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Introduccion y Objetivos

La osteoartritis es una patologia compleja con definiciones diferentes segun el punto de
vista desde el que se enfoque su estudio. Etimolégicamente, el término osteoartritis ha
sustituido al anteriormente usado osteoartrosis, a pesar de que hace referencia a un proceso
degenerativo y no a un proceso inflamatorio. Segun el Diccionario Médico Mosby (Mosby’s
Medical Dictionary, 2009), la osteoartritis puede definirse como “una forma de artritis en la que
una o varias articulaciones sufren cambios degenerativos, incluyendo esclerosis Osea
subcondral, pérdida de cartilago articular y proliferacion de osteofitos y cartilago en la
articulacién. La inflamacion de la membrana sinovial en la articulaciéon es comun en las fases
mas avanzadas de la enfermedad”. Mas extensamente, Bennet, en 2010, definié en términos
patolégicos la osteoartritis como un desorden inherentemente no inflamatorio de las
articulaciones sinoviales caracterizado por el deterioro del cartilago articular y por la formacion
de nuevo tejido 6seo en los margenes de las superficies articulares; desde el punto de vista de
su etiopatogénesis, se trata de un conjunto de procesos interactivos de reparacion y
degradacion en el cartilago, el hueso y la sinovia con componentes inflamatorios secundarios, y
clinicamente se trata de una enfermedad articular de evolucion lenta caracterizada por el
desarrollo gradual de dolor articular, rigidez y limitacion del movimiento (Bennett, 2010). Esta
destruccion del cartilago articular es el resultado de complejos procesos bioldgicos y
mecanicos y discurre acompafiado de inflamacién sinovial que, si bien no es la causa primaria
de la enfermedad, esta entre los cambios significativos que suceden durante el desarrollo del

proceso patoldgico (Martel-Pelletier y cols, 2007).

La incidencia de la esta patologia es elevada, constatandose en hasta al 20% de los
perros con mas de un afio de edad (/nnes y cols, 2004). La etiologia es multifactorial y esta
caracterizada por un cierto numero de cambios estructurales articulares, incluyendo
destruccion del cartilago y alteraciones en la membrana sinovial y el hueso subcondral, lo que
dificulta el movimiento y causa dolor (Martel-Pelletier y cols, 2007). Etiolégicamente, la
osteoartritis en la rodilla puede ser primaria (mas habitual en el ser humano) o secundaria (mas

habitual en los pequefios animales): En la patologia primaria, aunque la causa exacta puede no
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estar claramente definida, el comienzo del desgaste del cartilago articular parece estar mas
asociado con una biomecanica anormal de la articulaciéon. En la osteoartritis secundaria, los
procesos patolégicos que afectan a la articulacion influencian el metabolismo tisular de la
articulacién y pueden iniciar la degradacion del cartilago (Buckwalter y cols, 1998). En este
ultimo caso, entre los factores predisponentes mas frecuentes, encontramos la condicion
corporal (obesidad), factores hereditarios, traumatismos (fracturas Oseas o articulares),
inmunomediadas, infecciosas, alteraciones o cambios en la composicion del liquido sinovial y
también por inestabilidades articulares (rotura de ligamentos) cronicas o agudas; dentro de las
ultimas, la ruptura del ligamento cruzado craneal (LCC) es la causa mas habitual de patologia
articular degenerativa (Lodato y cols, 2013) y de cojera de rodilla en el perro adulto (Johnson y

cols, 1993).

La primera alteracién histopatoldgica que sucede en el cartilago es la deplecidn de las
principales macromoléculas de la matriz (incluyendo el colageno y el agrecan) como resultado
de un incremento de los niveles de enzimas proteoliticos sintetizados por los condrocitos. A
pesar de que no esta claramente establecido el papel de cada una de las citoquinas en el
desarrollo de la osteoartritis (Martel-Pelletier y cols, 2007), existen considerables evidencias
que indican que son cruciales en los procesos de mediacién inflamatorios, asi como en los de
destruccion articular en la osteoartritis (Pelletier y cols, 1989; Pelletier y cols, 1993; Van den

Berg, 2001).

Debido a su complejidad, y apoyado por el hecho de que las lesiones osteoartriticas
suelen ser irreversibles y progresivas, el tratamiento de la patologia debe enfocarse de forma
paliativa multimodal, estableciendo como objetivos aliviar el malestar del animal, minimizar el
dolor, prevenir o retardar cambios degenerativos venideros e intentar devolver a las
articulaciones afectadas una funcién lo mas proxima posible a la normalidad (Todhunter y cols,

1994).

Obviamente, un factor clave es intentar resolver en primera instancia la causa
predisponente (sobrepeso, lesion del ligamento cruzado anterior, fracturas, patologias

hereditarias, infecciones, etc.) y, posteriormente, acompafar esta resolucién con unos
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tratamientos de soporte (antiinflamatorios no esteroideos, condroprotectores, acido hialurénico,

etc.) cuyo objetivo sera ralentizar la progresion del proceso degenerativo.

Aunque la degeneracion del cartilago articular se considera una circunstancia principal
en la osteoartritis, también esta asociada con alteraciones en estructuras adyacentes como el
hueso, ligamentos, capsula articular, membrana sinovial y liquido sinovial que parecen formar
parte de la patogénesis general de la enfermedad (Hay y cols, 1997). El liquido sinovial de las
articulaciones osteoartriticas puede tener una cantidad incrementada de proteinas de fase
aguda (haptoglobina, proteina C-reactiva y amiloide sérico A, entre otros), metaloproteinasas
de matriz (MMP-1, MMP-2 MMP-3, MMP-9, etc.), citoquinas (interleucina-1 [IL-1], interleucina 6
[IL-6] y factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a]) y mediadores inflamatorios gaseosos, sobre

todo el éxido nitrico (NO) (Woesner, 1994, Bertalozzo y cols, 1994; Remick y cols, 1992).

El acido hialurénico (AH), componente fundamental del liquido sinovial y del cartilago
articular, es un glucosaminoglicano de alto peso molecular consistente en unidades repetidas
del disacarido N-acetilglucosamina y glucuronato (Bucci y cols, 2004; Girish y cols, 2009;
Nganvongpanit y cols, 2013). Asimismo, el AH proporciona un fluido hidrodindmico con
propiedades viscoelasticas que permiten movimientos eficientes a las articulaciones y esta
sintetizado fundamentalmente por los sinoviocitos (Girish y cols, 2009). La viscosidad del
liquido sinovial esta generalmente reducida cuando existe una artropatia, lo que lleva a una
insuficiente lubricacion de la misma y a la aparicion de dolor (Bennet, 2010). Una disminucién
en la concentracion de AH en el liquido sinovial, reduce sus propiedades viscoelasticas y

facilitan el desarrollo de la osteoartritis (Moreland y cols, 2003).

Si bien su uso en medicina humana y en el perro no estd exento de controversia (Printz
y cols, 2013; Smith y cols, 2005; Muir y cols, 2011), hay estudios que revelan que las
inyecciones intraarticulares de AH son clinicamente efectivas a la hora de aliviar el dolor y
ralentizar la degeneracion del cartilago articular (Echigo y cols, 2006; Nganvongpanit y cols,

2013).

Clasicamente, la via inyectable era la usada para la administracién de acido hialurénico
como tratamiento y la prevencidon de la osteoartritis porque se pensaba que, debido a su

elevado peso molecular y tamafio de las moléculas (de 1 MDa o mas) asi como a una
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metabolizacion hepatica rapida, existia baja absorcidn y/o utilidad clinica administrado via oral
(Smith y cols, 1998). Sin embargo, estudios en medicina humana indicaron que el AH
administrado via oral de forma diaria es efectivo en individuos con osteoartritis de rodilla a la
hora de disminuir su dolor y mejorar la funcionalidad de la articulacion y otros aspectos de su
calidad de vida (Kalman y cols, 2008). Como es particularmente necesario disponer de una via
de administracion facil y efectiva en el paciente canino, se realizaron estudios que demostraron
una buena absorcién y biodisponibilidad del AH administrado via oral (Balogh y cols, 2008).
Este hecho, abrié nuevos horizontes terapéuticos y profilacticos que permiten tratar pacientes

cronicos de forma facil y segura.

De estos hallazgos se podria esperar que la administracion oral de AH podria ser
efectiva en el tratamiento de la osteoartritis (Echigo y cols, 2006). Sin embargo, la utilizacién
del AH para la investigacion de la osteoartritis y su evolucién esta en controversia. Mientras
algunos estudios indican que el AH tiene efectos beneficiosos en el tratamiento de la
osteoartritis canina tras la rotura del ligamento cruzado anterior (Canapp y cols, 2005; Echigo y
cols, 2006; Kuroki y cols, 2002), otros dudan de su valor como elemento evaluador y de

prondstico de este proceso degenerativo (Plickert y cols, 2013).

Por lo tanto, es necesario profundizar mas en el estudio de los efectos de la
administracion oral de estos glucosaminoglicanos de alto peso molecular en la prevencion y

ralentizacion en pacientes con sinovitis u osteoartritis.

Por todo lo anteriormente descrito, se ha elegido como modelo de osteoartritis la rodilla
canina tras la rotura del LCC. Nuestra hipotesis se basa en que la administracion oral de acido
hialurénico de elevado peso molecular en pacientes caninos con lesion del ligamento cruzado
anterior comporta un efecto beneficioso en la evoluciéon del paciente tras la resolucion

quirurgica de dicha patologia.

De esta forma, se planteé como objetivo principal del estudio la valoracién de la
influencia de la administracion oral de AH de elevado peso molecular, en la progresion de la
sinovitis de la rodilla en el perro, tras someterse a una cirugia de avance de la tuberosidad tibial

(TTA) para resolver una lesion del ligamento cruzado anterior.



Introduccion y Objetivos

Por ello se establecieron los siguientes objetivos parciales:

1.- Determinar clinicamente la evolucion de los pacientes tratados tras la administracion oral de

un AH de elevado peso molecular.

2.- Estudiar ecograficamente la influencia de la administracién oral de un AH de elevado peso

molecular en las principales estructuras de la rodilla.

3.- Evaluar la influencia de la administracién oral de un AH de elevado peso molecular en la
concentracion sérica y sinovial de diferentes mediadores inflamatorios (factor de necrosis

tumoral alfa, proteina C reactiva, haptoglobina, amiloide sérico A y 6xido nitrico).

4.- Evaluar la influencia de la administracion oral de un AH de elevado peso molecular en la

concentracion sinovial de AH.
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2.1.- ENFERMEDAD DEGENERATIVA ARTICULAR Y SINOVITIS

2.1.1.- FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA

La osteoartritis (OA) es una enfermedad degenerativa que involucra los condrocitos, el
cartilago y otros tejidos articulares y que tiene un niumero importante de causas subyacentes,
incluyendo factores tanto bioquimicos como mecanicos (Abramson, 2008). Esta caracterizada
por una erosion progresiva del cartilago articular y por la remodelacién del hueso subcondral,
ambas causas intimamente relacionadas entre si (Hilal y cols, 1998; Westacott y cols, 1997;
Pelletier y cols, 2001). Los cambios estructurales de esta enfermedad incluyen, ademas de los
ya citados, la formacién de osteofitos y, segun la fase de la enfermedad, un grado variable de
inflamacion sinovial (Pelletier y cols, 2001). Se cree que la significativa remodelacién del hueso
subcondral es debida, fundamentalmente, a la reabsorcidén 6sea predominante en los estadios
iniciales de la enfermedad, seguida de un exceso de formacion de hueso, de esclerosis 6sea y
de un engrosamiento excesivo del hueso subcondral (Brandt, 1991; Dedrick y cols, 1993;
Brandt y cols, 1994). Esto, a su vez, explica el aumento de densidad observado en pacientes
con OA en las diferentes fases de la enfermedad. Sin embargo, estudios recientes indican que
el tejido éseo subcondral en animales con OA se compone de un exceso de matriz osteoide
extracelular desmineralizada (Mansell y cols, 1997, Li y cols, 1997) compuesta de
heterotrimeros anormales de colageno tipo | con una predominancia de cadenas de colageno

tipo | a-1 sobre cadenas de tipo a-2 (Bailey y cols, 2002).

En la osteoartritis hay una alteracién del equilibrio entre la sintesis y la degradacién de
los proteoglicanos de la matriz cartilaginosa y del colageno por parte de los condrocitos, lo que
induce la pérdida de resistencia a las fuerzas de compresion y cizalladura y, finalmente, la
fibrilacion del cartilago (Ratcliffe y cols, 1992). Las vias exactas involucradas en la
fisiopatologia de la enfermedad permanecen todavia, en general, desconocidas. Mas
concretamente, si los cambios del hueso subcondral en la OA en seres humanos preceden o
son simultaneos a las lesiones cartilaginosas es una pregunta que permanece sin respuesta
aunque, en los modelos animales en los que la OA se desarrolla de forma espontanea, los
cambios 6seos preceden a las lesiones cartilaginosas (Radin, 1986; Hulth, 1993). La hipétesis
que vincula los cambios en el hueso subcondral con las lesiones del cartilago también implica
que factores locales producidos y/o modificados por las células 6seas puedan alterar la funcion
del condrocito (Westacott y cols, 1997). Existen estudios que indican que hay modificaciones
significativas en la actividad metabdlica de los osteoblastos tanto en cultivos primarios de
células de OA de humana (Hilal y cols, 1998; Hilal y cols, 1999) como en el perro (Pelletier,
2000). Diversos factores producidos por los osteoblastos podrian potencialmente afectar a los

condrocitos del cartilago (Paredes y cols, 2002; Massicote y cols, 2002). La produccién en el

11



Revision bibliografica

tejido 6seo local de factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), uroquinasa activadora del
plasminégeno (UAP) y prostaglandinas E2 (PGE;) pueden jugar un papel en el intento del
cartilago de promover la formacion de nueva matriz cartilaginosa como la observada en la OA.
Las citoquinas/factores de crecimiento/prostaglandinas producidas por las células del hueso
subcondral pueden filtrarse a través de la interfase cartilago-hueso (a través de canales y
fisuras entre el hueso y el cartilago) y acabar estimulando la destruccion del cartilago (Sokoloff,
1993; Imhoff y cols, 1999).

2.1.2.- ASPECTOS BIOQUIMICOS

2.1.2.1.- MEDIADORES INFLAMATORIOS

a.- Aminas vasoactivas: histamina y serotonina

Los signos clasicos de inflamacidn aguda son cuatro: rubor, calor, dolor y tumor. Estos
signos son la manifestacién del incremento del flujo sanguineo local que tiene lugar en un
espacio de tiempo corto tras la exposicion a un estimulo inflamatorio. Este incremento del flujo
por vasodilatacion es el resultado de una respuesta vascular aguda que promueve la
reparacion del dafo tisular y que esta regulada por un conjunto muy complejo de mediadores
inflamatorios (Nemzek y cols, 2012). La vasodilatacion inicial da paso a un aumento de la
permeabilidad vascular (por un aumento del numero y el tamafo de los espacios entre las
células del endotelio) mediado por unas sustancias llamadas aminas vasoactivas: la histamina
y la serotonina (Feng y cols, 1996). La histamina se produce en los mastocitos e interactia
con los receptores H1. Su accion directa produce vasodilatacion arteriolar, aumento de la
permeabilidad venular y constriccion de las arterias mayores (Thurmond y cols, 2008). También
aumenta la vasodilatacion indirectamente por la sintesis de prostaglandinas, jugando un papel
importante en los procesos inflamatorios alérgicos porque atrae a los eosindfilos y estimula los

nocioceptores que inducen el prurito (Lawrence, 1998).

La serotonina tiene un efecto parecido a la histamina, aunque no es un mediador
principal en la respuesta de inflamaciéon aguda en humanos y otras especies animales, excepto

los roedores (Spiller, 2008).

b.- Citoquinas: factor de necrosis tumoral (TNF-a) e interleucinas

Los mastocitos, distribuidos por todo el organismo, degranulan como respuesta a un
estimulo inflamatorio (traumatismos, microorganismos, neuropéptidos, etc.). Son la primera
fuente de histamina durante la fase aguda de la inflamacién, aunque también liberan otros
mediadores proinflamatorios como la serotonina, leucotrienos, heparina y citoquinas (Artuc y
cols, 1999; Sherwood y cols, 2004).

12
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El término citoquina hace referencia a un grupo variado de pequefas proteinas que
actian como mensajeros intercelulares en ciertos procesos fisiologicos. Entre ellas podemos
nombrar el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), las interleucinas, interferones, etc. Las
citoquinas interactian con receptores de la superficie celular que inician vias metabdlicas
intracelulares y que, a su vez, modifican funciones celulares y estimulan la produccién de mas
citoquinas. Son dificiles de categorizar y clasificar debido a su gran diversidad. En base a su
funcionalidad se pueden clasificar como citoquinas proinflamatorias, que incrementan la
respuesta inmune innata (TNF-q, IL-1, IL-6) y citoquinas antiinflamatorias, que la disminuyen
(IL-10, IL-1ra) (Nemzeck y cols, 2012).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una de las mas estudiadas y fue
descrita por primera vez por su marcada actividad antitumoral y asociaciéon con estados de
enfermedad croénica (Kruglov y cols, 2008). Aunque se creia que estaba involucrado
primeramente en la fase aguda de la inflamacion articular (Joosten y cols, 1996; Cameron y
cols, 1997; Bolon y cols, 2004), se ha evidenciado que también presenta una funcion
importante en la fase cronica (Emshoff y cols, 2000; Sudekai y cols, 2004). Los macréfagos
activados son la fuente principal de TNF-a (Kruglov y cols, 2008). Como respuesta a un
estimulo, la concentracién de TNF-a crece rapidamente (Sabiston y cols, 2008). Tras su
liberacién, la TNF-a estimula la producciéon de mas citoquinas proinflamatorias (p.ej.: IL-6),
mediadores gaseosos (Narni-Mancielly y cols, 2007), quimiotaxinas, y moléculas que se
adhieren al endotelio, lo que lleva a una invasion de células en el punto de inflamacion
(Eriksson y cols, 2000; Cavaillon y cols, 2002). Otros efectos producidos por la TNF-a son la
activacion de las células NK (Wherry y cols, 1991), la proliferacion de linfocitos T-citotoxicos

(Kasahara y cols, 2003) y la apoptosis de células T (Vinay y cols, 2009).

Su liberacion puede tener efectos tanto beneficiosos como perjudiciales (Grivennikov y
cols, 2009) aunque administrado de forma experimental produce sintomas clasicos de shock
endotdxico: hipotension, acidosis metabdlica y muerte (Tracey y cols, 1986). Diferentes
estudios sobre su funcion y efectos ofrecen resultados aparentemente contradictorios. Por
ejemplo, Beutler y cols, en 1985, publicaron que la inhibicion de la actividad TNF-a tiene efecto
protector en el shock endotéxico mientras que Fisher y cols en 1996 descubrieron que si
bloqueamos la actividad de la TNF-a, la mortalidad aumenta en pacientes humanos con sepsis.
En cambio, la TNF-a es necesaria para la proteccion frente a infeccion por mycobacterium

tuberculosis (Flynn y cols, 1995).

El término interleucina 1 (IL-1) realmente determina varias interleucinas producidas
por los macrofagos y otros tipos de células (Sabiston y cols, 2008). Las funciones
proinflamatorias de la IL-1 son las mismas que las de la TNF-a y suelen actuar sinérgicamente
para incrementar la intensidad de la inflamacién (Okusava y cols, 1988; Narni-Mancielli y cols,
2007). Como respuesta a un estimulo inflamatorio, la IL-1 incrementa la produccion de
citoquinas proinflamatorias, prostaglandinas y dxido nitrico. Estos cambios se manifiestan en la

respuesta del paciente, que incluye hipotension, fiebre, leucopenia, hemorragia y edema
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pulmonar (Goldblum y cols, 1988; Okusawa y cols, 1988). La inhibicion competitiva de los
receptores de la IL-1 mejora la supervivencia tras la administracion de ciertas endotoxinas
(Nemzeck y cols, 2012).

La interleucina 6 (IL-6) se incrementa en, practicamente, todos los procesos
inflamatorios. Se produce en macréfagos, células T, células epiteliales y enterocitos. Juega un
papel esencial en el comienzo de la produccién hepatica de las proteinas de fase aguda,
ademas de facilitar la proliferacion linfocitaria (Page, 2005; Sabiston y cols, 2008). En estados
inflamatorios, la IL-6 plasmatica aumenta proporcionalmente a la duracién y la severidad de la
patologia (Shenkin y cols, 1989). Tras procedimientos quirurgicos, sus niveles plasmaticos son
mas altos con procedimientos invasivos (Cruickshank y cols, 1990; Franke y cols, 2005) que
con cirugia laparoscopica (Kloosterman y cols, 1994; Ueo y cols, 1994). Los niveles
plasmaticos de IL-6 se han usado para predecir infecciones postquirdrgicas (Mokart y cols,
2002) y la mortalidad asociada con sepsis (Remick y cols, 2002). Por todo ello se considera la
IL-6 no s6lo un mediador, sino un biomarcador importante del diagnéstico y pronéstico de la

inflamacion (Nemzeck y cols, 2012).

Aunque las citoquinas antiinflamatorias son numerosas, la interleucina 10 (IL-10) es el
arquetipo. Es producida primariamente por las células CD4+ Th-2, monocitos y células B (Opal
y cols, 2000). Disminuye la produccion de varias citoquinas proinflamatorias y quimioquinas,
incluyendo la TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8. La IL-10 también inhiben las citoquinas Th-1, que
protegen frente a infecciones microbianas (Asadullah y cols, 2003) y juegan un papel
importante limitando la respuesta inflamatoria frente a las bacterias habituales del sistema
digestivo (Opal y cols, 2000). Ademas, promueve el paso de los receptores de factor de
necrosis tumoral hacia circulacion sistémica (Joyce y cols, 1994). El exceso de IL-10 puede
incrementar la susceptibilidad a infecciones microbianas, afectando a la supervivencia (Lehman
y cols, 1995).

c.- Mediadores derivados de lipidos de la membrana celular

Eicosanoides

Son mediadores lipidicos sintetizados rapidamente a partir de los fosfolipidos de la
membrana celular y que muestran sus efectos localmente. Sus precursores son los acidos
grasos, en concreto el acido araquidénico, que se almacena en las membranas de las células
endoteliales, leucocitos y otras células. El acido araquidénico es liberado por la fosfolipasa A;
activada y rapidamente metabolizado en la via de la ciclooxigenasa o lipooxigenasa (Boothe y
cols, 1993; Henderson, 1994).

Los glucocorticoides suprimen la inflamacion disminuyendo la expresion de la

fosfolipasa A,, lo que disminuye la produccién de acido araquidénico. También aumentan la
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expresion de los genes que codifican las proteinas antiinflamatorias que inhiben la liberacion
del acido araquidénico a partir de los fosfolipidos (Buchingham y cols, 1997; Czock y cols,

2005). Los eicosanoides mas importantes son las prostaglandinas y los leucotrienos.

Las prostaglandinas se producen en la via de la ciclooxigenasa, donde el
metabolismo del acido araquiddnico se cataboliza por las enzimas ciclooxigenasas 1y 2 (COX-
1 y COX-2). LA COX-1 es una enzima involucrada en la homeostasis y esta presente en la
mayoria de células maduras. La expresion de la COX-2 es inducida por traumatismos, factores
de crecimiento, citoquinas proinflamatorias y otros mediadores (Funk, 2001, Rajakariar y cols,
2006). Son agentes quimiotacticos que reclutan leucocitos, inducen vasodilatacion y

contribuyen a la patogénesis del dolor y la fiebre durante la inflamacion (Williams y cols, 1997).

