertos, como los de
centrifugacion en tubo, deben llevarse a cabo bajo las mas estrictas medidas de asepsia,
limitando su uso tras su extraccion a unas pocas horas (de 4 a 6) (Weibrich et al, 2005;
Arguelles et al, 2006). Estos sistemas abiertos presentan un mayor riesgo de
contaminacién bacteriana, pero no se relacioné este hecho con el desarrollo de
infeccion, en un estudio clinico con un gran ndmero de pacientes (Vasconcelos et a/,
2003). Incluso hay autores que sefalan que el PRP presenta un cierto efecto
antimicrobiano frente a Staphylococcus aureusy Escherichia coli tanto /n vitro como in
vivo (Bielecki et al, 2007; Moojen et al, 2008), a pesar de que dicha actividad
bacteriostatica no es comparable con la administracién sistémica de antibiticos (Jia et

al, 2010). No obstante, en un caso clinico se ha indicado que el tratamiento con PRP
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podria resultar de utilidad para el manejo de pacientes con osteomielitis (Yuan et al,

2008).

Hasta la fecha, no se han detectado efectos secundarios importantes asociados a la
aplicacion local de PRP en el tratamiento de lesiones musculotendinosas en los estudios
clinicos publicados (Taylor et a/, 2011). Unicamente se ha sefialado que, en alguna
ocasion puntual, puede aparecer dolor asociado a la inyeccion de PRP y algo de
inflamacion local, controlado con la aplicacion de hielo en la zona (Paoloni et a/, 2011).
Se ha llegado a pensar que la aplicacion de PRP inducia una fibrosis excesiva, ya que
incrementaba la concentracion de TGF-B1 en la zona de lesidn, un factor de crecimiento
asociado a la formacion excesiva de tejido fibroso (Anitua et a/, 2007a). Sin embargo, el
empleo de PRP sobre modelos experimentales /n vivo ha demostrado que esto no
ocurre asi, y que posiblemente puedan existir otras moléculas que modulen el efecto

fibrético del TGF-B1 (Anitua et a/, 2006b).
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Material y Métodos

Material y Métodos

En esta Tesis Doctoral realizamos un estudio experimental /n vivo, aleatorio y
controlado con placebo (solucién salina) en el que se evalud el efecto de la aplicacion
de PRGF sobre el proceso de cicatrizacién del tendon de Aquiles, previamente
seccionado en su totalidad mediante un procedimiento quirtrgico. Los tendones fueron

evaluados biomecanicamente al final del periodo de estudio.

En la seccion de "Material y Métodos” se detallan los siguientes aspectos:

*  Modelo animal.
. Diseflo experimental. Modelo experimental in vivo de rotura aguda del
tenddn de Aquiles en la especie ovina.
o Grupos de estudio.
o Estabulacién y hospitalizacion.
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o Protocolo anestésico.
o Preparacion del paciente.
o Procedimiento quirdrgico

Obtencion y aplicacion de PRGF en el tenddén de Aquiles en la especie
ovina.

»  Examenes fisicos durante el periodo de estudio.

»  Obtencién y procesado de las muestras.

»  Estudio biomecanico.

. Estudio estadistico.

Modelo animal

El animal elegido para nuestro estudio fue la oveja (Ovis orientalis aries). La especie
ovina ha sido considerada como un buen modelo animal para la experimentaciéon en
ortopedia y se esta convirtiendo en el modelo experimental mas popular. Para evaluar la
reparacion del tenddn tras su ruptura, es necesario elegir un modelo animal en el cual la
estructura ésea, muscular, tendinosa y ligamentosa se parezca a la del ser humano. Asi
podemos reproducir las diversas cargas biomecanicas que se desencadenan en la
anatomia del modelo, de manera que los resultados obtenidos en estos estudios
puedan ser extrapoladas a los seres humanos con el menor niumero de limitaciones

posible (Martini et al, 2001; Pearce et al, 2007).

Segun lo dispuesto en el Real Decreto 1201/2005 de 10 de Octubre, sobre proteccion
de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, la especie ovina
no esta incluida como animal de experimentacion y, por lo tanto, antes de iniciar
cualquier estudio experimental fue necesaria la autorizacion previa y expresa de la
autoridad competente. Por ello, el presente estudio se realizd bajo autorizacion de la
Direccion General de la Produccion Agricola y Ganadera de la Conserjeria de Agricultura
y Pesca de la Junta de Andalucia, previa aprobacién por parte del Comité Andaluz de
Experimentacion Animal, que es la autoridad local competente en materia de proteccion
de los animales de investigacion, y el Comité de Bioética en Investigacion Animal de la
Universidad de Coérdoba (Espafia) certifico el estudio. Durante todo el proceso de
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experimentacion, las directrices formuladas por el National Institute of Health (NIH)
referentes a la utilizacibn y manejo de animales de experimentacion fueron

rigurosamente respetadas.

Todos los ejemplares utilizados procedieron de la Granja Experimental de la
Universidad de Cordoba. El grupo experimental estuvo formado por 30 ovejas adultas
con una edad comprendida entre 24 y 30 meses, cruce de raza Merino, nuliparas, no
gestantes (confirmado mediante ecografia), y con un peso entre 50 y 55 kg. El hecho de
que fueran hembras facilitdé el manejo y evitd un excesivo sobrepeso. La ausencia de
machos también nos permitié un mejor control del ciclo estral y, por tanto, una menor

influencia de las variaciones hormonales.

Previamente a la inclusion de los animales en el estudio, se realizd un examen
veterinario general a todos los ejemplares, realizando un examen general del animal y
un examen ortopédico, con el objetivo de confirmar que las ovejas no presentaran
enfermedad alguna ni problemas ortopédicos o de cojera. También se procedié a una
analitica sanguinea basal, donde tanto los valores del recuento hematolégico como la
bioguimica sérica se encontraban dentro de los parametros normales para esta especie.
Todo animal que no superaba el examen fisico, ortopédico o laboratorial quedaba
excluido del estudio. Una vez finalizado este periodo previo de examen y seleccion se

logré un grupo experimental de 30 animales (Figura 8).

Figura 8. Parte del grupo de ovejas empleado para la realizacion de esta tesis doctoral.
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Diseiio experimental

Grupos experimentales y cronologia del estudio.

La fase experimental de esta Tesis Doctoral se llevd a cabo sobre un total de 30
animales, aleatoriamente divididos en seis grupos de estudio, con cinco animales en

cada uno, segun el tipo de tratamiento y el tiempo de supervivencia del animal.

Segun el tipo de tratamiento aplicado se dividieron en:

*  Grupo PRGF: Pacientes a los que se le practicé la tenotomia completa del
tendon de Aquiles, con sutura posterior y tratados con PRGF.

" Grupo PCB: Pacientes a los que se le practico la tenotomia completa del
tendon de Aquiles, con sutura posterior y fueron tratados con solucion

salina (SSF).

Segun el tiempo de supervivencia se dividieron en:

=  2semanas: 5 animales tratados con PRGF y 5 animales tratados con SSF.
* 4 semanas: 5 animales tratados con PRGF y 5 animales tratados con SSF.

= 8 semanas: 5 animales tratados con PRGF y 5 animales tratados con SSF.

Todos los animales fueron tratados semanalmente durante las tres primeras semanas,
de forma que fueron 4 las dosis maximas recibidas de PRGF (en los animales de los
grupos PRGF) o SSF (en los animales del grupo PCB) en funcion del tiempo de
supervivencia. Los dos grupos experimentales que alcanzaron las ocho semanas de
tratamiento, no recibieron ningun tipo de aplicacion después de la tercera semana, y los
pacientes que fueron sacrificados a los 15 dias sélo recibieron 2 infiltraciones con el

tratamiento asignado.

De manera que, finalmente, los pacientes quedaron distribuidos en 6 grupos
diferentes (Tabla 3). En cada uno de los animales se traté sélo uno de los tendones
segun el grupo asignado y el otro tenddén quedo intacto para el posterior estudio

biomecanico como control.
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Tabla 3. Distribucién de ovejas por grupo y tiempo.

I —

Durante el periodo postoperatorio, los animales de los diferentes grupos de estudio

fueron controlados semanalmente. Estos controles consistian en un examen fisico

general y una exploracion ortopédica.

Estabulacion y hospitalizacion

La Granja Experimental de la Universidad de Cordoba alberg6 las ovejas en un establo
con una parte exterior y otra interior como marca la legislacion vigente (Real Decreto

1201/2005 de 10 de Octubre) (Figura 9).

Figura 9: Estabulacion en las instalaciones (patio interior) de la Granja Experimental de la
Universidad de Cordoba.

La alimentacidn consistidé en agua disponible, heno, paja y concentrado. Los animales
fueron trasladados al Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Cordoba durante
un periodo de adaptacion de tres dias antes de la intervencién quirdrgica. La semana

siguiente a la operacién, las ovejas permanecieron en las instalaciones del Hospital
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Clinico Veterinario de la Universidad de Cérdoba, con el objetivo de recibir cuidados en
el periodo postoperatorio mas temprano. Transcurrida la primera semana, volvieron a la
Granja Experimental, donde permanecieron hasta el final del estudio. Los animales eran
alimentados y cuidados de manera rutinaria, siempre por el mismo personal, para que

se acostumbrasen al manejo y la manipulacién durante el periodo postoperatorio.

Protocolo anestésico y control preoperatorio

En la especie ovina resulta importante mantener un buen periodo de ayuno para
intentar minimizar los problemas de regurgitacién y timpanismo durante la cirugia y
durante el periodo postoperatorio. De este modo, los animales se mantuvieron en
ayunas de alimento solido durante 36 horas antes de comenzar con el manejo
preoperatorio, y el ayuno de agua fue de seis horas. Antes de iniciar la preparacion

preanestésica, los animales fueron pesados e identificados.

Ya en la sala de preanestesia, después de proceder a la inmovilizacién del animal, se
rasur6 el cuello y se cateterizo la vena yugular externa empleando un catéter de 14G

(Vasocan® 14G 50 x 2,2mm; BBraun, Melsungen, Alemania) (FiguralO).

Figura 10. Cateterizacion de la vena yugular externa para la administracion intravenosa de
los agentes preanestésicos.

El catéter se fij6 a la piel con un dos puntos de sutura de seda (Silkam® 2-0;
BBraunAesculap, Tuttlingen, Alemania). Como fluidoterapia durante la anestesia, se
empled Ringer Lactato a un ritmo de infusién de 10 mL/kg/hora (LR®; BBraunVetCare,
Barcelona, Espafia). Los animales fueron premedicados con dexmedetomidina 4 pg/kg
IV (Dexdomitor® 0,5 mg/mL; OrionPharma, Espoo, Finlandia), y morfina 0.2 mg/kg IV
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(Cloruro mérfico 2%, BBraun, Melsutgen, Alemania). Se administré una dosis Unica de
cefazolina 20 mg/kg IV (Kurgan® 1gr; Laboratorios Normon, Madrid, Espafia) como

antibidtico preoperatorio.

Transcurridos 15 minutos de la administracién de los farmacos preanestésicos, se
procedié a la induccidn anestésica con propofol a razén de 3 mg/kg IV (Propofol-
Lipuro® 1%; BBraunVetCare, Barcelona, Espaiia). El animal fue colocado en la mesa de
cirugia en decubito esternal con el cuello estirado. Para la intubacion endotraqueal, fue
preciso contar con un laringoscopio especial de pala larga y recta, una sonda
endotraqueal del ndmero 12 con neumo-taponamiento y un fiador metalico, que
aport6 rigidez a la sonda y facilitd su manipulacion (Figura 11). Con la oveja ya
intubada, la anestesia se mantuvo empleando isofluorano vaporizado en O, al 100%, a
una concentracion inspirada de 1,4% - 1,5% (Isoflo®; Esteve, Barcelona, Espana). El
animal fue ventilado mecanicamente en un modo controlado por volumen. La
frecuencia respiratoria y el volumen tidal fueron ajustados para mantener la
normocapnia a lo largo de toda la anestesia. La monitorizacion anestésica incluyo
electrocardiografia, pulsioximetria, capnografia / capnometria, presion arterial invasiva
(usando la arteria femoral de la extremidad izquierda), temperatura corporal, y andlisis
de los gases anestésicos. Todos estos parametros fueros registrados con un monitor
multiparamétrico acoplado al equipo de anestesia (S/5 Advance®; Datex-Ohmeda, GE

Healthcare, Helsinki, Finlandia).

Figura 11. La intubacion endotraqueal es dificil en esta especie debido a que la glotis se
encuentra alejada de la entrada de la boca. Se utiliza un laringoscopio de pala larga y un
fiador metalico introducido por la luz del tubo endotraqueal para ayudar a dirigirlo hacia
el interior de la traquea.
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Preparacion quirurgica del paciente

En la preparacion aséptica para la cirugia, se rasuro la extremidad posterior derecha
desde proximal a la rodilla hasta la articulacién metatarsofalangica. La zona distal a la
articulacion metatarsofalangica se cubrié con un guante y, posteriormente, con una
venda cohesiva. El animal fue posicionado y fijado sobre la mesa de cirugia en decubito
dorsal. La extremidad se colgé del techo, y se mantuvo en suspensién durante el resto
de la preparacion prequirirgica. Se desengrasoé la piel con alcohol y, seguidamente, se
limpié el campo quirtrgico con povidona yodada (Braunol®; BBraunVetCare, Barcelona,
Espafa). La extremidad fue aislada con pafios de campo estériles. Los principios de la
técnica aséptica fueron estrictamente respetados tanto en la preparacion del campo

operatorio como durante el procedimiento quirurgico (Figura 12).

Figura 12. Extremidad colgada del techo, delimitando el campo quiridrgico mediante pafios
de campo estériles. La zona distal de la extremidad se cubre con vendas cohesivas estériles
respetando las normas de asepsia.

Procedimiento quirtrgico

Todo el protocolo quirdrgico siguid los pasos descritos en estudios anteriores
(Fernandez et al, 2013). Con el objetivo de conseguir un protocolo quirdrgico lo mas
homogéneo posible, todas las cirugias fueron realizadas por el mismo equipo de
cirujanos. Se realizd una incision sobre la piel para proceder al abordaje quirurgico del
tendon de Aquiles en su zona lateral, que comenzé dos centimetros proximales a la
tuberosidad del calcaneo y se extendié ocho centimetros proximalmente (Figura 13). El

tendon se liber6 de la fascia que lo rodeaba, y el peritendon se incidio
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longitudinalmente (Figura 14), exponiendo netamente del tendon de Aquiles (Figura
15). Con ayuda de una regla quirlrgica, se seflalé un punto situado cinco centimetros
proximalmente a la insercion del tendén de Aquiles en la tuberosidad del calcaneo,

punto en el que se realizaria la tenotomia (Figura 16).

Figura 13. Incision cutinea de 8 cm en la Figura 14. Diseccion de la fascia que
zona lateral de la piel que recubre el tendon recubre el tendon de Aquiles.
de Aquiles.

Figura 15. Exposicion del tendon de Figura 16. Localizacion y marcado de la
Aquiles. zona de tenotomia.

Mediante un patron en triple polea, se realizo la pre-sutura del tenddn previa a la
creacion del defecto quirdrgico (Figura 17). Este patrédn consistio en tres lazadas
orientadas 120° entre si y colocadas a diferente altura. La lazada inicial se coloco en
forma cerca (1cm desde el punto de tenotomia) — lejos (3 cm desde el punto de
tenotomia). La segunda lazada fue ubicada en un plano de 120° en relacion a la
primera, en un punto a mitad de camino entre las posiciones cerca y lejos (2cm desde el
punto de la tenotomia). La lazada final fue situada en un patron lejos — cerca, a 120° de
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las dos primeras (Figura 18). El material de sutura usado fue un monofilamento sintético
no reabsorbible de polipropileno (Premilene® USP 1; BbraunAesculap, Tuttlingen,
Alemania). La pre-sutura del tendon se realizd con el objetivo de facilitar la
reconstruccion del defecto tendinoso una vez realizada la tenotomia, y conseguir una

correcta aposicién de los bordes tendinosos.

Figura 18. Pre-sutura del tendon. Se realizan las diferentes lazadas que conforman el
patron en triple polea. Cada una de las lazadas se coloca en un plano de 120° con respecto
a la lazada previa, de modo que estas nunca quedaran en el mismo plano.

Se llevd a cabo una tenotomia completa que incluyé todos los componentes del
tendon de Aquiles de la oveja (tendon accesorio, tenddn gastrocnemio y tenddn flexor
digital superficial). Para ello, se utiliz6 una hoja de bisturi del nimero 22 (ScalpelBlade
No. 22, BbraunAescuIap®, Tuttlingen, Alemania). Para no cortar el material de sutura, se
apartaron las diferentes lazadas del patron en triple polea (Figura 19). Tras la realizacion

de la tenotomia, se anudo el patrdn en triple polea, cuidando que los bordes tendinosos
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quedasen posicionados de manera adecuada y sin hueco entre ellos (Figura 20 y Figura

21).

Figural9. Tenotomia completa del tendon de Aquiles, a 5 cm de la insercion del tendon en
el calcaneo, apartando hacia un lado las lazadas de Ila triple pole.

Figura 20. Recolocacion de las lazadas de la triple polea y aproximacion de los dos bordes
tendinosos recién cortados.

Figura 21. Anudado de la sutura. Nos aseguramos de que los bordes de la tenotomia
queden perfectamente posicionados.
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El peritendon fue reparado mediante un patrén simple continuo con material
monofilamento  sintético  reabsorbible de  poligluconato  (Monosyn®  3-0;
BbraunAesculap, Tuttlingen, Alemania) (Figura 22). El tejido subcutaneo se suturd
siguiendo un patrén simple continuo con material monofilamento sintético reabsorbible
de poligluconato (Monosyn® 2-0; BbraunAesculap, Tuttlingen, Alemania). El Gltimo paso
consistié en cerrar la piel con puntos simples discontinuos usando monofilamento no
reabsorbible de poliamida (Dafilon® 2-0; BbraunAesculap, Tuttlingen, Alemania) (Figura
23). El corte se limpid con povidona yodada (Braunol®; BbraunVetCare, Barcelona,

Espafia) y se cubrid con un apdsito estéril.

Figura 22. Sutura del peritendon mediante un patron simple continuo.

Figura 23. Cierre cutaneo con un patron simple discontinuo.

Inmovilizacion postoperatoria del tendon de Aquiles

En este modelo experimental, fue importante proteger la reparacion del tendén

durante el periodo postoperatorio, por lo que se diseiid un sistema que permitiese al
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animal apoyar peso sobre la extremidad sin provocar cambios en la longitud del tendén
de Aquiles o macromovimientos capaces de comprometer la integridad de la sutura. Se
tratd de un fijador externo transarticular tarsal modificado (T-TAESF) (Figura 24), un
dispositivo similar al que emplearon Skerry y Lanyon para inmovilizar el tarso de ovejas
y obtener una disminucion de la densidad ésea en el calcaneo (Skerry y Lanyon, 1993;
Skerry y Lanyon, 1995). El T-TAESF se colocé una vez suturada la piel y se mantuvo

durante todo el experimento.

Figura 24. Esquema del fijador externo transarticular de tarso (T-TAESF) utilizado para
proteger el tendon de Aquiles durante el periodo postoperatorio.

En la cara medial de la extremidad posterior derecha se colocd el T-TAESF en
configuracion unilateral-uniplanar. Se realizaron dos incisiones sobre la piel de la cara
medial de la tibia a lo largo del eje 6seo: una de ellas justo en la mitad de la diafisis
tibial y la otra en el tercio distal. A través de estos cortes se disecaron la fascia y el tejido
subcutaneo con ayuda de unas pinzas mosquito hasta evidenciar la superficie ésea
(Figura 25). También se procedié a un pre-taladrado de los orificios con una broca de
2.5 mm (Veterinary Instrumentation®; Sheffield, Reino Unido). En cada orificio se
introdujo una aguja de 3.0 mm con rosca positiva en la punta
(VeterinaryInstrumentation®; Sheffield, Reino Unido) (Figura 26). De un modo parecido,

se insertaron otras dos agujas similares en la cara medial del metatarso, que
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atravesaban tanto el tercer como el cuarto metatarsiano, en su tercio proximal y en su

mitad. Una Ultima aguja se insert6 en la cara medial del centro del calcaneo.

Figura 25. Incisiones cutaneas en el punto donde se coloca la aguja.

Figura 26. Colocacion de las agujas de punta roscada positiva de 3.0 mm.

El T-TAESF fue ensamblado gracias a unas barras conectoras de 4 mm de acero
inoxidable (Veterinary Instrumentation®; Sheffield, Reino Unido) unidas a las agujas
mediante un sistema de rétulas Meynard de 3.0 mm x 4.0 mm (Veterinary
Instrumentation®; Sheffield, Reino Unido). Las dos agujas de la tibia se acoplaron a una
misma barra conectora (barra conectora de la tibia), mientras que las dos agujas del
metatarso junto con la aguja del calcaneo se ensamblaron a otra barra conectora (barra
conectora del metatarso) (Figura 27). Para impedir el deslizamiento de las rétulas y el
desajuste del sistema, se doblo el extremo proximal de la barra conectora de la tibia. El
extremo distal de la barra conectora de la tibia se unio al tercio proximal de la barra
conectora del metatarso mediante un sistema de rétulas de Meynard barra-barra de 4.0

mm x 4.0 mm (Veterinary Instrumentation®; Sheffield, Reino Unido). El extremo proximal
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de la barra conectora de la tibia fue unido al extremo distal de la barra conectora del
metatarso merced a la colocacién de dos barras conectoras paralelas entre si, y unidas
mediante rétulas barra—doble barra de 4.0 mm x 4.0 mm (Figura 28), que incrementaban
la rigidez del sistema. El tarso fue inmovilizado con una angulacién de 140° (medido

con goniémetro), que es la angulacion fisiolégica normal del tarso de la oveja.

Figura 27. Union de las agujas a las barras conectoras de la tibia y del metatarso. Ambas
barras conectoras se unen entre si por medio de una rotula de Meynard de 4.0 mm x 4.0
mm, formando un dngulo de 140°.

Barra conectora

Barra conectora
metatarso

Figura 28. Consolidacion del montaje mediante la colocacion de dos barras conectoras de 4
mm. entre la barra conectora de la tibia y la del metatarso con rotulas de Meynard de 4.0
mm x 4.0 mm.

Los orificios de entrada de las agujas se limpiaron con povidona yodada (Braunol®;
BBraunVetCare, Barcelona, Espafia) y se cubrieron con gasas estériles, después de

apretar adecuadamente todas las rotulas. Para evitar auto-traumatismos de los animales

Diego Lépez Ndjera 141



Material y Métodos

e impedir que el fijador se golpease o enganchase con la malla metalica del establo, el

T-TAESF fue revestido con un vendaje protector (Figura 29).

Figura 29. Proteccion del T-TAESF mediante un vendaje para evitar que los animales se
lesionen con las barras conectoras.

Los animales, tras ser extubados, fueron trasladados a una sala de recuperacion
anestésica y vigilados hasta que se mantuvieron en pie por si mismos. Al término de la
cirugia, se administré una dosis de antibiotico de amplio espectro y accidon prolongada
(bencilpenicilina 15000 IU/kg IM junto con dihidroestreptomicina 15 mg/kg IM)
(Shotapen® LA; Virbac Salud Animal, Barcelona, Espafia), que se volvié a repetir
transcurridas 72 horas. Con el objeto de garantizar una correcta cobertura analgésica se
empled buprenorfina 0.02 mg/kg/8h IM (Buprex® 0.3 mg; Shering-Plough, Madrid,
Espafia) durante los cinco dias siguientes a la cirugia. No se aplicd ningun farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (AINE) ni corticoesteroides que pudiesen interferir con

los procesos inflamatorios que participan en el mecanismo de reparacion tisular.

Los cuidados postoperatorios (cambio del vendaje, desinfeccion y evaluacion de la
herida quirurgica) realizados durante la semana siguiente a la cirugia se llevaron a cabo
diariamente en las instalaciones del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de
Cordoba. Posteriormente, los animales regresaron a la Granja Experimental de la
Universidad de Cérdoba, donde continuaron los cuidados postoperatorios semanales

durante todo el experimento.
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Obtencion y aplicacion del PRGF en el tendén de Aquiles de la oveja

En la revision bibliografica hemos podido comprobar que actualmente existe una
enorme cantidad de derivados sanguineos autdlogos ricos en plaquetas, todos ellos
cominmente denominados PRP, y obtenidos mediante diferentes metodologias. Esta
disparidad en el protocolo de obtencion del PRP provoca diferencias significativas en su
formulacién, tanto desde el punto de vista de su composicién celular como de su
concentracion de factores de crecimiento (Anitua et a/, 2009a; DohanEhrenfest et al,
2009; Engebretsen et a/, 2010). Con el fin de definir con la mayor precision posible el
protocolo de obtencién del PRP seguido en nuestro trabajo de Tesis Doctoral, hemos
empleado PRGF (PRGF-Endoret® System, BTI® Biotechnology Institute, Vitoria, Espafia)
siguiendo el mismo método descrito por Fernandez en su tesis doctoral (2012). El PRGF
es un tipo de PRP caracterizado principalmente por ser una fraccién plasmatica
autéloga con una concentracion moderada de plaquetas (1,5 a 3 veces la concentraciéon
en sangre periférica), pobre en leucocitos y eritrocitos, con un proceso de obtencién
sencillo y rapido (proceso de centrifugacion Unico), y que emplea citrato de sodio como
anticoagulante y cloruro de calcio al 10% como activador plaquetario (Anitua et a/,
2009a). Este mismo sistema de obtencion de PRGF ha sido empleado con éxito en la

especie ovina por Anitua y colaboradores (Anitua et a/, 2006b).

Obtencion del PRGF en la especie ovina

La metodologia de preparacion del PRGF fue realizada siguiendo las instrucciones del
laboratorio que ha desarrollado el uso terapéutico de este producto (PRGF-Endoret®
System, BTI® Biotechnology Institute, Vitoria, Espafia), y adoptando las consideraciones

que Anitua y colaboradores definieron para la especie ovina (Anitua et al, 2006b).

Extraccion de sangre

Para cada aplicacion semanal de PRGF se procedié a la extraccion de cuatro tubos de
sangre entera de la vena yugular externa de cada animal, mediante un sistema cerrado
con aspiracién por vacio (BD Vacutainer®, BectonDickinson Company, Madrid, Espafia).

Los tubos tenian una capacidad de 5 mL, y contenian 0.5 mL de citrato de sodio (3.8%)
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como anticoagulante (BTI® ExtractionTube, BTI® Biotechnology Institute, Vitoria,
Espafia). Justo antes de administrar los farmacos preanestésicos, se procedio a la
extraccion de sangre, con el animal correctamente inmovilizado pero sin ningun tipo de
sedacion. Todas las extracciones de sangre se efectuaron por la mafana, en una franja
horaria similar, y con los animales en ayunas. De esta manera, conseguimos minimizar el
efecto que el ritmo circadiano ejerce sobre los parametros hematoldgicos de los

animales.

Protocolo de centrifugacion

Es necesario someter la sangre a un proceso de centrifugacién para efectuar el
aislamiento del PRGF. Los cuatro tubos de una misma oveja llenos de sangre se
centrifugaron de manera inmediata, o en un maximo de una hora tras la extraccién,
mediante una centrifuga comercializada también por la empresa BTI (BTI®
Biotechnology Institute, Vitoria, Espafia). Esta centrifuga consta de un rotor oscilante a
90°, de modo que cuando comienza a centrifugar mantiene los tubos en posicién
horizontal (Figura 30). Esto hace que, tras el proceso de centrifugacion, la interfase entre
plasma y componente celular quede perfectamente horizontal, facilitando asi el
posterior proceso de pipeteo. Este protocolo requiere de un Unico proceso de
centrifugacion, a diferencia de otras metodologias que necesitan dos centrifugaciones a
diferente velocidad (Weibrich et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002; Weibrich et al, 2003;
Weibrich et a/, 2005). Los parametros de centrifugacion empleados en este estudio
habian sido previamente descritos por Anitua y colaboradores para obtener el PRGF en

ovejas (Anitua et a/, 2006b), y fueron 630G durante 8 minutos.

Figura 30. Centrifugado de la sangre a 630 G durante 8 minutos.
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Aislamiento del PRGF

Tras el proceso de centrifugacion de la sangre, se produjo una separacion entre la
fase plasmatica y el componente celular, compuesto en su mayoria por eritrocitos. Los
leucocitos, debido a su densidad inferior, se dispusieron en una interfase situada
inmediatamente por encima del sedimento de eritrocitos, conocida con el nombre de
"buffycoat' (Figura 31). Tras el protocolo de centrifugacion, las plaquetas, debido a que
poseen una densidad inferior que los leucocitos, quedaron alojadas en la fraccion
plasmatica situada inmediatamente por encima de los leucocitos, fraccion que recibe el
nombre genérico de PRP. Algunos autores sostienen que la densidad de las plaquetas
mas jovenes es ligeramente superior y, por lo tanto, mas parecida a la de leucocitos e
incluso eritrocitos. Este hecho hace que, tras el proceso de centrifugacién, una cantidad
variable de plaquetas queden alojadas en la capa leucocitaria o incluso en las porciones

superiores del sedimento eritrocitario (Marx et a/, 1998).

El aislamiento del PRGF continué con un proceso de pipeteo fragmentado de la
fraccién plasmatica obtenida tras el centrifugado de los cuatro tubos, realizado en una
campana de flujo laminar (TelstarmicroV®. Telstar Science Solutions, Terrasa, Espafa),
con guantes estériles, gorro y mascarilla. Los accesorios que entraron en contacto con el
PRGF, entre ellos pipetas regulables y puntas de pipetas, estaban previamente
esterilizados (Figura 32). El respeto de las normas de asepsia, para evitar asi la
contaminacién bacteriana del PRGF, era esencial a la hora de realizar estos
procedimientos. También era fundamental manipular los tubos, una vez centrifugados,
siempre en posicidon vertical y con cuidado de no someterlos a movimientos bruscos
que pudiesen mezclar las diferentes interfases. Con tal de minimizar el grado de
variabilidad en el procedimiento debido al operador, todos los procesos de pipeteo
fraccionado del plasma para la obtencion de PRGF fueron realizados por el mismo

investigador.

Diego Lépez Ndjera 145



Material y Métodos

Figura 31. Tras el proceso de centrifugado la fraccion plasmatica y el sedimento
eritrocitario quedan separados por una delgada capa leucocitaria o “buffycoat”.

Figura 32. Campana de flujo laminar para el proceso de pipeteo de la fraccion plasmatica
en el aislamiento del PRGF empleando material estéril y respetando estrictamente las
normas de asepsia.

A lo largo de todo el proceso de pipeteo de la fraccidon plasmatica fue necesario ser
muy meticuloso y cuidadoso para evitar crear turbulencias que pudieran entremezclar
las diferentes interfases. Segun la metodologia descrita por BTI® para el aislamiento de
PRGF a partir de tubos de 5 mL, el PRGF era un volumen de 0.5 mL de plasma situado
inmediatamente por encima de la capa leucocitaria. Seguidamente, describimos el
proceso de fraccionamiento plasmatico, para finalmente aspirar y aislar el PRGF (Figura

33).
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= Serie blanca ~ Serie blanca

Extraccion F2 - Extraccion PRGF

Figura33. Procedimiento de fraccionamiento del plasma para la obtencion del PRGF, segin
las instrucciones de BTI®. Primero se aspira el plasma situado mas superficialmente (F1) y
que corresponde al volumen total de plasma menos 1 mL. A continuacion, se extrae la F2,

que serian los siguientes 0.5 mL. Por iltimo, se aislan los 0.5 mL que quedan justo por
encima de la capa leucocitaria. Esta iiltima fraccion constituye el PRGF.

El primer paso fue observar el volumen de plasma obtenido con ayuda de la
graduaciéon indicadora que poseen los tubos de extraccién (BTI® ExtactionTube, BTI®
Biotechnology Institute, Vitoria, Espafia). Esta cantidad de plasma varié dependiendo del
hematocrito de cada animal, pero se situé en torno al 50% del volumen de sangre
extraido. Con ayuda de una micropipeta regulable que aspira un volumen de 500 pL
(Nichipet® EX 100~1000 pL, Nichiryo Co., Tokio, Jap6n) y usando una punta de pipeta
estéril, se extrajo la fraccion plasmatica superior, consistente en un volumen igual al
volumen total de plasma menos 1 mL. Las diferentes fracciones plasmaticas se fueron
aspirando de arriba hacia abajo, manteniendo en todo momento la punta de la pipeta
en la zona plasmatica superior. El primer volumen de plasma extraido es conocido como
fraccion F1 (o Plasma Pobre en Plaquetas). Tras repetir el mismo procedimiento en los
cuatro tubos de un mismo ejemplar, las fracciones F1 de cada uno de los tubos fueron
depositadas en unos tubos de fraccionamiento plasméatico con interior estéril (BTI®

FractionationTube, BTI® Biotechnology Institute, Vitoria, Espafa) (Figura 34).
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Figura 34. Diferentes fracciones plasmaticas aisladas de cada uno de los cuatro tubos
depositadas en un tubo estéril correctamente identificado.

A continuacion, se efectud la separacion de la fraccidén F2, a la que le correspondian
con los siguientes 500 pL. Para ello, se empled de nuevo la micropipeta regulable con
un volumen de aspiracion de 500 pL. Las fracciones F2 de cada uno de los cuatro tubos
extraidos a cada paciente fueron reunidas en un mismo tubo de fraccionamiento
correctamente identificado. Por ultimo, con una micropipeta regulable que aspira un
volumen de 100 pL (Nichipet® EX 20~200 pL, Nichiryo Co., Tokio, Japdn) y usando una
nueva punta de pipeta estéril, se extrajo la fraccion de PRGF. El PRGF se correspondia
con los 500 pL que quedan justo por encima de la capa leucocitaria y, por lo tanto, se
realizd cinco veces este proceso de aspirado para extraer los 500 pL que componian
esta Ultima fase. Durante la extraccion de esta fase plasmatica fue fundamental evitar las
turbulencias y, especialmente, evitar el aspirado tanto de hematies como leucocitos.
Tedricamente, esta fraccion plasmatica es la mas rica en plaquetas y en factores de
crecimiento. Las fracciones correspondientes al PRGF de cada uno de los cuatro tubos
de un mismo paciente fueron depositadas en un mismo tubo de fraccionamiento estéril
debidamente identificado. De cada paciente se obtuvo un volumen total de 2 mL de

PRGF (4 tubos x 500 uL por tubo).

Activacion del PRGF

La activacion de las plaquetas contenidas en el PRGF se realizd usando
exclusivamente cloruro de calcio (Cloruro de Calcio 10%® BBraun Medical, Barcelona,

Espafia), de acuerdo con las recomendaciones del laboratorio que desarrolld el empleo
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terapéutico del PRGF (BTI® Biotechnology Institute, Vitoria, Espafia). De modo que se
utilizaron 50 pL de cloruro de calcio al 10% por cada mililitro de PRGF que se deseaba
activar. El proceso de activacion del PRGF se llevd a cabo justo antes de la aplicacion del

PRGF en la zona de la lesion.

Aplicacion del PRGF en la zona lesionada

Existen diversas formas de realizar las aplicaciones de PRP en el tenddn lesionado.
Algunos estudios han planteado la aplicacion de matrices de PRP envolviendo la zona
de la reparacion quirlrgica del tenddn (Sanchez et a/, 2007); por otro lado, otros
estudios han propuesto la infiltracion de PRP en torno a los bordes del tendon
lesionado (Schepull et a/, 2011). Nosotros nos decidimos por la aplicaciéon del PRGF
activado en forma liquida mediante infiltracion en los bordes tendinosos (Fernandez et

al, 2012).

Todavia hoy no encontramos unanimidad respecto a si el proceso de cicatrizacién
tendinoso se beneficia mas con una Unica aplicacion de PRP, o bien mediante varias
aplicaciones repetidas (Andia et a/, 2010). En nuestro estudio se procedidé a una
inyeccion intraoperatoria de PRGF, y posteriormente se realizaron tres inyecciones mas
en las tres semanas siguientes de PRGF. En nuestro trabajo, realizamos la aplicacion de
PRGF de un modo similar al que habian empleado previamente Anitua y colaboradores
(2006) en su estudio acerca del efecto del PRGF sobre el tendén de Aquiles en un
modelo experimental ovino, en el que emplearon infiltraciones tendinosas repetidas

semanalmente (Anitua et a/, 2006).

Aplicacion intraquiriurgica del PRGF

Previamente a la preparacién preanestésica, se procediod a extraer la sangre para la
preparacién del PRGF, de modo que el centrifugado y aislamiento del PRGF se llevo a
cabo al mismo tiempo que se realizaba la cirugia. Tras la sutura del peritenddn, se
procedio a la activacion y aplicacion del PRGF. El volumen de 2 mL de PRGF contenido
en el tubo de fraccionamiento correspondiente fue cargado en una jeringa estéril de 2

mL (Jeringa Injekt® 2 mL, BBraun Medical, Barcelona, Espafia). Para la activacion del
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PRGF se emple6 un volumen de 0.1 mL de cloruro de calcio al 10% (50 uL/mL de PRGF),
que se cargd en una jeringuilla de insulina (Jeringa Omnifix® 1 mL, BBraun Medical,
Barcelona, Espafia) con una aguja de 23G (Aguja Sterican® 23G, BBraun Medical,
Barcelona, Espafa) (Figura35). El cloruro de calcio se colocd dentro de la jeringa que
contenia el PRGF, y se agitd suavemente (Figura 36). En ese instante comenzd el
proceso de activacion plaquetaria, y el PRGF empezé a gelificar. La gelificacion del PRGF
conlleva un tiempo variable, que depende fundamentalmente de la temperatura a la
que se encuentre la mezcla. Por ello, si nuestra intencion es realizar una aplicacion de
PRGF activado en su forma liquida, no podemos demorar la inyeccidn tras su activacion,
ya que si el PRGF se gelifica en el interior de la jeringa no sera posible su inyeccion a

través de la aguja.

Figura 35. Presentacion de las jeringas con los 2 mL de PRGF y el volumen de cloruro de
calcio necesario para la activacion plaquetaria.

Figura 36. Introduccion del cloruro de calcio en el interior de la jeringa que contiene el
PRGF. Antes de la inyeccion intratendinosa del PRGF activado es necesario eliminar todo el
aire y burbujas del interior de la jeringa.
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Tras la activacion del PRGF, se procedidé a su inyeccion en los bordes tendinosos
recién reparados, empleando para ello una aguja de calibre 23G. Esta primera aplicacion
intraoperatoria del PRGF se realizd mediante inspeccion directa, de modo que el
cirujano infiltré un volumen de un mililitro en cada uno de los bordes tendinosos
previamente suturados. La infiltracion intratendinosa se realizé pinchando el tendén y
depositando una pequefia cantidad de PRGF; a continuacion, se redirigia la aguja en el
interior del tenddn y se colocaba de nuevo otra pequefia cantidad de PRGF; asi
sucesivamente hasta conseguir infiltrar todo el borde tendinoso (Figura 37). Una vez

terminada la infiltracion se procedia al cierre del plano subcutaneo y piel.

Figura 37. Aplicacion intraquiridrgica del PRGF realizada tras la sutura del peritendon. Los
dos bordes tendinosos recién suturados se infiltran empleando una aguja de 23G.

En los tendones constituyentes del grupo placebo, las aplicaciones se realizaron en
forma y volimenes similares, en esta ocasién con Suero Salino Fisiolégico (NaCl 0.9%®;

BBraunVetCare, Barcelona, Espafa).

Aplicaciones del PRGF durante el periodo postoperatorio

Durante el periodo postoperatorio se llevaron a cabo tres aplicaciones de PRGF, con
periodicidad semanal, del mismo modo que en el trabajo publicado previamente por
Anitua y colaboradores (Anitua et a/, 2006b), y por Fernandez y colaboradores (2013).
Estas aplicaciones postoperatorias de PRGF consistieron en la inyeccion intratendinosa

de PRGF activado en forma liquida y bajo control ecografico.