Los leucotrienos son producidos en la via de la lipooxigenasa, donde estas enzimas
actuan sobre el acido araquidénico para formar los principales tipos de leucotrienos, LTB,, y los
peptidoleucotrienos (LTC,4, LTD4 y LTE,), que son moduladores proinflamatorios del trafico de
leucocitos y del flujo sanguineo. Son primariamente secretados por los leucocitos, aunque
también lo son por las plaquetas y células endoteliales (Boothe, 1993). El LTB, es un potente
agente quimiotactico y activador de neutrofilos que potencia su extravasacion, degranulacion y
produccion de radicales libres (Papayianni y cols, 1996). Ademas, los peptidoleucotrienos
provocan vasoconstriccion, broncoconstriccidon e incremento de la permeabilidad de las vénulas
(Henderson, 1994; Papayianni y cols, 1996). En general, los leucotrienos tienen una accién

vasoactiva mas potente que la histamina (Henderson y cols, 1994).

Factor activador de plaquetas (FAP)

Similar a los eicosanoides, el factor activador de plaquetas (FAP) se metaboliza a partir
de los fosfolipidos de la membrana celular por la fosfolipasa A,. Se produce en numerosas
células, incluyendo las endoteliales, neutréfilos, plaquetas, macréfagos y eosindfilos (Chao y
cols, 1993). Su aumento se debe a la accion de numerosos mediadores inflamatorios,
incluyendo mediadores gaseosos, histamina y citoquinas. EI FAP se une a los receptores de
proteina G, que se encuentran en diversos tipos de células (Chao y cols, 1993; Stafforini y cols,
2003). Tiene efectos pro-inflamatorios directos sobre los neutréfilos incrementando la afinidad y
avidez de sus integrinas de superficie, lo que incrementa su adhesividad. Otras acciones
inducidas por el FAP son incrementar la motilidad y degranulacién de los neutréfilos (Prescott y
cols, 2000), la agregacion y degranulacion de plaquetas (Chao y cols, 1993), degranulacién y
produccion de oxigeno reactivo por parte de los eosindfilos (Tachibana y cols, 2002), aumentar
la permeabilidad vascular e inducir broncoconstriccion y vasoconstriccion pulmonar (Harris,
1999).
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d.- Mediadores gaseosos

De todos los mediadores gaseosos, el 6xido nitrico es el que presenta principales
efectos vasculares e inmunolégicos. Recientemente, el mondxido de carbono endégeno (CO) y
el sulfuro de hidrégeno (H,S), conocido por su efecto toxico y letal, también han sido

investigados por su contribucion a la respuesta inflamatoria (Nemzeck y cols, 2012).

El éxido nitrico (NO) se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina por la enzima 6xido
nitrico sintetasa, NOS. Se conocen tres formas de oxido nitrico sintetasa. Las derivadas del
endotelio (eNOS) y neuronal (nNOS) se producen de manera constitutiva, mientras que la
inducible (iNOS) se produce como respuesta a la presencia de citoquinas y otros mediadores
inflamatorios (Moncada y cols, 1991) (Fig. 1). La iNOS puede producirse en una variedad de
tipos celulares, incluyendo hepatocitos, keratinocitos, macrofagos, epitelio respiratorio y
neutréfilos (Huang y cols, 1998; Nathan y cols, 1994). Ciertos procesos inflamatorios como la
sepsis puede llevar a la produccion de 6xido nitrico sintetasa (Schwentker y cols, 2003). La
regulacion del tono vascular es la principal funcion fisiolégica del NO y sirve como principal
vasodilatador enddgeno. Induce la vasodilatacion porque se difunde en las células del musculo
liso e inicia los mecanismos de relajacién muscular de forma indirecta (Bredt y cols, 1994).
Ademas, antagoniza los efectos vasoconstrictores de la angiotensina Il y endotelinas
(Pechanova y cols, 2007), convirtiéndose en el principal contribuyente a las fases iniciales de
la vasodilatacion (Schwentker y cols, 2003).

FIG. 1: FUNCIONES DEL OXIDO NITRICO (NO)
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El é6xido nitrico presenta, dependiendo de la concentracion y el modo de produccion,
efectos tanto proinflamatorios como antiinflamatorios, (Miller, 1993, Pfeilschifter y cols, 1996).
Disminuye la agregacion plaquetaria y la adhesion de los leucocitos. Los niveles basales de
6xido nitrico también tienen efectos antiinflamatorios sobre el tracto gastrointestinal (Miller,
1993). En un estado inflamatorio, las citoquinas proinflamatorias y los metabolitos bacterianos
disminuyen la produccion de las 6xido nitrico sintetasas constitutivas, lo que lleva a incrementar
la oxido nitrico sintetasa inducible en los monocitos, macréfagos y neutréfilos (Sharma y cols,
2007). El 6xido nitrico incrementa la destruccion de agentes infecciosos por los macréfagos
(Liew y cols, 1990; Tsai y cols, 1997) e incrementa la produccién de citoquinas proinflamatorias
(Brieland y cols, 1995). Tiene una influencia sobre la respuesta de los linfocitos T-helper 1 (Th-
1) que depende de la concentracién; a dosis bajas induce la respuesta y la disminuye a dosis
altas. También afecta a la cura de las heridas. Niveles bajos de NO asociados a enfermedades
como diabetes, malnutricion o a niveles altos de glucocorticoides se asocian con disminucion

del colageno en los tejidos y de la fuerza de tension en los mismos.

Sin embargo, un nivel alto de NO también puede dificultar la cicatrizacion (Niedbala y
cols, 1999), presentando efectos perjudiciales sobre los tejidos locales y perpetuando el ciclo
inflamatorio. Estos efectos son el resultado de las especies reactivas de nitrégeno (ERN),
derivadas del 6xido nitrico. En ciertas patologias inflamatorias crénicas, la enzima superéxido
dismutasa puede ser incapaz de controlar los niveles de superdxido, lo que permite una
reaccion entre el 6xido nitrico y el superéxido que produce un oxidante muy potente, el
peroxinitrito (Fig. 2) que tiene efectos citotdxicos directos que interrumpen las funciones vitales
celulares como la glicolisis y el ciclo del acido tricarboxilico (Pfeilschifter y cols, 1996). El

peroxinitrito también contribuye a la apoptosis de los condrocitos (Del Carlo y cols, 2002).

FIG. 2: BIOQUIMICA DEL OXIDO NITRICO (NO)
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El NO, iNOS, eNOS, nNOS vy el peroxinitrito han sido detectados en tejidos tanto de
articulaciones sanas como osteoartriticas (Amin y cols, 1995; Pelletier y cols, 2000; Di Mauro y
cols, 2006) existiendo evidencias de que la produccion articular de NO deriva de la produccion
de iINOS en los condrocitos. La produccion de NO en la membrana sinovial es generalmente
baja en articulaciones normales y osteoartrésicas. La valoraciéon de la produccion de NO en
tejido ligamentoso, especialmente en el LCC roto total o parcialmente, es dificultosa porque las
muestras de LCC naturalmente lesionado se obtienen durante la reparaciéon quirdrgica. Por
esta razon, tenemos que examinar tejido altamente traumatizado sin conocer si la produccion
de NO y sus metabolitos ha sido desencadenado por la patologia original del LCC o si es una
consecuencia del trauma mecanico de la lesién del ligamento. La inhibicién de la produccion de
NO en el LCC por medio de un inhibidor especifico de la iINOS demuestra que el NO en el
ligamento se deriva principalmente de la via inducible del NOS (Spreng y cols, 2000). La
liberacién crénica y sostenida de NO aparece en desérdenes crénicos, tanto de origen articular
(reumatoides y osteoartritis) como gastrointestinal (Sharma y cols, 2007, McKenzie y cols,
2008).

Los condrocitos de pacientes con OA expresan iNOS en la zona superficial del
cartilago articular, reflejando un aumento del NO durante la OA (Hduselmann y cols, 1998). El
NO inhibe la sintesis de proteoglicanos y colageno en los cultivos de cartilago y regula la
sintesis de metaloproteinasas (MMP), contribuyendo ambos a la destruccion de la matriz
extracelular. Ademas de estas acciones, el NO también media en la apoptosis de los tejidos
articulares aunque se ha demostrado que no puede hacerlo por si solo. Sin embargo, si se
incuban condrocitos con NO donante y peroxinitrito (compuesto nitrogenado), si se induce la
muerte celular apoptoética (Del Carlo y cols, 2002) demostrando la accién catabdlica del NO en
las articulaciones. A pesar de ello, recientemente se ha visto que esta aproximacion es
demasiado simplista ya que los condrocitos pueden responder de forma diferente al NO en
base a su localizacién en el cartilago, y también pueden actuar de diversas maneras
dependiendo de la forma de activacion (Xia y cols, 2006; Shi y cols, 2007; Hancock y cols,
2008). Existen estudios recientes que demuestran efectos beneficiosos del NO en otros tipos
de células, incluyendo tendones y osteoblastos, y que potencialmente podrian estar presentes
en los condrocitos. De la misma manera, el NO y sus derivados juegan también un papel critico
en la produccién y reduccidon de la nociocepcion y el dolor, que es la primera causa de

problemas en los casos de osteoartritis (Abramson, 2008).

Se ha demostrado que el LCC produce mas NO que otros ligamentos (Cao y cols,
2000; Spreng y cols, 2000). Tras la estimulacién de los ligamentocitos, los niveles de NO
inducida por la INOS se aumentan e inhiben la sintesis normal de colageno (Cao y cols, 2000),
pudiendo concluir que las concentraciones altas de NO inhiben la homeostasis normal de la
matriz y producen debilidad intrinseca del ligamento (Spreng, 2010). Pero el NO, por si sdlo, no

es responsable de los niveles incrementados de apoptosis en el LCC. Hay estudios que
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demuestran que solo la combinacién del NO vy las especies de oxigeno reactivo (ROS) inducen
la apoptosis en los condrocitos (Del Carlo y cols, 2002). De todo ello podria deducirse que el
incremento de la produccion de NO puede ser un primer paso en la rotura del LCC,
contribuyendo a la muerte celular secundaria al desequilibrio de la homeostasis del ligamento
(Spreng, 2010).

Todas estas observaciones se corresponden con la teoria de que un incidente inicial
lleva a la inflamacion del LCC (Hayashi y cols, 2004). Los ligamentocitos desarrollan un
desequilibrio en la homeostasis de la matriz como reaccién al estimulo inflamatorio, incluyendo
elevacién de las enzimas reguladoras de la degradacion de la matriz y reduccion de la
produccion de matriz y muerte prematura de los ligamentocitos inducida por el peroxinitrito (Fig.
3). EL papel del NO, sin embargo, no parece tan simple. Extrapolando los datos de los
experimentos realizados con cartilago, parece que la inhibicién de la produccién de la NOS
puede disminuir la inflamacién, pero posee poco efecto a la hora de evitar la pérdida de
cartilago articular. Por otro lado, la inhibicién de peroxinitrito mediante la aplicacion de acido
urico reduce la inflamacién intra-articular y la pérdida de cartilago articular (Bezzera y cols,
2004). Oftros estudios, sin embargo han mostrado datos contrarios: Perros con OA tratados con
un inhibidor especifico de la INOS mostraron una reducciéon en la formacién de osteofitos,
disminucion de la severidad de las lesiones histologicas en el cartilago y menores niveles de
apoptosis cartilaginosa comparada con los perros no tratados (Pelletier y cols, 2000).
Resultados recientes muestran evidencias de efectos protectores del NO en tenocitos y en OA

cronica humana (Xia y cols, 2006; Hancock y cols, 2008; Wallace y cols, 2009).

FIG. 3: ACCIONES CATABOLICAS DEL OXIDO NITRICO (NO) Y LAS METALOPROTEINASAS DE
MATRIZ (MMPs)
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El sulfuro de hidrégeno (SH;) se produce durante el metabolismo de la cisteina.
Regula la presion sanguinea e induce analgesia visceral. En modelos animales de inflamacién
y sepsis, parece promover la inflamacion (Li y cols, 2005), mientras que los inhibidores de la
sintesis de SH, disminuyen los niveles de varias citoquinas proinflamatorias (Zhang y cols,
2007). Ademas, el SH, suprime la interaccion entre los leucocitos y las células endoteliales,

disminuyendo el reclutamiento de leucocitos (Zanardo y cols, 2006).

e.- Proteinas de fase aguda

La respuesta de fase aguda (RFA) es parte de la respuesta inmediata e innata del
sistema inmune (Cray y cols, 2009) y se inicia por diferentes causas: traumaticas,
inmunoldégicas, neoplasicas, infecciosas, etc. (Cerén y cols, 2005). Como consecuencia de
dicha respuesta inmune, se desencadena una compleja reaccion sistémica cuyo ultimo objetivo
es promover la homeostasis y eliminar la causa patoldgica (Whicher y cols, 1992;Ebersole y
cols, 2000). Esa fase inicial es la respuesta durante los estadios iniciales criticos del ataque v,

en términos de desarrollo, anticipa la respuesta inmune adquirida (Eckersall, 2000).

La respuesta de fase aguda se caracteriza por diferentes efectos sistémicos,
incluyendo fiebre, leucocitosis, aumento del cortisol sérico y disminucion de la tiroxina, cambios
metabolicos (lipdlisis, gluconeogénesis, catabolismo muscular...) y disminucion de las
concentraciones séricas de hierro y zinc (Cerdn y cols, 2005). También incluye cambios en las
concentraciones de ciertas proteinas plasmaticas, las llamadas proteinas de fase aguda
(APPs), que se definen como aquellas cuya concentracion cambia significativamente como
respuesta a un proceso inflamatorio y son primariamente sintetizadas por los hepatocitos.
Algunas de ellas disminuyen su concentracion (las denominadas APPs negativas como, por
ejemplo, la albumina o la transferrina) mientras que otras la aumentan (llamadas APPs
positivas como, por ejemplo, la proteina C reactiva —CRP-, el amiloide sérico A —SAA-, la
haptoglobina —Hp-, la alfa-1 glicoproteina —AGP-, la ceruloplasmina —Cp- y el fibrindgeno)
(Kushner y cols, 1993; Eckersall, 1995). La mayoria de las APPs positivas son glicoproteinas
sintetizadas, principalmente por los hepatocitos bajo estimulo de las citoquinas

proinflamatorias, y liberadas en el torrente sanguineo (Fig. 4).
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FIG. 4: MECANISMOS DE PRODUCCION DE LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA (APPs)
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(Cerén y cols, 2005)

También pueden ser sintetizadas en otros tejidos ademas de en los hepatocitos. Se ha
demostrado la producciéon de SAA en tejidos como intestino, rifidn, médula 6sea, adipocitos (en
casos de hiperglicemia) y glandulas mamarias (en casos de mastitis) en diferentes especies
animales (Lyn y cols, 2001; Eckersall, 2001). El pulmén, tejido adiposo, bazo y riidn pueden
producir Haptoglobina (Dobryszycka, 1997; Ebersole y cols, 2000). En el ser humano, el rifién
puede producir CRP, siendo susceptible de usarse como indicador de un posible rechazo tras
un trasplante (Jabs y cols, 2003). A pesar de que su papel fisiolégico todavia no se comprende
completamente, parece que las APPs estan involucradas en la regulacion de la respuesta
inmune, inflamacion y proteccion contra la infeccién, asi como en la recuperacién de los tejidos
dafiados. La misma APP puede tener tanto efecto proinflamatorio como antiinflamatorio, con un

equilibrio muy delicado entre ambas funciones (Hochepied y cols, 2003).

Como respuesta a las citoquinas proinflamatorias, las APPs positivas incrementan su
concentraciéon durante unas horas, alcanzando un pico a las 24-48 horas y pueden permanecer
aumentadas mientras dure el estimulo inflamatorio (Kajikawa y cols, 1999; Dhainaut y cols,
2001; Paltrinieri, 2008). En general, el papel de las APPs es incrementar las funciones
protectoras del hospedador, minimizando el dafio tisular y mejorando los procesos de
reparacion tras la infeccion, trauma o estrés (Cerdn y cols, 2005, Crisman y cols, 2008). De
manera adicional a estas funciones, las proteinas de fase aguda pueden usarse como
marcador de prondstico o diagndstico para una pronta identificacién de la inflamaciéon y

prevencion de la evolucion (Kajikawa y cols, 1999; Crisman y cols, 2008; Paltrinieri, 2008).
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Proteina C-reactiva (CRP)

Es una proteina con un peso molecular de 100 kD, con 5 subunidades de 20 kD cada
una, y fue la primera APP en ser descrita. En medicina humana es un marcador sistémico
extremadamente sensible de inflamacion y dafo tisular (Volanakis, 2001; Pepys y cols, 2003).
Observada con microscopia electrénica, la CRP canina se asemeja mucho a la humana; la
principal diferencia radica en que 2 de las 5 subunidades de la CRP canina estan glicosiladas
(Caspi y cols, 1984, Eckersall, 1998). La CRP se une a la fosfocolina, las ribonucleoproteinas y
fosfolipidos; es decir se une a bacterias ajenas al organismo asi como a células apoptéticas o

necréticas (Cerdn y cols, 2005; Ferri y cols, 2007).

Sus principales funciones biolégicas son la induccion de citoquinas, inhibicion de la
quimiotaxis y modulacién de la funcién de los neutréfilos (que, al unirse a las bacterias,
promueven la vinculacion con el complemento y facilitan la absorcién bacteriana por parte de
los fagocitos). Se ha considerado una forma primitiva de anticuerpo que interactua
especificamente con los componentes de las membranas de los microorganismos (Cerdén y
cols, 2005). Activa a los macréfagos para que produzcan IL-13, IL-6, TNF-a y factores tisulares
lo que activa la cascada de la coagulacién extrinseca (Zhong y cols, 1998). Esto puede
producir coagulacion intravascular diseminada y trombosis durante el episodio inflamatorio
(Ferri y cols, 2007). La fisiopatologia de la CRP es compleja, pues induce tanto respuesta
proinflamatoria como antiinflamatoria (Nemzeck y cols, 2012).

Amiloide sérico A (SAA)

Es una proteina sérica pequefia con un peso molecular de 15 kD. Se cree que es
precursor de la proteina amiloide A, la principal proteina del alfa-amiloide, por lo que esta
potencialmente involucrada en la patogénesis de la amiloidosis y otras enfermedades crénicas
inflamatorias como la artritits reumatoide (Uhlar y cols, 1999). Los hepatocitos son la principal
fuente de SAA circulante, aunque ha sido demostrada la produccion extrahepatica en una
amplia variedad de tejidos, como macrofagos y células endoteliales (Nemzeck y cols, 2012) y
especies (Marhaug y cols, 1997; Urieli-Shoval y cols, 1998; McDonald y cols, 2001). Aunque la
concentracién puede aumentar hasta 1000 veces en condiciones inflamatorias, la magnitud de
la respuesta depende de la especie y la enfermedad (Ceciliani y cols, 2002; Ribeiro y cols,
2003). Se especula que el SAA ayuda en el aclaramiento del colesterol de los macréfagos tras
la fagocitosis de las membranas celulares danadas (Lindhorst y cols, 1997). El amiloide sérico
A estimula la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1[3, IL-8) de los leucocitos,

particularmente los neutréfilos (Ribeiro y cols, 2003).

Sus principales funciones bioldgicas son actuar como reclutamiento quimiotactico de
las células T, monocitos y neutréfilos hacia los puntos de inflamacién, disminucién de la
respuesta inflamatoria (inhibiendo la liberacién de mieloperoxidasa y la proliferacién de

linfocitos) y estar involucrado en el metabolismo y transporte de los lipidos (Cerdén y cols,
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2005). También disminuye la produccion de PGE2 y activacion de plaquetas (Ceciliani y cols,
2002).

Haptoglobina

Es una a-2 glicoproteina, y forma parte de las proteinas de fase aguda en respuesta a
estados o enfermedades inflamatorias. En investigacion veterinaria, la haptoglobina es
particularmente importante (Murata y cols, 2004) y es ampliamente usada en la verificacion del
estado de salud del ganado y, particularmente, de las ovejas debido a una fuerte respuesta a la
infeccion, con aumentos de las concentraciones circulantes de hasta 100 veces el valor normal.
En otras especies, como la humana, canina, felina y porcina hay incrementos mucho mas
moderados (de 2 a 5 veces), aunque estos incrementos pueden proporcionar suficiente
informacion diagnostica valida (Eckersall y cols, 1988; Eckersall, 1995). La haptoglobina es una
proteina que se une a la hemoglobina y esta presente en el plasma de todos los vertebrados, y
se cree que participa en el transporte de hemoglobina desde la sangre al higado y el posterior

reciclado del hierro (Mominoki y cols, 1995).

Ademas de las anteriormente descritas, otras funciones son estar involucrada en la
respuesta del hospedador a la infeccion y la inflamacion, actuando como antagonista natural
para la activacion ligada a los receptores del sistema inmune, unirse a la hemoglobina libre
(producto proinflamatorio toxico resultante de la hemdlisis), tener efecto bactericida en heridas
infectadas (uniéndose a la hemoglobina y limitando la disponibilidad del hierro de la
hemoglobina para el crecimiento bacteriano) e inhibir la quimiotaxis de los granulocitos y la

fagocitosis (Cerdn y cols, 2005).

2.1.2.2.- PROCESOS DEGRADATIVOS

Los procesos de remodelacion y sintesis de los tejidos son de extrema importancia en
el contexto de la patologia del LCC y la artritis de rodilla. El papel que juegan en ello las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) es crucial. Son un grupo de endopeptidasas detectadas
en casi cualquier enfermedad en la que exista un componente inflamatorio (Spreng, 2010) y
tanto ellas como sus inhibidores, los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs),
controlan el equilibrio de los procesos de sintesis y remodelacién (Nagase y cols, 2006). Las
concentraciones de TIMPs generalmente exceden con mucho las de MMPs en el tejido,
limitando por lo tanto la actividad proteolitica en la matriz pericelular. Las MMPs en el entorno
articular estan producidas por las células sinoviales, cartilagos, ligamentocitos y leucinas.
Pueden dividirse en colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y de membrana, basandose en

su especificidad de sustrato.

Las MMPs pueden detectarse tanto en tejidos articulares como en liquido sinovial. Tal y

como sucede con otros componentes del liquido sinovial, no es posible diferenciar el origen de
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la produccién de las MMPs encontrado en el liquido sinovial, por lo que Unicamente tienen valor
para entender las vias fisiopatolégicas de una enfermedad especifica (Fujita y cols, 2006;
Salinardi y cols, 2006; Tang y cols, 2009).

Las enfermedades articulares comprenden un componente inflamatorio y otros de
degradacion de la matriz. Las MMPs juegan un papel importante en ambos aspectos de la
enfermedad y muchas de sus acciones son de naturaleza catabdlica. Estan asociadas con el
aumento de la degeneracion de la matriz extracelular del cartilago o de los ligamentos, asi
como con una marcada inflamacién del tejido sinovial (Foos y cols, 2001; Muir y cols, 2005a;
Doom y cols, 2008; Tang y cols, 2009). Sin embargo, algunas MMPs tienen papeles opuestos
en el desarrollo de enfermedades especificas. Por ejemplo, MMP-2 y MMP-9 (gelatinasa A y B)
tienen una muy similar especificidad de sustrato por las proteinas de la matriz, pero tienen
acciones opuestas no relacionadas con la matriz: MMP-2 es importante para la degradacion de
los factores inflamatorios, mientras que MMP-9 es un productor importante de macréfagos y
neutréfilos: Experimentalmente, esto nos lleva a artritis exacerbada por deficiencia de MMP-2 y
reduccién de artritis por deficiencia de MMP-9 (/toh y cols, 2002). Se han detectado MMPs en
tejido del LCC y se han correlacionado con su lesién. La expresion de los genes de MMP-2,
MMP-9 y MMP-13 se aumento significativamente en LCC rotos y también habia tendencia a
que se elevase la MMP-3 si los comparamos con los LCC sanos (Spreng y cols, 1997; Muir y
cols, 2005a).

Una de las principales razones del pobre conocimiento que actualmente se tiene sobre
la patogénesis de la rotura del LCC en el perro es el hecho de que es muy dificil estudiar la
enfermedad en los estadios iniciales. Una de las vias generalmente usadas para explicarla es
que un evento desencadenante lleva a procesos que lentamente debilitan la matriz del
ligamento hasta que sucede la rotura mecanica de los componentes de la matriz. Este evento
viene seguido de manifestaciones clinicas de cojera y rotura total o parcial del ligamento con la
formacion de artritis (Spreng, 2010). Hay buenas evidencias de que NO y MMPs modulan las

consecuencias de la rotura del LCC, por ejemplo, la OA (Abramson, 2008).

El tejido del LCC responde a un evento traumatico liberando MMP-2 (Tang y cols,
2009). La sinoviectomia de la membrana sinovial que cubre el LCC en conejos induce un
incremento significativo de la actividad colagenasa dentro del ligamento, demostrando el papel
protector de la vaina sinovial en el ligamento intacto. La colagenasa liberada tras al
sinoviectomia puede reflejar la reaccion del LCC a los mediadores del liquido sinovial liberados
durante las artropatias inflamatorias (Amiel y cols, 1990). Los cultivos de explantes de LCC, asi
como los cultivos monocapa fibroblasticos derivados de LCC activados por medio de estimulos
inflamatorios, producen, en un periodo de 48 horas, significativamente mas NO y MMP que los
cultivos sin estimulo inflamatorio (Riitano y cols, 2002). El mismo estimulo induce mayor
expresion de iINOS en el LCC que en el ligamento colateral medial y en el ligamento de la

cabeza del fémur (Louis y cols, 2006). Esto podria indicar que el LCC reacciona de forma
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diferente a los estimulos inflamatorios que otros ligamentos, produciendo mucho mas NO vy, por

lo tanto, mas sustrato disponible para producir peroxinitrito reactivo (Spreng, 2010).

2.1.3.- ASPECTOS HISTOLOGICOS

ElI LCC en el perro experimenta una transformacion parcial fibrocartilaginosa similar a la
que sucede en el ser humano, representando una degeneracién cronica e irreversible. Esta
degeneracion idiopatica es un hallazgo histolédgico comun en los LCC intactos a pesar de un
aspecto macroscépico normal. Un estudio histologico informé que los LCC de perros que
pesaban mas de 15 kg presentaban evidencias microscopicas relevantes a los 5 afios de edad
(Vasseur y cols, 1985). Estos cambios se caracterizan por pérdida de ligamentocitos,
metaplasia de los ligamentocitos supervivientes a condrocitos y pérdida de la capacidad de
mantener los paquetes de fibras de colageno, algo cuya severidad progresa con la edad. El
LCC en perros de mas de 15 kg tiene, generalmente, lesiones menos severas de las que tienen
los perros que pesan mas, y la instauracion del proceso degenerativo puede retrasarse varios
afos. La zona interior central del ligamento se deteriora antes que la zona epiligamentosa
superficial, y la porcion media se deteriora antes que las que estan cerca de los anclajes 6seos.
En los LCC rotos hay cambios mas severos, como la hialinizacién, mineralizacion y aparicion
de células similares a condrocitos. Sin embargo, es raro observar respuesta inflamatoria o

reparadora (Hayashi y cols, 2003a).

En la region central interior del LCC roto hay una pérdida significativa de fibroblastos,
aunque la densidad del nimero de células es similar en la zona epiligamentosa de los LCC
rotos y en los intactos. En el LCC roto, el numero de fibroblastos tipicos (células fusiformes y
ovoideas) se encuentra disminuida, y en la region interior central el nimero de células que
exhiben transformacién condroide (células esferoideas) esta incrementada. En la regién interior
central, la estructura de la matriz extracelular de colageno se encuentra ampliamente
interrumpida en el LCC roto. Ademas, la rotura del LCC esta asociada también con la falta de la
arquitectura de la matriz extracelular de colageno, con pérdida de la ondulaciéon normal y de la
birrefringencia. Un estudio histolégico revelé que esa ondulacion no era detectable en muchas
muestras de ligamento procedentes de perro con rotura del LCC (Hayashi y cols, 2003a). Es
interesante que en las muestras de LCC roto en las cuales la ondulacién era todavia
detectable, la longitud de dichas ondulaciones estaba incrementada significativamente y el
angulo de la ondulacién tendia a ser menor si lo comparamos con el LCC sano procedentes de
perros jovenes. Estos datos sugieren que, segun la rotura del LCC evoluciona con el tiempo, el
colageno organizado restante experimenta una sobrecarga mecanica que alarga la ondulacién
dentro de las fibras de colageno. Estos hallazgos también soportan la hipétesis general de que
las microlesiones en el ligamento procedentes de la sobrecarga mecanica pueden formar parte

importante de las eventos mecanicos iniciales que originan la remodelacion del LCC y puede
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ser un factor clave en el mecanismo que lleva, a lo largo del tiempo, a producir su rotura
(Hayashi y cols, 2010).

La viabilidad de los fibroblastos y el metabolismo es diferente en jovenes con LCC
sano, adultos con LCC sano y animales con LCC roto (Hayashi y cols, 2003b). Se observaron
fibroblastos metabdlicamente activos (detectados mediante un marcador metabdlico, lactato
deshidrogenasa) tanto en LCC intactos como rotos, aunque el nimero de células no viables en
la regién interna central del LCC roto fue mayor que en el de LCC intacto de perros jovenes y

adultos (Hayashi y cols, 2010).

Los LCC rotos tienen mayores cantidades de uniones cruzadas de colageno inmaduro,
GAGs totales y con sulfuro y contenido de agua (material parecido al cartilago), vy
concentraciones de pro-MMP-2 (gelatinasa), que los LCC intactos (Comerford y cols, 2004).
Estos hallazgos sugieren que la matriz extracelular del LCC roto ha incrementado la renovacion
de la matriz. El tejido parecido a cartilago es mas vulnerable a la rotura bajo una carga normal,
por lo que la degeneracién del LCC con transformacion fibrocartilaginosa puede predisponer a

la rotura patoldgica del LCC (Comerford y cols, 2006).

2.1.4.- ASPECTOS INMUNOHISTOQUIMICOS

2.1.4.1.- PAPEL DE LOS ANTICUERPOS ANTI COLAGENO TIPO 1 Y I

Una de las principales limitaciones en las diversas investigaciones que la
etiopatogénesis de la rotura del LCC en perros es que la mayoria de ellos se han focalizado en
la rodilla afectada tras la rotura, lo que representa el final del proceso. Recientemente, se han
realizado estudios sobre los mecanismos inmunopatolégicos celulares y humorales en perros

predispuestos antes de la rotura (de Bruin y cols, 2007a,b).

El ligamento cruzado presenta una microestructura de haces de colageno de diversos
tipos, pero la mayoria son de tipo |. Los meniscos también estan compuestos mayoritariamente
de colageno tipo I, mientras que el cartilago articular lo esta por colageno tipo Il (van Sickle y
cols, 1993). Los ligamentos cruzados van envueltos por una cubierta de membrana sinovial y
son extrasinoviales, aunque su localizacién es intraarticular (Alm y cols, 1974b; Arnoczky y
cols, 1979a). Usando la microscopia electrénica se ha verificado la presencia de numerosos
pequefios orificios en esa membrana, lo que permite que los ligamentos se infiltren de fluido
sinovial (Kobayashi y cols, 2006). Los procesos inflamatorios y/o los traumas pueden conducir
a una exposicion a macromoléculas como el colageno que disparen las respuestas
inflamatorias inmunomediadas (Fig. 5). Una vez producidos los autoanticuerpos, el colageno
tipo | liberado puede aumentar la inflamacioén articular formando inmunocomplejos con estos
anticuerpos, derivando en una activacién del complemento y de las células fagocitarias (Bari y
cols, 1989; Carter y cols, 1999).
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FIG. 5: ESQUEMA DE LA RESPUESTA INMUNOMEDIADA EN EL PERRO CON LESION DEL
LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL (LCA)
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Esquema de la respuesta inflamatoria inmunomediada en el perro con lesién del ligamento cruzado craneal (LCA).
Fase1: LCA dafado con liberacién de colageno tipo | (CAg); Fase 2: Fagocitacién de colageno por el macréfago (Mq);
Fase 3: presentacion del antigenos a la célula naive NT; Fase 4: activacién/diferenciacién de las células B con
produccion de anticuerpos (Ab); Fase 5: liberacion de anticuerpos en el tejido sinovial, Fase 6: liberacion de
anticuerpos en el liquido sinovial y formacion de inmunocomplejos con colageno tipo I. LCA: ligamento cruzado craneal.
LCC: ligamento cruzado caudal (Peter Muir, 2010)

Se han detectado anticuerpos anticolageno tipo | y Il en perros con rotura del LCC,
estando presentes tanto en suero como en liquido sinovial aspirado de la articulacién afectada
(Niebauer y cols, 1982; Niebauer col, 1987; Bari y cols, 1989; de Rooster y cols, 2000). Esta
mayor incidencia en el liquido sinovial indica una produccién local de anticuerpos (Niebauer y
cols, 1982; Niebauer cols, 1987; Bari y cols, 1989). Esto esta fundamentado en estudios
histologicos de tejido sinovial procedente de rodillas de perros con rotura del LCC (Tirgari,
1977; Galloway y cols, 1995; Lawrence y cols, 1998; Hewicker y cols, 1999). Las principales
células detectadas en los tejidos sinoviales son los macrofagos, linfocitos T, linfocitos B y
células plasmaticas predominantemente del isotipo I19gG (Tirgari, 1977; Galloway Yy cols, 1995;
Lawrence y cols, 1998; Hewicker y cols, 1999; Lemburg y cols, 2004). Es mas, se han
detectado incrementos significativos de IgG e IgM en el tejido sinovial de la rodilla de perros
con rotura del LCC en comparacion con rodillas normales (Lawrence y cols, 1998). Un estudio
indicd que el 67% de los perros tenia varios nddulos linfoplasmaciticos dentro del tejido sinovial
(Galloway y cols, 1995). Estudios de los mecanismos de inmunidad celular sugieren que existe
un proceso inflamatorio en la articulacion contralateral de los perros predispuestos antes de
que la inestabilidad articular sea detectable (de Bruin y cols, 2007b). Tras medir de forma
secuencial los anticuerpos anticolageno tipo | en el liquido sinovial aspirado de diversas
articulaciones, se evidencio que los titulos de anticolageno tipo | en la rodilla de perros
predispuestos que habian sufrido rotura del LCC, eran mas elevados que los titulos del resto

de las articulaciones (de Bruin y cols, 2007a).
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No esta claro si los anticuerpos juegan un papel activo en la iniciacion de la rotura del
LCC. Estudios prospectivos en perros que se presentaron con rotura del LCC no
proporcionaron evidencias de que sea asi, ya que no todos los perros con anticuerpos
desarrollaron rotura del LCC contralateral (de Bruin y cols, 2007a). Sin embargo, es posible que
los anticuerpos anticolageno perpetien la inflamacidn articular cronica en algunos perros con
degeneracion del LCC, incluso si el colageno no es el principal agente artritogénico. El
hallazgo de titulos méas elevados de anticolageno tipo | en una rodilla que todavia no tiene una
rotura del LCC detectable clinicamente en el momento de la medida, comparado con los titulos
de ofras articulaciones, sugiere que existe un proceso inflamatorio con produccién de

anticuerpos especificos de colageno en esa articulacion contralateral (de Bruin y cols 2007a).

Los anticuerpos anticolageno tipo | y Il también se han detectado en el liquido sinovial
de rodillas con artritis secundaria a artropatias cuyo origen no es la rotura del LCC (Niebauer y
cols, 1987; Bari y cols, 1989), sugiriendo que estos anticuerpos no son especificos de este tipo
de desorden (de Rooster y cols, 2000). Sin embargo, se encontraron titulos de anticuerpos
anticolageno tipo | inesperadamente bajos o incluso no detectables en liquido sinovial de
algunos perros con rotura completa de LCC (de Bruin y cols, 2007a). Esto puede sugerir, bien
que la respuesta autoinmune se detiene tras la rotura o bien que los anticuerpos no pueden
detectarse porque estan presentes en los inmunocomplejos de estos anticuerpos y el colageno
(de Rooster y cols, 2010).

2.1.4.2.- PAPEL DE LA RESPUESTA INMUNE DE LA SINOVIA EN LA SINOVITIS

Hace unos afios, se identifico la formacién de inmunocomplejos y anticuerpos
anticolageno en el liquido sinovial y suero de los perros con rotura natural del LCC,
desarrollando la hipétesis de que un mecanismo inmunolégico podia promover cambios que
llevasen a la rotura del LCC (Niebauer, 1982). De forma similar, se identificaron rasgos
histolégicos de sinovitis linfoplasmocitica en las membranas sinoviales de dos tercios de los
perros con rotura del LCC en el momento de la cirugia para estabilizar la rodilla (Galloway y
cols, 1995). Investigaciones posteriores han detectado la elevacién de algunos biomarcadores
de inflamacion articular asociados a la artropatia por rotura del LCC en perros (Doom y cols,
2008). Por lo tanto, existen evidencias recientes que apoyan el argumento de que la sinovitis
persistente y el desarrollo de artritis inflamatoria es, probablemente, un factor significativo que
promueve la rotura degenerativa del LCC (Fujita y cols, 2006). Pueden hallarse evidencias
clinicas, radiogréficas y artroscopicas de artritis y sinovitis de similar severidad en ambas
rodillas de perros, en las que una de ellas es perfectamente estable y la contralateral presenta
rotura del LCC. (Bleedorn y cols, 2009). Estos hallazgos pueden poner en duda el dogma
histérico sobre la degeneracién y la rotura del LCC: ;qué aparece primero, la sinovitis o la

inestabilidad articular? (Bleedorn y cols, 2010).
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La membrana sinovial es un tejido colageno especializado que recubre el interior de las
articulaciones sinoviales y las estructuras que se encuentran dentro de ellas. La sinovia tiene
dos capas: una intima, mas interna, que contiene una red linfatica, vascular y nerviosa con
protecciones villosas, y una mas externa de soporte que se continua con la capsula articular
fibrosa (Sutton y cols, 2009). Los sinoviocitos se encuentran dentro de la membrana y son los
responsables de la produccion de los componentes del liquido sinovial tanto por absorcion
desde la cavidad articular como por intercambio a través de sangre/sinovia (Iwanaga y cols,
2000). La sinovitis se caracteriza por infiltracion de la membrana sinovial con células
inflamatorias, lo que produce la vascularizacién e hiperplasia de la sinovia. La distribucion
celular es tipicamente un infiltrado leucocitico mononuclear, con predominancia de células T
(Sutton y cols, 2009).

Las citoquinas pro-inflamatorias sintetizadas en la sinovia potencian la cascada de
sustancias biol6gicamente activas que contribuyen a la degradacion de la articulacién (Doom y
cols, 2008). La sinovitis contribuye al desarrollo del dolor, inflamacion articular y progresion de
la osteoartritis (Sutton y cols, 2009). La induccién de una sinovitis inmune se ha revelado como
causante de una reduccion significativa de la fuerza del LCC que lleva a fallo estructural y
rotura del mismo en animales de experimentacion (Goldberg y cols, 1982). La evaluacion
objetiva de la membrana sinovial de la rodilla del perro no es algo que se realice de manera
rutinaria en la clinica diaria. La ecografia y la resonancia magnética se han usado para evaluar
la patologia de la membrana sinovial y la severidad de la efusion articular en el ser humano,
pero existe falta de validacién en el caso del perro (Tarhan y cols, 2003). La artroscopia de la
rodilla mejora la evaluacion macroscdpica de la membrana sinovial con un mejor acceso y
magnificacion y se considera el mejor sistema para valorar el cartilago articular y la sinovia en
el ser humano (Ayral, 1996), siendo util para evaluar objetivamente la severidad de la
enfermedad y correlacionandose positivamente con las pruebas no invasivas, asi como con las
caracteristicas histologicas de la enfermedad, particularmente en pacientes humanos con
artritis reumatoide (Fernandez-Madrid y cols, 1995; Tarhan y cols, 2003; Karim y cols, 2004;
Lindblad y cols, 1985). Pueden identificarse rasgos artroscépicos similares en las rodillas de
perros con artropatia por la rotura del LCC. La vascularizacion esta aumentada y hay
proliferacion de la sinovia con alguna variaciéon global dentro de las articulaciones afectadas
(Bleedorn y cols, 2009).

Aunque esta claro que la seccién experimental del LCC lleva a inestabilidad y sinovitis
en el perro, recientes estudios indican que es comun desarrollar inflamacién articular previa a la
rotura del LCC vy la inestabilidad articular (Gardner y cols, 1984, Lipowitz y cols, 1985; Myers y
cols, 1990). La presencia de efusion articular visible radiograficamente y de diferentes grados
de osteofitosis, proporciona soporte para el desarrollo de la artritis articular y de una
degeneracion temprana de la rodilla. En rodillas estables con evidencias radiograficas
tempranas de artritis, la sinovia también se encuentra inflamada (Bleedorn y cols, 2009).

Estudios recientes sugieren que la sinovitis de la rodilla precede al desarrollo de la rotura del
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LCC en perros afectados por artropatia del LCC (Bleedorn y cols, 2010). Las células
inflamatorias son tipicamente una poblacién de células mononucleares e incluyen macréfagos
fosfatasa-acida positivos resistentes al acido tartarico (TRAP), linfocitos T y B, células
plasmaticas y complejos mayores de histocompatibilidad (CMH) tipo Il (Faldyna y cols, 2004;
Lemburg y cols, 2004, Muir y cols, 2005b, 2007a,b, 2009). En perros con artritis de la rodilla, la
proporcion de linfocitos T dentro de los tejidos sinoviales estd aumentada en los que tienen roto
el LCC (Faldyna y cols, 2004). Mientras que los linfocitos juegan un papel clave en la
inmunidad mediada por antigenos, los macrofagos activados y sus productos inflamatorios
juegan un papel clave en la inmunidad innata y en la patogénesis de la inflamacion tisular (Muir
2010).

La llegada y proliferacion de linfocitos T en el interior de los tejidos articulares es un
hecho proinflamatorio clave en la artritis, incluyendo las artropatias que tradicionalmente se han
considerado asociadas a una pequefia inflamacioén articular (Sakkas y cols, 2007). Este hecho
sugiere que la activacion de la respuesta inmune antigeno-especifica es un componente del
mecanismo de la artropatia de la rotura del LCC. Existe una susceptibilidad genética en
muchas artritis inmunomediadas en el ser humano, habiendo estudios que sugieren una

susceptibilidad genética similar en perros (Ollier y cols, 2001).

En el presente, la principal pregunta sin respuesta es la identidad del mecanismo
inmunoldgico que induce y promueve la sinovitis crénica de la rodilla. La traslocacion de
material bacteriano a la rodilla es algo comdn en el perro (Muir y cols, 2007c). Podemos
encontrar habitualmente poblaciones polimicrobiales de bacterias que no son reconocidos
patdégenos articulares, particularmente organismos Gram — negativo (Muir y cols, 2010), lo que
plantea la posibilidad de que el mecanismo antigénico primario desencadenante en la
artropatia de la rotura del LCC pueda derivarse de las pequefias cantidades de material
bacteriano traslocadas desde la circulacién hasta la sinovia de la rodilla (Muir, 2010).

Aunque esta cada vez mas claro que la activacion de la respuesta inmune especifica
de antigeno en el interior de la rodilla es importante para el desarrollo de la inflamacién sinovial,
la activaciéon de la respuesta inmune individual es también muy importante. Los receptores de
patron de reconocimiento (RPR) se expresan por medio de leucocitos y células epiteliales y son
usados por el sistema inmune del individuo para detectar la presencia de infeccion (Akira y
cols, 2006). La activacion de los RPR también parecen contribuir a la patologia de la
enfermedad en condiciones antiinflamatorias y autoinmunes (Bryant y cols, 2009). La activacién
de los RPR, como los receptores “tipo toll” (TLR) y las proteinas de dominio de oligomerizacion
unidas a nucledtidos (NOD), llevan a la activacion del factor nuclear kappa B (NFKB) y a
sobreregulacion de los genes de la respuesta inmune y de las citoquinas proinflamatorias. La
respuesta inmune del individuo a los RPR también regulan la consiguiente respuesta inmune
adaptativa por medio de las células dendriticas (lwasaki y cols, 2010). El defecto en el
funcionamiento de los RPR se ha vinculado a diferentes patologias inflamatorias crénicas,
como el sindrome de Crohn en humana y las fistulas perianales en el perro (House y cols,
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2008). El analisis de células procedentes de liquido sinovial de rodillas de perro con artritis y
rotura degenerativa del LCC sugiere que la expresion de la fosfatasa acida tartrato resistente
(TRAP) esta incrementada con respecto a perros sanos y perros con osteoartritis. También se
ha encontrado una mayor expresion de los receptores tipo toll 2 (TLR-2) en las articulaciones
artriticas, hallazgos que sugieren que la activacion de los macréfagos es un factor de riesgo
importante en el desarrollo de la sinovitis cronica en la artropatia de la rotura del LCC (Muir y
cols, 2007y; Muir, 2010).

2.2.- FISIOPATOLOGIA DE LA ROTURA DEL LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL

2.2.1- ANATOMIA DEL LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL

El ligamento cruzado craneal (LCC) es la principal estructura estabilizadora de la rodilla
en el perro. Su funcion es la limitacion del movimiento de cajon craneal y evitar la
hiperextension de la rodilla (Arnoczky y cols, 1977a; Heffron y cols, 1978). También limita la
rotacion interna de la tibia, asi como valgus o varus excesivo de la tibia en la rodilla flexionada
(Monahan cols, 1984).

Macroanatomia

EL ligamento cruzado craneal se origina en el aspecto caudomedial del condilo lateral
del fémur y se prolonga diagonalmente a través de la fosa intercondilar femoral hasta la zona
intercondilea craneal de la meseta tibial, siendo mas estrecho en su regiéon media y mas ancho
tanto proximal como distalmente (Arnoczky y cols, 1977a; Heffron y cols, 1978; Vasseur, 1993).
El anclaje tibial estd bordeado cranealmente por el ligamento meniscotibial craneal del menisco
lateral (Rudy, 1974; Heffron y cols, 1978). La longitud del LCC esta positivamente
correlacionada con el peso corporal; tomando como referencia los bordes craneal y caudal del
LCC, los investigadores han revelado una longitud media de 13,50 — 18,77 mm (Vasseur y cols,
1985; Wingfield y cols, 2000). Esta dividido en dos componentes funcionales, denominados
banda craneomedial y banda caudolateral en funcién de sus anclajes relativos a la meseta
tibial. La parte craneomedial es la mas espiral, la de mayor longitud y menor grosor,
originandose mas proximal desde el fémur e insertandose mas craneal en la zona de anclaje
de la tibia que la banda caudolateral. Las fibras del componente caudolateral se originan desde
la zona mas lateral y distal del area de anclaje del condilo femoral lateral, tienen una parte mas
recta, y se insertan en la region mas caudal de la zona de anclaje de la tibia (Arnoczky y cols,
1977a; Heffron y cols, 1978). Cada uno de los dos componentes posee unas caracteristicas
biomecanicas diferentes. La banda craneomedial proporciona una mayor resistencia al
movimiento del cajén con una flexion de 30° y 60° y se encuentra tensa durante todo el rango
de movimiento, mientras que la porcién caudolateral esta tensa en extension pero laxa en
flexion. (Guan y cols, 1991; Butler, 1992).
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Microanatomia

El ligamento cruzado craneal es una estructura multifascicular compuesta por
numerosos paquetes de fibras de colageno de unos 20 ym de diametro separadas por
columnas de células agrupadas en capsulas fibrosas (Alm y cols, 1974b; Heffron y cols, 1978;
Vasseur y cols, 1985; Clark y cols, 1990) (Fig. 6). Estos paquetes se agrupan, a su vez, en
fasciculos de diferentes tamafos conjuntados por hojas membranosas delgadas que forman
capas simples o multiples entre fasciculos (Yahia y cols, 1989; Clark y cols, 1990). Esta
arquitectura es una combinacién de redes helicoidales, planares, paralelas o retorcidas. Las
fibrillas localizadas centralmente son casi rectas, mientras que las periféricas estan
organizadas en patrones helicoidales (Zahm, 1965; Alm y cols, 1974a; Yahia y cols, 1989). Los
vasos sanguineos y nervios se encuentran dentro de estas membranas, presumiblemente para
protegerlas del estrés y los estiramientos que tienen lugar durante el movimiento fisiologico
(Kennedy y cols, 1976; Clark y cols, 1990). Los fasciculos generalmente se extienden desde el
origen hasta la insercion sin cruzarse ni entretejerse (Clark y cols, 1990). En la zona del anclaje
06seo del LCC, las fibras de colageno no se encuentran paralelas al eje longitudinal del
ligamento y, especialmente en animales jévenes, se observan columnas de células condroides
que penetran en el ligamento (Zahm, 1965; Alm y cols, 1974b). En el punto donde ambos
ligamentos cruzados estan en contacto, las fibras de colageno se encuentran mas densamente
empaquetadas y orientadas tangencialmente a la superficie, en lugar de paralelas al eje
longitudinal (Vasseur y cols, 1985).