Los animales fueron sedados y correctamente inmovilizados para realizar las
aplicaciones postoperatorias del PRGF. La sedacién se consiguid tras la inyeccion

Diego Lépez Ndjera 151



Material y Métodos

intravenosa de 0.02 mg/kg de xilacina (Xilagesic 2%® 20 mg/ml, Laboratorios Calier,
Barcelona, Espafia). Antes de sedar al animal se realizaba la extraccion de 4 tubos de
sangre, y se aislaban 2 mL de PRGF, siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente. La zona que recubria el tenddn de Aquiles fue rasurada y limpiada con
clorhexidina jabonosa (Desinclor® Solucién jabonosa, Grupo AGB, Madrid, Espafia). Tras
retirar gran parte de la materia organica, la piel era preparada con las adecuadas
medidas de asepsia para llevar a cabo la inyeccién intratendinosa. Para ello, la piel se
limpié usando gasas impregnadas en clorhexidina (Desinclor® Solucién antiséptica,
Grupo AGB, Madrid, Espafa). El tendon de Aquiles se examind ecograficamente y se
localizé la zona de la reparacién quirdrgica. Seguidamente, se activé el PRGF con el
cloruro de calcio y se inyecté de manera ecoguiada, depositando la dosis de PRGF justo
en la zona de la lesion tendinosa, donde previamente se habia realizado la lesidn. Las
infiltraciones intratendinosas se realizaron usando una aguja de 23G. Se atravesaba la
piel hasta llegar al tendon y se depositaba una pequefia cantidad de PRGF. A
continuacion, siempre bajo guia ecografica, se redirigia la aguja y se depositaba
nuevamente PRGF, repitiendo el procedimiento hasta infiltrar toda la zona de lesion con
los 2 mL de PRGF. Nunca transcurrié mas de una hora entre la extraccion de la sangre y
la aplicacion del PRGF. Con el objetivo de minimizar la variabilidad entre tratamientos
debida al efecto del operador, todas las aplicaciones ecoguiadas de PRGF fueron

realizadas por el mismo investigador, siguiendo la misma metodologia de trabajo.

Al igual que en la inyeccion quirdrgica, los animales del grupo placebo fueron
infiltrados semanalmente siguiendo la misma metodologia pero con Suero Salino

Fisiologico.

Examenes fisicos durante el periodo de estudio

Los examenes generales y ortopédicos de los animales se llevaron a cabo todas las
semanas durante el periodo postoperatorio, realizados siempre por el mismo
investigador. El objetivo era evaluar el estado de salud de los animales para detectar
posibles procesos sistémicos que pudiesen estar asociados con algun tipo de
enfermedad sistémica o infeccion local. Para ello, se comprobaron las constantes vitales
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de los animales (frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura corporal,
estado de carnes, tiempo de rellenado capilar, estado de hidratacion, auscultacién
toracica y abdominal), se evalud el aspecto general del animal, presencia o no de apatia,
anorexia o signos clinicos de dolor. Cualquier anomalia en el estado de salud general de
los animales quedaba registrada en su historial de seguimiento, y en caso de
devaluacion del estado de salud del paciente superior a un 10%, éste quedaria fuera del
estudio. En estos examenes fisicos también se evalu6 el proceso de cicatrizacion de la
herida quirdrgica y de los orificios de las agujas del fijador externo (signos de infeccion,
seroma, exudado, dehiscencia de las suturas, sangrado). De igual modo, el T-TAESF
también era inspeccionado semanalmente para comprobar su integridad y buen
funcionamiento. Toda complicacion relacionada con el procedimiento quirirgico, con
las inyecciones intra-tendinosas de PRGF o con el T-TAESF quedaba registrada en el

historial de seguimiento.

Obtencion y procesado de las muestras

Los animales fueron sacrificados a las 2, 4 u 8 semanas de la cirugia, dependiendo del
grupo al que perteneciesen. La eutanasia se realizé de manera humanitaria, siguiendo la
normativa vigente sobre proteccidn de los animales de experimentacion en Europa, que
indica que la eutanasia en ovejas de experimentacion debe llevarse a cabo con los
animales correctamente inmovilizados y/o sedados, para minimizar el estrés y la
ansiedad, y el proceso pueda realizarse mientras el animal permanece tranquilo (Close
et al, 1996). Una vez los animales fueron sedados con xilacina, 0.02 mg/kg IV (Xilagesic
2%® 20 mg/mL, Laboratorios Calier, Barcelona, Espafia), se procedié a la eutanasia
mediante la inyeccion intravenosa de 15 mL de un agente eutanasico comercial
(Embutramida, Mebezonio ioduro, Tetracaina clorhidratoT-61%; Intervet, Madrid,

Espana).

Tras la eutanasia de los animales, se extrajeron los T-TAESF y los tendones de Aquiles,
tanto el tendon operado como el contra-lateral, que fue empleado como control
normal. La extraccion de los tendones se realiz6 mediante un corte con bisturi en la
zona dorsal de la piel que recubre el tenddn. A continuacion, se diseco el tejido
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subcutaneo que rodeaba al tenddn, desde su insercion en el calcaneo hasta su union
musculo-tendinosa (Figura 38). El hueso calcaneo se cortdé con ayuda de una sierra
oscilante a nivel de la insercién del tendén de Aquiles. Se realizd6 un nuevo corte
proximalmente a nivel de la unién musculo-tendinosa. De modo que se logré una
extraccion en bloque de los tendones de Aquiles (Figura 39). Acto seguido, los tendones
se prepararon para el posterior envio al Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV) para

su estudio biomecanico.

Figura 38. Diseccion del tendon de Aquiles  Figura 39. Ambos tendones, el sano y el
tras la eutanasia. intervenido.

Todos los tendones, de forma individual, se envolvieron en gasas empapadas con
suero fisiologico, y se introdujeron en bolsas de plastico con su numero de
identificacion, especificando si era un tenddn seccionado o un tendén no operado
(Figura 40). Posteriormente cada pareja de tendones, correspondientes a un animal, se

colocaron en una bolsa con auto cierre codificada con el cédigo del animal.
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Figura 40. Empaquetado de las muestras.

Una vez empaquetadas las muestras se congelaron a una temperatura de -20°C y se

mantuvieron a esa temperatura hasta el momento de su envio.

Las muestras se enviaron en un contenedor isotermo de porexpancon Hielo seco (CO;
sélido, 60 Kg, Abelld Linde S.A. Regién sur), de modo que se garantizaba durante todo
el tiempo la congelacion de las muestras. Todas las bolsas llegaron en perfectas
condiciones de congelacion al Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV), donde se

conservaron a -80°C hasta el momento del ensayo.

Estudio biomecanico

El objetivo del presente experimento fue el estudio del efecto de la adicion de plasma
rico en factores de crecimiento (PRGF o PRFC) en el proceso de reparacion de tejido

tendinoso.

El método de evaluacion seleccionado para la determinaciéon del grado de reparacion
obtenido en los diferentes grupos de estudio fue el analisis biomecanico de las

caracteristicas mecanicas del tejido tendinoso reparado.

El disefio de experiencias utilizado contemplé tres periodos de estudio 2, 4 y 8
semanas de evolucién, y dos grupos de tratamiento, grupo placebo (SSF) y grupo PRGF.
En la Tabla 4 se detallan los grupos de estudios, el nUmero de animales por grupo y los

tendones incluidos en cada grupo de estudio.
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Tabla 4. Diseiio de experiencias utilizado en el estudio.

TENDONES CONTROL 5 5 5
SANOS CONTROL 5 5 5
PRGF 5 5 5

TENDONES

TRATADOS
SSF 5 5 5

TENDONES
20 20 20

TOTALES

PRGF: Plasma Rico en Factores e Crecimiento. SSF: Suero Salino Fisiologico.

Tal y como se ha descrito en la Tabla 4, contamos en total con 60 tendones de oveja
incluidos dentro del estudio. Ademas de ello se incluyeron otros cuatro tendones
adicionales para realizar la puesta a punto del método de ensayo. De modo que el

listado final de tendones quedo de la manera siguiente:

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 2
semanas y tratamiento placebo.

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 4
semanas y tratamiento placebo.

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 8
semanas y tratamiento placebo.

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 2
semanas y tratamiento PRGF.

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 4
semanas y tratamiento PRGF.

. 5 parejas de tendones correspondientes a 5 ovejas del periodo de 8

semanas y tratamiento PRGF.
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* 4 tendones de prueba para la puesta a punto del ensayo mecanico,
(Tendones de Aquiles de oveja sanos, procedentes de ovejas excedentes de

otros estudios).

Estas muestras se mantuvieron congeladas durante el tiempo previo a su ensayo

biomecanico a una temperatura de -80°C.

Ensayo de caracterizacion mecdnica del tejido tendinoso

Para la caracterizacion y evaluacion del tejido tendinoso sano y del tejido tendinoso
en reparacion, se selecciond la evaluacién biomecanica de los tendones del estudio
mediante ensayos de traccion mecanica en maquina universal de ensayos (Wren et al,
2001, Huang et al, 2004, Huffard et a/, 2008; Virchenco et al, 2008; Song et al, 2010,
Brodie et a/, 2011, Oliveira et a/, 2011).

Dada la elevada resistencia mecanica del tejido tendinoso, y mas en concreto del
tejido tendinoso del tenddn de Aquiles de oveja, fue necesario utilizar una metodologia

de ensayo que permitiera garantizar:

. El no deslizamiento de la muestra en las mordazas de ensayo.
. La determinacién de la resistencia a traccion en la zona de interés.
. La integridad de los tejidos adyacentes a la zona de interés con el objetivo

de no comprometer dicha zona de interés.

Gracias al suministro de tendones de Aquiles de oveja sanos, procedentes de ovejas
excedentes de otros estudios, se realizaron pruebas de ensayo con el objetivo de
determinar la metodologia mas adecuada para el ensayo de dichos tendones. En estas
pruebas de ensayo se detectaron dos limitaciones que condicionaron la metodologia de
realizacion de los ensayos mecanicos. Por una parte las complicaciones al utilizar las

estructuras Oseas y por otra el deslizamiento de tejido.

Dada la necesidad de garantizar la evaluacion mecanica de la zona de interés, zona

de la tenotomia situada en el centro de la sutura realizada durante la cirugia, se decidié
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eliminar el calcaneo de cada una de las muestras previamente al ensayo. De este modo

el agarre de las mordazas se realizaria de manera directa al propio tendén.

Introduccion de una nueva metodologia de ensayo

Tras una revision de la bibliografia reciente, relacionada con el ensayo mecanico de
tendones de oveja, se optd por la solucion descrita por Baums y colaboradores en el
2008. En este articulo, los autores describen el uso de unas mordazas especiales que
denominan “criomandibulas” (cryojaws en el articulo original). Este sistema de anclaje se
basa en el uso combinado de mordazas metalicas, con una superficie de agarre de
perfiles bajos, en combinacion con el uso de bajas temperaturas (Baums et a/ 2008;
Bowser et a/ 2011). El objetivo de este método es aumentar el agarre de las mordazas al
tejido blando mediante congelacion de todo el sistema. De este modo, con un apriete
reducido se consiguen fijaciones de tejidos blandos mas eficientes con aprietes entre
mordazas mucho menores, reduciendo los riesgos de deslizamiento o fracaso por un

apriete excesivo.

En la Figura 41 podemos observar las mordazas fabricadas expresamente para la

realizacién de este estudio.

Superficie estriada

(rebajes de 3 mm)

Deposito para liquido

de congelacion

Figura 41. Fotografia de las mor.Jazas denominadas “cryojaws”.

El uso de estas mordazas de sujecién se basa en el apriete conseguido mediante
acoplamiento con tornillos de los dos componentes de las mordazas y el efecto de la

congelacion.
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Se selecciond el uso de acetona (grado laboratorio) junto con hielo seco (CO; sélido),
método que permite alcanzar temperaturas de hasta -70°C aproximadamente. La
congelaciéon fue progresiva al ir adicionando progresivamente trozos de hielo seco al
recipiente contenedor de la acetona. Asi se garantizé la no congelacion del tejido de
ensayo permitiendo la obtencion de valores reales de propiedades mecanicas. Durante
el proceso de adicién de hielo seco se control6 la no congelacién de la zona de ensayo

mediante la utilizacion de un termémetro laser (SKF® modelo TKTL20)

Preparacion de las muestras para ensayo

Las muestras de tendones fueron descongeladas durante el dia anterior al ensayo y

colocadas en una nevera de +5°C.

Previamente a la realizacién del ensayo, se eliminé la sutura utilizada durante la fase
de reparacién y se marcaron las posiciones limites de colocacion de las mordazas. Estos
limites se establecieron midiendo, desde el punto de la cicatriz, 1,5 cm. por cado lado.
Al dejar 1,5 cm. desde la mordaza al punto de cicatrizacion, es decir, 3 cm. de mordaza a

mordaza, nos aseguramos que los ensayos se centraran en la zona deseada.

Tal y como se ha citado anteriormente, con objeto de facilitar el agarre de las
mordazas sobre las muestras de ensayo, se elimind la estructura 6sea de las mismas con
la ayuda de un bisturi. Ademas de ello, dada la gran cantidad de masa muscular en la
zona proximal de las muestras, se procedio a eliminar parte de esa masa muscular para

mejorar el agarre sobre este tejido.

Una vez preparada la muestra, se coloco entre las mordazas superiores e inferiores y
fue fijada mediante apriete con tornillos de manera simultanea en ambas mordazas.
Para evitar el contacto directo del tejido blando con las mordazas metalicas, se
colocaron gasas quirurgicas y cuadros de bayeta de algoddn entre las superficies de las
mordazas y el tejido a sujetar. De este modo se evitd la posible concentracién de
tensiones en los bordes de los rebajes de la superficie estriada de la mordaza para evitar
posibles roturas del tendon en la zona de empotramiento. De modo adicional, para
evitar el citado efecto negativo de los rebajes, se colocaron unas gasas permeables para

evitar la rotura de la muestra.
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En la Figura 42 se muestra una imagen con el tendon preparado y la disposicion final

del mismo en el interior de la mordaza.

Figura 42. Disposicion final de los tendones en las mordazas de ensayo.

Metodologia del ensayo

Una vez preparadas las muestras en sus correspondientes mordazas, se colocaron en
la maquina universal de ensayos para proceder a realizar la traccion de las mismas

(Figura 43).

Figura 43. Montaje final de las mordazas en la maquina de ensayos y resultado final tras el
ensayo.

A continuacion, en la Tabla 5 se resumen las condiciones de ensayo.
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Tabla 5. Condiciones del ensayo de traccion de tendones.

CONDICIONES DE ENSAYO

VELOCIDAD DEL ENSAYO 0,4 MM/S

DISTANCIA ENTRE MORDAZAS el 111

Una vez finalizado en ensayo, es decir, cuando se produjo la rotura del tendon (Figura
43), se desmontaron las mordazas y se guardaron los tendones por si fuera necesario

realizar una revision posterior de los mismos.

Variables de estudio

Se seleccionaron tres variables para el estudio del efecto de la adicion de PRGF en el

proceso de reparacion de tenotomias en tendones de Aquiles de oveja:

»  Relacion de fuerzas entre tendén operado y tendon sano.
»  Relacion de secciones entre tenddn operado y tenddn sano.

»  Relacion de tensiones entre tendon operado y tenddn sano.

Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendéon sano

Es la relacidén en porcentaje (%) entre la fuerza de rotura observada para el tendén
operado frente a la fuerza de rotura observada para el tendén contralateral sano. En la

Formula 1 se detalla el calculo de dicha variable.

Férmula 1. Calculo de la variable Relacion de fuerzas entre tendén operado y tendén

sano.

Fo‘perado

Relacién de fuerzas entre tendén operado y tendén sano (%) = X 100

SAanog

Dénde:

. Foperado es la fuerza maxima de rotura obtenida para cada uno de los

tendones operados que se registra en Newtons (N). Esta fuerza se obtiene
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directamente de las curvas Fuerza-desplazamiento registradas durante el
ensayo mecanico de dichos tendones.

. Fsano es la fuerza maxima de rotura obtenida para cada uno de los
tendones sanos y al igual que la anterior se registra en Newtons. Esta
fuerza se obtiene directamente de las curvas Fuerza-desplazamiento

registradas durante el ensayo mecanico de dichos tendones.

Relacion de secciones entre tendon operado y tenddn sano

Es la relacion en porcentaje (%) entre la seccién medida para el tendon operado
frente a la seccion medida para el tendén contralateral sano. En la Férmula 2 se detalla

el célculo de dicha variable.

Férmula 2. Cdlculo de la variable Relacion de secciones entre tendén operado y

tendon sano.

Soperado

Relaciéon de secciones entre tendén operado y tendon sano (%) = X 100

SAro

Dénde:

" Soperado es |la secciéon medida para cada uno de los tendones operados.
Se registra en milimetros cuadrados (mm?).
* Ssano es la seccion medida para cada uno de los tendones sanos. Se

registra en milimetros cuadrados (mm?).

Relacion de tensiones entre tendén operado y tendon sano

Es la relacion en porcentaje (%) entre la tensién de rotura calculada para el tendén

operado frente a la tension de rotura calculada para el tendon contralateral sano.

Foérmula 3. Cdlculo de la variable Relacion de tensiones entre tendén operado y

tendon sano.

Topemdo

Relacién de tensiones entre tenddn operado y tendén sano (%) = x 100

sarno
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Dénde:

. Toperado es la tensibn maxima de rotura obtenida para cada uno de los
tendones operados medida en megapascales (MPa). Esta tension se calcula
dividiendo la fuerza maxima de rotura, registrada durante el ensayo

mecanico, entre la seccién de la zona de tenddn ensayado.

T __F' operado
operado — S

operado

" Tsano es la tension maxima de rotura obtenida para cada uno de los
tendones contralaterales medida en mega pascales (MPa). Esta tension se
calcula dividiendo la fuerza maxima de rotura, registrada durante el ensayo

mecanico, entre la seccién de la zona de tenddn ensayado.

. F sano

Tsano - &

sano

El uso de variables basadas en relaciones, permite eliminar el efecto que pudiera

tener en los resultados la variabilidad entre animales de experimentacion.

La introducciéon de la variable tension marca una diferencia con la mayoria de
estudios que se centran solo en la variable fuerza, no pudiendo valorar la calidad real

del tejido de cicatrizacion.

Estudio estadistico

El estudio estadistico de los resultados se basé en el analisis comparativo de los
resultados obtenidos para las variables anteriormente descritas de cada uno de los

grupos de estudio considerados en esta tesis doctoral.

Dentro de este analisis comparativo se tuvieron en cuenta los dos factores principales
que pueden afectar al proceso de reparacion del tejido tendinoso, el tiempo vy el

tratamiento.
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Estudio del efecto del factor tiempo en el proceso de reparacion del tejido

tendinoso

Para el estudio de la influencia del factor Tiempo en el proceso de reparacion de los
tendones, se llevo a cabo un estudio comparativo entre la regeneracién obtenida para
cada uno de los dos tratamientos utilizados en el disefio de experiencias (grupo PCB y
grupo PRGF) a partir de los valores obtenidos para las variables consideradas en el

estudio.

Gracias a esta comparacién se pudo evaluar el modo en el que el tiempo de

evolucion influye en cada uno de los dos tratamientos utilizados.

Estudio del efecto del factor tratamiento en el proceso de reparacion del

tejido tendinoso

Al contrario que en el caso anterior, el objetivo era comparar los valores obtenidos
para las variables de estudio con cada uno de los dos tratamientos en cada uno de los
tres periodos de estudio. De este modo se pudieron comparar los resultados obtenidos

para cada uno de los dos tratamientos en el periodo de 2, 4, y 8 semanas de estudio.

Herramientas estadisticas

Todas las herramientas estadisticas empleadas en el analisis de resultados del
presente trabajo se encuentran implementadas en el software libre Deducer (Interfaz

grafico para la consola JGR basada en R).

El analisis de los resultados se baso en la realizacion de una comparacion de los
valores medios obtenidos para la variable relacion tendon operado y tenddn sano en
cada uno de los grupos de estudio. El objetivo era encontrar diferencias
estadisticamente significativas de dichas medias debidas al uso de PRGF durante las
fases iniciales del proceso de reparacion de tenotomias en tendones de Aquiles de

oveja.

El método seleccionado para realizar dichas comparaciones fue el test de ANOVA, o

test de analisis de varianzas. Este test estadistico permite comparar simultaneamente
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varias medias muestrales a partir de la comparacion de las varianzas de dichas medias
muestrales. Para garantizar una correcta aplicacion del mismo, deben de cumplirse las

siguientes tres condiciones:

* Independencia de los datos. Cada serie de datos debe ser independiente
de las demaés, esto es, los datos de una serie no deben estar
correlacionados con los de otra.