FIG. 6: ILUSTRACION DE LA ORGANIZACION DE LOS LIGAMENTOS
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El ligamento presenta estructura jerarquizada, comenzando con los fibroblastos. Estas células se disponen para crear
estructuras llamadas fibrillas que, posteriormente, formaran fibras. Los haces de fibras o fasciculos se combinan para

formar el ligamento propiamente dicho. EM: microscopia electrénica; SEM: microscopia electrénica de barrido; OM:
microscopia éptica. Reproducido del XXXIV Simposium SEB 1980, The mechanical properties of biological tissues.
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Envoltura sinovial

Tanto el LCC como el ligamento cruzado caudal (LCCd) estan recubiertos de un
pliegue uniforme de membrana sinovial, que divide la articulacién de la rodilla en un plano
sagital (Arnoczky y cols, 1979a). Estas membranas envolventes consisten basicamente en
tejido conectivo denso, pequefos fibroblastos y algunos adipocitos; también se pueden
distinguir una capa intima y una delgada capa subintima (Heffron y cols, 1978). La intima, es
una capa de sinoviocitos y la subintima es tejido areolar que contiene estructuras vasculares
pequefias (Vasseur y cols, 1985). Comparados con los ligamentos cruzados, la membrana
sinovial envolvente es relativamente celular (Heffron y cols, 1978). La sinovia subyacente no
esta presente en la superficie de los ligamentos cruzados que estan en contacto directo entre si
(Vasseur y cols, 1985). Observado en microscopia electrénica, se observan muchos orificios
pequefios en la membrana sinovial que cubre los ligamentos cruzados, sugiriendo que éstos

reciben nutrientes también a través del liquido sinovial (Kobayashi y cols, 2006).
Vascularizacion

La principal contribucién vascular al centro de la articulacion proviene de las ramas de
la arteria genicular media, que surge de la arteria poplitea, penetra en la capsula articular
caudalmente, y pasa craneodistalmente a la fosa intercondilar, discurriendo cranealmente entre
los ligamentos cruzados (Tirgari, 1978). Las estructuras vasculares de la parte proximal del
LCC son mas numerosas y tienen mayor diametro que los del lado tibial (Zahm, 1965, Alm y
cols, 1974b).

El suministro sanguineo de los ligamentos cruzados se origina sobre todo en los tejidos
blandos; la contribuciéon desde las estructuras éseas es insignificante (Arnoczky y cols, 1979;
Kobayashi y cols, 2006). La grasa infrarotuliana y la bien vascularizada membrana sinovial que
forman una envoltura alrededor del los ligamentos cruzados son la mayor fuente de vasos
sanguineos (Alm y cols, 1974b; Tirgari, 1978; Arnoczky y cols, 1979a; Kobayashi y cols, 2006).
Los vasos sinoviales se ramifican en una red de vasos epiligamentosos, que recubren los
ligamentos cruzados en toda su longitud. En general, la disposiciéon de la red vascular es
similar en ambos ligamentos cruzados. Una red vascular endoligamentosa discurre por el tejido
conectivo de sostén por la parte interna del LCC, alrededor y a lo largo de los paquetes de las
fiboras de colageno, (Alm y cols, 1974b; Arnoczky y cols, 1979). Los vasos mayores,
generalmente una arteria acompafiada de dos venas, discurren longitudinalmente en sentido
proximal y distal y de forma paralela a los fasciculos de colageno, siguiendo algunos un camino
tortuoso en el tejido fascicular interalveolar (Alm y cols, 1974). El centro de la porcién media del
LCC estd menos vascularizado que el resto del ligamento (Zahm, 1965; Tirgari, 1978; Arnoczky
y cols, 1979; Vasseur y cols, 1985). Existen anastomosis entre las redes vasculares extra e
intraligamentosas (Alm y cols, 1974; Arnoczky y cols, 1979; Kobayashi y cols, 2006). Los vasos
epiligamentosos penetran transversalmente en el ligamento cruzado y sus ramificaciones se

anastomosan con los vasos endoligamentosos. Hay muchos vasos endosteales en la union
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ligamento-hueso, aunque la comunicacion con los vasos endoligamentosos intrinsecos es muy
pobre, sobre todo en la union tibial, donde la mayoria de los vasos endosteales terminan en
circunvoluciones subcondrales en lugar de cruzar la union ligamento-hueso (Alm y cols, 1974;

Arnoczky y cols, 1979; Kobayashi y cols, 2006).
Inervacion

Los tejidos periarticulares de la articulacion de la rodilla en el perro estan inervados por
tres nervios principales que surgen del nervio safeno, tibial y peroneo comun. El principal
tronco nervioso se encuentra en el borde femoral de los ligamentos cruzados. Otros nervios
pueden suministrar fibras aferentes en proporcién variable a los ligamentos cruzados. En
perros, el nervio medial articular, cuyas ramas emergen desde el nervio safeno en la zona
media del muslo, es el que proporciona mayor inervacion a la rodilla. Algunas de estas ramas
discurren a través de la grasa infrarotuliana para terminar dentro de los anclajes proximal o
distal de los ligamentos cruzados o dentro de los cuernos de los meniscos y otras discurren
cranealmente a través de la capsula articular para inervar extensamente el anclaje femoral del
LCC. El nervio articular caudal no siempre esta presente en perros (O 'Connor y cols, 1982).
Sus ramas surgen tanto directamente desde el nervio tibial como desde rama muscular del
nervio tibial. El nervio articular caudal discurre por el aspecto caudal de la capsula articular,
donde se puede comunicar con las ramas del nervio articular medial. Las ramas laterales del
nervio articular procedentes del peroneo comun a nivel de la cabeza del peroné, entran en el

musculo biceps femoral, inervando el aspecto lateral de la articulacién (O 'Connor y cols, 1982).

Nervios de diferentes tamafios se localizan en el tejido sinovial ricamente vascularizado
que recubre los ligamentos cruzados. Desde la sinovia periférica hay axones que se ramifican
hacia el centro de los ligamentos (Yahia y cols, 1992). Dentro de los ligamentos cruzados la
mayoria de los nervios discurren a lo largo de los vasos sanguineos epi y endoligamentosos en
los espacios areolares interfasciculares. Estudios histolégicos identifican diferentes tipos de
terminaciones nerviosas sensoras en la zona media de los ligamentos cruzados, debajo de la
vaina sinovial (Yahia y cols, 1992). El mayor numero de mecanoreceptores se encontro en el

tercio proximal del LCC y el menor en el tercio distal (Arcand y cols, 2000).

Anatomia funcional

Todo el ligamento gira longitudinalmente alrededor de 90° entre los dos lugares de
anclaje (origen e insercion). Este giro nos ofrece la apariencia a simple vista de dos bandas
claramente diferenciables, especialmente en flexion. Si el ligamento no tiene este giro
longitudinal, presenta un aspecto mas uniforme. Durante el movimiento de la articulacion
suceden de forma secuencial el estiramiento de unos fasciculos y la relajacion de otros,
manteniendo constante la estabilidad articular durante todo el rango de movimiento (Welsh,
1980). En los puntos de anclaje dseo, una zona transicional de fibrocartilago y cartilago
mineralizado minimiza la concentracion del estrés permitiendo un cambio gradual de rigidez
(Arnoczky, 1980).

34



Revision bibliografica

Al flexionarse la rodilla, los ligamentos cruzados no solo estan enrollados uno sobre el
otro, sino que también estan enrollados sobre si mismos (Singleton, 1957; Arnoczky y cols,
1977a; Harari, 1993). La mayor tension en los ligamentos también limita la cantidad de rotacién
interna normal de la tibia con respecto al fémur (Zahm, 1965; Arnoczky y cols, 1977; Harari,
1993). En la extensidn, los ligamentos colaterales lateral y medial son la primera limitacion a la
rotacion, y los ligamentos cruzados proporcionan Unicamente un segundo freno de la tensién

en ambos ligamentos (Singleton, 1957, Zahm, 1965; Vasseur y cols, 1985).

Los ligamentos cruzados resisten fuerzas que hacen que la tibia se desplace
cranealmente con respecto al fémur y, en menor medida, que ésta rote (Arnoczky y cols,
1977b). Los dos componentes del LCC no son isométricos; la principal diferencia es la
elongacion de la parte craneomedial y el acortamiento del componente caudolateral durante la
flexion (Arnoczky y cols, 1977; Heffron y cols, 1978). El primer componente ejerce la principal
contribucion a la estabilidad craneocaudal durante la flexion y el segundo solo actia cuando la
banda craneomedial esta dafiada o bajo tension severa (Wingfield y cols, 2000). Con la rodilla
en extension, ambos componentes estan tensos y limitan la traslacion craneal de la tibia con
respecto al fémur (Arnoczky y cols, 1977b; Heffron y cols, 1978). Ambos ligamentos cruzados
representan importantes limitaciones secundarias contra el varus y el valgus, y suponen la
primera limitaciéon si hay pérdida del soporte de los ligamentos colaterales (Vasseur y cols,
1981). La sobreextensién de la rodilla se previene gracias a la tension de los ligamentos
cruzados, donde el LCC actua como factor limitante primario (Arnoczky y cols, 1977a; Heffron y
cols, 1978).

2.2.2.- EPIDEMIOLOGIA Y PATOGENESIS

La rotura del ligamento cruzado craneal puede ser exclusivamente traumatica y estar
asociada a un historial clinico agudo. Un pequefio porcentaje de estos perros sufren una
avulsion de la zona ésea de insercion del ligamento en lugar de una rotura puramente interna
del mismo; la insercion tibial falla mas amenudo que la femoral (Hulse y cols, 1985). La
mayoria de perros con rotura del ligamento cruzado craneal presentan un desarrollo crénico sin
historia de trauma evidente. El primer sintoma puede ser una cojera aguda, pero una
anamnesis mas profunda suele revelar que la cojera ha sido episddica y relacionada con
rachas de ejercicio intenso. El examen fisico y radiolégico suele revelar cambios degenerativos

en la rodilla de la extremidad afectada (Vasseur, 1993).

La rotura del ligamento cruzado craneal sucede en razas grandes de perros mas
habitualmente que en razas pequefas, aunque el indice de razas afectadas oscila segun los
estudios (Whitehair y cols, 1993; Duval y cols, 1999; Powers y cols, 2005). La prevalencia de la
rotura del LCC aumenta con la edad, con un pico entre los 7 y los 10 afios (Whitehair y cols,
1993) si bien, cuando es traumatica, ocurre con mayor frecuencia en perros menores de 4 afios

(Bennet y cols, 1988). Los perros de razas pequefias (< 15 kg) sufren rotura del ligamento
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cruzado mas tarde (> 7 afios) que los de razas grandes (Vasseur, 1984; Whitehair y cols,
1993). Numerosos estudios informan de mayor incidencia en hembras que en machos, asi
como también mayor incidencia en hembras esterilizadas que enteras (Gambardella y cols,
1981, Smith y cols, 1985; Whitehair y cols, 1993).

La resistencia del LCC se deteriora con la edad, correlacionandose con la pérdida de la
organizacion de fibras del mismo y con cambios metaplasicos de elementos celulares
(Arnoczky y cols, 1981; Vasseur y cols, 1985). Estos cambios son mas pronunciados y ocurren
a edades mas tempranas en animales de razas grandes, lo que ayuda a explicar que en estas
razas la edad de rotura sea menor que en los de razas pequefas (Vasseur y cols, 1985). El
deterioro es mayor en la zona central del ligamento, y esta relacionada con un deficiente aporte

sanguineo (Alm y cols, 1974a; Arnoczky y cols, 1981; Vasseur y cols, 1985).

Estos cambios degenerativos ocurren de manera natural conforme el animal envejece;
ademas, hay otros factores que pueden verse envueltos en la rotura del LCC. A veces, la rotura
puede ser meramente traumatica en perros con ligamentos aparentemente normales. En estos
casos, una condicion fisica pobre puede ser determinante (Bennet y cols, 1988; Hulse y cols,
1985), en el sentido de que una musculatura potente y bien formada protege a la articulacion
de un estrés excesivo (Renstrom y cols, 1986; Solomonow y cols, 1987). Una conformacion
anormal de la extremidad puede estar implicada como causa de enfermedad degenerativa
articular (artrosis postural), produciendo un excesivo estrés dentro de la articulacién, un
deterioro cronico y la rotura eventual del ligamento (Rudy, 1974; ArnoczKy y cols, 1981). Una
conformacién anormal de la tibia, asi como la hiperextensiéon de la rodilla se asocian con la

rotura del LCC en el perro (Read y cols, 1982).

La obesidad causa mayor carga de la que el ligamento cruzado deberia soportar y
puede ser un factor contribuyente a la patologia en muchos perros. La falta de movilidad
relacionada con los animales de edad media o avanzada, especialmente los obesos, afecta a
los ligamentos, musculos y tendones de la rodilla, pudiendo disminuir la resistencia mecanica

del LCC y predisponerlo a su rotura (Vasseur, 1993).

Las roturas parciales del LCC se diagnostican cada vez con mayor frecuencia (Brinker
y cols, 1990; Scavelli y cols; 1990; Strom, 1990). Suelen evolucionar a completas,
habitualmente dentro del primer afio del comienzo de la cojera y también estan asociadas con
gran inflamacién articular, encontrando mayor cantidad de células sanguineas de la serie
blanca en el liquido sinovial de la rodilla (Bennet y cols, 1988; Griffin y cols, 1992). La
inestabilidad puede no ser palpable en los estadios iniciales, pero se muestra mas aparente
conforme el ligamento se va degenerando. Las roturas parciales son, por lo tanto, no una
entidad diferente sino un signo temprano de una enfermedad que eventualmente deriva en una

rotura y fallo del ligamento (Bennet y cols, 1988).
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2.2.3.- BIOMECANICA DE LA RODILLA

El estudio de la biomecanica de la rodilla es esencial para entender las fuerzas que
actuan sobre ella, asi como los cambios que hay que llevar a cabo para reestablecer el
desequilibrio biomecanico originado tras la rotura del LCC. Cuando el animal apoya la
extremidad se crea una fuerza activa resultante que se refleja en un intento de desplazamiento
craneal de la tibia, llamada empuje tibial. Esta fuerza es compensada por la accion activa de
los musculos del muslo, y pasiva del LCC y del cuerno caudal del menisco medial. Para que la
rodilla mantenga un angulo de flexion casi constante durante el apoyo y toda la fase del paso,
los momentos de flexion y extensiéon alrededor del centro de movimiento de la rodilla deben

sumar cero, es decir, la rodilla debe estar en equilibrio (Tepic y cols, 2002).

La magnitud del empuje craneal de la tibia depende de la fuerza de compresion creada
entre el fémur y la tibia y de la inclinaciéon de la meseta tibial. Por esta razon hay autores que
plantearon modificar la inclinacion de la meseta tibial para que fuese perpendicular al eje de la
tibia y eliminar asi las fuerzas de cizallamiento que producen la rotura del LCC. Esta es la
explicacion biomecanica que permitié el desarrollo de la técnica de la TPLO o Tibial Plateau
Leveling Osteotomy (Slocum y cols, 1993). Posteriormente, Tepic y cols, en 2002, demostraron
que las fuerzas totales que actuan en la rodilla son casi paralelas al ligamento rotuliano. Si el
angulo de la articulacion femorotibial es de 90°, unicamente habra fuerzas compresivas y si es
mayor a 90° habra fuerzas de compresion y de cizalladura. Las fuerzas de cizalladura son
neutralizadas por el LCC. Durante la fase de apoyo de la extremidad, el angulo es mayor a 90-
110°, sobrecargando el LCC y pudiendo contribuir a su rotura (Guerrero y cols, 2008). El angulo
entre la meseta tibial y el ligamento rotuliano depende también de la conformacion de la
tuberosidad tibial. Una tuberosidad menos desarrollada influira en un angulo mayor y en una

carga del LCC mayor (Schwandt y cols, 2006; Guerrero y cols, 2007; Inauen y cols, 2008).

El angulo se reduce avanzando la tuberosidad Fig. 7: FUERZAS QUE ACTUAN EN LA

o . ano . . EXTREMIDAD POSTERIOR DURANTE
tibial hasta conseguir 90° entre el ligamento rotuliano y LA CARGA (1)

la meseta tibial y eliminar las fuerzas de cizalladura que

sobrecargan el LCC (Tepic y cols, 2002).
FG es la fuerza resultante cuando el animal

carga peso en la pierna (Fig. 7). El tendon de Aquiles

rotuliano reacciona con una fuerza FP para estabilizar Eﬁ

reacciona con una fuerza FA que se traduce en una

fuerza neta en la articulacion del tarso (FJT). El tenddn

la rodilla. En consecuencia la rodilla reacciona con una

fuerza FJS casi paralela al tendén patelar. (extraido de Guerrero y cols, 2003)
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(extraido de Guerrero y cols, 2003)
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Si la meseta tibial no es perpendicular a la
fuerza FP, la fuerza FJS no se superpone a la fuerza
de compresion normal de la rodilla (FN), induciendo
una fuerza de cizallamiento tibiofemoral (FS). Esta
fuerza sobrecarga el LCC, dando lugar al empuje tibial
craneal cuando el ligamento esta roto (Fig. 8). El
adelantamiento de la tuberosidad tibial (TTA)
posiciona la fuerza FP perpendicular a la meseta tibial
con la rodilla en extension, eliminando la fuerza FS

mediante la superposicion de FJS sobre FN (Fig. 9).

Fig. 9: FUERZAS QUE ACTUAN EN

Desplazando la tuberosidad tibial cranealmente LA RODILLA TRAS EL AVANCE DE

LA TUBEROSIDAD TIBIAL (TTA)

hasta un punto en que el ligamento patelar sea
perpendicular a la meseta tibial, se consigue un
angulo entre el tenddn rotuliano y la meseta tibial
igual o menor a 90°, por lo que nunca alcanzara un
angulo que se traduciria en el desplazamiento craneal
de la zona proximal de la tibia (Guerrero y cols,
2008).

El ligamento rotuliano se posiciona

perpendicular a la meseta tibial
(extraido de Guerrero y cols, 2003)

2.3.- DIAGNOSTICO DE LA ROTURA DEL LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL

2.3.1.- HISTORIAL CLINICO

El diagnostico de la rotura del LCC se basa en un historial de cojera y en unos

hallazgos clinicos obtenidos durante un examen fisico. Los perros con rotura traumatica aguda

presentan una cojera severa, pudiendo no apoyar la extremidad afectada. La cojera

gradualmente puede remitir y, entre las 3 y 5 semanas del evento traumatico, el animal puede

presentar una cojera de leve a moderada. La atrofia muscular no es muy marcada, pero

evoluciona a mas con el tiempo. La extremidad no es reactiva a la manipulacién rutinaria, pero

el movimiento del cajon provoca dolor. La clave para diagnosticar las roturas traumaticas es

verificar un inicio agudo de la cojera, generalmente con un episodio de lesién concreto y, dentro

de las primeras semanas, la ausencia (o presencia minima) de enfermedad degenerativa

articular de la rodilla afectada (Vasseur, 1993).
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Los animales con enfermedad crénica del LCC presentan un inicio de la cojera mas
insidioso, amenudo intermitente y que aumenta cuando el animal hace ejercicio. La articulacién
estd engrosada, especialmente en su aspecto medial y con evidencia radiolégica de
enfermedad articular degenerativa. La frecuencia de enfermedad bilateral con respecto al total
de casos es del 31 % (Bennet y cols, 1988). La inestabilidad craneal puede ser dificil de
evaluar debido a la fibrosis periarticular, especialmente si el ligamento esta parcialmente

desgarrado. La presencia de efusion es variable (Vasseur, 1993).

2.3.2.- EXAMEN ORTOPEDICO

Debe observarse el paciente en reposo y durante la marcha y sospecharse de rotura
del LCC si encontramos una extremidad curvada con rotacion interna de la tibia o con la rodilla
envarada. También evaluar la masa muscular de la extremidad y puntos de dolor comparados
con la extremidad contralateral. Es importante observar la forma y tamafio del aspecto medial
de la rodilla, pues los animales con rotura del LCC suelen presentar engrosamiento del aspecto
medial de la capsula articular (evidenciable directamente por palpacion). La efusion articular se
evalla por palpacion a cada lado del tenddn rotuliano, comparandolo con el contralateral (una
cantidad importante de animales tienen afectados ambos lados). En una articulacién normal,
los bordes del tenddn patelar son marcados y bien definidos; si hay efusion articular, la capsula
protuye a ambos lados del tendén y los margenes del tendén estan poco claros y definidos
(Vasseur, 1993). La rodilla debe moverse de manera suave en todo su rango de flexion,
evaluando posibles alteraciones en la flexion, extension, rotacion interna o rotacién externa, asi
como crepitaciones o dolor durante el movimiento. En caso de rotura del LCC, se observa un
exceso de rotacion interna durante la flexidn y crepitaciones si existe dafio concomitante en el

menisco o enfermedad articular importante (Paatsama, 1953; Dueland, 1966; Arnoczky, 1986).

El desplazamiento craneal de la tibia con respecto al fémur puede evidenciarse
mediante un test directo (test del cajon craneal) o indirecto (test de la compresion tibial). El test
del cajén craneal se realiza con el animal en decubito lateral (Dueland, 1966) y sedado o
anestesiado si es nervioso o presenta mucho dolor. Mientras una mano sujeta el fémur, la otra
mano desliza la tibia craneal y caudalmente con respecto al fémur (Paatsama, 1953). Un
desplazamiento craneal de la tibia significa un cajén positivo e indica rotura del LCC (Dueland,
1966; Arnoczky, 1986). Los animales jévenes deben evaluarse con cautela, pues presentan un
mayor grado de laxitud articular (Bennet y cols, 1988). Realizando el test del cajon craneal
tanto en extensién como en flexién, se pueden diagnosticar roturas totales, que afectan a todo
el ligamento, o parciales, que afectan a una sola de las bandas del LCC (Tarvin y cols, 19817,
Arnoczky, 1986; Scavelli y cols, 1990; Strom, 1990; Vasseur, 1993).
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La prueba de la compresion tibial se realiza posicionando el dedo indice de una mano a lo
largo de la cresta tibial mientras el pulgar y el resto de los dedos sujetan el fémur distal. El dedo
indice se usa para aplicar presion en la cresta tibial en direccion caudal mientras la mano
opuesta sujeta la zona distal de la extremidad y flexiona y extiende el tarso. La contraccion del
musculo gastrocnemio provocada por la flexion del tarso inicia el mecanismo de compresién
tibial y desplazando cranealmente la tibia con respecto al fémur si hay rotura del LCC. Es util
cuando la prueba del cajon craneal no es concluyente y es mas facil de realizar en animales de

raza grande o gigante (Henderson y cols, 1978).

2.3.3.- EVALUACION RADIOLOGICA

En una vista neutra (sin estrés) de una radiografia canina a 90° de flexién, la
perpendicular del eje femoral que discurre justo craneal al sesamoideo, debe ser casi
tangencial a la proyeccion caudal del condilo lateral de la tibia (Meinen y cols, 1980). El
desplazamiento craneal de la tibia proximal puede observarse en radiografias estandar, sin
aplicar estrés sobre la extremidad (Singelton, 1957; Pond y cols, 1972; Park, 1979; Kirby,
1993). Este desplazamiento se denomina signo del cajon y siempre indica la rotura del LCC
(Meinen y cols, 1990). La segunda posibilidad de diagndstico es el test de la compresién tibial.
Para realizarlo, el animal se posiciona en decubito lateral, obteniéndose una primera
radiografia estandar con 90° de flexién. Posteriormente, manteniendo la angulacion de la
rodilla, se flexiona manualmente al maximo la articulacién tarsal y se obtiene una segunda
radiografia. Si existe compresion tibial positiva, la tibia proximal se desplazara cranealmente en
relacion al fémur distal. Este test radiografico es objetivo y fiable para roturas parciales y
totales, con una alta sensibilidad y un 100% de especificidad (De Rooster y cols, 1998; De
Rooster y cols, 1999a). La localizacion de los sesamoideos del musculo popliteo en las
radiografias de estrés también son dutiles y faciles de evaluar. El desplazamiento distal del

sesamoideo del popliteo confirma la rotura del LCC (De Rooster y cols, 1999b).

2.3.4.- EVALUACION ECOGRAFICA

La anatomia ecografica de la rodilla canina fue descrita por Reed y cols, y Kramer y
cols sistematizaron el abordaje para el examen de la rodilla en perros (Reed y cols, 1995;
Kramer y cols, 1999) (Fig. 10). Realizado de forma ordenada, proporciona una forma fiable de
evaluar ciertas estructuras como los meniscos, tendones superficiales (tendén del musculo
cuadriceps femoral, del musculo extensor digital largo, etc.) y ligamentos superficiales
(colaterales y rotuliano), ademas de cambios osteoartriticos y lesiones como la osteocondritis

disecans (Samii y cols, 2002; Soler y cols, 2007; Arnault y cols, 2009).
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FIG. 10: IMAGEN ECOGRAFICA DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN UN PACIENTE CANINO

Imagen ecografica en seccién longitudinal de la articulacion de la rodilla de un perro, en la que la posicion de la sonda
permite la visualizacién y medicion de la textura y grosor respectivamente del ligamento rotuliano (indicado con flechas
blancas en su insercion tibial).

En casos agudos de rotura del LCC, puede haber efusion sinovial moderada o severa.
En lesiones cronicas, puede observa engrosamiento de la capsula sinovial, una efusién minima
(salvo que esté complicada con rotura de menisco) y una superficie 6sea irregular secundaria a
la formacion de osteofitos (Cook, 2010), pero el porcentaje de diagnéstico de rotura del LCC
usando la ecografia es relativamente bajo, variando desde un 15,4% (Arnault y cols, 2009)
hasta un 19,6% (Gnudi y cols, 2001).

Las lesiones meniscales también pueden evaluarse ecograficamente, presentando una
sensibilidad y especificidad de un 90,0% y un 92,9% respectivamente (Mahn y cols, 2005).
Suelen ser secundarias a la rotura del LCC, variando su incidencia entre un 20% y un 77% de
los casos (Mahn y cols, 2005; Thieman y cols, 2006). Cuando hay lesion, el menisco aparece
hipoecoico (Kramer y cols, 1999), desplazado, con un contorno anormal y con aumento de
fluido en zonas adyacentes (Mahn y cols, 2005). Las anormalidades del tendén rotuliano son
las mas habitualmente asociadas a la rotura del LCC, incluyendo hiperecogenicidad,
engrosamiento (Kramer y cols, 1999), posible mineralizacion distréfica intratendinosa vy

entesiofitos en zona de la cresta tibial (Cook, 2010).

2.3.5.- TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTERIZADA

Los sistemas de imagen como la tomografia axial computerizada permiten identificar
las estructuras internas de las articulaciones sin superimposiciones de tejidos y se ha mostrado
muy sensible a la hora de mostrar estructuras éseas o calcificadas, permitiendo identificar
tejidos blandos seleccionando las ventanas adecuadas (Soler y cols, 2007). Es un recurso
valido para diagnosticar la inestabilidad de la rodilla canina por rotura del LCC, especialmente
cuando no hay signo del cajén en el examen clinico. Aunque no se mostré util para evaluar la
integridad del LCC ni de los meniscos, si lo es para detectar avulsiones de diferentes
estructuras intra-articulares (incluyendo el LCC y el LCCd) y lesiones de los musculos extensor

digital largo y popliteo (Gielen y cols, 2010).
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2.3.6.- RESONANCIA MAGNETICA

El diagnostico por medio de la resonancia magnética se basa en alteraciones de la
intensidad de la sefal y ciertos cambios morfologicos. En las lesiones mas leves, es necesario
recurrir a imagenes obtenidas con contraste y resolucion espacial (Rubin, 2005). Durante la
degeneracion de tendones o en el caso de un esguince ligamentoso, solemos encontrar una
intensidad de imagen aumentada, generalmente un aumento de tamafio y unos margenes
irrregulares o una forma anormal. Si hay una rotura completa del ligamento, puede observarse
la falta de continuidad del mismo (Fig. 11). Si la rotura es crénica, puede haber una ausencia
completa del ligamento o restos del mismo sin la morfologia habitual (Rubin, 2005). La
resonancia magnnética ofrece la posibilidad de disponer de un diagnéstico muy precoz en
lesiones del hueso subcondral, cartilago articular o meniscos (Scrivani, 2010), aunque el
elevado coste de la técnica y la necesidad de una anestesia general relevan su uso a casos de

diagnéstico complejo.

FIG. 11: IMAGEN SAGITAL DE UNA RESONANCIA MAGNETICA DE LA RODILLA CANINA

Imagen sagital de una resonancia magnética de una hembra esterilizada de 2 afios de edad de raza mastiff con una
rotura completa del ligamento cruzado craneal. Existe un incremento de liquido sinovial en la articulacién de la rodilla.
Comparar la imagen del liquido sinovial “limpio” (flechas) con el “sucio” (asterisco) en ambas imagenes (Muir, 2010)

2.4.- TRATAMIENTO DE LA ROTURA DEL LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL

En un principio, existio cierta controversia con respecto a cual era el mejor tratamiento
para la rotura del LCC (Piermattei y cols, 2003). El tratamiento conservador con vendaje y
reduccién severa de ejercicio durante 4 - 8 semanas fue defendido por algunos autores en
razas medianas, presentando una funcionalidad satisfactoria tras varios meses de sufrir la
lesién (Pond y cols, 1972; Vasseur, 1984). Los perros de mayor tamafio evolucionaban,
generalmente, peor (Vasseur, 1984). Sin embargo este planteamiento se mostré poco efectivo,
pues todos los animales estudiados tuvieron sintomas de enfermedad degenerativa articular.

Con el tiempo se ha evidenciado que el tratamiento ideal es la estabilizacion quirtrgica de la

42



Revision bibliografica

rodilla (Piermattei y cols, 2003), acompafado del uso de terapia farmacoldgica con el objetivo

de controlar y eliminar la inflamacion y ralentizar la progresion de la enfermedad.

2.4.1.- TRATAMIENTO QUIRURGICO

Se han descrito gran variedad de técnicas quirdrgicas han para restaurar la
inestabilidad producida por la deficiencia del ligamento cruzado craneal en la rodilla del perro.
Las técnicas iniciales compensaban la falta de LCC con algun tipo de reparacién estatica extra
o intraarticular (prétesis extra-articulares, tejido periarticular o injertos intraarticulares) que fuese
capaz de resistir las fuerzas de estiramiento (subluxacion tibial craneal, o movimiento del cajon)
en la rodilla dahada (Boudrieau, 2006). Posteriormente se impusieron las técnicas que, con el
objetivo de modificar la geometria del aspecto proximal de la tibia, requerian una o varias
osteotomias para restituir la estabilidad dinamica de la rodilla y prevenir el deterioro del
menisco medial y minimizar el desarrollo de la osteoartritis secundaria en la rodilla (Slocum y
cols, 1993; Tepic y cols, 2002; Montavon y cols, 2004; Lazar y cols, 2005; Kim y cols, 2009).

En general, las técnicas quirurgicas para resolucion de la deficiencia del LCC pueden
dividirse en tres grandes grupos: técnicas extracapsulares, intracapsulares y técnicas

modificadoras de la biomecanica de la rodilla.

2.4.1.1.- TECNICAS EXTRACAPSULARES

Las técnicas extracapsulares usan suturas de grueso calibre y transposicion de tejidos
blandos u éseos para disminuir la inestabilidad de la rodilla. La mayoria de articulos publicados
referencian entre un 85% y un 90% de funcionalidad excelente tras la cirugia (Piermattei y cols,
2003). Las técnicas extraarticulares funcionan bien en razas pequefas, pero no son

satisfactorias en animales atléticos y/o de raza grande (Piermattei y cols, 2003).

Existen una amplia variedad de procedimientos extracapsulares, entre las que se
pueden destacar la técnica de imbricacion (Childers, 1966), la del refuerzo del retinaculo
(DeAngelis y cols, 1970) y su modificacién posterior (Flo, 1975), la transposicion de la cabeza
del peroné (Smith y cols, 1985) y mas recientemente, la técnica del boton lateral, la TightRope

(Cook y cols, 2010) y la transposicion del musculo biceps femoral (Tamburro y cols, 2012)

2.4.1.2.- TECNICAS INTRACAPSULARES

Consisten en la colocacién de un tejido o implante a través de la articulacién, en igual
direccion que el LCC original para cumplir su funcién. Normalmente, se emplea fascia lata sola

o con ligamento rotuliano para la restitucion del ligamento roto. Entre las destacadas se pueden

43



Revision bibliografica

citar la técnica de la tunelizacién (Paatsama, 1952), la “over the top” (Arnoczky y cols, 1979b) y

la “under and over” (Shires y cols, 1984)

2.4.1.3.- TECNICAS MODIFICADORAS DE LA BIOMECANICA DE LA RODILLA

En la década de los 90 se impusieron las técnicas que, mediante una o varias
osteotomias, restituian la estabilidad dinamica de la rodilla con el objetivo de prevenir el
deterioro del menisco medial y minimizar el desarrollo de la osteoartritis secundaria en la rodilla
(Slocum y cols, 1993; Tepic y cols, 2002; Montavon y cols, 2004; Lazar y cols, 2005; Kim y
cols, 2009). Estas técnicas neutralizan la translacion dinamica de la tibia aparecida en la rodilla
inestable como consecuencia de la rotura del LCC (Lafaver y cols, 2007; Boudrieau y cols,
2009). En la primera descrita, denominada ostectomia en cufia (TWO), se elimina una porcion
en forma de cufia del segmento proximal de la tibia con el objetivo de reducir el angulo de la
meseta tibial y se fija posteriormente con una placa de osteosintesis (Slocum y cols, 1983).
Esta técnica fue mejorada por el mismo autor unos afos después mediante una técnica
denominada osteotomia niveladora de la meseta tibial (TPLO) en la que una ostectomia curva
de la porcién proximal de la tibia permite la reorientacion de la meseta tibial al angulo deseado
sin, tedricamente, incrementar el estrés sobre el ligamento rotuliano (Slocum y cols, 1993). Una
tercera técnica relativamente nueva es la osteotomia triple de la tibia (TTO) en la que se
realizan tres ostectomias en la tibia proximal para crear una ostectomia parcial en cufa

caudalmente a otra ostectomia parcial de la cresta tibial (Bruce y cols, 2007).

Por ultimo, la técnica del avance de la tuberosidad tibial (TTA) es un procedimiento
quirargico desarrollado en la universidad de Zirich, que se basa en el analisis de la mecanica
de todas las fuerzas articulares que actuan en la rodilla (Montavon y cols 2002; Tepic y cols
2002). Este modelo asume que todas las fuerzas que actian cuando el animal apoya la
extremidad resultan en una fuerza total que es, aproximadamente, paralela al ligamento patelar
(Nisell y cols, 1986). La técnica quirlrgica esta basada en el desplazamiento craneal de la
insercion del tenddn rotuliano junto con la cresta tibial, reduciendo el angulo formado entre el
tenddn patelar y la meseta tibial hasta un maximo de 90° con una extension de la articulacién
de 135°. Para ello, se realiza una osteotomia de la cresta tibial, que se avanza usado una caja
de titanio (que actia como expansor 6seo), y posteriormente se estabiliza con una placa
especificamente disefiada para esta técnica que actia como una banda de tension (Montavon
y cols, 2002; Tepic y cols, 2002). Es importante destacar que la osteotomia se realiza en una
porcion de la tibia que no soporta peso. Asimismo, se logra una relacidon perpendicular entre la
meseta tibial y el tenddén patelar y el conjunto resultante se muestra estable (Damur y cols,
2003).
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2.4.2.- TERAPIA MEDICA DE LA OSTEOARTRITIS

La terapia médica de la osteoartritis secundaria a la rotura del LCC debe enfocarse
como complementaria al tratamiento quirdrgico. La cirugia, en la mejor de las situaciones
posibles, solo ralentiza la evolucion del proceso degenerativo, pero no lo detiene. Esta
progresion degenerativa dara lugar a la instauracion de procesos bioquimicos inflamatorios que
autoperpetuaran la degeneracion y, junto con la aparicion del dolor, afectara a la evolucion
clinica y la calidad de vida del paciente. El éxito del manejo médico es, por lo tanto, minimizar
los signos clinicos de la OA, mantener una mejora en el uso de la extremidad y, si es posible,
ralentizar la progresion de la enfermedad. La terapia multimodal puede dar paso a una mejor
respuesta al tratamiento de la OA a través del sinergismo de diferentes terapias que actuan de
forma complementaria, permitiendo la administracién de menores dosis de cada uno de los
farmacos y disminuyendo los posibles efectos secundarios de cualquier tratamiento prescrito

de forma individual (Altman y cols, 2000).

2.4.2.1.- ANTIINFLAMATORIOS

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son los farmacos mas comunmente
prescritos para aliviar los sintomas de la OA. Reducen la formacién de prostaglandinas
infecciosas y la produccion de tromboxano por medio de la inhibicién de la enzima ciclo-
oxigenasa (COX) en la via metabdlica del acido araquidénico, disminuyendo por lo tanto la
sinovitis y limitando la degradacién de la matriz del cartilago asociada a la OA (Jaeger y cols,
2010). Con la inhibicion de las isoenzimas COX, los AINEs tienen efecto local en el punto de la
lesion asi como a nivel central minimizando la nociocepcién espinal y la sensibilizacion central.
Los AINEs también sensibilizan los receptores a los efectos de los opioides, explicando el
sinergismo entre esas dos medicaciones. Presentan posibles efectos secundarios, incluyendo
ulceracién gastrointestinal, disfuncidon renal y hepatotoxicosis transitoria si se suprimen las
formas constitutivas de la COX, tanto la COX-1 como COX-2 (Cullison, 1984). Existen varios
AINEs en el mercado para su uso a largo plazo. Una revision sistematica reciente del manejo,

indicé que habia una gran evidencia en la eficacia del carprofeno, firocoxib y meloxicam, entre

otros (Sanderson y cols, 2009).

Los corticoides pueden ser administrados sistémica o intraarticularmente, con un
efecto antiinflamatorio muy potente y mejoran mucho los sintomas. La prednisolona oral a dosis
baja (2-5 mg diarios para un perro del tamafio de un labrador) es la mas habitualmente usada.
Los efectos secundarios asociados normalmente a estas dosis son minimas, aunque pueden
aparecer si el tratamiento se alarga en el tiempo (Bennet, 2010). El acetato de

metilprednisolona y la triamcinolona también pueden usarse y, en general, las articulaciones

infiltradas mostraron menor erosién del cartilago, menor produccion de osteofitos, menor

actividad de estromelisina y menor proliferacion de condrocitos a corto plazo (Pelletier y cols,
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1995). Estan indicados si hay un componente inflamatorio muy importante en la articulacion o si

los AINEs se muestran poco efectivos o con efectos secundarios inadecuados (Bennet, 2010).

2.4.2.2.- ANALGESICOS

Aunque los AINEs son tradicionalmente la primera eleccién para el tratamiento de la
OA, suprimen de manera incompleta el proceso inflamatorio debido a un mecanismo de accion
limitado y, por lo tanto, no son completamente efectivos en el tratamiento de la OA. Amenudo
estad indicada la incorporacion de analgésicos que permita mejorar el control del dolor al
mismo tiempo que disminuye la dosis de cada uno de ellos (Lascelles y cols, 2008). El tramadol
y el amantadine han sido usados y se han mostrado efectivos para el manejo de la osteoartritis
tanto solos, como asociados a diferentes AINEs (Raffa y cols, 1992; Lambert y cols, 2004,
Lascelles y cols, 2008). También se ha demostrado la accion del acido gamma-aminobutirico

(GABA) como analgésico de accion central (Davies y cols, 2007).

2.4.2.3.- SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

Es cualquier sustancia eficaz que es alimento o forma parte de él, y que proporciona
beneficios médicos o para la salud, incluidos la prevencién o tratamiento de enfermedades.
Hay evidencia laboratorial y clinica emergente que sugiere que estos compuestos pueden ser
beneficiosos para el tratamiento de la OA. Algunos ejemplos de nutracéuticos incluyen el

condroitin sulfato, sulfato de glucosamina, hidrocloruro de glucosamina, acidos grasos

esenciales y azucares antioxidantes, como la vitamina C (Beale, 2011). El efecto beneficioso

propuesto de los farmacos modificadores de la osteoartritis es el resultado de la regulacién
ascendente de los condrocitos y sinoviocitos y la provision de sustrato, asi como la inhibicion
de las enzimas degradantes presentes dentro de la matriz del cartilago y el liquido sinovial
(Scott, 2007). El uso en seres humanos y pacientes caninos presenta una controversia
importante, con ensayos que afirman que el uso de glucosamina y condritis sulfato es util para
aliviar el dolor en pacientes con OA (Leeb y cols, 2000; McAlindon y cols, 2000; Reginster y
cols, 2001; Pavelka y cols, 2002; McCarthy y cols, 2007; Kahan y cols, 2009), mientras que
otros afirman que, sin existir contraindicacion en ofrecer tratamientos a largo plazo, no hay una
reduccion relevante del dolor articular ni afectan al estrechamiento del espacio articular
(Moreau y cols, 2003; Wandel y cols, 2010, McKenzie, 2010).

Los aceites no saponificables de soja y aguacate (ASUs) y los acidos grasos omega-3

también han sido propuestos como terapia de apoyo para el manejo de la OA. Comparados
con el grupo placebo, los perros tratados con ASUs tienen lesiones histolégicas menores en la
meseta tibial y menor severidad en las lesiones histoldgicas del cartilago del fémur y la tibia,

menor sinovitis y menor pérdida de hueso subcondral comparados con el grupo placebo
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(Boileau y cols, 2009). Los acidos grasos omega-3 reducen, pudiendo inhibir, la respuesta
inflamatoria y degradativa de la matriz producida por los condrocitos durante la progresion de la
OA (Curtis y cols, 2002).

2.4.2.4.-VISCOSUPLEMENTOS: ACIDO HIALURONICO

El liquido sinovial es un fluido presente en algunas articulaciones cuyas funciones
principales son actuar como lubricante durante los movimientos y absorber las cargas a las que
se somete a las articulaciones. En un liquido sinovial normal, el responsable fundamental de
ambas funciones es el acido hialurénico (AH), de cuya concentracion y peso molecular
depende, en gran medida, la efectividad de la realizacion de estas funciones. El acido
hialurénico es un glicosaminoglicano integrado por unidades repetidas de N-acetilglucosamina
y glucuronato (Bucci y cols, 2004; Kogan y cols, 2007) que es sintetizado por los condrocitos y
los fibroblastos sinoviales (/lwanaga y cols, 2000; Archer y cols, 2003) y se encuentra
involucrado en diferentes procesos biolégicos que estimulan la migracion, proliferacion y
diferenciacion de las células, ademas de regular la organizacién y el metabolismo de la matriz
extracelular (MEC) (Olczyk y cols, 2008). Se encuentra en diferentes tejidos dentro del
organismo, aunque lo hace en grandes cantidades en liquido sinovial, humor vitreo y piel
(Laurent y cols, 1992). La homeostasis y modulacion del metabolismo del cartilago se mantiene
gracias a la interaccion del acido hialurénico con un receptor de los condrocitos denominado
CD44, sugiriendo que la ruptura de estas interacciones puede promover la remodelacién de la
matriz (Salter y cols, 1996; Knudson y cols, 2004). La unién al receptor CD44 juega un papel
clave en la embriogénesis (Toole, 1997), asi como en el desarrollo de los tejidos adultos
(Fedarko y cols, 1992; Pavasant y cols, 1996). El acido hialurénico esta relacionado con la
invasividad del cancer y las metastasis (Kogan y cols, 2008) y, en la articulacion, es un
componente muy importante del liquido sinovial y la matriz del cartilago extracelular (Fraser y
cols, 1997).

A mayor concentraciéon de acido hialurénico en el liquido sinovial y mayor peso
molecular de éste (se considera acido hialurénico de elevado peso molecular alrededor de 1
millén de Daltons) mayor efectividad en la lubricacién articular y en la absorcion de las
compresiones y cargas. El comportamiento viscoelastico también depende del tipo de fuerza
aplicada. Si la fuerza es de cizalladura, actia como un lubricante, permitiendo hacer
movimientos con libertad y facilidad, mientras que si la fuerza aplicada es compresiva, el acido
hialurénico ayuda a absorber las cargas, previniendo las lesiones articulares. Asimismo,
también proporciona una nueva fuente acido hialurénico para los tejidos, restaurando sus
niveles normales (Volpi y cols, 2009). Su concentracion en el liquido sinovial de la rodilla
disminuye significativamente tanto en casos de osteoartrosis natural (Arican y cols, 1994;
Venable y cols, 2008), como inducida por la transeccién experimental del LCC (Budsberg y

cols, 2006) si lo comparamos con la del liquido sinovial normal. Esta disminucién de las
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concentraciones fue atribuida en un principio a la fragmentacion del &acido hialurénico,
alteracion de su sintesis y dilucion por la efusion sinovial (Henderson y cols, 1991; Kuroki y
cols, 2002), aunque posteriormente, Budsberg y cols, en 2006, demostraron que la dilucién que
se podia producir en la articulacién no era suficiente como para disminuir la concentracion de
AH. En la osteoartrosis también hay disminucion del peso molecular del acido hialurénico, lo
que lleva a reducir su viscosidad, comprometiendo sus funciones de lubricacién y absorcion de
cargas y llevando al deterioro del movimiento articular y a dolor. Por el contrario, las
concentraciones séricas de acido hialurénico pueden estar elevadas en patologias hepaticas o
renales (Engstrém-Laurent, 1989; Arican y cols, 1994) y en animales menores de 8 meses
(Leipold y cols, 1989).

Otras funciones del acido hialurénico incluyen la inhibicién de la migracion de células
inflamatorias (Forrester y cols, 1981; Partsch y cols, 1989), la produccion de metaloproteinasas
de matriz inducida por citoquinas y otros mediadores inflamatorios (Wang y cols, 2006;
Santangelo y cols, 2007; Waddell y cols, 2007) y la accion analgésica gracias a la accion sobre
los receptores intraarticulares del dolor (Pozo y cols, 1997; Gomis y cols, 2007). Es el unico
glucosaminoglicano que no se une a la cadena peptidica. Facilita la hidratacion de los tejidos,
debido a la gran cantidad de radicales libres, que se ligan a las moléculas de agua, por lo que
la hidratacion de los tejidos circundantes depende de la concentracion y el estado fisiologico
del acido hialurénico (Comper y cols, 1978; Toole, 1991). En articulaciones osteoartriticas, la
concentracion y el peso molecular del AH estan disminuidos (Simon, 1999). Estas
observaciones se han relacionado con fragmentacion y sintesis alterada del AH (Prehm, 1990;

Henderson y cols, 1991; Kuroki y cols, 2002).