. Normalidad. La distribucion interna de cada una de las series de datos
debe ser normal o tender a la normalidad.

. Homogeneidad. No deben existir diferencias estadisticamente

significativas entre las varianzas de las medias a comparar.

Dado el tipo de estudio y las variables de interés consideradas, la primera condicién
para la aplicacion del test de analisis de varianza ANOVA se cumplia, por lo que como
requisito previo a la aplicacién del test ANOVA se comprobo tanto la normalidad de los
datos de cada grupo de estudio como la homogeneidad de varianzas de las medias a
comparar. El método seleccionado para la comprobacion de la normalidad de los datos
fue el test de normalidad de Saphiro-Wilk, mientras que para comprobacién de la

homogeneidad de varianzas se selecciono el test estadistico de Levene.

En el caso de que alguna de estas premisas no se cumpliesen, se procedi¢ a la
realizacion de los test de analisis de comparacién de medias no paramétrico de
Kruskal-Wallis o el test de Grubbs. Para todos los casos se consideraron diferencias

estadisticamente significativas para una p<0,05.
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Valoracion Biomecanica del Efecto de la Aplicacién
del Plasma Rico en Plaquetas en la Reparacion de una
Lesion Estandar del Tendon Calcaneo Comun en Ovejas.

Estudio Experimental.






Resultados

Resultados

A continuacion se relacionan los datos obtenidos durante la fase experimental en los
diferentes protocolos, recogidos en tablas y figuras. Todos los resultados se expresan
como la media para todas las variables estudiadas. En todos ellos se ha tomado como

diferencias estadisticamente significativas si p<0,05.

Para una mejor exposicion de los datos obtenidos en la presente investigacion, el

apartado de resultados se ha dividido en los siguientes puntos:

*  Metodologia para la evaluacion biomecanica.

. Hallazgos clinicos durante el modelo de rotura del tendon.
o Evolucion del peso.
o Evaluacion del grado de cojera.
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Hallazgos biomecanicos durante el modelo de rotura de tenddn.

o Estudio descriptivo de las variables.

Estudio estadistico de la variable relacion de fuerzas entre tendén operado
y tendon sano.
o Estudio Factor Tratamiento.

o Estudio Factor Tiempo.

Estudio estadistico de la variable relacion de secciones entre tenddn
operado y tendon sano.
o Estudio Factor Tratamiento.

o Estudio Factor Tiempo.

Estudio estadistico de la variable relacion de tensiones entre tenddn
operado y tendon sano.
o Estudio Factor Tratamiento.

o Estudio Factor Tiempo.

Metodologia para la evaluacion biomecanica

El sistema de anclaje diseflado para este estudio que estd basado en el uso
combinado de mordazas metalicas, con una superficie de agarre de perfiles bajos, en
combinacion con el uso de bajas temperaturas, ha dado buenos resultados. El objetivo
de estas mordazas era aumentar el agarre al tejido blando mediante congelacion de
todo el sistema. Con un apriete reducido se consiguieron excelentes fijaciones de los

tendones y no se produjeron deslizamientos ni fracasos.

La seleccion de acetona (grado laboratorio) junto con hielo seco (CO, solido) para
congelar el sistema de agarre permitid alcanzar temperaturas de hasta -70°C
aproximadamente, siendo la manipulacion de los distintos componentes facil y segura
para el personal. La congelacion se consiguid adicionando progresivamente trozos de
hielo seco al recipiente contenedor de la acetona y resultd ser muy efectiva. La
congelacion del sistema mordaza-tejido blando fue progresiva. Tal y como se ha citado
anteriormente, el uso de acetona con hielo seco permitié una congelacion progresiva y

controlada del sistema mordaza-tejido blando, garantizando la no congelacion del
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tejido de ensayo y permitiendo la obtencion de valores reales de las propiedades

mecanicas del mismo.

Hallazgos clinicos durante el modelo de rotura del tendon

En este trabajo de tesis doctoral se utilizaron 30 ovejas adultas cruce de raza Merina y
no hubo ninguna complicacion a lo largo de todo el proceso quirlrgico vy
postoperatorio. Durante el estudio no tuvo que ser descartado ningun animal, por lo
que todas las ovejas llegaron al momento de la eutanasia, en total 30 animales que

sumaron un total de 60 tendones.

Durante el procedimiento quirtrgico no surgié ninguna dificultad de importancia. La
duraciéon media de la cirugia fue de 51 + 12 minutos, siempre realizada por el mismo

equipo quirurgico.

El sistema de fijacién externa (T-TAESF) permanecié integro durante todo el periodo
postoperatorio, y evitd que el tenddn de Aquiles soportara macro-movimientos cuando
el animal apoyaba peso en la extremidad operada. El T-TAESF fue tolerado bien por los
animales que no manifestaron cambios destacables en su conducta ni signos visibles de

incomodidad o malestar.

En el periodo postoperatorio el proceso de cicatrizacion de la herida quirdrgica
estuvo dentro de la normalidad, y se retiraron los puntos de sutura en todos los

animales a los diez dias, sin complicaciones.

En 8 animales (28,6%) se reportaron secreciones serosas en los puntos de entrada de
algunas agujas del T-TAESF. Esto fue considerado como una complicacion menor que se
resolvié en todos los casos con la limpieza de la herida con clorhexidina (Desinclor®
Solucion antiséptica, Grupo AGB, Madrid, Espafa) durante varios dias y la
administracién de otra dosis de antibidtico de amplio espectro y accion prolongada
(bencilpenicilina 15000 IU/kg IM junto con dihidroestreptomicina 15 mg/kg IM)

(Shotapen® LA; Virbac Salud Animal, Barcelona, Espafia).

Los examenes fisicos semanales evidenciaron un buen estado de salud general y no
se detectaron episodios de fiebre, anorexia, apatia, o cualquier otro signo clinico que
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pudiese revelar la presencia de una enfermedad sistémica. Durante todo el periodo de
estudio la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria, la temperatura corporal, el
tiempo de rellenado capilar, el estado de hidratacién, y la auscultacion toracica y
abdominal, se mantuvieron dentro de los valores normales para esta especie en todos

los animales.

Evolucion del peso

El peso de los animales al comienzo del estudio fue 54.15 + 6.91 kg. El peso de los
animales al final del estudio fue 52.35 + 5.88 kg. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en el peso de los animales de los diferentes grupos ni al
comienzo del estudio ni al final del mismo. La pérdida de peso observada no resulté ser

estadisticamente significativa en ninguno de los grupos de estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla de los pesos de los animales al principio y al final del estudio (kg).

2 SEMANAS GRUPO SALINO GRUPO PRGF P

)\ (@lerp] B2y iis)(ef 52,50 + 10.75 54.10 £1.76 0.67

SOV AR ARl (el  50.50 + 8.95 51.50 + 2.57 0.73

0.30 0.03

4 SEMANAS GRUPO SALINO GRUPO PRGF P

)\ (@lerp] B2y Uis)(e) 53.60 + 11.76 55.20 £ 2.77 0.78

SOV ARl (el 51.60 + 9.96  52.60 + 3.58 0.84

0.41 0.14

8 SEMANAS GRUPO SALINO GRUPO PRGF P

)\ (@leorp] a2y iiin)(ef 52,60 + 7.63  55.20 £ 4.09 0.52
SOV B SRl (e 51.40 + 5.32  53.80 + 4.38 0.46

0.37 0.06
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Evaluacion del grado de cojera

Durante los examenes ortopédicos semanales se evalué el grado de cojera de los
animales. El grado de cojera fue evaluado usando una escala de valoracion semi-
cuantitativa con valores que iban desde 5 (sin cojera evidente) a 0 (maximo grado de
cojera). Tras la cirugia, todos los animales manifestaron una cojera evidente, sin que se
observasen diferencias estadisticamente significativas entre los animales tratados con
PRGF vy aquellos infiltrados con solucion salina en ninguno de los examenes
postoperatorios semanales (Tabla 7). Tanto en el grupo de animales tratados con
solucion salina como en aquellos tratados con PRGF se observd un grado de cojera
evidente en la primera semana tras la cirugia. En todos los grupos de estudio se observé
una mejoria significativa en el grado de cojera a la 32 y 42 semana en comparacién con
la cojera existente a la primera semana tras la cirugia, pero el grado de cojera volvié a
empeorar en las semanas subsiguientes, alcanzandose el peor grado de cojera al final

del estudio (82 semana) en los tres grupos experimentales.

Tabla 7. Tabla comparativa del grado de cojera (AAEP lameness scale) a lo largo del
periodo de estudio.

5.00 + 0.00 5.00 + 0.00 1.00

0.60 + 0.52 0.60 + 0.52 1.00
1.00 = 0.47 1.10 + 0.57 0.67
2.40 + 1.07 1.80 £ 0.79 0.17
42 SEMANA 2.20 + 0.92 1.60 + 0.70 0.12
1.00 = 1.00 2.00 + 0.71 0.10
62 SEMANA 1.60 + 0.89 0.80 + 0.84 0.18
72 SEMANA 0.80 + 0.84 0.80 £ 0.84 1.00
82 SEMANA 0.40 + 0.55 0.20 + 0.45 0.54
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Hallazgos biomecanicos durante el modelo de rotura de tendén

Estudio descriptivo de las variables

A continuacion, en la Tabla 8, se recogen los valores obtenidos para las variables
parciales observadas; Fuerza maxima de rotura y Seccion del tenddn, asi como las
variables calculadas; Relacién de fuerzas entre tendén operado y tenddn sano, Relacion
de secciones entre tendon operado y tenddn sano y Relacion de tensiones entre tendén

operado y tendon sano.

A partir de estos datos, se llevé a cabo el analisis estadistico anteriormente descrito
en el apartado de material y métodos. El estudio del factor Tiempo y del factor
Tratamiento se realiz para cada una de las tres variables principales del estudio. Como
ya hemos comentado con anterioridad, en todos ellos se ha tomado como diferencias

estadisticamente significativas si p<0,05.

Tabla 8. Relacion de datos obtenidos en los ensayos

TENDON | PERIODO Fmax |SECCION | TENSION R. R.
(L ELED) (L) (mmz) (MPa) |Tensiones Secciones

5860 Control 7318,12 75,145 97,387 = = =

=
N

=
o
N

5860

PCB 178,964 143,750 1,245 1,278 2,445 191,297

S 2 Control 6860,35 55,250 124,169 - - -

(o] 2 PCB 390,628 102,080 3,827 3,082 5,694 184,760

Control 7110,60 48,450 146,762 = = =

(o] 2 PCB 209,390 105,000 1,994 1,359 2,945 216,718

20371 S 2 Control 928345 57,510 161,423 = = =

20371 (o] 2 PCB 221,160 143,750 1,539 0,953 2,382 249,957

S 2 Control 7507,32 59,400 126,386 = = =

o 2 PCB 159,450 122,500 1,302 1,030 2,124 206,229

(%]
N
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TENDON | PERIODO Fmax |SECCION | TENSION R. R.
(semanas) (N) (mmz) (MPa) |Tensiones Secciones

S 2 Control 7250,98 55,200 131,358 - - -
(o] 2 PRFC 197,435 77,431 2,550 1,941 2,723 140,273
) 2 Control 8001,71 67,900 117,846 - - -
(o] 2 PRFC 767,370 167,400 4,584 3,890 9,590 246,539
S 2 Control 7464,60 68,200 109,452 - - -
(o) 2 PRFC 209,650 117,000 1,792 1,637 2,809 171,554
. S 2 Control 7073,97 52,500 134,742 - - -
- o 2 PRFC 383,720 172,500 2,224 1,651 5,424 328,571
. S 2 Control 8074,95 57,600 140,190 - - -
- o 2 PRFC 441,690 145600 3,034 2,164 5,470 252,778
S 4 Control 5499,27 52,000 105,755 - - -
(o) 4 PCB 933,84 140,000 6,670 6,307 16,981 269,231
n S 4 Control 4162,60 80,000 52,033 - - -
m (o] 4 PCB 940,64 270,000 3,484 6,696 22,597 337,500
n S 4 Control 4321,28 67,500 64,019 - - -
n o 4 PCB 1227,62 238,000 5,158 8,057 28,409 352,593
157 S 4 Control 8697,51 84,500 102,929 - - -
o 4 PCB 406,38 105,000 3,870 3,760 4,672 124,260
m S 4 Control 8395,49 133,300 62,982 - - -
m (o) 4 PCB 1547,58 396,000 3,908 6,205 18,433 297,074
H S 4 Control 6726,08 80,000 84,076 - - -
n (o) 4 PRFC 639,32 412,500 1,550 1,844 9,505 515,625
ﬂ S 4 Control 5364,99 88,000 60,966 - - -
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TENDON | PERIODO Fmax |SECCION | TENSION R. R.
(semanas) (N) (mmz) (MPa) |Tensiones Secciones

(o] 4 PRFC 792,89 227,500 3,485 5,716 14,779 258,523

S 8
(o] 8

S 4 Control 5480,95 92,000 59,576 - - -

(o] 4 PRFC 1314,75 486,000 2,705 4,540 23,988 528,261

S 4 Control 7617,19 69,000 110,394 - - -

(o] 4 PRFC 1560,65 243,000 6,422 5,817 20,489 352,174

9321 S 4 Control 5334,47 102,000 52,299 - - -

(o] 4 PRFC 1323,03 437,500 3,024 5,782 24,802 428,922

Control 7128,91 68,250 104,453 - - -

PCB 1029,00 256,250 4,016 3,845 14,434 375,458

S 8 Control 8532,71 72,000 118,510 - - -

(o] 8 PCB  1153,56 150,000 7,690 6,489 13,519 208,333

S 8 Control 8773,31 94,500 92,839 - - -

(o] 8 PCB 1380,29 157,500 8,764 9,440 15,733 166,667

S 8 Control 6719,97 73,500 91,428 - - -

(o] 8 PCB 1117,01 181,010 6,171 6,750 16,622 246,272

S 8 Control 2252,20 72,000 31,281 - - -

(o] 8 PCB 110891 200,000 5,545 17,726 49,237 277,778

S 8 Control 6127,93 77,000 79,584 - - -

(o] 8 PRFC 1341,73 262,500 5111 6,422 21,895 340,909

S 8 Control 5450,44 75,000 72,673 - - -

(o] 8 PRFC 1481,68 198,000 7,483 10,297 27,185 264,000

Control 8516,69 78,820 108,052 - - -

(o] 8 PRFC 2637,04 252,000 10,464 9,684 30,963 319,716

(7]
(o]

Diego Lépez Ndjera 176



Resultados

CASO | TENDON | PERIODO Fmax |SECCION | TENSION R. R.
(semanas) (N) (mmz) (MPa) | Tensiones Secciones
B

8 Control 9094,23 66,500 136,755 = = =
H (o] 8 PRFC 1732,81 199,500 8,686 6,352 19,054 300,000
S 8 Control 5108,65 98,000 52,129 - - -

(o] 8 PRFC 1666,15 204,000 8,167 15,667 32,614 208,163
Fmax: Fuerza maxima. O: Operado. S: Sano. PRGF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento. PCB:

Placebo.

En las Tablas 9 a 14 se detalla la comprobacion de normalidad de los datos
correspondientes a cada uno de los grupos de estudio y para cada una de las variables
de estudio seleccionadas.

Tabla 9. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos del
grupo placebo a las 2 semanas.

- GRUPO PLACEBO DEL PERIODO DE 2 SEMANAS
- w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.906 0.463 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
TENSIONES

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.934 0.618 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.951 0.725 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES
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Tabla 10. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos
del grupo PRGF a las 2 semanas.

- GRUPO PRFC DEL PERIODO DE 2 SEMANAS
_ w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS NO SIGUEN UNA DISTRIBUCION
NORMAL. SE UTILIZARA EL TEST NO

RELACION DE PARAMETRICO DE KRUSKAL-WALLIS EN
0.745 0.0269 (<0.05) -
TENSIONES AQUELLAS COMPARACIONES DONDE SE
TENGAN EN CUENTA ESTE GRUPO
EXPERIMENTAL.

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.867 0.2563 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.954 0.7688 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES

Tabla 11. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos
del grupo placebo a las 4 semanas.

- GRUPO PLACEBO DEL PERIODO DE 4 SEMANAS
_ w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.916 0.504 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
TENSIONES

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.953 0.756 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.853 0.206 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES
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Tabla 12. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos
del grupo PRGF a las 4 semanas.

- GRUPO PRFC DEL PERIODO DE 4 SEMANAS
_ w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS NO SIGUEN UNA DISTRIBUCION
NORMAL. SE UTILIZARA EL TEST NO

RELACION DE PARAMETRICO DE KRUSKAL-WALLIS EN
0.744 0.026 (<0.05) -
TENSIONES AQUELLAS COMPARACIONES DONDE SE
TENGAN EN CUENTA ESTE GRUPO
EXPERIMENTAL.

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.912 0.480 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.928 0.582 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES

Tabla 13. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos
del grupo placebo a las 8 semanas.

- GRUPO PLACEBO DEL PERIODO DE 8 SEMANAS
- w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.964 0.804 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
TENSIONES

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.975 0.872 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.919 0.529 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES
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Tabla 14. Resultados del Test de Saphiro-Wilk para el estudio de normalidad de datos
del grupo PRGF a las 8 semanas.

- GRUPO PRFC DEL PERIODO DE 8 SEMANAS
_ w P-VALUE RESULTADO

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.877 0.295 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
TENSIONES

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.934 0.626 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
FUERZAS

LOS DATOS SIGUEN UNA DISTRIBUCION
0.949 0.733 NORMAL, POR LO QUE SE CUMPLE EL
REQUISITO PARA APLICACION DE ANOVA.

RELACION DE
SECCIONES
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Estudio estadistico de la variable relacion de fuerzas entre

tendon operado y tendon sano

En la Figura 44 se presenta el diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable
de estudio Relacion de fuerzas entre tenddn operado y tenddn sano para cada uno de

los tres periodos de estudio teniendo en cuenta los dos tratamientos, PCB y PRGF.
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Figura 44. Diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable de estudio Relacion de
fuerzas entre tendon operado y tendon sano.

En esta figura se observa la presencia de 4 valores anomalos que se distribuyen del

siguiente modo:

" Valor anémalo correspondiente al grupo de estudio PCB del periodo de 2
Semanas (oveja 58556).

" Valor andbmalo correspondiente al grupo de estudio PRGF del periodo de 2
Semanas (oveja 18740).

»  Valor anémalo correspondiente al grupo de estudio PCB del periodo de 4
Semanas (oveja 157).

" Valor anémalo correspondiente al grupo de estudio PCB del periodo de 8

Semanas (oveja 9352).

Dado que la presencia de estos posibles valores andmalos puede afectar al estudio
estadistico, se aplica el test de la Q de Dixon con el objetivo de comprobar la
posibilidad de eliminacion de dichos valores de la serie de datos. En la Tabla 15 se
resume el resultado obtenido para el test de la Q de Dixon en cada uno de los valores

analizados.
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En funcién de los resultados obtenidos en el test de la Q de Dixon se procedié a
eliminar dos muestras en las que se detectaron valores andmalos del conjunto de datos

utilizados en el presente estudio.

Tabla 15. Test de Q de Dixon realizado a los posibles valores anémalos detectados en el
diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas entre
tendon operado y tendén sano.

VALOR | VALOR DE p- RESULTADO ACCION
Q VALOR

PERIODO 2 SEMANAS DATO: ANOMALO
5693% 0,770 002318 P <005
TRATAMIENTO PCB SE ELIMINA
PERIODO 2 SEMANAS DATO: OUTLIER
9,590 % 0,6 0,436 P> 0,05
TRATAMIENTO PRFC NO ELIMINABLE
PERIODO 4 SEMANAS DATO: OUTLIER
4672% 0519 02629 P >0,05
TRATAMIENTO PCB NO ELIMINABLE
PERIODO 8 SEMANAS JFTPEY] DATO: ANOMALO
. 09131 22  P<0,05
TRATAMIENTO PCB % SE ELIMINA

El nuevo diagrama resultante tras la eliminacion de los tendones anémalos es el que

se presenta en la Figura 45.
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»
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2
1
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10,00 °
- 2
-

2 SEMIANAS 4 SEMIANAS 8 SEM'ANAS
PERIODO

RELACION FUERZAS TENDON OPERADO/SANO (%)

Figura 45. Diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable de estudio Relacion de
fuerzas entre tendon operado y tendon sano tras la eliminacion de los valores anomalos.
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Los resultados descriptivos obtenidos para la variable Relacién de fuerzas entre

tenddn operado y tenddn sano se detallan en la Tabla 16.