Existe una gran variedad de estudios experimentales que evaluan la eficacia del AH,
aunque ofrecen resultados contradictorios en cuanto a la capacidad de éste para ralentizar la
progresion de OA en la rodilla (Schiavinato y cols, 1989; Marshall y cols, 2000; Smith y cols,
2001, 2005; Hellstrém y cols, 2003; Canapp y cols, 2005). Estudios en humanos y animales
sugieren que el peso molecular del acido hialurénico pueden afectar al dolor y a los
mecanismos inflamatorios subyacentes de la osteoartritis (Lajeunesse y cols, 2003; Gomis y
cols, 2004). De la misma manera, existe variedad de opiniones en cuanto al peso molecular del
acido hialurénico a usar; mientras unos estudios mostraron que el acido hialurénico de mayor
peso molecular presentaban mucho mayor efecto -pero también mayor heterogeneidad- (Lo y
cols, 2003), otros no encontraron asociacion entre el peso molecular y el efecto de acido
hialurénico tanto por el método informal (cuantificando el efecto) como por el formal de
comparacion indirecta o analisis de meta-regresion (Arrich y cols, 2005). Si comparamos el uso
de acido hialurénico con el de corticoides, ambos via intraarticular, en pacientes con
osteoartritis sintomatica de la rodilla, es interesante concluir que el primero actia mas
lentamente, pero su efecto es considerablemente mas duradero (American College of

Rheumatology Subcommitee on Osteoarthritis Guidelines, 2000).
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Tradicionalmente las vias de administracion del acido hialurénico han sido la
intravenosa vy la intraarticular. Sin embargo, la necesidad de multiples inyecciones repetidas
representa un inconveniente, porque los pacientes deben visitar la clinica con cierta frecuencia
y soportar las molestias y los riesgos asociados a las inyecciones reiteradas, como posibles
infecciones (Adams y cols, 2000). Considerando las posibles complicaciones, la administracién
oral es mucho mas deseable y actualmente tiene amplia difusion en medicina humana (Kalman
y cols, 2008).

El uso intraarticular del AH se cree que puede compensar la deficiencia de
componentes del cartilago articular y se ha evidenciado clinicamente efectiva para aliviar el
dolor, pudiendo ralentizar la degeneracién del cartilago articular (Frizziero y cols, 1998; Echigo
y cols, 2006). Ademas, se ha demostrado que también tiene también efectos bioquimicos como
la inhibiciéon de la produccién de oxigeno reactivo (Dougados, 2000), el recubrimiento de los
receptores del dolor (Peyron, 1993), e inhibicion de la produccién de prostaglandinas E2 (Punzi
y cols, 1989). A partir de estos hallazgos, es de esperar que la administracion oral, intraarticular
o intravenosa de AH pueda ser también efectiva en el tratamiento de la osteoartritis. De hecho,
la administracion intravenosa de AH mejora los signos clinicos de fragmentacion osteocondral
en caballos (Kawcak y cols, 1997). Un estudio demostr6 que la administracion de AH
intraarticular e intravenosa disminuyé la apoptosis existente en los condrocitos de los animales

con rotura inducida del LCC (Echigo y cols, 2006).

Existe amplia bibliografia en medicina humana, pero escasa en el caso de la especie
canina, sobre la efectividad de la administracion oral de acido hialurénico para el tratamiento de
la osteoartrosis. En el ser humano, la administracién oral de acido hialurénico de elevado peso
molecular se ha mostrado muy efectivo en el tratamiento de la osteoartritis de la rodilla a corto
plazo, tanto a dosis de 240 mg durante 8 (lwaso y cols, 2009) y 12 semanas (Sato y cols,
2008), de 200 mg durante 8 semanas (Sato y cols, 2009) e incluso 60 mg durante 16 semanas
(Nagaoka y cols, 2010). Estos estudios presentan buenos resultados, aunque los periodos de
tratamiento son relativamente cortos. Un estudio reciente ha mostrado los mismos resultados
en un periodo de tiempo mas prolongado, de 12 meses (Tashiro y cols, 2012). Uno de los
puntos clave en el tratamiento oral de estos pacientes es evidenciar la absorcion del acido
hialurénico administrado oralmente. Y un estudio llevado a cabo en pacientes caninos con
acido hialurénico marcado radioactivamente demostré que habia absorcion y biodisponibilidad
del principio activo marcado en piel, hueso y articulaciones (incluida la rodilla), ademas de
mantenerse en estos tejidos durante periodos de tiempo prolongados (Balogh y cols, 2008).
Ademas, el patron de distribucion dentro del organismo y el tiempo de aclaramiento indicé que
una parte importante del AH administrado oralmente fue absorbido sin sufrir una degradacién
importante. En pruebas en medicina humana los resultados han evidenciado conclusiones

similares (Kajimoto, y cols, 2001; Sato, 2002).

Solo unos pocos estudios han investigado el uso de las concentraciones de AH en

liquido sinovial como biomarcador de la osteoartritis canina. Los perros con osteoartritis canina
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naturalmente inducida mostraron menor concentracion de AH en el liquido sinovial que los
perros control (Arican y cols, 1994; Venable y cols, 2008). Sin embargo, en un estudio de la
concentraciéon de AH en el liquido sinovial de animales con osteoartritis natural secundaria bajo
condiciones clinicas, no se pudo vincular la concentracion de AH en liquido sinovial con la
gravedad de los sintomas de la osteoartritis (Plickert y cols, 2013). Los resultados también
fueron variables en casos de osteoartritis inducida experimentalmente: comparandolos con los
valores basales, las concentraciones de AH disminuyeron significativamente a lo largo de 3

meses (Budsberg y cols, 2006).

2.4.2.5.- TERAPIA MULTIMODAL

Existe ahora una tendencia creciente a usar diversos farmacos de forma conjunta para
proporcionar mayor alivio del dolor en animales con osteoartritis (Lascelles y cols, 2002;
Lascelles, 2007). Esto se basa en la hipotesis de que la transmision del dolor involucra
multiples vias, mecanismos y sistemas de transmision y, por lo tanto, es poco probable que un
solo tipo de analgésico, independientemente de la dosis que usemos, elimine completamente el
dolor. La combinacion de dos o mas tipos de analgésicos es probable que sea mas efectivo y,
puesto que el efecto analgésico suele ser sinérgico, podemos usar menores dosis de cada uno
de los farmacos disminuyendo la posibilidad de aparicion de efectos secundarios. A pesar de
ello no existen evidencias cientificas publicadas de que la terapia multimodal sea mas
beneficiosa que la terapia monomodal en animales con osteoartritis. La terapia multimodal
incluye, ademas de los AINEs, opioides, receptores antagonistas, antidepresivos triciclicos,
anticolvulsionantes y bloqueantes de canales del calcio y bloqueantes de canales del sodio.
Las preparaciones de glucosamina/condroitin sulfato y polisulfato de glucosaminoglicanos
también pueden incluirse como productos adyacentes, pues existen ciertas evidencias de que

tienen afectos antiinflamatorios y analgésicos (Bennet, 2010).

2.4.2.6.- OTRAS TERAPIAS

Existen otras muchas formas descritas para abordar el control del dolor crénico en
animales e incluyen acupuntura, electroacupuntura, estimulacion transcutanea de nervios,
terapia laser, etc. Casi todas las evidencias de su funcionamiento son anecdoéticas (Bennet,
2010). Mas recientemente, hay un estudio publicado con 60 perros con osteoartritis en el que
se referencia que la terapia de pulsos eléctricos mejora la percepcion del propietario de la
evolucién de su mascota en el grupo de recibe dicha terapia al compararlo con el grupo

placebo que no la recibe (Sullivan y cols, 2013).
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3.1.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Se trata de un estudio clinico, prospectivo, aleatorio y doble ciego, en el que
participaron dos grupos de pacientes: grupo A, que recibié un placebo y grupo B, que recibié un
tratamiento con acido hialurénico de alto peso molecular, ambos via oral. El estudio se llevo a
cabo en diferentes centros de Valencia, Madrid y Sevilla y con distintos cirujanos con

experiencia superior a los 5 afios en traumatologia.

Todos los pacientes fueron atendidos en consulta privada presentando sintomatologia

caracteristica y compatible con lesion del LCC.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Bienestar Animal de la Universidad CEU

— Cardenal Herrera, cumpliendo con las directrices europeas 2010/63/EU.

3.1.1.- SELECCION DE LOS PACIENTES

Para nuestro estudio se utilizaron animales de la especie canina siguiendo los siguientes

criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion

1.- Especie canina
2.- Animales de una edad comprendida entre 1y 10 afios
3.- Animales con un peso entre 15y 45 kg

4 .- Animales con lesion del LCC

Criterios de exclusion

1.- Animales con enfermedad metabdlica sistémica que afecte a cualquier proceso de

reparacion tisular (diabetes, sindrome de cushing, obesidad, etc.)

2.- Animales con patologias osteoartriticas inmunomediadas o idiopaticas (lupus eritematoso

sistémico, etc.)

3.- Animales que estén o hayan estado (2 meses previos al estudio), recibiendo terapia

inmunosupresora (azatioprina, ciclosporina, glucocorticoides, ciclofosfamida, etc.)

4.- Animales con lesiones adicionales en la rodilla (luxaciones rotulianas, roturas de
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ligamentos colaterales, fracturas articulares, roturas tendinosas...)

5.- Animales en los que, tras la cirugia, siga persistiendo inestabilidad manifiesta de la rodilla a

la prueba de la flexion tarsiana o cajon indirecto.

6.- Animales que, en el periodo postquirirgico, sufran complicaciones graves tales como
artritis séptica, fractura 6sea en la tibia, pérdida prematura de implantes, infeccion en la
zona de la herida quirtrgica, trauma postquirdrgico en la zona de los implantes, y

cualquier otra que pueda comprometer la evolucion del paciente.

Los animales excluidos por padecer patologias sistémicas, lo fueron tras ser
diagnosticados mediante sintomatologia y pruebas complementarias (analiticas sanguineas) o
por exploracion fisica basandonos en la puntuacién de la condicién corporal, como en el caso
de la obesidad (German y cols, 2006). En nuestro estudio no se excluyeron los animales con
lesiones meniscales. Las alteraciones encontradas en los meniscos durante el procedimiento
quirdrgico, se anotaron en el apartado de incidencias, junto con una descripcidon de la misma y
se trataron adecuadamente si se consider6 necesario (meniscectomia total o parcial, segun el

caso).

En la primera visita, a los propietarios de los candidatos a participar en el estudio se les
entregd un documento de consentimiento (Anexo 1) en el que se les informaba de las

condiciones del mismo.

Consentimiento del propietario

El documento de consentimiento entregado al propietario, contenia informacion relativa
a en qué consistia el estudio, de qué modo iba a llevarse a cabo, cual era su finalidad, la
identidad del promotor (Laboratorio Bioibérica), los beneficios que implicaba para el animal y el
propietario participar en el estudio, informacién sobre la voluntariedad de su participacion y la
posibilidad de abandonarlo en cualquier momento, las incomodidades o riesgos que su

participacion acarreaba y la identidad del revisor ético del proyecto.

Al propietario que aceptd que su animal participase en el estudio, se le entregd un
consentimiento de ensayo clinico para firmar, a modo de autorizacion (anexo 2). Una vez
aceptada la participacion se obtuvo, a través de una entrevista con el propietario, una detallada
historia clinica y se realizé una resefia completa del animal, en la que se registr6 su nombre,

raza, sexo, edad, peso, estatus gonadal, y la extremidad afectada (derecha o izquierda).
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3.1.2.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Una vez seleccionados los pacientes e introducidos en el ensayo clinico, se les asigné
un numero y un grupo (A o B) mediante técnica aleatoria siguiendo el orden marcado por la
funcion RANDOM del programa EXCEL® (Microsoft, WA, USA).

A los animales del grupo A se les administr6 el placebo, y a los del grupo B se les
administré acido hialurénico de elevado peso molecular. La dosis administrada de AH fue 27
mg (1 capsula) si el animal pesaba entre 15y 25 kg y 54 mg (2 capsulas) si el animal pesaba
entre 25 y 45 kg. Al tratarse de un estudio clinico a doble ciego, ni el equipo clinico participante,
ni los investigadores que analizaron las muestras fueron informados hasta el final del estudio
de la identificacion de los grupos. En ambos casos se utilizé la via oral comenzando a las 24
horas siguientes a la cirugia y, posteriormente, con una frecuencia de administracion de 24

horas durante un periodo de 10 semanas.

Las evaluaciones de los pacientes se llevaron a cabo en 5 momentos diferentes: VO,
momento prequirurgico; V1, procedimiento quirdrgico; V2, evaluacion a las 2 semanas de la
cirugia; V3, evaluacion a las 4 semanas; V4, evaluacion a las 10 semanas. Para ello, se

analizaron distintos aspectos mediante formularios especificos detallados a continuacion:

ANEXO 1: Formulario de informacion al propietario
ANEXO 2: Documento de consentimiento del propietario

ANEXO 3: Historia médica, criterios inclusién/exclusion, demografia, evaluacién funcional por

parte del veterinario
ANEXO 4: Evaluacion funcional del propietario
ANEXO 5: Evaluacion ecografica de la rodilla

ANEXO 6: Procedimiento quirurgico (descripcion de lesiones meniscales, tipo y tamafio de los

implantes)
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En la tabla 1 se muestra la cronologia de evaluacion del paciente:

TABLA 1: METODOLOGIA DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Visita 0 1 2 3 4
Consentimiento informado X

Revision criterios I/E X

Historia clinica X

Demografia: raza, sexo,... X

Evaluacién funcional del veterinario X X X X
Evaluacién funcional del propietario X X X X
Cirugia X

Radiografia X X X
Ecografia X X X X
Comprobacién medicacion previa X

Toma liquido sinovial X X X
Toma muestra sangre X X X
Distribucién del producto X

Explicacién de la toma del producto X

Escala Visual Analégica (EVA) X X X X
Tratamiento concomitante (incluido el

rescate) X X X X
Programacidén préxima visita X X X X
Acontecimientos adversos X X X
Comprobacion cumplimiento X X X
Formulario aceptacién del producto X

(Visita 0: el dia de la cirugia o, como maximo 5 dias antes de ella; visital: intervencion quirtrgica; visita 2: a las 2
semanas de la intervencioén quirdrgica; vista 3: a las 4 semanas de la intervencién quirdrgica; visita 4: a las 10 semanas
de la intervencién quirdrgica)
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3.1.2.1.- EVALUACION FUNCIONAL DEL VETERINARIO

En las visitas VO, V2, V3 y V4, el veterinario examind la marcha del paciente al paso y
sujeto con correa con el objetivo de determinar, empleando una escala semicuantitativa
mostrada en el anexo 3 (Jandi y cols, 2007), el grado de cojera que manifestaba el animal
(EPCOQJ). En la estacion, se evaluo la posible presencia de efusidn sinovial (ESV) en el aspecto
medial de la articulacion de la rodilla, y se comparé con la contralateral, no afectada. Se evalué
el posible dolor a la hiperextension (DH) de la rodilla y, en una escala visual analdgica de 0 a
100, también el grado de dolor (VASC) y el de cojera (VASD) (Welsh y cols, 1993).
Posteriormente se sedaron los animales y, posicionados en decubito lateral con la extremidad
afectada en la parte superior, se verificd la presencia o ausencia de signo del cajén directo

(CD) y la prueba de la flexién tarsiana o cajon indirecto (Cl).

A los animales sedados se les realizé el estudio radiolégico de la articulacion afectada
con el doble objetivo de evaluar el grado de osteoartritis presente en la rodilla y de realizar las
medidas adecuadas para la planificaciéon de la intervencion quirdrgica y determinar el tamafo

de los implantes a utilizar (peine y caja).

3.1.2.2.- EVALUACION FUNCIONAL DEL PROPIETARIO

En todas las visitas se pidi6 al propietario que evaluase el dolor de la mascota en una
escala visual analégica de 0 a 100 puntos (EVAP). De la misma manera, el propietario
determind (anexo 4) el grado de cojera del animal tras 10 minutos de marcha (EPCOJ) y el
grado de dificultad para levantarse desde la posicion de sentado (EPLEV). Ambas escalas

semicuantitativas fueron modificadas para este estudio a partir de la de Jandi y cols, 2007.

3.1.2.3.- EVALUACION ECOGRAFICA

El estudio ecografico se realizé con un ecografo portatil (LOGIQe®, General Electric
Company®, Fairfield, EEUU) y una sonda de alta frecuencia (12L-RS; 5-13Mhz, General Electic
Company®, Fairfield, EEUU). Los animales fueron sedados siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 3.2.1.7. Una vez sedados, fueron posicionados en decubito lateral, con la extremidad
afectada en la parte superior. Se rasuro6 la zona 10 centimetros proximal y distal a la rétula 'y en
toda la circunferencia de la extremidad. Se aplicé alcohol en la zona rasurada para eliminar de
la piel restos de grasa y se us6 gel ecografico (Transonic Gel®, Telic SA®, Bigues, Espafia) con
el objetivo de mejorar la transmisiéon de la sefal ultrasdnica que permitiese obtener una mejor

calidad de las imagenes.
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Las estructuras evaluadas ecograficamente fueron (anexo 5): irregularidad de la
superficie rotuliana (ROT), grosor (TC) y textura (TCH) del tendén del musculo cuéadriceps
femoral, receso sinovial suprarrotuliano (RSS), distension capsular infrarrotuliana (DCI), textura
(LRH) y grosor del ligamento rotuliano en su origen (LRO), punto medio o central (LRC) e
insercion tibial (LRI), grosor de los cartilagos en céndilos femorales lateral (CCL) y medial
(CCM), textura (LCLH) y grosor (LCL) del ligamento colateral lateral, textura (LCMH) y grosor
(LCM) del ligamento colateral medial y textura del menisco lateral (ML) y medial (MM). Las

medidas ecograficas se tomaron siguiendo las directrices de Reed y colaboradores, en 1995.

Los datos cualitativos (ROT, TCH, LRH, LCLH, LCMH, ML y MM) se puntuaronde 0 a 3
segun escala modificada de Innes, en la que 0 representa textura completamente homogénea y
3 completamente heterogénea (Innes y otros, 2004).

En primer lugar se evalu6 la irregularidad de la superficie rotuliana, variando ésta desde
0 (perfectamente redondeada y con un perfil ecografico correspondiente a la normalidad) hasta

3 (superficie rotuliana extremadamente irregular, con graves signos de degeneracion).

En el ligamento rotuliano se evalud la textura y el grosor del mismo a tres niveles
(origen, punto medio e insercién tibial). En cuanto al grosor del ligamento, se midié
perpendicularmente a su eje longitudinal en el origen (zona de unién del ligamento con la
rétula), zona central (en su punto medio) e insercidn tibial (zona de unién del ligamento con la

parte proximal de la cresta tibial)(Fig. 12).

FIG. 12: POSICIONAMIENTO DE LA SONDA PARA EVALUACION DEL LIGAMENTO ROTULIANO

Posicionamiento de la sonda para medicién del grosor y textura del ligamento rotuliano en seccién longitudinal e
imagen obtenida

Posicionando la sonda proximalmente a la rétula, se evaluaron la textura, el grosor del
musculo cuadriceps femoral y el tamafo del receso sinovial suprarrotuliano. La textura y el
grosor del tenddn del musculo cuadriceps femoral se midieron sobre el plano sagital. El grosor
se midi6 a una distancia de 10 mm de la insercion ventral del tenddn con la rétula (Fig. 13). El
receso sinovial suprarrotuliano se encuentra en profundidad al tendén del musculo cuadriceps

femoral; se midi6 la distancia maxima entre el fémur y el limite del receso.
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Fig. 13: POSICIONAMIENTO DE LA SONDA PARA EVALUACION DEL TENDON DEL MUSCULO
CUADRICEPS FEMORAL

PATELLA

Posicionamiento de la sonda para medicién de la textura y grosor del tendén del musculo cuadriceps femoral y el
receso sinovial suprarrotuliano e imagen ecografica obtenida

En el caso de la distension capsular infrarrotuliana, la sonda se coloca sobre el aspecto
proximal del tendén rotuliano y, en profundidad a éste se realiza la medicion entre el borde

distal del fémur y el limite maximo del receso (Fig. 14)

FIG. 14: POSICIONAMIENTO DE LA SONDA PARA EVALUACION DE LA DISTENSION CAPSULAR
INFRARROTULIANA

B

Posicionamiento de la sonda para medicién de la distensién capsular infrarrotuliana en seccién longitudinal del tendén
del musculo cuadriceps femoral e imagen obtenida

El grosor del cartilago en los condilos lateral y medial del fémur se midié con la rodilla
en flexion completa y posicionando la sonda de forma transversa al eje longitudinal de la
misma. Desde ahi, y orientando la sonda ligeramente hacia proximal, se visualizaron ambos

condilos, uno a cada lado (Fig. 15). Desplazando la sonda hacia lateral, se midi6 el punto de
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grosor maximo del cartilago en el céndilo femoral lateral y, posteriormente, desplazandolo

medialmente, se obtuvo la medida correspondiente en el céndilo femoral medial.

FIG. 15: POSICIONAMIENTO DE LA SONDA PARA EVALUACION DE LOS CONDILOS FEMORALES

A

Posicionamiento de la sonda para m
medial e imagen ecografica obtenida

edicién del grosor de los cartilagos articulares en céndilos femorales lateral y

Se midi6 la textura y el grosor de los ligamentos colaterales lateral y medial. Para ello
se posicion6 la sonda paralelamente a su eje longitudinal, primero en el aspecto lateral y
después en el medial de la rodilla, midiendo la maxima anchura en el punto medio,

perpendicularmente al eje longitudinal de la extremidad (Fig. 16).

FIG. 16: POSICIONAMIENTO DE LA SONDA PARA EVALUACION DE LOS LIGAMENTOS
COLATERALES Y LOS MENISCOS

Posicoamiento de la sonda para medicion del grosor y la textura del ligamento colateral medial y evaluacién del
menisco medial e imagen obtenida. Para la medicion del ligamento colateral lateral y evaluacién del menisco lateral, el
posicionamiento es analogo pero sobre el aspecto lateral de la articulacion.

En el caso de los meniscos lateral y medial, se evalué Unicamente su textura. Para ello,
se posiciond la sonda primero en el aspecto lateral y después en el aspecto medial de la rodilla,

paralelamente al eje longitudinal de la extremidad. Los meniscos se visualizaron y evaluaron en

profundidad a los ligamentos colaterales (Fig. 16).
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3.1.2.4.- EXTRACCION Y PROCESADO DE LA SANGRE

Se rasur6 la zona ventrolateral del cuello, paralelamente a la zona de la traquea previa
desinfeccion con clorhexidina (Lifo — Scrub® Braun Melsungen AG®, Melsungen, Alemania), y
se extrajeron 5 ml de sangre de la vena yugular usando una aguja de 20G (Microlance® 3,
Beckton Dickinson and Company®, Frankin Lakes, USA) y jeringa de 5 ml (Injekt®, Braun
Melsungen AG®, Melsungen, Alemania). Un mililitro se depositd en un tubo con anticoagulante
(Aquisel® EDTA 3K®, Abrera, Espafa) y con esta muestra se realizé un hemograma completo
(recuento de hematies, férmula leucocitaria, hematocrito, hemoglobina, plaquetas, volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (CHM) y concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM). Otro mililitro se deposité en un tubo de Eppendorf
(Deltalab® S.L., Rubi, Espafia) y se realizé un panel de bioquimica general (glucosa, colesterol,
triglicéridos, BUN, creatinina, GPT, FA y proteinograma), asi como un test para descartar
leishmaniosis y ehrlichiosis (DFV Test LEA®, Divasa-Farmavic S.A.®, Gurb-Vich, Espafia), con

el fin de certificar el adecuado estado de salud del paciente que lo hiciese apto para el estudio.

Los 3 ml restantes, se introdujeron en tubo con anticoagulante (Aquisel® EDTA 3K®,
Abrera, Espafa) y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos (Cencom II®, JP Selecta®,
Abrera, Espafa). Tras el centrifugado, se extrajo el suero con pipeta Pasteur (Deltalab® S.L.,
Rubi, Espafa), se depositdé en un tubo de Eppendorf y se congelaron inmediatamente a -25°C
(Fig. 17). Posteriormente, se procedio a la determinacion sérica de factor de necrosis tumoral
alfa (SUETNF), proteina C-reactiva (SUECRP), amiloide sérico A (SUESAA), haptoglobina
(SUEHAP) y 6xido nitrico (SUENO) (Fig. 21). Para la medicién de la CRP se us6 un método de
humana validado para especie canina (CRP OSR 6147 Olympus Life and Material Science
Europe GmbH, O’Callaghan’s Mills, Ireland). Para la HAP y la SAA se usaron dos métodos
comercialmente disponibles validados previamente para el perro: Tridelta Phase range
haptoglobin kit®, y The Tridelta PhaseTM Serum Amyloid A Assay (SAA) respectivamente
(Tridelta Development Ltd®, Brey, Ireland). La TNF-a se determiné mediante ELISA (Canine
TNF-alpha Quantikine ELISA Kit®, R&D Systems Inc, Minneapolis, USA) y para el NO se uso el
reactivo de Griess segun el protocolo modificado de Miranda (Miranda y cols, 2001). Para la
determinacién del acido hialurénico, se usé un método de Elisa (TECO Hyaluronic Acid®,
TECOmedical Group, Sissach, Switerland).
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FIG. 17: ESQUEMA DEL PROCESADO DE LAS MUESTRAS SANGUINEAS
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3.1.2.5.- EXTRACCION Y PROCESADO DEL LIQUIDO SINOVIAL

Para la obtencién de la muestra de liquido sinovial se us6 una jeringuilla de 2 mi
(Injekt® 2mi/Luer Solo, Braun Melsungen AG®, Melsungen, Alemania) y una aguja 20G
(Microlance® 3, Beckton Dickinson and Company®, Frankin Lakes, USA). Se posicion6 el
paciente en decubito lateral contrario a la extremidad afectada vy, flexionando parcialmente la
articulacién, se presioné con el dedo medialmente al ligamento rotuliano y en la zona caudal de
la articulacion para favorecer la distension capsular en el lado a puncionar. Con la aguja de
20G se accedid al aspecto craneal de la articulacion inmediatamente lateral al ligamento
rotuliano y en el punto medio entre la rotula y la tuberosidad tibial, intraquirdrgicamente en la
V1 y usando guia ecografica en V3 y V4. La aguja se dirigié proximalmente y hacia el interior
del espacio articular a través del cuerpo adiposo infrarrotuliano y en direccién al espacio
intercondilar. Aspirando suavemente se obtuvo la muestra de liquido sinovial. El volumen de
liquido sinovial fue variable dependiendo de las circunstancias individuales y del tiempo de

extraccion.
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Posteriormente, se deposité la mitad de la cantidad de liquido sinovial restante en un
tubo de Eppendorf. La otra mitad se introdujo en un tubo con anticoagulante de 0,5 ml (Aquisel®
EDTA 3K®, Abrera, Espana) y se centrifugaron a 3500 rpm durante 7 minutos (Cencom I®, JP
Selecta® Abrera, Espana). Tras la centrifugacion, se extrajo el sobrenadante con una pipeta
(referencia) y se deposité en un tubo de Eppendorf. Las dos muestras obtenidas en los
Eppendorf, se congelaron inmediatamente a -25°C. Posteriormente, se procedié a la
determinacién sinovial de factor de necrosis tumoral alfa (LISITNF), proteina C-reactiva
(LISICRP), amiloide sérico A (LISISAA), haptoglobina (LISIHAP) y o6xido nitrico (LISINO)
(Fig.22).

Los métodos analiticos usados para la evaluacién de los mediadores en liquido sinovial
fueron los mismos que para sangre, ya descritos en el apartado 3.1.2.4. Para la evaluacién del
AH, realizada unicamente en liquido sinovial, se us6 un test ELISA (TECO® Hyaluronic Acid,
TECOmedical® AG, Sissach, Switzerland).

FIG. 18: ESQUEMA DEL PROCESADO DE LAS MUESTRAS DE LIQUIDO SINOVIAL
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3.1.2.6.- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO (TTA)

Para el procedimiento quirdrgico primero se procedié a la sedaciéon de los animales.
Con tal fin, se rasurd la zona dorsal del antebrazo del animal, aproximadamente en su punto
medio vy, tras desinfectar la zona con alcohol, se cateterizé la vena cefélica con un catéter
endovenoso (Insyte—W®ZOGA, Beckton Dickinson & Company, New Jersey, USA). Se utilizé
como protocolo preanestésico una combinacion de dexmedetomidina (Dexdomitor®, Pfizer
Animal Health, NY, USA) endovenosa a dosis de 5 ug /kg y morfina (Morfina Braun 1%°,
BBraun Medical, Melsungen, Alemania) intramuscular a dosis de 0,2 mg/kg. El procedimiento
anestésico fue comun a todos los animales por trabajar en todos los casos con animales sanos
que Unicamente sufrian una patologia local (lesiéon del LCC). La misma combinacion fue la

usada para realizar los estudios radiolégicos, ecograficos y las extracciones de liquido sinovial.

Se rasur6 toda la circunferencia de la extremidad afectada desde la zona media del
muslo hasta los metatarsianos, distalmente al calcaneo, y limpiada en primer lugar con
clorhexidina (Lifo — Scrub®, Braun Melsungen AG®, Melsungen, Alemania). Posteriormente
fueron eliminados los restos de antiséptico con gasas estériles y lavado de nuevo con
clorhexidina. A los 30 minutos se indujo la anestesia general a los animales con propofol
endovenoso en bolo (Propofol Lipuro®, BBraun Medical, Melsungen, Alemania) a dosis de 3
mg/kg y, posteriormente se les intubé manteniéndose la anestesia con isofluorano (Isoba®vet,
Schering-Plough Ltd, UK). Se posicioné al paciente en decubito dorsal con la extremidad
afectada estirada y la extremidad sana lateralizada. Posteriormente, se preparé el campo
quirdrgico con pafos estériles (Cover line®, Cardiva Integral Solutions, Malaga Espafa) y una
vez delimitado el campo quirurgico, se extendié por encima un campo de incisién autoadhesivo

y antimicrobiano (Ioban®2, 3M, St. Paul, USA) que permitiese una esterilidad 6ptima.

Usando un bisturi (sterile surgical blade #22, BBraun, Melsungen, Alemania), se realiz6
una incisiéon cutanea en el aspecto medial de la rodilla comenzando aproximadamente a nivel
de la rétula y se extendié la incision en sentido distal, paralelamente al ligamento rotuliano y
medialmente a la tuberosidad tibial, llegando al tercio proximal de la tibia. Se disecd la fascia
subcutanea y la grasa para exponer el retinaculo medial y el ligamento rotuliano, asi como el

aspecto proximal de la tuberosidad tibial. Se reflejd cranealmente el periostio medial para

64



Material y métodos

exponer el aspecto medial de la tuberosidad tibial, usando una combinacién de bisturi (sterile
surgical blade #11, BBraun, Melsungen, Alemania) y elevador periéstico. En el aspecto medial
de la tibia, se continud la elevacién del periostio distalmente a lo largo de la diafisis proximal de

la tibia con el objetivo de eliminarlo del lugar anatémico en el que iba a ir posicionada la placa.

Se incidié la capsula articular con un bisturi del n°® 11 (sterile surgical blade #11,
BBraun, Melsungen, Alemania), extendiendo la incision parapatelarmente a lo largo del
retinaculo, unos milimetros lateral al ligamento rotuliano. La incision, se prolongd con tijeras
desde el polo distal de la rétula hasta la tibia proximal, en donde se unié con el aspecto
proximal de la tuberosidad tibial previamente expuesta. Con unos distractores de rodilla se
inspeccion6 cuidadosamente el interior de la articulaciéon de la rodilla, buscando lesiones en
ligamentos cruzados craneal y caudal, posibles erosiones del cartilago articular de ambos
condilos femorales, estado de ambos meniscos y presencia de osteofitos periarticulares). Todo
ello, junto con el tamafio de los implantes a usar se reflejd en el anexo 6. Tras eliminar los
restos de ligamento cruzado craneal, se cerr6 la capsula articular usando sutura monofilamento
absorbible de poli-d-dioxanona (Monoplus® 0 - 2/0, BBraun, Melsungen, Alemania). La técnica
quirdrgica empleada para estabilizar la rodilla fue la del avance de la tuberosidad tibial (TTA) y

el procedimiento se realizé tal y como fue descrito en 2002 por Montavon y cols (Fig. 19).

FIG. 19: IMAGEN POSTQUIRURGICA TRAS FINALIZAR EL AVANCE DE LA TUBEROSIDAD TIBIAL
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Se suturaron los tejidos subcutaneos con puntos simples con sutura monofilamento
absorbible (Monosyn® 2/0 — 3/0, BBraun, Melsungen, Alemania) y la piel con una sutura

continua (Miralene® 2/0, BBraun, Melsungen, Alemania).

3.1.2.7.- EVALUACION POSTQUIRURGICA. TERAPIA Y SEGUIMIENTO

Inmediatamente tras la cirugia se realizdé un vendaje compresivo de Robert-Jones en la
extremidad que se mantuvo durante 3 dias. Los animales recibieron tratamiento antibiético
durante 6 dias a dosis de 10 mg /kg de amoxicilina y 2,5 mg/kg de acido clavulanico cada 12
horas (Synulox®, Zoetis Inc., Madison, USA), y antiinflamatorio durante 1 semana (Metacam®,
Boehringer Ingelheim GmbH, Ingelheim, Alemania) a dosis de 0,1 mg/kg cada 24 horas. La
primera dosis de antiinflamatorio se inyectd via intravenosa durante el procedimiento
quirurgico, después de haber extraido el liquido sinovial. A las 2 semanas, junto con la primera

revision del estudio, se eliminaron los puntos de la sutura de la herida.

3.2.- ANALISIS ESTADISTICO

A los pacientes seleccionados para el estudio se les asigné un nimero y un grupo (A o
B) mediante técnica aleatoria siguiendo el orden marcado por la funcion RANDOM del
programa informatico EXCEL® (Microsoft®, WA, USA)

El andlisis estadistico se realizé en dos fases, usando en cada una de ellas un
programa diferente. Para el analisis comparativo de los dos protocolos (A y B) en una misma
visita, se aplico el test de U de Mann-Whitney usando el programa STATISTICA® (Statsoft® Inc.,
Tulsa, EEUU). Para comparar diferentes visitas dentro de un mismo protocolo se realiz6 el test
de Wilcoxon si las muestras no seguian una distribucion normal y una ANOVA si la distribucion
de las muestras era normal, ambas usando el programa SPSs® (IBM® Corporation, Armonk,

EEUU). Se consideraron diferencias significativas si p<0,05.

Los datos correspondientes a la evaluacion clinica por parte del propietario y veterinario
se dividieron en datos continuos: VASC, VASD y EVAP, que se expresaron en forma de media
+ desviacion estandar, y no continuos que se expresaron en numero de individuos por
puntuaciones: VCOJ se valoré de 0 a 4 , CD, Cl, DH y ESV se valoraron como 0 (no) o 1 (si) y
EPCOJ y EPLEYV fueron valorados de 0 a 3. El analisis estadistico se llevé a cabo de forma

independiente para cada uno de los protocolos.
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Los datos correspondientes al estudio ecografico se dividieron en datos continuos (TC,
RSS, DCI, LRI, LRC, LRO, CCL, CCM, LCL y LCM, que se expresaron en forma de media +
desviacion estandar) y no continuos (ROT, TCH, LRH, LCLH, ML, LCMH y MM, expresados en
namero de individuos por puntuaciones —valorados de 0 a 3-). El andlisis estadistico se llevo a

cabo de forma independiente para cada uno de los protocolos.

Los datos de la analitica sanguinea se dividieron en continuos (SUEHAP y SUENO que
se expresaron en forma de media + desviacion estandar) y no continuos (SUECRP, SUESAA,
SUETNF, expresados en numero de individuos por rangos). Los rangos de los parametros no
continuos se establecieron en funcion de las referencias consideradas normales y alteradas en

la bibliografia consultada (Spreng y cols, 2001;Martinez-Subiela y cols, 2004) (Tabla 2).

TABLA 2: RANGOS DE LOS DIFERENTES PARAMETROS SERICOS NO CONTINUOS

RANGO

0 1 2
SUECRP (pg/ml) <5 5-10 >10
SUESAA (ug/ml) <2,19 2,19-10 >10
SUETNF (pg/ml) <5 5-10 >10

Rangos de los diferentes parametros séricos no continuos (SUECRP: concentracién sérica de proteina C reactiva,
SUESAA: concentracién sérica de amiloide sérico A, SUETNF: concentracion sérica de factor de necrosis tumoral alfa)

Los datos de la analitica del liquido sinovial se dividieron en continuos (SUEHAP,
SUENO y AH, que se expresaron en forma de media + desviacién estandar) y no continuos
(SUECRP, SUESAA, SUETNF, expresados en numero de individuos por rangos). Los rangos
de los parametros no continuos se establecieron en funcion de las referencias consideradas

normales y alteradas en la bibliografia consultada (Hay y otros, 1997) (Tabla 3).

TABLA 3: RANGO DE LOS DIFERENTES PARAMETROS SINOVIALES NO CONTINUOS

RANGO

0 1 2
LISICRP (ug/ml) <5 5-10 >10
LISISAA (ug/ml) <2,19 2,19-10 >10
LISITNF (pg/ml) <5 5-10 >10

Rangos de los diferentes parametros sinoviales no continuos (LISICRP: concentracién sinovial de proteina C reactiva,
LISISAA: concentracién sinovial de amiloide sérico A, LISITNF: concentracién sinovial de factor de necrosis tumoral
alfa)
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Resultados

El estudio fue llevado a cabo con 48 animales de la especie canina con lesién unilateral
del LCC, 25 machos y 23 hembras. El peso medio fue 29,9 kg y la edad media 4,69 anos. Las
razas fueron: mestizo (16), labrador retriever (8), boxer (7), american staffordshire terrier (5),
perro de aguas (2), bulldog inglés (1), eurasier (1), mastin (1), cocker spaniel inglés (1), cocker
spaniel americano (1), dalmata (1), golden retriever (1), pachén navarro (1), pointer (1) y
Staffordshire pit bull terrier (1).

4.1.- EXPLORACION CLINICA

4.1.1.- EVALUACION DEL VETERINARIO

4.1.1.1.- GRADO DE COJERA (VASC) Y DOLOR (VASD)

En la tabla 4 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, del grado

de cojera (VASC) evaluado por el veterinario en ambos protocolos.

TABLA 4. GRADO DE COJERA (VASC) EVALUADO POR EL VETERINARIO

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A? B A° B AP B? AP B?
VASC 47+25 | 46+29 | 39+22 | 30+20 | 25+21 | 17+18 | 8=%7 9+12

Datos estadisticos en milimetros (expresados en media + desviacion estandar) del grado de cojera (VASC) evaluado
en la exploracion clinica por parte del veterinario de las visitas V0, V2, V3 y V4. Superindices con letras comunes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 20 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, del

grado de cojera (VASC) evaluado por el veterinario en ambos protocolos.

FIG. 20: GRADO DE COJERA (VASC) EVALUADO POR EL VETERINARIO
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Escala visual analégica de la cojera (VASC), expresada en media + desviacion estandar, evaluada durante la
exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO, V2, V3 y V4 de ambos protocolos. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la valoracién del grado de cojera (VASC), al analizar estadisticamente ambos
protocolos (A vs B) dentro de cada una de las visitas (VO, V2, V3 y V4) comprobamos que no
existen diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos estadisticamente las
diferentes visitas (VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V3, V2 vs V4 y V3 vs V4) dentro de
cada uno de los protocolos (A y B), encontramos que, en el protocolo A, existen diferencias
significativas entre todas las visitas con excepcion de VO vs V2, y en el protocolo B hay
diferencias significativas entre todas las visitas.

En la tabla 5 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, del grado

de dolor (VASD) evaluado por el veterinario en ambos protocolos.

TABLA 5: GRADO DE DOLOR (VASD) EVALUADO POR EL VETERINARIO

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A° B® A° B® A° B® A° B®
VASD 45+23 | 4424 | 25+15 | 26+17 | 16£17 | 1314 67 79

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) del grado de dolor (VASD) evaluado en la exploracion
clinica por parte del veterinario en las visitas V0, V2, V3 y V4. Superindices con letras comunes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 21 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, del

grado de dolor (VASD) evaluado por el veterinario en ambos protocolos.

FIG. 21: GRADO DE DOLOR (VASD) EVALUADO POR EL VETERINARIO
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Escala visual analégica del dolor (VASD), expresada en media + desviacién estandar, evaluada durante la exploracién
clinica por parte del veterinario en las visitas VO, V2, V3 y V4 de ambos protocolos. Superindices con letras comunes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

Con respecto a VASD, al analizar estadisticamente ambos protocolos dentro de cada
una de las visitas, comprobamos que no existen diferencias significativas entre ellos. Al
analizar estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos,

encontramos que existen diferencias significativas entre todas ellas en ambos protocolos.
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4.1.1.2.- GRADO DE COJERA (VCOJ): EVALUACION NO CONTINUA

En la tabla 6 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
cojera del animal (VCOJ), evaluada por el veterinario en los animales en ambos protocolos. La
puntuacion oscilé desde 0 (animal sin cojera) hasta 4 (cojera sin apoyo).

TABLA 6: GRADO DE COJERA (VCOJ) EVALUADA POR EL VETERINARIO

VISITA Vo V2 V3 v4
PROTOCOLO A® B® A° B® A® B’ A® B
VALORACION 0 0 0 0 2 0 2 9 11
VALORACION 1 4 4 6 6 15 10 12 6
VALORACION 2 | 11 12 13 12 7 9 1 3
VALORACION 3 9 5 4 3 3 0 1 0
VALORACION 4 1 2 1 0 0 1 0 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucion, a lo largo de las visitas VO (en A n=25, en B
n=23), V2 (en A n=24, en B n=23), V3 (en A n=25, en B n=22) y V4 (en A n=23, en B n=20), de la cojera del animal
(VCOJ) puntuada de 0 a 4 por el veterinario en los animales de ambos protocolos. Superindices con letras comunes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 22 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
cojera del animal (VCOJ), evaluada por el veterinario en los animales del protocolo A. La
puntuacion oscilé desde 0 (animal sin cojera) hasta 4 (cojera sin apoyo).

FIG. 22: EVALUACION DE LA COJERA (VCOJ) - PROTOCOLO A

VCOJ - Protocolo A

20
L)

15
1
10 -
5 I I 3

vo*® V2P v3® V4"

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucién, a lo largo de las visitas V0, V2, V3 y V4, de la
cojera del animal (VCOJ) puntuada de 0 a 4 por el veterinario en los animales del protocolo A. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 23 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
cojera del animal (VCOJ), evaluada por el veterinario en los animales del protocolo B. La

puntuacion oscilé desde 0 (animal sin cojera) hasta 4 (cojera sin apoyo).

FIG. 23: EVALUACION DE LA COJERA (VCOJ) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
cojera del animal (VCOJ) puntuada de 0 a 4 por el veterinario en los animales del protocolo B. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos de la VCOJ dentro de cada una de las
visitas, no existen diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada protocolo, observamos que en el protocolo A las diferencias
son significativas en VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V3, V2 vs V4 y V3 vs V4, mientras que en el
protocolo B las diferencias son significativas en VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V4 y V3 vs V4.

4.1.1.3.- EVALUACION ORTOPEDICA
4.1.1.3.1.- CAJON DIRECTO (CD)

En la tabla 7 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado por el veterinario en ambos protocolos. La

valoracion se realizé en funcion de la presencia (si) o ausencia (no) de los sintomas.

TABLA 7: PRUEBA DEL CAJON DIRECTO (CD)

VISITA Vo V2 V3 V4

PROTOCOLO A™° B A® B A° B A° B

cD Si 24 19 17 18 19 15 17 14
No 1 2 6 5 6 7 6 3

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado en
la exploracion clinica por parte del veterinario en las visitas VO (en A n=25, en B n=21), V2 (en A n=23, en B n=23), V3
(en A n=25, en B n=22) y V4 (en A n=23, en B n=17) y en los animales de ambos protocolos. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 24 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado por el veterinario en los animales del
protocolo A.

FIG. 24: EVALUACION DEL CAJON DIRECTO (CD) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado en
la exploracioén clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=25), V2 (n=23), V3 (n=25) y V4 (n=23) del los
animales del protocolo A. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.

En la figura 25 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado por el veterinario en los animales del
protocolo B.

Fig. 25: EVALUACION DEL CAJON DIRECTO (CD) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la presencia del signo del cajon directo (CD) evaluado en

la exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=19), V2 (n=18), V3 (n=15) y V4 (n=14) del los
animales del protocolo B. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.
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Con respecto a CD, al analizar estadisticamente ambos protocolos dentro de cada una
de las visitas comprobamos que no existen diferencias significativas entre ellos. Al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolo, encontramos que
en el protocolo A existen diferencias significativas en VO vs V2, VO vs V3 y VO vs V4, mientras

que en el protocolo B no existen diferencias significativas entre ninguna de las visitas.

4.1.1.3.2.- CAJON INDIRECTO (Cl)

En la tabla 8 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon indirecto (Cl) evaluado por el veterinario en ambos protocolos. La

valoracion se realizé en funcion de la presencia (si) o ausencia (no) de los sintomas.

TABLA 8: PRUEBA DEL CAJON INDIRECTO (Cl)

VISITA Vo V2 V3 V4

PROTOCOLO A™ | B™* A* B® A° B® A° B°

Cl Si 23 19 0 0 0 0 0 0
No 2 2 23 23 25 22 23 18

Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la presencia del signo del cajén indirecto (Cl) evaluado en
la exploracion clinica por parte del veterinario en las visitas VO (en A n=25, en B n=21), V2 (en A n=23, en B n=23), V3
(en A n=25, en B n=22) y V4 (en A n=23, en B n=18) y en los animales de ambos protocolos. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 26 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon indirecto (Cl) evaluado por el veterinario en los animales del

protocolo A.

FIG. 26: EVALUACION DEL CAJON INDIRECTO (ClI) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos con resultado positivo (expresados en numero de individuos) de la presencia del signo del cajon
indirecto (Cl) evaluado en la exploracion clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=25), V2 (n=23), V3 (n=25)
y V4 (n=23) del los animales del protocolo A. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

o
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En la figura 27 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia del signo del cajon indirecto (Cl) evaluado por el veterinario en los animales del
protocolo B.

FIG. 27: EVALUACION DEL CAJON INDIRECTO (Cl) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la presencia del signo del cajén indirecto (Cl) evaluado en
la exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=21), V2 (n=23), V3 (n=22) y V4 (n=18) del los
animales del protocolo B. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.

o v

En el caso de ClI, al analizar estadisticamente ambos protocolos dentro de cada una de
las visitas comprobamos que no existen diferencias significativas entre ellos. Al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, encontramos que
en ambos protocolos hay diferencias significativas entre VO vs V2, VO vs V3 y VO vs V4, pero

no en las restantes.

4.1.1.3.3.- DOLOR A LA HIPEREXTENSION (DH)

En la tabla 9 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, del dolor a
la hiperextension (DH) evaluado por el veterinario en ambos protocolos. La valoracién se

realizé en funcion de la presencia (si) 0 ausencia (no) de los sintomas.

TABLA 9: PRUEBA DEL DOLOR A LA HIPEREXTENSION (DH)

VISITA Vo V2 V3 V4

PROTOCOLO A® B A* B® A° B® A® B®

DH Si 20 20 7 7 7 5 0 1
No 4 2 16 16 18 17 23 19

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia de dolor a la hiperextension (DH) evaluado
en la exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (en A n=24, en B n=22), V2 (en A n=23, en B n=23),
V3 (en A n=25, en B n=22) y V4 (en A n=23, en B n=20) y en los animales de ambos protocolos. Superindices con
letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 28 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia de dolor a la hiperextension (DH) evaluado por el veterinario en los animales del
protocolo A.