Tabla 16. Tabla de resultados descriptivos correspondiente a la variable de estudio
Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendén sano.

VALOR MINIMO | VALOR MAXIMO | MEDIA

PERIODO

(semanas)

PCB 4 2,12 2,94 2,47 0,343
PRGF 5 2,72 9,59 5,20 2,795
PCB 5 4,672 28,409 18,219 8,776
PRGF 5 9,505 24,801 18,712 6,487
PCB 4 13,519 16,622 15,077 1,373
PRGF 5 19,054 32,614 26,342 5,794

PRGF: Plasma Rico en Factores de Crecimiento. PCB: Placebo

Estudio del factor tratamiento

Periodo de 2 Semanas

En la Figura 46 se muestra el diagrama de cajas obtenido para la variable Relacion de
fuerzas entre tendon operado y tendon sano en el periodo de estudio de 2 Semanas. En
este podemos observar, a priori, posibles diferencias entre las medias obtenidas para la
variable Relacion de fuerzas entre tendon operado y tenddn sano en el periodo de 2

Semanas.
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Figura 46. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 2 Semanas.

Previo a realizar el analisis comparativo mediante el test de ANOVA, tal y como se
describe en el apartado de material y métodos, se comprobo la homogeneidad de las
varianzas de las medias obtenidas para la variable Relacion de fuerzas entre tendodn
operado y tenddn sano para los grupos de estudio en el periodo de 2 Semanas. El test
de Levene confirmo la homogeneidad de las varianzas (Tabla 17, p=0,1136), por lo que

la aplicacion del test estadistico de ANOVA puede realizarse.

En la Tabla 17 se presenta el resultado obtenido para el test de comparacion de
medias ANOVA. Como puede comprobarse, el test da como resultado un valor de
significacion mayor a la significacion critica (p=0,0971), por lo que se puede decir que
no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre el valor medio
obtenido para la variable Relacién de fuerzas entre tendén operado y tenddn sano en
los tendones correspondientes al grupo PCB (2,47+0,343%) y los correspondientes al

grupo PRGF (5,20+2,795) en el periodo de estudio de 2 Semanas.
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Tabla 17. Resultados obtenidos en los test de Levene y ANOVA para la Relacién de
fuerzas entre tendon operado y tendén sano en el periodo de estudio de 2 Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S ps)gpeels)a B4740d GL1 GL2 SIGNIFICACION
0,1136
TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 7 0,0971

Periodo de 4 Semanas

En la Figura 47 se presenta el diagrama de cajas correspondiente a la variable de
estudio Relacion de fuerzas entre tenddn operado y tenddn sano para los tratamientos
PCB y PRGF en el periodo de estudio de 4 Semanas. A priori, no se observan posibles

diferencias entre las medias de ambos grupos de estudio.

Mediante la realizacion del correspondiente test de Levene, se confirma la
homogeneidad de las varianzas de ambos grupos de estudio (Tabla 18, p=0,767), tras lo
cual se aplicd el test ANOVA para corroborar la no existencia de diferencias entre las
medias de ambos grupos de estudio. Tal y como puede comprobarse en la Tabla 18, el
valor de la significacién (p= 0,922) es superior a la significacién minima, por lo que el
test no detecta diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios
obtenidos para la variable Relacién de fuerzas entre tendon operado y tenddn sano en
los grupos PCB (18.22+8,78%) y PRGF (18.71+6,49%) en el periodo de estudio de 4

Semanas.
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Figura 47. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 4 Semanas.

Tabla 18. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendén sano en el periodo de
estudio de 4 Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S gpielels] 2 ES7S1d GL1 GL2 SIGNIFICACION

0,094 1 8 0,767
TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS
GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 8 0,922

Periodo de 8 Semanas

En el diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas
entre tendon operado y tenddn sano en el periodo de 8 Semanas (Figura 48) se observa
una posible diferencia entre el grupo PCB y el grupo PRGF. Para comprobar dicha

diferencia, se lleva a cabo el correspondiente test de ANOVA.
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El test de Levene correspondiente (Tabla 19), confirma la existencia de homogeneidad

entre las varianzas de ambos grupos de estudio (p=0,059), por lo que el test de

comparacién de medias mediante el test ANOVA pudo ser aplicado. Los resultados de

dicho test (p=0,007) se presentan en la Tabla 19. Tal y como puede comprobarse

(p<0,05), el test encuentra diferencias estadisticamente significativas entre los valores

medios obtenidos para la variable Relacién de fuerzas entre tendén operado y tenddn

sano en los grupos PCB (15,08+1,37%) y PRGF (26,34+5,79%) en el periodo de estudio

de 8 Semanas.
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Figura 48. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas

entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 8 Semanas.

Tabla 19. Resultados del test de Levene y el test ANOVA para la variable de estudio
Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendén sano en el periodo de estudio de 8

Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S pieels] 2 B30 d GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 7 0,059

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 7 0,007
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Estudio del factor Tiempo

Tratamiento PCB

En el diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacién de fuerzas
entre tenddn operado y tenddn sano en el caso del tratamiento PCB (Figura 49) se
presentan las cajas correspondientes a cada uno de los tres periodos de estudio. En esta
figura pueden observarse posibles diferencias entre el periodo de 2 Semanas y los

periodos de 4 y 8 Semanas.

g
30,00

p=0,0095

20,00

10,00

RELACION FUERZAS TENDON OPERADO/SANO (%)

—_— p<0,001

T T T
2 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS
PERIODO

Figura 49. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas
entre tendon operado y tendon sano en el caso del grupo PCB.

Previa a la comparacion de medias, se realiza el test de Levene con objeto de
determinar si las varianzas son homogéneas. El test de Levene confirma, de manera

significativa (p=0,089), la homogeneidad de las varianzas (Tabla 20).

Los resultados obtenidos para el test de ANOVA (Tabla 20), desvela diferencias
estadisticamente significativas (p=0,005) entre las medias obtenidas para la variable
Relacion de fuerzas entre tendon operado y tenddn sano para los grupos PCB de 2,4y
8 Semanas de experimentacion. Para comprobar las posibles diferencias estadisticas por
parejas, se realiza de nuevo un test de ANOVA entre las medias correspondientes (Tabla

21).
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Tabla 20. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendon sano en el grupo de estudio
Placebo.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S igpielel ]2 B30 1Y GL1 GL2 SIGNIFICACION

10 0,08937

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

10 0,005

Tabla 21. Resultados obtenidos para el test de ANOVA de comparaciones miiltiples
correspondiente a la variable de estudio Relacién de fuerzas entre tendén operado y
tendon sano relativo al grupo PCB.

COMPARACIONES POR PAREJAS

2 SEMANAS (2,47+0,343%)
4 SEMANAS (18,22+8,776%)

2 SEMANAS (2,47+0,343%)

8 SEMANAS (15,08+1,373%)

4 SEMANAS (18,22+8,776%)
8 SEMANAS (15,08+1,373%)

0,0095

< 0,001

0,507

RESULTADO

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

Como se observa en la Tabla 21 el test de ANOVA detecta diferencias entre la 2 y 4

Semanas, y entre las 2 y 8 Semanas, pero no entre las 4 y 8 Semanas.

Tratamiento con PRGF

En la Figura 50 se presenta el diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio

Relacion de fuerzas entre tenddn operado y tendon sano a los tres periodos de

experimentacion y sélo para el grupo con tratamiento PRGF. Del mismo modo que
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sucede en el caso de los grupos placebo, pueden observarse posibles diferencias entre

el periodo de 2 Semanas y los periodos de 4 y 8 Semanas.

En la Tabla 22 se presentan los resultados obtenidos para el test de Levene y para el
test de comparacion de medias ANOVA. Por un lado, el test de Levene revela la
homogeneidad entre varianzas (p=0,2802), y por otro el test ANOVA desvela diferencias

estadisticamente significativas entre las tres medias consideradas (p<0,05).

El resultado obtenido para las comparaciones multiples con el test de ANOVA se

resume en la Tabla 23.
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Figura 50. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de fuerzas
entre tendon operado y tendon sano en el en el grupo de estudio PRGF.

Tabla 22. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacién de fuerzas entre tendon operado y tenddn sano en el grupo de estudio
PRGF.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S igpelel s B304 GL1 GL2 SIGNIFICACION

1,417 2 12 0,2802
TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

2 12 <0,001
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Tabla 23. Resultados obtenidos para el test de ANOVA de comparaciones multiples
correspondiente a la variable de estudio Relacion de fuerzas entre tendon operado y
tendon sano relativo al grupo PRGF.

2 SEMANAS (5,20+2,80%)
4 SEMANAS (18,71+6,49%)

2 SEMANAS (5,20+2,80%)
8 SEMANAS (26,34+5,79%)

4 SEMANAS (18,71+6,49%)
8 SEMANAS (26,34+5,79%)

0.0027

< 0,001

0,0855

COMPARACIONES POR PAREJAS RESULTADO

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

Como se observa en la Tabla 23 el test de ANOVA detecta diferencias entre la 2 y 4

Semanas, y entre las 2 y 8 Semanas, pero no entre las 4 y 8 Semanas.
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Estudio estadistico de la variable relacion de secciones entre

tendon operado y tendon sano

En la Figura 51 se presenta el diagrama de cajas agrupado correspondiente a la

variable Relacién de secciones entre tendon operado y tendon sano.

En este diagrama cabe destacar un posible valor anomalo en el grupo de estudio PCB
correspondiente al periodo de 4 Semanas. En la Tabla 24 se resume el test de la Q-
Dixon aplicado para comprobar la posibilidad de eliminacion de este valor anomalo. En

base a estos resultados se decide no eliminar el dato.
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Figura 51. Diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable de estudio Relacion de
secciones entre tendon operado y tendon sano.

Tabla 24. Test de Q de Dixon realizado a los posibles valores anémalos detectados en el
diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable Relacion de secciones entre tendon
operado y tendon sano.

VALOR |[VALOR| P |RESULTADO ACCION
Q |VALOR

PERIODO 4 SEMANAS DATO: OUTLIER
124,26 % 0,6349 0,1066 P < 0,05
TRATAMIENTO PCB NO ELIMINABLE

Los resultados descriptivos obtenidos para la variable Relacion de secciones entre

tenddn operado y tenddn sano se detallan, a continuacidn, en la Tabla 25.
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Tabla 25. Tabla de descriptivos correspondiente a la variable de estudio Relacion de
secciones entre tendén operado y tendon sano.

VALOR MINIMO | VALOR MAXIMO | MEDIA | DE

PERIODO

(semanas)

(%) (%)

PCB 4 191,30 249,96 216,05 24,89
PRGF 5 140,27 328,57 227,94 74,09

PCB 5 124,26 352,593 276,132 91,054
PRGF 5 258,523 528,261 416,701 113,54

PCB 4 166,667 375,458 249,182 90,243
PRGF 5 208,163 340,909 286,558 52,175

Estudio del factor tratamiento

Periodo de 2 Semanas

En la Figura 52, se presenta el diagrama de cajas correspondiente a la variable
Relacion de secciones entre tenddn operado y tendon sano en el periodo de estudio de

2 Semanas.
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Figura 52. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de secciones
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 2 Semanas.
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Aparentemente no existen diferencias entre las medias obtenidas para esta variable.

Para corroborarlo, se llevara a cabo el test de comparacion de medias ANOVA.

En la Tabla 26 se presentan los resultados correspondientes al test de homogeneidad
de varianzas de Levene y al citado test de ANOVA. El test de Levene confirma la

homogeneidad de las varianzas (p=0,19).

En cuanto al test de comparacién de medias, el test ANOVA no detecta diferencias
estadisticamente significativas (p=0,77) entre los valores medios de la variable Relacién
de secciones entre tenddén operado y tenddn sano obtenidos para el grupo PCB
(216,05+24,89%) y para el grupo PRGF (227,94+74,09) en el periodo experimental de 2

Semanas.

Tabla 26. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de secciones entre tendon operado y tendén sano en el periodo de
estudio de 2 Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S igpielel ]2 ES7S 1Y GL1 GL2 SIGNIFICACION

21,062 1 7 0,19

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS
— GL1 GL2 SIGNIFICACION

0,0924 1 7 0,77

Periodo de 4 Semanas

En la Figura 53 se representa el diagrama de cajas correspondiente a la variable
Relacion de secciones entre tendon operado y tenddn sano para los tratamientos PCB y
PRGF en el periodo de experimentacion de 4 Semanas. Como puede observarse, es

posible la existencia de diferencias significativas.
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Figura 53. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de secciones

entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 4 Semanas.

El test de Levene confirma la homogeneidad de las varianzas de ambos grupos de

estudio (p=0,517), por lo que el test de comparaciéon de medias mediante ANOVA pudo

ser aplicado. Los resultados de dicho test se presentan en la Tabla 27. Tal y como puede

comprobarse en el valor de la significacion, el test no detecta diferencias

estadisticamente significativas entre los valores medios obtenidos para la variable

Relacion de secciones entre tendon operado y tendéon sano en los grupos PCB

(276,13+91,05%) y PRGF (416,70+113,54%) en el periodo de estudio de 4 Semanas.

Tabla 27. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable

de estudio Relacion de secciones entre tendon operado y tendén sano en el periodo de

estudio de 4 Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S igpelel s B304 GL1 GL2 SIGNIFICACION

B -
— GL1 GL2 SIGNIFICACION

0,517
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Periodo de 8 Semanas

El diagrama de cajas correspondiente a la variable Relacién de secciones entre tendon
operado y tendon sano para los grupos PCB y PRGF en el periodo de 8 Semanas, se

presenta en la Figura 54.

Tal y como se observa, graficamente no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos de estudio. Para comprobar esta situacion se llevara a
cabo la comparacién de medias mediante el procedimiento utilizado en los casos

anteriores.
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Figura 54. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de secciones
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 8 Semanas.

El correspondiente test de Levene (Tabla 28) no detecta diferencias estadisticamente
significativas entre las varianzas calculadas para ambos grupos de estudio (p=0,476),

por lo que estas varianzas se consideran homogéneas.

En cuanto a la comparacién de medias mediante el test de ANOVA, dicho test no
desvela diferencias estadisticamente significativas entre los valores medios obtenidos
para la variable Relacion de secciones entre tendon operado y tenddn sano
correspondientes al grupo PCB (249,18+90,24%) y al grupo PRGF (286,56+52,17%) en el

periodo de estudio de 8 Semanas.
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Tabla 28. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de secciones entre tendon operado y tendén sano en el periodo de
estudio de 8 Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Sl ignleern) 13793 GL1 GL2 SIGNIFICACION
1 7 0,476

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 7 0,459

Estudio del factor Tiempo

Tratamiento Placebo

En la Figura 55 se presenta el diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio

Relacion de secciones entre tendon operado y tenddn sano para cada uno de los tres

periodos de experimentacion relativos al tratamiento PCB.
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Figura 55. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de secciones
entre tendon operado y tendon sano en el caso del grupo de estudio PCB.
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En la Tabla 29 se presentan los resultados obtenidos para el test de Levene y para el

test de comparacion de medias ANOVA. Por un lado, el test de Levene revela la

homogeneidad entre varianzas (p=0,449), y por otro el test ANOVA no desvela

diferencias estadisticamente significativas entre las tres medias consideradas (p=0,531).

Tabla 29. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de secciones entre tendén operado y tendon sano en el grupo de

estudio PCB.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

0,869

S pieleln] SB35 1d GL1 GL2 SIGNIFICACION

2 10 0,449

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

2 10 0,531

El resultado obtenido para las comparaciones multiples con el test de ANOVA se

resume en la Tabla 30.

Tabla 30. Resultados obtenidos para el test de ANOVA de comparaciones muiltiples
correspondiente a la variable de estudio Relacidon de secciones entre tendén operado y

COMPARACIONES POR

PAREJAS

tendon sano relativo al grupo PCB.

VALOR DE PDE AJUSTE

2 SEMANAS (216,05+24,89%)
4 SEMANAS (276,13+91,05%)

2 SEMANAS (216,05+24,89%)

8 SEMANAS (249,18%90,24%)

4 SEMANAS (276,13+91,05%)
8 SEMANAS (249,18+90,24%)

0,2459

0,5055

0,671

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS
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Tratamiento con PRGF

En la Figura 56 se representa el diagrama de cajas correspondiente a la variable
Relacién de secciones entre tendon operado y tenddn sano, relativo al tratamiento
PRGF, para cada uno de los tres periodos de experimentacién considerados. En este
diagrama de cajas se observan posibles diferencias entre grupos, por lo que sera

necesario confirmarlo mediante test de comparacién de medias.
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Figura 56. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de secciones
entre tendon operado y tendon sano en el en el grupo de estudio PRGF.

Tras el analisis de homogeneidad de varianzas (Tabla 31) se concluye que no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las varianzas de las medias a
comparar (p=0,3075). El test de ANOVA realizado desvela diferencias estadisticamente

significativas considerando los tres grupos de estudio.
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Tabla 31. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de secciones entre tendon operado y tendon sano en el grupo de
estudio PRGF.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

ESTADISTICO DE
LEVENE

GL2 SIGNIFICACION

0,3075

SIGNIFICACION

12 0,0115

En la tabla 32, se presentan los resultados obtenidos en el test de comparaciones

multiples ANOVA realizado.

Tabla 32. Resultados obtenidos para el test de ANOVA de comparaciones miiltiples
correspondiente a la variable de estudio Relacion de secciones entre tendén operado y
tendon sano relativo al grupo PRGF.

COMPARACIONES POR PAREJAS RESULTADO

2 SEMANAS (227,94+74,09%)

0,0144
4 SEMANAS (416,70+113,54%)
2 SEMANAS (227,94+74,09%)

0,1860
8 SEMANAS (286.56+52,17%)
4 SEMANAS (416,70+113,54%)

0,0482

8 SEMANAS (286,56+52,17%)

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS
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Estudio estadistico de la variable relacion de tensiones entre

tendon operado y tendon sano.

En la realizacion de este estudio, se observa la aparicion de cuatro valores anémalos

(Figura 57), que se distribuyen del siguiente modo:

*  Valor andbmalo correspondiente al grupo de estudio PRGF del periodo de 2
Semanas (oveja 18740).

»  Valor anoémalo correspondiente al grupo de estudio PCB del periodo de 4
Semanas (oveja 151).

»  Valor andbmalo correspondiente al grupo de estudio PCB del periodo de 4

Semanas (oveja 157).
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=  Valor anémalo correspondiente al grupo de estudio PRGF del periodo de 4

Semanas (oveja 145).

Se comprueba la posibilidad de eliminarlos de la serie de datos. En el caso de los
grupos con un unico posible valor anémalo, se utiliza el test de Q de Dixon (Tabla33). En
el caso del grupo con dos valores anémalos se utiliza el test de Grubbs para la

deteccion de dos posibles valores anomalos en un grupo de datos (Tabla 34).

Tabla 33. Test Q de Dixon realizado para los grupos de estudio con un solo valor

anomalo.
P- 2
VALOR |VALOR RESULTAD ACCION
PERIODO 2
SEMANAS DATO ANOMALO:
3,89%  0,7661 0,02455 P < 0,05
TRATAMIENTO ELIMINABLE
PRFC
PERIODO 4
SEMANAS OUTLIER:
1,844% 0,6786 0,07018 P > 0,05
TRATAMIENTO NO ELIMINABLE

PRFC

Tabla 34. Test Grubbs realizado para el grupo de estudio con dos posibles valores

anomalos.
VALOR | VALOR P- RESULTAD >
VALORES o o st ACCION
(c] U VALOR o
PERIODO 2
SEMANAS 8,057% Y DATOS
2,7652 0,0139 0,04003 P < 0,05 ,
TRATAMIENTO 3,76% ANOMALOS

PRFC

En base a estos resultados, los valores andmalos presentes en los grupos de estudio
de 2 Semanas-PRFC y 4 Semanas-PCB, podrian ser eliminados de los datos de estudio.
A pesar de ello se decide no eliminar dichos valores. El motivo de esta decision se
fundamenta en las caracteristicas propias de la variable Relacion de Tensiones. Tal y

cdmo se explica en el apartado de material y métodos, los valores individuales de la
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Tension se obtienen por medio de la division entre los valores de Fuerza y Seccion
medidos para cada uno de los tendones ensayados. Por tanto, la variable Relacion de
Tensiones podemos decir que es una variable calculada, y no medida de manera
experimental como sucede en las variables Relacion de Fuerzasy Relacion de Secciones.
La eliminacion de datos correspondiente a la variable Relacion de Tensiones supondria
la necesidad de eliminar los valores a partir de los cuales se han obtenido los valores
anomalos de la tensién. Este hecho reduciria de manera sensible el nUmero n a partir

del cual se realiza el estudio.

GRUPO

W PRFC

20007 Mrcs

15,00

10,004

5,00 -

RELACION TENSIONES TENDON OPERADO/SANO (%)

T T T
2 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS
PERIODO

Figura 57. Diagrama de cajas agrupado obtenido para la variable de estudio Relacion de
tensiones entre tendon operado y tendon sano.

Los resultados descriptivos correspondientes a la variable Relacion de tensiones entre
tendon operado y tenddn sano, para cada uno de los tres periodos y tratamientos, se

detallan en la Tabla 35.
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Tabla 35. Tabla de descriptivos correspondiente a la variable de estudio Relacion de
secciones entre tendén operado y tendon sano.

PERIODO VALOR MINIMO | VALOR MAXIMO

(semanas) (%) (%)
PCB 4 0,953 1,36 1,16 0,194
PRGF 5 1,637 3,89 2,26 0,939
PCB 5 3,759 8,056 6,205 1,554
PRGF 5 1,843 5,817 4,739 1,705
PCB 4 3,845 9,439 6,631 2,287
PRGF 5 6,352 15,667 9,684 3,805

Estudio del factor tratamiento

Periodo de 2 Semanas

En la Figura 58, se presenta el diagrama de cajas correspondiente a la representacién
de la variable de estudio Relacién de tensiones entre tendén operado y tendon sano
para cada uno de los dos tratamientos en el periodo de experimentacion de 2 semanas.
De manera inicial, se observan posibles diferencias en el resultado obtenido con el
tratamiento PCB y con el tratamiento PRFC. Estas posibles diferencias seran
comprobadas mediante el test de comparacion de medias de Kruskall-Wallis, puesto
gue como se comprob6 en la Tabla 10, la distribucion de datos en el caso del grupo

PRFC no es normal.
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Figura 58. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 2 Semanas.

Tabla 36. Test adicional no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparacion de medias,
aplicado a la variable Relacion de tensiones entre tendon operado y tendén sano en el
periodo de estudio de 2 Semanas.

TEST DE COMPARACION DE MEDIAS NO PARAMETRICO

KRUSKAL-WALLIS

0,0143

Como puede comprobarse, el test de Kruskall-Wallis, detecta diferencias
estadisticamente significativas entre los valores medios obtenidos para la variable
Relacion de tensiones entre tenddn operado y tendon sano de los grupos de estudio en

el periodo de experimentacién de 2 Semanas (Tabla 36).

Periodo de 4 Semanas

En la Figura 59 se presenta el diagrama de cajas correspondiente a la representacion
de los valores obtenidos para la variable de estudio Relacién de tensiones entre tendén
operado y tenddn sano en los grupos de tratamiento PCB y PRGF en el periodo de

experimentacion de 4 Semanas.

Diego Lépez Ndjera 207



Resultados

10,00
8,00
6,00

4,00 28

2,001 °

RELACION TENSIONES TENDON OPERADO/SANO (%)

T T
PRFC PCB
GRUPO

Figura 59. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 4 Semanas.

Dada la falta de normalidad de los datos correspondientes al grupo PRFC de 4

Semanas, se utiliza como test de comparacién de medias el test de Kruskal-Wallis.

El test de Kruskal-Wallis (Tabla 37) realizado no desvela diferencias estadisticamente
significativas (p=0,1934) entre las medias obtenidas para la variable Relacion de
tensiones entre tendon operado y tendon sano en el grupo PCB (6,20+1,55%) y el

grupo PRFC (4,74+1,71%) en el periodo de experimentacion de 4 Semanas.

Tabla 37. Resultado obtenido para el test de Kruskal-Wallis para la variable de estudio
Relacién de tensiones entre tendén operado y tendén sano en el periodo de estudio de 4
Semanas.

TEST DE COMPARACION DE MEDIAS NO

PARAMETRICO DE KRUSKAL-WALLIS
0.0758

Periodo de 8 Semanas

A continuacién, se presenta el diagrama correspondiente a la variable Relacion de
tensiones entre tenddn operado y tendon sano para los grupos de estudio PCB y PRGF

en el periodo de 8 Semanas (Figura 60).
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Figura 60. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en el periodo de 8 Semanas.

Como puede comprobarse en la Tabla 38, el test de Levene no detecta diferencias

significativas entre las varianzas de las medias consideradas (p=0,428).

En la Tabla 38 se presentan los resultados correspondientes al test ANOVA. Como
puede comprobarse, no se detectan diferencias estadisticamente significativas
(p=0,203) entre las medias obtenidas para la variable de estudio Relacidén de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en los grupos PCB (6,63+2,29%) y PRGF
(9,68+3,81) del periodo de 8 Semanas.

Tabla 38. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
Relacién de tensiones entre tendén operado y tendén sano en el periodo de estudio de 8
Semanas.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

ESTADISTICO DE

L1 L2 IGNIFICACION
 EVENE G G SIGNIFICACIO

0,709 1 7 0,428

TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS

GL1 GL2 SIGNIFICACION

1 7 0,203
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Estudio del factor Tiempo

Tratamiento Placebo

En la Figura 61 se presenta el diagrama de cajas y bigotes correspondiente a la
representacion de los valores obtenidos para la variable de estudio Relacion de

tensiones entre tenddn operado y tendén sano para los grupos PCB del estudio.

Como puede comprobarse en el mismo, aparentemente, existen diferencias claras
entre los valores obtenidos en el periodo de 2 Semanas frente a los de 4 y 8 Semanas

de experimentacion.

El test de Levene confirma la homogeneidad de las varianzas de los tres grupos de
estudio correspondientes a los tres periodos de experimentacion (Tabla 39. p=0,2895),
por lo que el test de comparacion de medias mediante el test ANOVA pudo ser
aplicado. Los resultados de dicho test se presentan también en la Tabla 39. Tal y como
puede comprobarse en el valor de la significacion (p<0,001), el test detecta diferencias
estadisticamente significativas entre los valores medios obtenidos para la variable

Relacion de tensiones entre tenddn operado y tenddn sano en los tres grupos PCB.

10,00+

8,00 p<0,001

RELACION TENSIONES TENDON OPERADO/SANO (%)

—— p=0039

T T T
2 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS
PERIODO

Figura 61. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en el caso del grupo de estudio PCB.
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Tabla 39. Resultados obtenidos en el test de Levene y en el test ANOVA para la variable
de estudio Relacion de tensiones entre tendon operado y tendén sano en el grupo de
estudio PCB.

TEST DE LEVENE DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

S igpielel ]2 B304 GL1 GL2 SIGNIFICACION

14,066
TEST ANOVA DE COMPARACION DE MEDIAS
GL1 GL2 SIGNIFICACION

<0,001

Del mismo modo que en casos anteriores, se llevan a cabo las comparaciones
multiples por parejas con el test ANOVA. En la Tabla 40 se presentan los resultados

obtenidos.

Tabla 40. Resultados obtenidos para el test de ANOVA de comparaciones muiltiples
correspondiente a la variable de estudio Relacion de tensiones entre tendon operado y
tendon sano relativo al grupo PCB.

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
<0,001 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

2 SEMANAS (1,16+0,194%)
4 SEMANAS (6,20£1,554%)

P <0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
0,00309 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

2 SEMANAS (1,16+0,194%)

8 SEMANAS (6,63+2,28%)

P>0,05. NO SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
0,748 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

4 SEMANAS,20+1,554%)
8 SEMANAS (6,63+2,28%)
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Tratamiento con PRGF

En la Figura 62 se presenta el diagrama de cajas y bigotes correspondiente a la
representacion de los valores obtenidos para la variable de estudio Relacion de
tensiones entre tenddn operado y tenddn sano para los grupos con tratamiento PRGF

del estudio.

20,004

p=0,00902

15,00

RELACION TENSIONES TENDON OPERADO/SANO (%)

10,00 p=0,0472
32
==
O p=0,00902
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Figura 62. Diagrama de cajas obtenido para la variable de estudio Relacion de tensiones
entre tendon operado y tendon sano en el en el grupo de estudio PRGF.

Los resultados de las comparaciones multiples mediante Kruskal-Wallis se resumen en

la Tabla 41.

Tabla 41. Resultados obtenidos para el test de Kruskal-Wallis de comparaciones
muiltiples correspondiente a la variable de estudio Relacion de tensiones entre tendén
operado y tendon sano relativo al grupo PRFC.

COMPARACIONES POR PAREJAS RESULTADO

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
0,0472 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

2 SEMANAS (2,26+0.939%)
4 SEMANAS (4,74+1,705%)

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
0,00902 ESTADIiSTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

2 SEMANAS (2,26+0.939%)

8 SEMANAS (9,68+3,805%)

P<0,05. SE ENCUENTRAN DIFERENCIAS
0,00902 ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS ENTRE
AMBAS MEDIAS.

4 SEMANAS (4,74+1,705%)
8 SEMANAS (9,68+3,805%)
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Valoracion Biomecanica del Efecto de la Aplicacién
del Plasma Rico en Plaquetas en la Reparacion de una
Lesion Estandar del Tendon Calcaneo Comun en Ovejas.

Estudio Experimental.






Discusion

Discusion

Evaluacion del modelo experimental

Existen modelos animales como la rata, ratdn, cobaya y conejo adecuados para
realizar investigacion basica en ortopedia que son econdmicos y de facil manipulacién
(Kaux et al, 2012). Para conseguir el objetivo de nuestro estudio y valorar
biomecanicamente la reparacion tendinosa es necesario recurrir a otras especies
mayores en las cuales la respuesta del tejido a las cargas mecanicas y el tamafio de las
estructuras anatomicas sea lo mas parecido posible a la especie humana. En los ultimos
ahos, las lineas de experimentacion ortopédica tienden a disminuir los modelos
primates no-humanos, perro y cerdo por los modelos oveja y cabra. El cerdo presenta
algunos problemas para la investigacion ortopédica debido al rapido crecimiento
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corporal que tiene esta especie y al caracter que suelen tener estos animales, asi como
la dificultad en su manejo. El perro ha sido el animal mas usado en las Ultimas décadas
en experimentacién ortopédica. Aunque los primates no-humanos son el modelo mas
parecido al humano, el empleo de estos modelos experimentales estad disminuyendo
debido a la implicacién emocional que supone hacer investigacion con ellos, y a los
aspectos legales que rodean su empleo como animales de experimentacion (Martini et

al, 2001).

Por ello, en la actualidad, la comunidad cientifica emplea con mayor frecuencia los
modelos ovino y caprino (Yuehuei y Freidman, 1998). La especie ovina ha sido
considerada como un buen modelo animal para la experimentacion en ortopedia y se
esta convirtiendo en el modelo experimental mas popular (Martini et a/, 2001; Anitua et

al, 2006b; Pearce et al, 2007).

Si queremos evaluar la reparacion del tenddn tras su ruptura, es necesario elegir un
modelo animal en el cual la estructura ésea, muscular, tendinosa y ligamentosa se
parezca a la del ser humano. Asi podemos reproducir las diversas cargas biomecanicas
que se desencadenan en la anatomia del modelo, y que puedan ser extrapoladas a los
seres humanos con el menor nimero de limitaciones posible (Martini et al/, 2001;

Pearce et al, 2007).

El mayor tamafio de las estructuras anatomicas y las mayores cargas que actdan
sobre la extremidad en la especie ovina, hacen que para nuestro estudio experimental
sobre el tendén de Aquiles este modelo sea el mas similar al humano (Martini et a/,

2001; Pearce et al, 2007)..

El tendon de Aquiles de la oveja es una estructura anatomica de facil acceso
quirdrgico. Con una incision cutanea sobre la piel que lo recubre tenemos acceso
practicamente a la totalidad de la longitud del mismo. Ademas, en el caso de la oveja, el
tenddn de Aquiles tiene una longitud y grosor muy similar a las dimensiones del tendon
de Aquiles humano. Estas dimensiones facilitan la actuacién quirdrgica sobre el tendén,
y a la vez proporcionan suficiente tejido para poder realizar las pruebas biomecanicas

(Fernandez, 2012).
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El tenddn de Aquiles transmite las fuerzas musculares que producen la extension del
tarso. Las cargas a las que se ve sometido durante las diferentes fases de la marcha
pueden llegar a ser muy elevadas. Por ello, podemos considerar al tendon de Aquiles
como uno de los mejores tendones para experimentar y mejorar el proceso de

reparacion tendinosa (Fernandez, 2012; Fernandez et a/, 2013).

En nuestra Tesis Doctoral utilizamos el mismo modelo experimental /n vivo de ruptura
total del tenddn de Aquiles que en el trabajo de Ferndndez y colaboradores en el 2012.
El tenddn de Aquiles de las ovejas permite una facil exposicién quirdrgica y su tamafo
contribuye a crear una lesion mas precisa, homogénea, repetible y estandarizada

(Fernandez, 2012; Fernandez et a/, 2013).

En la bibliografia, existen cinco articulos publicados que usan un modelo
experimental ovino /n vivo de seccion completa del tendon de Aquiles (Bruns et al,
2000; Petersen et al, 2003; Virchenko et a/, 2008; Sarrafian et a/, 2010; Fernandez et a/.
2013). Fernandez y colaboradores validaron el modelo utilizado en esta tesis doctoral y
se mostré como una buena alternativa en la valoracién de la cicatrizacién del tenddn de
Aquiles en oveja (Fernandez et a/, 2013). Existen varias diferencias entre el modelo
experimental que utilizaron otros autores y el modelo que hemos descrito en este
trabajo. Sarrafian y colaboradores, emplearon un patrén de Kessler bloqueado para
reparar la tenotomia, mientras que en nuestro modelo se utilizd un patrén en triple
polea (Sarrafian et a/, 2010). Al igual que Virchenko y colaboradores, ellos no utilizaron
ningin método de inmovilizacion postoperatoria (Virchenko et al/, 2008). En nuestro
trabajo pensamos que era indispensable el control de la fuerza muscular sobre la
tenotomia que asegurase una posicibn de cicatrizacibn que no generase
desplazamientos y grandes espacios en la zona de lesién. Estos movimientos no
controlados podrian variar los resultados dependiendo del comportamiento y actividad

fisica de cada animal.

En nuestro modelo experimental, se empled un fijador externo con el objetivo de
minimizar los cambios de longitud en el foco de lesion y garantizar la homogeneidad
del modelo experimental. El sistema de inmovilizacion postoperatorio elegido fue una

modificacion de un fijador externo transarticular del tarso (T-TAESF) (Fernandez, 2012;
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Fernandez et al, 2013). El empleo de fijadores externos transarticulares es comun en
medicina veterinaria para tratar roturas agudas del tendén de Aquiles (Carmichael,
1991; Lewis et al, 2001). En varios articulos de investigacién ortopédica se ha empleado
con éxito un sistema parecido al nuestro para conseguir evitar la movilidad del tarso de
la oveja (Skerry y Lanyon, 1993; Skerry y Lanyon, 1995; Pitsillides et a/, 1999; Bruce et al,
2002).

Hoy sabemos que la movilizacion precoz y controlada del tarso, y el apoyo progresivo
de peso es importante para una buena recuperacion tras una ruptura del tendon de
Aquiles (Mortensen et al, 1999; Kangas et al, 2003; Maffulli et a/, 2003). Esta
movilizaciébn temprana tras su reparacion, mejora las propiedades biomecanicas del
tendon y disminuye las adherencias entre el tenddn y el peritendén (Wada et a/, 2001;
Wang, 2006). Estudios experimentales sugieren que la movilizacion del tendon tras la
reparacion es fundamental para minimizar la formacion de adherencias (Zhao et al/,
2004; Boyer et al, 2005). Por el contrario, el movimiento sin restriccién puede producir
una separacion entre los bordes del tenddn reparado si las fuerzas generadas en la zona

superan la resistencia de la sutura usada para reparar el tendén (Ma et al, 2007).

El modelo experimental de rotura del tenddn de Aquiles utilizado en esta Tesis
Doctoral fue facilmente reproducible, y el dafio tendinoso obtenido fue homogéneo
entre todos los animales del estudio, como se pudo comprobar en los posteriores
examenes ecograficos (Fernandez, 2012). El grosor en torno a 10 mm del tendon de
Aquiles de la oveja permiti6 manipularlo con facilidad y realizar la cirugia de manera
precisa. El T-TAESF que se propuso en este modelo experimental consiguié una buena
proteccion del tendén de Aquiles frente a movimientos incontrolados del animal y
soportd la carga de peso del animal sobre la extremidad operada sin que se rompiese a
lo largo de todo el periodo de estudio. Ademas, este sistema de inmovilizacion impidio
qgue se produjesen macromovimientos en el tendén de Aquiles recién reparado, que
podrian comprometer la integridad de la sutura y producir una separacién en los

bordes tendinosos que hiciese fracasar el modelo experimental (Fernandez et a/, 2013).

Una de las limitaciones de este modelo experimental es el empleo de tendones de

Aquiles sanos, ya que se sabe que el proceso de cicatrizacion tendinosa presenta
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variaciones entre los tendones sanos y los tendones patoldgicos (Waterson et al, 1997).
En la mayoria de los casos de rotura aguda del tendon de Aquiles en humanos, la
ruptura se produce en un tendon que presentaba previamente un proceso de
tendinopatia (Jozsa y Kannus, 1997a). Otra limitacion de este modelo experimental es
que cuando se produce una rotura espontanea del tendon de Aquiles, se produce un
deshilachado de los bordes tendinosos. En nuestro modelo experimental, la rotura del
tenddn de Aquiles se realizd6 de manera quirdrgica, y los bordes de la tenotomia fueron
limpios. En algunos modelos experimentales de rotura del tendén de Aquiles se ha
simulado el deshilachado de los bordes tendinosos seccionados. Para ello se realizaban
varios cortes a lo largo del eje longitudinal del tendon, y posteriormente se practicaba
el corte transversal del mismo, asemejandose asi al aspecto que presenta el tendon de
Aquiles cuando se rompe de manera espontanea (Virchenko et a/, 2008). Pero, para
valorar la resistencia biomecanica del tejido de reparaciéon tendinosa, resulta mas
sencillo centrar el ensayo en una zona de lesién concisa y clara, como la que resulta de

una seccion quirurgica de bordes limpios, que en una lesion desordenada.

Uso de PRGF

La aplicacién de Plasma Rico en Plaquetas (PRP), proporciona una fuente autéloga de
factores de crecimiento y otras proteinas bioldégicamente activas, como el fibrindgeno,
la fibronectina o la vitronectina, que se localizan en los granulos alfa de las plaquetas
(Anitua et a/, 2004). Estas sustancias autdlogas aplicadas en la lesion tienen la ventaja
de encontrarse en equilibrio bioldgico, y al ser autologas, desaparecen los riesgos
potenciales derivados de una reaccion inmunoldgica adversa (Woo et al, 1999; Molley

et al, 2003; Anitua et a/, 2004; Andia et a/, 2010).

El término PRP (Platelet Rich Plasma) es un término genérico poco preciso empleado
para englobar a una gran cantidad de productos biologicos obtenidos a partir de la
propia sangre del paciente, y que presentan una concentracion plaquetaria por encima
de los niveles basales (Dohan Ehrenfest et a/, 2009). Por no utilizarse una nomenclatura
precisa para estos diferentes productos bioldgicos, llamados todos PRPs, se ha creado
confusion entre la comunidad médica y cientifica (Anitua et a/, 2009). La publicacion de
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resultados contradictorios han hecho que exista una gran controversia acerca de la
utilidad clinica de estos productos bioldgicos para el manejo terapéutico de patologias
del tendon (Andia et a/, 2010; Engebretsen et al, 2010; Kon et a/, 2011; Paoloni et al,
2011).

La mayoria de los estudios experimentales sefialan que el PRP favorece los procesos
de cicatrizacion tisular en lesiones del sistema locomotor (Woo et a/, 1999; Molley et al,

2003; Anitua et a/, 2004; Andia et a/, 2010).

En cambio, los estudios clinicos publicados hasta hoy presentan resultados muy
variables. La evidente falta de homogeneidad a la hora de procesar la sangre autéloga
para obtener el PRP puede ser la causa principal de esta variedad (Anitua et a/, 2009a;
Sanchez et al, 2009; Andia et a/, 2010; Filardo et a/, 2010; Schepull et a/, 2011; Taylor et
al, 2011). Tal y como hemos repasado en el apartado “;Cdmo se obtiene el Plasma Rico
en Plaquetas (PRP)?", encontramos multiples protocolos para el aislamiento del PRP,
que difieren en puntos tan esenciales como el volumen de sangre necesario para el
aislamiento, el protocolo de centrifugado, el nUmero de centrifugaciones, el volumen de
PRP aislado o la metodologia de fraccionamiento. De modo que el producto final
aislado cambia entre los distintos métodos de obtencién. Ademas, dentro del término
PRP se incluyen productos sanguineos autdlogos con concentraciones plaquetarias muy
diferentes (Landesberg et a/, 2000; Appel et al, 2002; Weibrich y Kleis, 2002; Weibrich et
al, 2002; Vasconcelos et al, 2003; Weibrich et a/, 2003). Podemos encontrar incluso
sistemas de aislamiento que comprenden notables concentraciones de leucocitos e
incluso eritrocitos; por el contrario, otras metodologias de aislamiento evitan la
inclusion tanto de leucocitos como de eritrocitos, como es el caso de la metodologia
PRGF (Anitua et a/, 2004). En resumen, los diferentes sistemas de aislamiento daran
lugar a un producto con diferente contenido plaquetario y celular, y también variable en
cuanto a las concentraciones de los diferentes factores de crecimiento y citoquinas.
Estas distinciones, tanto cualitativas como cuantitativas, en la composicion de los
diferentes PRP podrian estar asociadas a respuestas biologicas diferentes y, por tanto,

influenciar de manera muy diferente el proceso de cicatrizacion tisular.
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En esta Tesis Doctoral se ha empleado un tipo de PRP denominado PRGF, cuya
metodologia de obtencién fue descrita por el Dr. Eduardo Anitua y su grupo de
colaboradores en el BTI® Biotechnology Institute de Vitoria. El término PRGF fue
empleado por primera vez por Anitua en 1999. Este autor definié al PRGF como una
fraccion de plasma autdlogo con una concentracion plaquetaria ligeramente superior a
la basal, libre de leucocitos y eritrocitos, aislada mediante un proceso de centrifugacion
Unico y un posterior pipeteo fraccionado, y en la que se usa citrato sédico como

anticoagulante y cloruro de calcio como activador plaquetario (Anitua et a/, 1999).

Una de las principales diferencias del PRGF con respecto a otros PRPs es que el PRGF
no contiene leucocitos, ya que durante el proceso de pipeteo no se aspira la capa
leucocitaria. Otra de las caracteristicas del PRGF es que presenta una concentracion
moderada de plaquetas, lo cual ha sido relacionado con un 6ptimo efecto bioldgico

(Weibrich et a/, 2004).

El protocolo de centrifugado Unico y pipeteo fraccionado para el aislamiento del
PRGF fue realizado siguiendo la metodologia de la empresa que definié el PRGF, PRGF-
Endoret®, BTI® (Biotechnology Institute, Vitoria, Spain). El protocolo de centrifugado
recomendado en la especie ovina es de 630G durante 8 minutos (Anitua et a/, 2006b).
Las diferencias entre los parametros de centrifugacion son debidas a los cambios de

densidad de los componentes hematicos de las distintas especies.

Todos los procedimientos de pipeteo y fraccionamiento del PRGF se realizaron en
una campana de flujo laminar. La contaminacidn bacteriana puede aparecer cuando se
emplean protocolos de obtencion de PRP abiertos (Vasconcelos et a/, 2003). En nuestro
estudio, no se observd la aparicién de infeccion en la zona de aplicacion en ninguno de
los animales, por lo que podemos decir que el PRGF resultdé ser un producto

biol6gicamente seguro en este estudio experimental.

A la preocupacion existente por la heterogeneidad de metodologias de aislamiento
del PRP, hemos de afiadir el problema asociado a su aplicacién, que en varios estudios
clinicos se realiza mediante inyecciones en el lugar de la lesion, mientras que en otros el
PRP se aplica en forma gelificada. Incluso, en otros muchos estudios clinicos, se plantea

el empleo del PRP en forma de matrices de fibrina. Ademas, tampoco existe un Unico
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criterio al elegir los agentes empleados para la activacion plaquetaria, incluso existen

estudios clinicos en los cuales se inyecta el PRP en forma liquida sin activar.

La pauta de aplicacion de estos tratamientos con PRP es otro de los importantes
aspectos que deben de ser tratados en futuras investigaciones, ya que, en la actualidad,
encontramos estudios clinicos que realizan una Unica aplicacion de PRP, mientras que
otros hacen varias aplicaciones. También hay que aclarar cada cuanto tiempo deben
espaciarse las aplicaciones (dias, semanas, meses), asi como el volumen a administrar
dependiendo de la localizaciéon anatémica de la lesion. Probablemente, estas cuestiones
vayan ligadas a la patologia que se pretenda tratar, ya que las lesiones de caracter
agudo o traumatico responderan de una manera muy diferente a los tratamientos con
PRP de cémo lo haran las lesiones de tipo cronico o degenerativo. Establecer el tipo de
lesiones que mejor responden al tratamiento con estas terapias, ademas de hallar el
estadio clinico donde se consiguen unos resultados éptimos tras su aplicacion, supone
una importante tarea de investigacion y, al mismo tiempo, abre un campo de estudio

fascinante y con muchas de sus cuestiones aun sin responder.

A pesar de que en muchos estudios se emplea una aplicaciéon Unica de PRP para el
tratamiento de lesiones tendinosas (Schnabel et a/, 2007; de Vos et al, 2010; Schepull et
al, 2011), en nuestro estudio experimental hemos aplicado inyecciones semanales de
PRGF durante las tres semanas siguientes a la cirugia, excepto en el grupo de dos
semanas. Escogimos este protocolo de inyeccion porque en la practica clinica se suelen
llevar a cabo inyecciones repetidas de PRP para el tratamiento de lesiones tendinosas, y
porque en un estudio experimental previo de Anitua y colaboradores (2006) se evalué el
efecto de inyecciones semanales de PRGF sobre el tendon de Aquiles sano de ovejas

(Anitua et al, 2006b).

Aplicamos una infiltracion de PRGF intraoperatoria en cada uno de los bordes
tendinosos seccionados bajo visualizaciéon directa del tendon por parte del cirujano. Las
infiltraciones posteriores semanales en la zona de reparacion tendinosa se realizaron
bajo control ecografico con el animal sedado. En un trabajo experimental se evalud la
precision de diferentes técnicas de inyeccion de PRP en el tenddén de Aquiles de
cadaveres, y se observo que la inyeccidon ecoguiada conseguia una colocacién precisa
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de PRP en el area de reparacién (Wiegerinck et a/, 2011). La puncion para infiltrar PRGF
o solucién salina en el tendén produce un dafio por el efecto expansivo del producto
inyectado en el tenddn y la agresion al peritendon. Para reducir el dafio tendinoso
secundario a la inyeccion, se emplearon agujas de bajo calibre (23G), y se realizd una
puncién Unica y de manera ecoguiada para ser mas precisos a la hora de colocar el
producto inyectado (Fernandez et al/, 2013). El dafio se produjo en los tendones de
todos los grupos experimentales, por lo que la agresion fue la misma para los tendones

tratados con PRGF y para los tendones del grupo salino.

Todavia tenemos dudas acerca de la mejor composicion del PRGF (concentracion
plaquetaria, presencia o ausencia de leucocitos, concentracién y ratio de factores de
crecimiento). Tendriamos que determinar la composicion del PRGF con los mejores
efectos biolégicos. La forma de administracion de PRGF, el tiempo optimo entre
aplicaciones, y el volumen ideal de PRGF a inyectar en cada aplicacion sigue siendo
motivo de discusion. Es probable que estas cuestiones dependan del tejido que
estemos tratando y de la patologia y su estadio clinico. Otra de las cuestiones que
deberd ser abordada en estudios futuros sera la determinacién de qué tipo de

patologias responden mejor al tratamiento con PRGF (Andia et a/, 2010).

Metodologia de ensayo biomecanico

Gracias al suministro de tendones de Aquiles de oveja sanos, procedentes de ovejas
excedentes de otros estudios, se realizaron pruebas de ensayo con el objetivo de
determinar la metodologia mas adecuada para el estudio de dichos tendones. En estas
pruebas de ensayo se detectaron dos limitaciones que condicionaron la metodologia de
realizacion de las pruebas mecanicas. Por una parte las complicaciones al utilizar las

estructuras Oseas y por otra el deslizamiento de tejido.

La estrategia inicial contemplaba el mantenimiento de la estructura ésea de las
muestras (calcaneo), aprovechando dicha estructura como punto de fijacidn mecanica

en el montaje de ensayo. Estas pruebas desvelaron que, desde un punto de vista
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mecanico, el punto mas débil por el que fracasa el sistema musculo-tendén-calcaneo es

la insercién del tenddn de Aquiles en la estructura del calcaneo.

Dada la elevada resistencia mecanica del tejido tendinoso, y mas, en concreto, del
tejido tendinoso del tenddn de Aquiles de oveja, fue necesario utilizar una metodologia
de ensayo que permitiera garantizar el no deslizamiento de la muestra en las mordazas
de ensayo, la determinacién de la resistencia a traccion en la zona de interés, y la
integridad de los tejidos adyacentes a la zona de interés con el objetivo de no

comprometer dicha zona (Baums et a/, 2008; Bowser et al, 2011).

Teniendo la necesidad de garantizar la evaluacidn mecanica de la zona de la
tenotomia, situada en el centro de la sutura realizada durante la cirugia, se decidié
eliminar el calcaneo de cada una de las muestras previamente al ensayo. De este modo
el agarre de las mordazas se realizaria de manera directa al propio tendén evitando que
el punto mas débil por el que fracasara el sistema musculo-tendon-calcaneo fuese la
insercién del tendon de Aquiles en la estructura del calcaneo, a diferencia de los
estudios biomecanicos de tenddn en ratas, en los que la porcién distal mantiene el

hueso para el agarre de la criomandibula (Kaux et a/, 2012; Wnuk et a/, 2012).

Las pruebas posteriores a la eliminaciéon de la estructura del calcaneo revelaron una
falta de agarre de los tejidos blandos a las mordazas de ensayo, provocado por la
elevada resistencia mecanica del tejido tendinoso. El aumento del apriete en las
mordazas de ensayo fue descartado desde un inicio, puesto que este aumento de
apriete se traducia directamente en un aumento de las fuerzas de cizalladura en el
limite de la mordaza. Es por ello que se buscaron alternativas a las mordazas

convencionales basadas en el agarre por apriete exclusivamente.

El uso de estas mordazas de sujecion se basa en el apriete conseguido mediante
acoplamiento con tornillos de los dos componentes de las mordazas y el efecto de la
congelacion. En el articulo original de Baums y colaboradores en el 2008, la congelacién
se consiguio vertiendo nitrogeno liquido en unos depésitos situados en las superficies
de las mordazas en el lado de no agarre. En otros casos sumergiendo las mordazas en
el nitrégeno liquido (Bowser et a/, 2011) al igual que han publicado otros autores (Kaux

et al, 2012; Wnuk et al, 2012).
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En nuestro estudio se utilizo la solucion descrita por Baums y colaboradores (2008).
Las mordazas metdlicas utilizadas, denominadas cryojaws en el articulo original, en
combinacion con la congelacion de la zona de agarre, mostraron ser un método eficaz
en la sujecion de las piezas anatémicas a valorar. Este sistema de anclaje se basa en el
uso combinado de mordazas metdlicas, con una superficie de agarre de perfiles bajos,
en combinacién con el uso de bajas temperaturas (Wieloch et al, 2004; Baums et al,
2008, Bowser et al, 2011). El objetivo de estas mordazas es aumentar el agarre de las
mismas al tejido blando mediante congelacién de todo el sistema. De este modo, se
consiguen fijaciones de tejidos blandos mas eficientes con aprietes entre mordazas
mucho menores, reduciendo los riesgos de deslizamiento y fracaso por un apriete

excesivo.

Las mordazas fueron fabricadas expresamente para la realizacién del estudio. La
superficie de agarre lisa con varias ranuras de perfiles bajos no dafiaron el tejido incluso
tras el apriete de los tornillos. Para evitar la concentracion de tensiones en los bordes de
las ranuras se coloco un tejido artificial entre el tendon y la superficie de la mordaza.

Todos los tendones testados se rompieron por la zona deseada de estudio.

La diferencia mas notable entre los métodos utilizados por Baums y colaboradores y
Bowser y colaboradores, y el método utilizado en nuestro trabajo, fue la forma de
conseguir la congelacién de la zona de agarre y evitar la congelacion del area a testar.
Dada la dificultad en la manipulacién del nitrégeno liquido, derivada de las bajas
temperaturas del mismo, se decidié sustituir dicho liquido de congelacion por otro
método que implicara una manipulacion mas segura y conservadora. Se selecciono el
uso de acetona (grado laboratorio) junto con hielo seco (CO, sélido), método que
permite alcanzar temperaturas de hasta -70°C aproximadamente. Esto implicé una
manipulacion mas segura y conservadora que vertiendo nitrogeno liquido. La
congelaciéon se consigue adicionando trozos de hielo seco al recipiente de la mordaza
que contiene la acetona. Ello supone una facilidad y seguridad en la manipulacién de
los distintos componentes. De este modo se evita la manipulaciéon y almacenaje de
liquidos a muy bajas temperaturas que requieren unas medidas de almacenaje y

proteccidn adicionales.
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Ademas, y lo mas importante, el uso de acetona con hielo seco permite una
congelacion progresiva y controlada del sistema mordaza-tejido blando, garantizando
la no congelacién del tejido de ensayo y permitiendo la obtencién de valores reales de
propiedades mecanicas. La congelaciéon del sistema mordaza-tejido blando con
nitrogeno liquido se consigue de una forma muy rapida. Esta ventaja en la rapidez de
congelacién puede parecer a priori beneficiosa, pero a su vez supone el riesgo de
congelar el tejido de ensayo situado en la luz de las mordazas, lo que supondria una

variacion muy significativa de las propiedades mecanicas del tejido a ensayar.

La congelacion se controlé mediante la utilizacién de una pistola laser de medicion
de temperatura en el area de ensayo (Montalto et a/, 2013) y agujas de kirschner
(cuando se observaba que endurecia la zona de tejido entre las mordazas se iniciaba el

ensayo).

En la preparacién de las muestras para el ensayo se eliminaron gran parte de las
masas musculares, lo que permitié mejorar el apriete sobre el tejido. Las mordazas no
se apretaban homogéneamente con los tornillos para conseguir adaptarse al tejido a
sujetar. De hecho, el apriete de los tornillos no era excesivo ya que la congelacién
posterior de mordaza y tejido es lo que daba seguridad contra el deslizamiento del

sistema (Baums et a/, 2008).

Para conseguir valorar la zona de cicatrizacion se dejé una luz entre mordazas de 3
cm., 1,5 cm desde la zona de seccion a la mordaza en cada lado, y aunque no existen
referencias al respecto, en todos los tendones se produjo la rotura por la zona de
ensayo. Se consider6 esta distancia lo suficientemente estrecha para conseguir testar la
zona cicatricial, y una distancia correcta para controlar y evitar la congelacién de la zona
de ensayo. La identificacion de la cicatriz vino dada al medir desde el inicio y el final de

las suturas que siempre siguieron un patron constante, y se marcaron con un rotulador.

En cuanto a la velocidad del ensayo, los estudios desarrollados con ratones o conejos
gue valoran la resistencia a la traccion de tendones, utilizan velocidades mas lentas (0,16
mm/s) que la utilizada en nuestro estudio (0,4mm/s) (Kaux et al, 2012; Wnuk et al,
2012). Esta velocidad se asign6 siguiendo el modelo que utilizaron Baums y

colaboradores en 2008. La velocidad puede afectar si se realiza un ensayo muy rapido.
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Los tendones, al igual que los huesos, presentan un comportamiento viscoelastico
(Wang et al, 2012) , es decir sus caracteristicas mecanicas pueden variar segun la
velocidad de ensayo. Esto se debe a la propia composicién de los tendones, los cuales
tienen una parte de tejido y otra parte de agua. Cuando ensayamos con los tendones a
una velocidad muy alta no dejamos salir el agua del tejido, aumentando en principio su
rigidez. Cuando lo ensayamos a velocidades bajas, podemos decir que el tejido “tiene
tiempo” de permitir la salida del agua. Esta es la razén por la que los valores de
resistencia pueden variar de un ensayo de velocidad baja a un ensayo de velocidad alta
(Sammarco et al, 1971). En nuestro caso y tratandose de tendones de la especie ovina,
consideramos que la velocidad de ensayo fue apropiada, aunque se necesitarian mas

ensayos con diferentes velocidades para determinar las diferencias entre ellos.

Los estudios experimentales biomecanicos con tendones no son numerosos y son
especialmente escasos con modelos animales de gran tamafio. En la mayoria de
trabajos biomecanicos en tendones se han utilizado la rata y el conejo como modelo
animal, debido a la dificultad de manejo y de estabulacion de los animales de gran
tamano (Kaux et al, 2012; Wnuk et al, 2012). El inconveniente principal al trabajar con
conejos y ratas es que sus tendones se asemejan poco, en cuanto al tamafio y la
estructura, a los tendones de la especie humana, y por tanto, es dificil extrapolar los
resultados de los estudios para la aplicacion clinica con humanos. En esta tesis doctoral
utilizamos a la oveja, que posee un tendén de Aquiles de tamafio y estructura muy
similar al del hombre. A nivel biomecanico nos permite trasladar los resultados
obtenidos en fuerzas de rotura del tendon a lo que podria suceder en la especie

humana, aumentando asi el valor clinico que aporta el estudio.

Variables del estudio

Las cédulas de carga de la maquina universal de ensayos miden la fuerza vy,
habitualmente, son los resultados utilizados para la mayoria de estudios. (Manning, et
al, 2010; Hettrich, et a/, 2014) En nuestra tesis doctoral se seleccionaron tres variables
para valorar el efecto de la adicion de PRGF en el proceso de reparacion de tenotomias
en tendones de Aquiles de oveja. Las variables fueron las relaciones, en tanto por
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ciento, de fuerzas, secciones, y tensiones, entre tendén operado y tenddn sano. El uso
de variables basadas en relaciones, permitié eliminar el efecto que pudiera tener en los

resultados la variabilidad entre los animales de experimentacion (Kim et a/, 2014).

Ademas, en el estudio estadistico, realizamos un analisis comparativo teniendo en
cuenta dos factores principales que pueden afectar al proceso de reparacién tendinoso:
el factor tiempo y el factor tratamiento. Con el estudio del factor tiempo vemos cémo
esta reparando o cédmo esta afectando el tiempo a la reparacidon del tejido, y con el
factor tratamiento podemos comparar el efecto del tratamiento con PRGF y con PCB en

el mismo tiempo.

La inclusion de la variable tensién marca la diferencia con el resto de trabajos
publicados, pero complica enormemente el andlisis y la interpretacion de los resultados
estadisticos. Esta variable es muy utilizada en los trabajos con materiales de todo tipo,
en los que la seccion se mantiene durante el ensayo (Musani et al, 2013; Ajaxon y
Persson, 2014). En el caso del tenddn, el tejido al estirarse va cambiando su seccion, y al
ser una variable calculada (fuerza/seccion) y no medida, las diferencias de seccién
pueden alterar los posibles resultados. Al principio del ensayo obtenemos una tension
baja porque se aplica poca fuerza sobre una seccion grande, pero conforme se
tracciona del tenddn, la seccion se reduce y aumenta la tensiéon. La tensién deberia
medirse justo antes de romperse el tenddn, donde observariamos la tension maxima en
una determinada seccion. Por otro lado, la variable tensidn es la que nos ofrece mayor
informacion sobre la calidad del tejido cicatricial que se forma en la reparacion del
tendodn, y por ello, y a pesar de las dificultades que supone, decidimos incluirla en

nuestro estudio.

Relacion de fuerzas entre tendon operado y tendon sano

En el estudio del factor tratamiento, tras el analisis estadistico de los datos, se
comprueba que a 2 y a 4 semanas no existen diferencias estadisticamente significativas
para esta variable entre los dos grupos de estudio, el placebo o grupo salino y el PRGF.
El valor anémalo dentro del grupo de PRGF en el periodo de 2 semanas, podria variar la

significacién en el caso de ser eliminable ya que al ser de 0,0971 estd muy cercana al
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limite de 0,05. Se comprobd el resultado obtenido mediante dos test mas: Kruskal-
Wallis y t de student. El test de KW dio una significacion de 0.05 y la t de student un
valor de 0.094, por lo que no pudimos eliminar el valor y el resultado estadistico no
alcanza la significacion, de manera que no podemos decir que exista una mayor fuerza

del tendon tratado con PRGF que con PCB, aunque parece existir cierta tendencia.

Sin embargo, a 8 semanas si que se detectan diferencias estadisticamente
significativas, por lo que podemos decir que los tendones tratados con PRGF presentan
una relacion de fuerzas mayor que en el caso PCB, es decir, que los tendones tratados
con PRGF son mas fuertes a las 8 semanas que los del grupo PCB. Esto aporta una base
biomecanica que corrobora los resultados obtenidos por Fernandez y colaboradores en
2013, donde se observaba una mejor alineacion de los nucleos de los fibroblastos y
orientacion de las fibras en los tendones tratados con PRGF, asi como una mayor
cantidad de colageno tipo I a las 8 semanas, lo que le conferia una mayor resistencia
mecanica (Anitua et a/, 2006; Anitua et al/, 2007; Wang et al, 2012; Fernandez et al,
2013). Del mismo modo se correlaciona con los resultados obtenidos en ratas, donde la
diferencia en la resistencia se apreciaba después de las primeras semanas de

cicatrizacién, alcanzando un grado de maduracién mas rapidamente (Kaux et a/, 2012).

Si estudiamos como afecta el tiempo de experimentacidon a la evolucién de la
resistencia mecanica a la traccion, vemos como los niveles de resistencia a la traccion
son mas bajos en el periodo de 2 semanas, tanto en el grupo placebo como en el grupo
PRGF, mientras que no se aprecian diferencias en los periodos de 4 y 8 semanas. En la
comparacion del grupo placebo observamos que los resultados estan condicionados
por el valor andbmalo de las 4 semanas. Se comprobd con KW y t de student. Es cierto
que KW dio un nivel de significacion mucho mas bajo que el obtenido con ANOVA,
dando la sensacion de que mitigaba el efecto del valor andmalo, pero continuaba

mostrando que no existian diferencias estadisticamente significativas.

Esto se traduciria en que, dentro de cada grupo de estudio, se observa una evolucion
de 2 a 4 semanas, que se traduce en una mejora de la resistencia de los tendones. Sin
embargo esta tendencia a aumentar la resistencia no se observa en el salto de 4 a 8
semanas. Mejora significativamente la resistencia a la traccion entre las 2 y las 4
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semanas en ambos grupos. Estos resultados coinciden con los encontrados en otros
trabajos donde el incremento de resistencia se aprecia en las primeras semanas
estabilizandose posteriormente, independientemente del tratamiento (Kaux et a/, 2012).
Lo interesante en estos tratamientos es que la resistencia siempre es mayor en el grupo
de PRP, convirtiéndose esta en significativa a las 8 semanas, coincidiendo con los
resultados de Kaux y colaboradores en 2012. En cambio, estudios en ratas avalan
resultados contradictorios, concluyendo que la aplicacibn de PRP no mejora la
resistencia de los tendones hasta los 42 dias (Solchaga et al/, 2014). No obstante
tenemos que volver a valorar las diferencias entre los productos biolégicos utilizados
entre los trabajos de Solchaga y colaboradores en 2014 y los nuestros o los de
Fernandez y colaboradores en 2013. Siendo productos elaborados con metodologia

diferente, se esperan resultados diferentes y no son equiparables (Anitua et a/, 2009).

Relacion de secciones entre tendon operado y tendon sano

Las secciones de las muestras no mostraron diferencias significativas entre los grupos
de estudio a ningun tiempo de medida. Obsevando el factor tratamiento no aparecen
diferencias de seccién entre el grupo PRGF y el PCB en ninguno de los tiempos de
estudio. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Fernandez y colaboradores en
2013, pero difieren de los encontrados por otros autores, donde en un estudio en ratas
observaron que las secciones cambiaban de forma evidente en los primeros dias en el
grupo PRGF, mientras se igualaban a tiempos mayores con el grupo placebo (Kaux et

al, 2012).

Si estudiamos como influye el factor tiempo en la relacion entre las secciones,
observamos que en el caso del grupo placebo las relaciones entre secciones se
mantienen en todos los periodos. Este resultado se traduciria en que los tamafos de las
cicatrices de reparacién en las zonas de tenotomia no varian de forma significativa

entre las 2 y las 8 semanas en el caso del grupo placebo.

Sin embargo, en el caso PRGF si que se observan diferencias. La relacién entre
secciones a 4 semanas es significativamente mayor que a 2 y que a 8 semanas,

coincidiendo con los estudios realizados por Kaux y colaboradores en 2012 donde se
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apreciaba un incremento en la seccion que se igualaba con el grupo salino al cabo de
las semanas (Kaux et al, 2012). Con el PRGF, las cicatrices de reparacion crecen mas de
las 2 a las 4 semanas y después reducen su tamafio mas rapidamente que en el grupo
PCB a las 8 semanas. Este hecho puede explicarse porque se adelanta el proceso de
inflamacion y reparacién en los tendones de PRGF, que presentan una menor infiltracién
inflamatoria a las 4 y 8 semanas, lo que genera el engrosamiento mas temprano

(Fernandez et al, 2013).

Relacion de tensiones entre tendon operado y tendén sano

Relativo a la relacidon entre tensiones, analizando el factor tratamiento, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos para la variable
relacionada con las tensiones en el periodo de 2 semanas con la adicion de PRGF. En el
resto de periodos no se observan diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos placebo y PRGF, ni a 4 ni a 8 semanas de experimentacion. A las 2 semanas los

tendones tratados con PRGF aguantan mas fuerza por unidad de superficie.

Esto se puede traducir en que las cicatrices tendinosas del grupo PRGF presentan un
tejido capaz de soportar mas tensiéon en fases iniciales, lo que se podria atribuir a un
tejido de mas calidad. A pesar de no contar con estudios histolégicos a 2 semanas, esto
coincidiria con los resultados de Fernandez y colaboradores en 2013 donde se
relacionaron los tendones tratados con PRGF con periodos de maduracion mas
tempranos y maduros que los tratados con placebo. Es facil pensar que esta estructura
de colageno y fibra mas ordenada confiera al tejido una resistencia mayor al mismo

tiempo de evolucién (Fernandez, 2012; Férnandez et al, 2013).

Resultados parecidos se obtuvieron en un estudio de tendon supraespinoso en ratas,
donde se valoranon las mejoras tempranas en la resistencia del tendén a una mayor
infiltracién de fibroblastos y mayor alineamiento del fibroblasto en el eje longitudinal

del tenddn (Beck et al, 2012).

Si observamos como evoluciona la relacién entre tensiones a lo largo del tiempo,
cabe destacar que en el caso del grupo placebo se observan diferencias en esta variable

solamente en el periodo de 2 semanas, mientras que entre los valores obtenidos a4y a
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8 semanas de estudio no se observan diferencias. Sin embargo en el caso del PRGF, si
gue se observan diferencias entre la relacion de tensiones en todos los periodos. Esto se
puede interpretar como una mejora en la calidad del tejido en los tendones tratados
con PRGF, que hace que la relacion de tensiones progrese paulatinamente de 2 a 8
semanas, coincidendo con los estudios anatomopatologicos de Fernandez vy

colaboradores (Fernandez et a/, 2013).

En el caso de las tensiones de tendones, no hemos encontrado en la bibliografia
ningun estudio donde poder comparar y discutir los resultados obtenidos, por lo que
solo podemos comentar y valorar los mismos intentando darle una explicacion

coherente sin poder discutir con otros autores los resultados.

Si observamos en conjunto los resultados obtenidos para la fuerza, la seccién y la
tension analizando el factor tratamiento, que es el que compara los dos tratamientos en
el mismo tiempo, vemos que sélo existen diferencias significativas a las 8 semanas para
la relacion de fuerzas, y a las 2 semanas para la relacion de tensiones. A priori, lo que
hubiera sido esperable es que existiera una correlacion en los resultados entre la fuerza
y la tension, tanto a 2 como a 8 semanas, y obtener diferencias significativas en la
relacion de fuerzas a 2 semanas y en la relacién de tensiones a 8 semanas, ya que en las
secciones no hay cambios significativos desde el analisis del factor tratamiento. Pero
recordemos que la significacion estaba muy cerca del limite en el periodo de 2 semanas
en el analisis de la relacion de fuerzas. No es aceptable estadisticamente pero sabemos
que los valores anomalos junto con una "n” pequefa y las elevadas dispersiones cuando
se trabaja con animales evitan en nuestro estudio que se puedan ver diferencias
significativas. Por otro lado sucede una situacién similar con los resultados en el caso de
la relacién de tensiones a las 8 semanas. Tenemos cuatro valores anémalos que no
eliminamos para no reducir la “n” de forma notable en todo el estudio. La tension es

una variable calculada, no medida, lo que hace que se acumulen las dispersiones mas

facilmente, lo que puede explicar la ausencia de significacion.

Si observamos los resultados obtenidos para las tres variables analizando el factor
tiempo es donde mayor numero de diferencias estadisticamente significativas

encontramos. Este factor es el que nos dice como esta afectando el tiempo a la
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reparacion de la lesion del tendon. En el caso de la relacién de secciones vemos que en
los tendones tratados con PRGF se observa significacion entre 2 y 4 semanas y entre 4y
8 semanas, lo que se explica teniendo maduraciones de cicatrizacion mas tempranas
que el caso PCB. Ademas en la relacion de tensiones se obtienen diferencias
significativas en todos los periodos de estudio para los tendones tratados con PRGF, lo

gue se puede explicar teniendo un tejido cicatricial mas maduro y de mayor calidad.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en nuestro estudio y bajo las condiciones establecidas en

nuestro trabajo, podemos deducir las siguientes conclusiones:

1. La utilizacion de acetona (grado laboratorio) y hielo seco (CO, solido) para la
sujecion de las piezas anatdémicas con las criomandibulas, es un método eficaz y
seguro para la realizacidon de los estudios biomecanicos en el tendén de Aquiles,
a la vez que evita las complicaciones que presenta el empleo de nitrogeno

liquido.

2. La utilizacion de PRGF en el tratamiento experimental de roturas tendinosas

mejora la resistencia mecanica del tenddn a las 8 semanas post-cirugia.
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3. Entre las 2 y 4 semanas post-cirugia se produce un incremento brusco de la

resistencia a la traccion que es independiente del tratamiento utilizado.

4. La seccion de los tendones estudiados no se ve afectada por el tratamiento

utilizado en ninguno de los periodos del estudio.

5. La aplicacion de PRGF acelera el proceso de cicatrizacion tendinosa
observandose una reduccion precoz de la cicatriz en comparaciéon con el grupo

placebo.

6. La capacidad de soportar tension mejora precozmente (2 semanas) con la
aplicacion de PRGF, lo que puede atribuirse a una mayor calidad del tejido

cicatricial obtenido.

7. Existe una mejora en la madurez del tejido cicatricial de los tendones tratados
con PRGF que hace que la relacion de tensiones progrese paulatinamente entre

las 2 y las 8 semanas.
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Resumen

Resumen

El tratamiento con Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) en las lesiones
agudas del tenddn de Aquiles es cada vez mas frecuente. Se ha podido constatar, en
diversos estudios experimentales, que las aplicaciones de PRGF mejoran la cicatrizacién
del tenddn y la resistencia biomecanica a la traccion, aunque en la literatura existen
resultados controvertidos en este aspecto. El objetivo del presente trabajo de Tesis
Doctoral ha sido la evaluacidon biomecanica del efecto que tiene la aplicacion de
inyecciones intratendinosas de Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF) sobre la
cicatrizacion del tendon de Aquiles, usando para ello un modelo experimental en oveja,
previamente validado para el estudio histolégico y ecografico, y mejorar el método de

sujecion de los tendones para su valoracién en la maquina universal de ensayos.
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Para ello, se seccioné el tenddn de Aquiles derecho a un grupo de 30 ovejas adultas.
Los animales fueron divididos aleatoriamente en seis grupos de estudio, dependiendo
del tipo de tratamiento aplicado (PRGF o PLACEBO) y del tiempo de supervivencia (2, 4
y 8 semanas), de manera que habia cinco animales en cada grupo. La tenotomia se
repard mediante una sutura de los bordes tendinosos, usando un patrén en triple polea
y se inmovilizd la articulacién mediante un fijador externo transarticular. Se repitieron
las infiltraciones de los tratamientos semanalmente hasta completar un total de 4

infiltraciones como maximo, dependiendo del tiempo de supervivencia.

Tras la eutanasia de los animales, se retiraron los fijadores externos y se extrajeron los
tendones de Aquiles, tanto el tenddn operado como el contra-lateral sano. Los
tendones se testaron en maquina universal de ensayos para valorar su resistencia
mecanica a la traccion, evaluando las relaciones que resultaban entre los tendones
operados y los sanos para la fuerza, la seccion y la tension, tanto para el analisis del
factor tratamiento entre el grupo de PRGF y el grupo placebo, como para el analisis del

factor tiempo dentro de un mismo grupo.

El analisis estadistico de los datos recogidos mostré que los tendones tratados con
PRGF presentaban una mayor resistencia a la traccién mecanica a las 8 semanas en
comparacién con los del grupo placebo. Entre las 2 y las 4 semanas se producia un
incremento brusco de la resistencia a la traccion tanto de los tendones tratados con
PRGF como en el grupo placebo. No aparecian diferencias significativas entre la seccion
de los tendones tratados con PRGF y los del grupo placebo del mismo periodo pero, los
tendones tratados con PRGF sufrian un notable incremento en su seccion entre las 2 y
las 4 semanas que después se reducia a las 8 semanas. Los tendones tratados con PRGF
presentaban un tejido capaz de soportar mas tension a las 2 semanas en comparacion

con los tendones del grupo placebo.

Podemos decir, tras los resultados de este estudio, que la aplicacién de PRGF acelera
el proceso de cicatrizacion mejorando el tejido cicatricial y aumentando su resistencia
biomecanica. Existe una mejora en la madurez del tejido cicatricial de los tendones
tratados con PRGF que hace que la relacion de tensiones progrese paulatinamente

entre las 2 y las 8 semanas. Este trabajo corrobora el resultado obtenido en los estudios
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histolégicos y ecograficos previos, a pesar de que en dicho estudio no se contaba con

analisis a las 2 semanas.

Estos resultados indican que el PRGF mejora, como terapia complementaria, el

tratamiento de las roturas agudas del tendon de Aquiles.
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Summary

Summary

The application of plasma rich in growth factors (PRGF) to enhance the treatment of
Achilles tendon injuries is becoming more and more common. Various experimental
studies have demonstrated that the application of PRGF improves tendon healing and
the biomechanical resistance to traction, although other studies have questioned the
very same results. The aim of this Doctoral Thesis was the biomechanical evaluation of
the effect of the application of intra-tendinous injections of plasma rich in growth
factors (PRGF) on the healing of the Achilles tendon, using for this purpose an
experimental model in sheep, previously validated for histological and ultrasound study,

and to improve the tendon restraint method for the mechanical studies.

Thirty sheep had their Achilles tendons surgically divided. The sheep were then

randomly separated into six groups, depending on the type of treatment applied (PRGF
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or PLACEBO) and survival time (2, 4 and 8 weeks), so that each group contained five
animals. The tenotomy was repaired by suturing the tendinous edges, employing a
three-loop pulley pattern, and the join was immobilized by a transarticular external
skeletal fixation system. The infiltration treatments were repeated on a weekly basis

completing a total of 4 infiltrations at the very most.

After the animals were sacrificed, the external skeletal fixation system and Achilles
tendons, both the operated tendon and the contra-lateral healthy one, were removed.
The tendons were tested in a universal testing machine to assess the mechanical tensile
strength, assessing the relationships that resulted between operated tendons and the
intact ones for strength, section and tension, both for the analysis of the factor
treatment between the PRGF group and the saline group, and for the analysis of the

time factor within the same group.

After statistical analysis of the collected data, the results revealed that the PRGF-
treated tendons had a higher mechanical resistance to traction at eight weeks
compared with the placebo group. Between two and four weeks, a sharp increase in
resistance to mechanical traction in both the PRGF-treated tendon and placebo group
occurred. No significant differences appeared between the section of the tendons
treated with PRGF and the placebo group of the same period but the tendons treated
with PRGF suffered a significant increase in its section between two and four weeks and
then were reduced after eight weeks. PRGF-treated tendons had tissue that was capable

to withstand more stress at two weeks compared to the placebo group tendons

It can be deduced, following the results of this study, that the application of PRGF
accelerates the healing process by improving and increasing scar tissue’s biomechanical
strength. Furthermore, there is an improvement in the maturity of the scar tissue of
tendons treated with PRGF which makes the tensile relations progress gradually
between two and eight weeks. This study backs up the results obtained in the previous
ultrasound and histological studies, even though in those previous studies there was no

analysis done at two weeks.

These results indicate that PRGF improves, as complementary therapy, the treatment

of acute Achilles tendon ruptures.
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Limitaciones del estudio

En este trabajo debemos tener en cuenta que una de las limitaciones del estudio
experimental es la dificultad, tanto logistica como econdmica, que conlleva realizar
estudios con animales de gran tamafio. Hubiera sido deseable contar con un nimero
mayor de animales que permitiera unos analisis estadisticos con una n mayor por cada

grupo de estudio.

Otra de las limitaciones de este modelo experimental es el empleo de tendones de
Aquiles sanos, ya que se sabe que el proceso de cicatrizacion tendinosa presenta

variaciones entre los tendones sanos y los tendones patologicos.

Respecto al PRGF, en la especie ovina no se han realizado estudios cuantitativos que

determinen la composicién y concentracion de los diferentes factores de crecimiento
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que componen el PRGF, por ello se ha empleado el método descrito por Anitua y

colaboradores para esta especie.

En cuanto al nimero y forma de aplicar el tratamiento de PRGF se siguid¢ la misma
pauta descrita por Ferndandez en 2012. De manera que no conocemos el efecto que
tendria sobre el proceso de cicatrizaciéon del tenddn la aplicaciéon de mas o menos
inyecciones de PRGF, y tampoco se ha evaluado cudl seria el efecto que tendria sobre la

cicatrizacion tendinosa el acortar o alargar el periodo entre aplicaciones.

Otra limitacién la encontramos en el uso de la tensibn como variable de estudio. La
tension es una variable calculada, no medida. El tenddn no se comporta de la misma
manera durante las pruebas de traccion que un material como, por ejemplo, un metal. El
tendon antes de romperse se estira variando su seccion, de manera que, para poder
obtener el dato mas correcto, lo ideal seria poder medir la seccion del tenddn justo en

el momento de la rotura.

Tampoco conocemos cudles serian las consecuencias sobre los resultados si
utilizaramos una velocidad mas rapida en los estudios de traccion. Se decidié utilizar
una velocidad menor para permitir la salida de agua de la estructura anatomica y
valorar mejor la resistencia del tejido, pero desconocemos como repercute la velocidad

de traccidn en los resultados.

También es una limitacion desconocer los posibles resultados de las pruebas
biomecanicas en tendones a 1 y 3 semanas, ya que parece intuirse que es en los

periodos iniciales donde la aplicacion del PRGF es de mayor utilidad.
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Futuras lineas de trabajo

Una vez termiando este estudio y evaluadas sus limitaciones, creemos que seria
conveniente continuar planteando la posibilidad de realizar estudios biomecanicos a 1y
3 semanas tras la intervencién para conocer la repercusién de la aplicaciéon de PRGF en

los estadios iniciales.

En préximos estudios se deberia valorar como afecta la pauta y el niumero de

aplicaciones de PRGF a los resultados.

Actualmente se estan llevando a cabo estudios ultra-estructurales de los tendones de
Aquiles tratados con PRGF y salino con este mismo modelo experimental, alas 2,4y 8
semanas de la cirugia que ayuden a aclarar el mecanismo por el cual el tratamiento con

PRGF produce una aceleracion en la cicatrizacion del tendén de Aquiles.
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