FIG. 28: EVALUACION DEL DOLOR A LA HIPEREXTENSION (DH) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia de dolor a la hiperextension (DH) evaluado
en la exploracion clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=24), V2 (n=23), V3 (n=25) y V4 (n=23) del los
animales del protocolo A. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.

En la figura 29 se detalla la evolucidn, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia de dolor a la hiperextension (DH) evaluado por el veterinario en los animales del
protocolo B.

FIG. 29: EVALUACION DEL DOLOR A LA HIPEREXTENSION (DH) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia de dolor a la hiperextension (DH) evaluado
en la exploracion clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=22), V2 (n=23), V3 (n=22) y V4 (n=20) del los
animales del protocolo B. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.

El estudio estadistico de ambos protocolos del DH dentro de cada una de las visitas no
evidencié diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las diferentes
visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que en el protocolo A hay diferencias
significativas en VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V4 y V3 vs V4, mientras que en el

protocolo B, las diferencias eran significativas en VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4 y V2 vs V4.
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Resultados

4.1.1.3.4.- EFUSION SINOVIAL (ESV)

En la tabla 10 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
presencia de efusién sinovial (ESV) evaluada por el veterinario en ambos protocolos. La

valoracion se realizé en funcién de la presencia (si) 0 ausencia (no) de los sintomas

TABLA 10: EVALUACION DE LA EFUSION SINOVIAL (ESV)

VISITA Vo V2 V3 V4

PROTOCOLO A® B® A* B® A° B® A* B

ESV Si 17 14 10 9 8 5 2 0
No 8 8 13 14 16 17 20 19

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia de efusion sinovial (ESV) evaluada en la
exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (en A n=25, en B n=22), V2 (en A n=23, en B n=23), V3
(en A n=24, en B n=22) y V4 (en A n=22, en B n=19) y en los animales de ambos protocolos. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 30 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la

presencia de efusion sinovial (ESV) evaluada por el veterinario en los animales del protocolo A.

Fig. 30: EVALUACION DE LA EFUSION SINOVIAL (ESV) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la presencia de efusion sinovial (ESV) evaluada en la
exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=25), V2 (n=23), V3 (n=24)y V4 (n=22) de los animales
del protocolo A. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.
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Resultados

En la figura 31 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la

presencia de efusion sinovial (ESV) evaluada por el veterinario en los animales del protocolo B.

FIG. 31: EVALUACION DE LA EFUSION SINOVIAL (ESV) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos con (expresados en nimero de individuos) de la presencia de efusion sinovial (ESV) evaluada en la
exploracién clinica por parte del veterinario en las visitas VO (n=22), V2 (n=23), V3 (n=22) y V4 (n=19) del los animales
del protocolo B. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos de la ESV dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que en el protocolo A, las
diferencias son significativas en VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4 y V2 vs V4, mientras que en el

protocolo B, las diferencias significativas lo son en VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V4 y V3 vs V4.

4.1.2.- IMPRESION DEL PROPIETARIO

4.1.2.1.- EVALUACION GENERAL DEL ANIMAL (EVAP)

En la tabla 11 se detalla la progresién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
evolucién general del animal en milimetros (EVAP) evaluada por el propietario en los animales

de ambos protocolos.

TABLA 11: EVALUACION GENERAL DEL ANIMAL (EVAP) POR PARTE DEL PROPIETARIO

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A® B> A* B® A° B® A® B®
EVAP 44127 [53+21 [29+23 [26+22 |25+21 [ 18+17 [10+£10 [ 16+ 15

Datos estadisticos en milimetros (expresados en media * desviacién estandar) de la evolucién general del animal
evaluada por el propietario (EVAP) correspondiente a las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 32 se detalla la progresion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
evolucion general del animal (EVAP) evaluada por el propietario en los animales de ambos

protocolos.

FIG. 32: EVALUACION DE LA EVOLUCION DEL ANIMAL POR PARTE DEL PROPIETARIO (EVAP)
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Evolucién general del animal evaluada por el propietario (EVAP) en milimetros, expresada en media * desviacién
estandar, durante las visitas V0, V2, V3 y V4 de ambos protocolos. Superindices con letras comunes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos de la EVAP dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada protocolo, observamos que en el
protocolo A, las diferencias son significativas en VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V4 y V3

vs V4, mientras que en el protocolo B, lo son en VO vs V2, VO vs V3 y VO vs V4.

4.1.2.2.- EVOLUCION DE LA COJERA (EPCOJ)

En la tabla 12 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la

cojera (EPCOJ) evaluada por el propietario en los animales de ambos protocolos.

TABLA 12: EVALUACION DE LA COJERA (EPCOJ) POR PARTE DEL PROPIETARIO

VISITA Vo V2 V3 v4

PROTOCOLO A® B A° B® A® B® A® B°
VALORACION 0 2 0 4 3 7 4 14 7
VALORACION 1 14 10 13 15 15 15 9 10
VALORACION 2 7 10 6 4 3 2 0 2
VALORACION 3 2 2 1 1 0 1 0 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucion de la cojera (EPCOJ) evaluada por parte del
propietario en las visitas VO (en A n=25, en B n=22), V2 (en A n=24, en B n=23), V3 (en A n=25, en B n=22) y V4 (en A
n=23, en B n=19) en los animales de ambos protocolos. Superindices con letras comunes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 33 se detalla la evolucidn, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la

cojera (EPCOJ) evaluada por el propietario en los animales del protocolo A.

FIG. 33: EVOLUCION DE LA COJERA (EPCOJ) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucién de la cojera (EPCOJ) evaluada por el
propietario en las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. Superindices con letras comunes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 34 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la

cojera (EPCOJ) evaluada por el propietario en los animales del protocolo B.

FIG. 34: EVOLUCION DE LA COJERA (EPCOJ) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucién de la cojera (EPCOJ) evaluada por el
propietario en las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. Superindices con letras comunes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos de la EPCOJ dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que
en el protocolo A las diferencias son significativas en VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V3, V2 vs V4 y
V3 vs V4, mientras que en el protocolo B, las diferencias significativas lo son en V0 vs V2, VO
vs V3, VO vs V4 y V2 vs V4.
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4.1.2.3.- DIFICULTAD PARA LEVANTARSE DESDE SENTADO (EPLEV)

Resultados

En la tabla 13 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de

facilidad del animal para levantarse (EPLEV) evaluada por el propietario en los animales de

ambos protocolos.

TABLA 13: EVALUACION DE LA FACILIDAD PARA LEVANTARSE (EPLEV)

VISITA Vo V2 V3 v4
PROTOCOLO A® B A° B’ A° B° A® B*
VALORACION 0 0 0 4 3 5 5 12 8
VALORACION 1 7 5 11 10 13 9 10 8
VALORACION 2 15 14 8 9 6 8 1 3
VALORACION 3 3 3 1 1 1 0 0 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la facilidad para levantarse (EPLEV) evaluada en la
exploracién clinica por parte del propietario en las visitas VO (en A n=25, en B n=22), V2 (en A n=24, en B n=23), V3
(en A n=25, en B n=23) y V4 (en A n=23, en B n=19) en los animales de ambos protocolos (EPCOJ). Superindices con

letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 35 se detalla la evolucion, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de

facilidad del animal para levantarse (EPLEV) evaluada por el propietario en los animales del

protocolo A.

FIG. 35: EVALUACION DE LA FACILIDAD PARA LEVANTARSE (EPLEV) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucién clinica de la facilidad del animal para
levantarse (EPLEV) evaluada por el propietario en las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 36 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
facilidad del animal para levantarse (EPLEV) evaluada por el propietario en los animales del

protocolo B.

FIG. 36: EVALUACION DE LA FACILIDAD PARA LEVANTARSE (EPLEV) — PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la evolucién clinica de la facilidad del animal para
levantarse (EPLEV) evaluada por el propietario en las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos de la EPLEV dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que
en ambos protocolos las diferencias son significativas en VO vs V2, VO vs V3, VO vs V4, V2 vs
V4 'y V3 vs V4.

4.2.- HALLAZGOS INTRAQUIRURGICOS

4.2.1.- LESIONES MENISCALES

En la tabla 14 se detallan las lesiones meniscales encontradas durante el
procedimiento quirdrgico (MML: lesion en el menisco medial y MLL: lesién en el menisco

lateral) correspondiente a los animales de ambos protocolos.

TABLA 14: PRESENCIA DE LESIONES MENISCALES LATERALES Y MEDIALES (MLL Y MML)

MENISCO LATERAL (MLL) MEDIAL (MML)

PROTOCOLO A B A B
VALORACION 0 25 21 17 14
VALORACION 1 0 2 8 9

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las lesiones meniscales lateral (MLL) y medial (MML)
observadas intraquirargicamente (0: ausencia de lesién; 1: presencia de lesion meniscal) en los animales de ambos
protocolos.
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Resultados

En la figura 37 se detalla, en la V1, la presencia de lesion meniscal (en el menisco

lateral y en el menisco medial) correspondiente a los animales del protocolo A.

FIG. 37: PRESENCIA DE LESION MENISCAL LATERAL y MEDIAL (MLL Y MML) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las lesiones meniscales lateral y medial observadas
intraquirdrgicamente en los animales del protocolo A.

En la figura 38 se detalla, en la V1, la presencia de lesion meniscal (en el menisco

lateral y en el menisco medial) correspondiente a los animales del protocolo B.

FIG. 38: PRESENCIA DE LESION MENISCAL LATERAL y MEDIAL (MLL Y MML) — PROTOCOLO B

MLLY MML - Protocolo B

25

20

15 =0

10 "1

LATERAL (MLL) MEDIAL (MML)

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las lesiones meniscales lateral y medial observadas
intraquirdrgicamente en los animales del protocolo B.

Al analizar estadisticamente las lesiones en el menisco lateral (MLL) y medial (MML)

en ambos protocolos, no se apreciaron diferencias significativas entre ellos.
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Resultados

4.2.2.- MENISCECTOMIAS

En la tabla 15 se detallan las meniscectomias laterales (MQL) y mediales (MQM)
realizadas durante los procedimientos quirdrgicos (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia

parcial; 2: meniscectomia total) correspondientes a los animales de ambos protocolos.

TABLA 15: REALIZACION DE MENISCECTOMIA LATERAL Y MEDIAL (MQL Y MQM)

MENISCECTOMIA LATERAL (MQL) MEDIAL (MQM)

PROTOCOLO A B A B
VALORACION 0 25 22 17 14
VALORACION 1 0 0 6 7
VALORACION 2 0 1 2 2

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las meniscectomias lateral (MQL) y medial (MQM)
realizadas durante los procedimientos quirtrgicos (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia parcial; 2: meniscectomia
total) correspondientes a los animales de ambos protocolos.

En la figura 39 se detallan las meniscectomias laterales y mediales realizadas durante
el procedimiento quirdrgico (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia parcial; 2: meniscectomia

total) en los animales del protocolo A.

FIG. 39: REALIZACION DE MENISCECTOMIA LATERAL Y MEDIAL (MQL y MQM) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las meniscectomias realizadas durante los procedimientos
quirtrgicos (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia parcial; 2: meniscectomia total) correspondientes a los animales
del protocolo A.
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Resultados

En la figura 40 se detallan las meniscectomias laterales y mediales realizadas durante
el procedimiento quirdrgico (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia parcial; 2: meniscectomia

total) en los animales del protocolo B.

Fig. 40: REALIZACION DE MENISCECTOMIA LATERAL Y MEDIAL (MQL y MQM) — PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de las meniscectomias realizadas durante los procedimientos

quirtrgicos (0: no meniscectomia; 1: meniscectomia parcial; 2: meniscectomia total) correspondientes a los animales
del protocolo B.

Al analizar estadisticamente las meniscectomias, totales o parciales, en el menisco
lateral (MQL) y medial (MQM) en ambos protocolos, no se apreciaron diferencias significativas

entre ellos.

4.3.- ECOGRAFIA DE LA RODILLA

4.3.1.- IRREGULARIDAD DE LA SUPERFICIE ROTULIANA (ROT)

En la tabla 16 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
irregularidad de la superficie rotuliana (ROT). La puntuacién oscila de 0 (superficie normal y sin

irregularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de degeneracion).

TABLA 16: EVALUACION DE LA IRREGULARIDAD DE LA SUPERFICIE ROTULIANA (ROT)

VISITA Vo V2 V3 v4
PROTOCOLO A B A B’ A B A B°
VALORACION 0 0 5 3 2 3 1 1 1
VALORACION 1 17 12 11 10 12 13 14 10
VALORACION 2 7 6 8 9 9 7 7 9
VALORACION 3 1 0 2 2 1 1 2 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la irregularidad de la superficie rotuliana (ROT) evaluada
en la exploracion ecografica de las visitas VO (en A n=25, en B n=23), V2 (en A n=24, en B n=23), V3 (en A n=25, en B
n=22) y V4 (en A n=24, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacioén oscila desde 0 (superficie
normal y sin irreqularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de degeneracion). Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 41 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
irregularidad de la superficie rotuliana (ROT) en los animales del protocolo A. La puntuacion
oscila de 0 (superficie normal y sin irregularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de

degeneracion).

FIG. 41: EVALUACION DE LA IRREGULARIDAD DE LA SUPERFICIE ROTULIANA (ROT) -
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la irregularidad de la superficie rotuliana (ROT) evaluada
en la exploracién ecogréfica de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila desde
0 (superficie normal y sin irregularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de degeneracion).

En la figura 42 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
irregularidad de la superficie rotuliana (ROT) en los animales del protocolo B. La puntuacion
oscila de 0 (superficie normal y sin irregularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de

degeneracion).

FIG. 42: EVALUACION DE LA IRREGULARIDAD DE LA SUPERFICIE ROTULIANA (ROT) -
PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la irreqularidad de la superficie rotuliana (ROT) evaluada
en la exploracién ecogréfica de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. La puntuacion oscila desde
0 (superficie normal y sin irregularidades) hasta 3 (superficie con severos signos de degeneracién). Superindices con
letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la ROT dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. De la misma manera, al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, no encontramos
diferencias significativas entre visitas en el grupo A, mientras que en el B hay diferencias

significativas en VO vs V2 y VO vs V4.

4.3.2.- TENDON DEL MUSCULO FEMORAL

4.3.2.1.- DIMENSION (TC)

En la tabla 17 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del tendén del masculo cuadriceps femoral

(TC), medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 17: EVALUACION DEL GROSOR DEL TENDON DEL MUSCULO CUADRICEPS FEMORAL (TC)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 44+13 46+1.2 4614 43+1.3
PROTOCOLO B 4,7+1,6 48+1,3 50+1,3 4613

Datos estadisticos (expresados en media * desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros del tendén
del musculo cuadriceps femoral (TC) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Datos expresados en milimetros.

En la figura 43 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del tendén del masculo cuadriceps femoral

(TC), medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 43: EVALUACION DEL GROSOR DEL TENDON DEL MUSCULO CUADRICEPS FEMORAL (TC)
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Datos estadisticos (expresados en media * desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros del tendén
del musculo cuadriceps femoral (TC), medido en los estudios ecograficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos del TC dentro de cada una de las visitas
no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que no existen diferencias

significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.
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4.3.2.2.- TEXTURA (TCH)

En la tabla 18 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del tendén del musculo cuadriceps femoral (TCH). La puntuacion oscila de 0 (tenddn
homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos severos
de degeneracion).

TABLA 18. EVALUACION DE LA TEXTURA DEL TENDON DEL MUSCULO CUADRICEPS FEMORAL

(TCH)
VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A B A B A B A B
VALORACION 0 1 1 0 3 0 1 1
VALORACION 1 7 10 11 7 8 9 6 6
VALORACION 2 16 11 11 11 12 12 15 11
VALORACION 3 1 1 3 2 5 0 2 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del tendén del musculo cuadriceps femoral
(TCH) evaluada en la exploracién ecogréafica de las visitas VO (en A n=25, en B n=23), V2 (en A n=25, en B n=23), V3
(en A n=25, en B n=22) y V4 (en A n=24, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de degeneracion).

En la figura 44 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del tendén del musculo cuadriceps femoral (TCH) en los animales del protocolo A. La
puntuacion oscila de 0 (tendéon homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy

heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

FIG. 44: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL TENDON DEL MUSCULO CUADRICEPS FEMORAL
(TCH) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del tendén del musculo cuadriceps femoral
(TCH) evaluada en exploracion ecografica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacién
oscila de 0 (tendén homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracion).
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En la figura 45 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del tenddn del musculo cuadriceps femoral (TCH) en los animales del protocolo B. La
puntuacion oscila de 0 (tendéon homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy

heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

FIG. 45: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL TENDON DEL MUSCULO CUADRICEPS FEMORAL
(TCH) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del tendén del musculo cuadriceps femoral
(TCH) evaluada en exploracion ecografica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. La puntuacién
oscila de 0 (tendén homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracion).

En el analisis estadistico de ambos protocolos del TCH dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. De la misma manera, al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco se

encuentran diferencias significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.

4.3.3.- DISTENSION CAPSULAR

4.3.3.1.- RECESO SINOVIAL SUPRARROTULIANO (RSS)

En la tabla 19 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al diametro en milimetros del receso sinovial suprarrotuliano (RSS),

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 19: EVALUACION DEL DIAMETRO DEL RECESO SINOVIAL SUPRARROTULIANO (RSS)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 55+3,6 52+3,6 53+4,3 50+£3,3
PROTOCOLO B 54+1,7 58+3,6 50+£1,5 51+14

Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al diametro en milimetros del receso
sinovial suprarrotuliano (RSS) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos. Datos
expresados en milimetros.
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En la figura 46 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al diametro en milimetros del receso sinovial suprarrotuliano (RSS),
medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 46: EVALUACION DEL DIAWJF;TRO DEL RECESO SUPRARROTULIANO (RSS)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al diametro en milimetros del receso
sinovial suprarrotuliano (RSS), medido en los estudios ecogréficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

Al analizar estadisticamente ambos protocolos del RSS dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que

no existen diferencias significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.

4.3.3.2.- DISTENSION CAPSULAR INFRARROTULIANA (DCI)

En la tabla 20 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al diametro en milimetros de la distension capsular infrarrotuliana

(DCI), medida en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 20: EVOLUCION DEL DIAMETRO DE LA DISTENSION CAPSULAR INFRARROTULIANA (DCI)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 52+20 52+21 53+24 54+22
PROTOCOLO B 47+15 58+28 58+25 53+21

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al diametro en milimetros de la
distensién capsular infrarrotuliana (DCI) medida en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
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En la figura 47 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al diametro en milimetros de la distension capsular infrarrotuliana

(DCI), medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 47: EVALUACION DEL DIAMETRO DE LA DISTENSION INFRARROTULIANA (DCI)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al diametro en milimetros de la
distensién capsular infrarrotuliana (DCI) medida en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la DCI dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos que

no existen diferencias significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.

4.3.4.- LIGAMENTO ROTULIANO

4.3.4.1.- GROSOR EN ORIGEN (LRO), CENTRAL (LRC), INSERCION TIBIAL (LRI)

En la tabla 21 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del origen del ligamento rotuliano (LRO)
medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 21: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN EL ORIGEN (LRO)

VISITA Vo V2 V3 Vva
PROTOCOLO A 2,5+0,7° 2,8+0,4 3,0+0,7° 29+0,6
PROTOCOLO B 2,6+0,7%" 2,9+0,6 3,0+0,6° 3,1+0,7°

Datos estadisticos (expresados en media * desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del origen
del ligamento rotuliano (LRO) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 48 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del origen del ligamento rotuliano (LRO)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 48: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN SU ORIGEN (LRO)
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Datos estadisticos (expresados en media * desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del origen
del ligamento rotuliano (LRO) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LRO dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A

encontramos diferencias significativas en VO vs V3 y en el protocolo B en VO vs V3 y VO vs V4.

En la tabla 22 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros a nivel central del ligamento rotuliano (LRC)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 22: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN EL CENTRO (LRC)

VISITA Vo V2 V3 Vva
PROTOCOLO A 1,9 + 0,6%° 2.3+0,5 2,5+0,7° 24+0,7°
PROTOCOLO B 2,0 +0,6%° 2,6 +0,8° 2,8+0,7° 2,6+0,7°

Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros a nivel
central del ligamento rotuliano (LRC) medido en los estudios ecogréficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 49 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros a nivel central del ligamento rotuliano (LRC)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 49: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN EL CENTRO (LRC)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros a nivel
central del ligamento rotuliano (LRC) medido en los estudios ecogréficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LRC dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, encontramos

diferencias significativas en VO vs V2, VO vs V3 y VO vs V4 en ambos protocolos.

En la tabla 23 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros de la insercion del ligamento rotuliano

(LRI), medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 23: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN LA INSERCION TIBIAL

(LRI)
VISITA VO V2 V3 V4

PROTOCOLO A 2,3+0,6" 24+05° 2,6+0,7 2,6+0,7°
PROTOCOLO B 23+0,6 25+0,6 25+0,7 2,7+0,8

Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros de la
insercién del ligamento rotuliano (LRI), medido en los estudios ecograficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 50 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros de la insercion del ligamento rotuliano (LRI),

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 50: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO ROTULIANO EN LA INSERCION TIBIAL (LRI)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros del
ligamento rotuliano en su origen (LRI), medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LRI dentro de cada una de las visitas
no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Cuando analizamos estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, Unicamente encontramos diferencias
significativas entre VO vs V2 y VO vs V4 en el protocolo A, sin encontrar diferencias

significativas entre las diferentes visitas del protocolo B.
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4.3.4.2.- TEXTURA (LRH)

En la tabla 24 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento rotuliano (LRH). La puntuacion oscila de 0 (tendon homogéneo, sin
signos degenerativos) hasta 3 (tendon muy heterogéneo, con signos severos de
degeneracion).

TABLA 24: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO ROTULIANO (LRH)

VISITA Vo V2 V3 v4
PROTOCOLO A® B’ A° B A B™ A° B°
VALORACION 0 10 4 2 4 3 2 2
VALORACION 1 11 15 12 9 14 10 11 10
VALORACION 2 2 3 7 8 4 7 8
VALORACION 3 1 1 3 2 3 2 2

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento rotuliano (LRH) evaluada en la
exploracién ecografica de las visitas VO (en A n=24, en B n=23), V2 (en A n=24, en B n=23), V3 (en A n=24, en B n=21)
y V4 (en A n=23, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila desde 0 (tendén homogéneo,
sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de degeneracién). Superindices con
letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 51 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento rotuliano (LRH) en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos
severos de degeneracion).

FIG. 51: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO ROTULIANO (LRH) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento rotuliano (LRH) evaluada en la
exploracién ecogréfica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacién oscila desde 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracién). Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.
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En la figura 52 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento rotuliano (LRH) en los animales del protocolo B. La puntuacion oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos

severos de degeneracion).

FIG. 52: EVALUACION DEL LA TEXTURA DEL LIGAMENTO ROTULIANO (LRH) — PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento rotuliano (LRH) evaluada en la
exploracién ecogréafica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacién oscila desde 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracién). Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.
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En el analisis estadistico de ambos protocolos del LRH dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A encontramos
diferencias significativas en VO vs V2 y VO vs V4, mientras que en el protocolo B hay

diferencias significativas en VO vs V3 y V3 vs V4.

4.3.5.- CARTILAGO ARTICULAR CONDILAR FEMORAL

4.3.5.1.- GROSOR DEL CARTILAGO LATERAL (CCL)

En la tabla 25 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago en el condilo lateral (CCL)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 25: EVALUACION DEL GROSOR DEL CARTILAGO EN EL CONDILO FEMORAL LATERAL

(ccL)
VISITA Vo V2 V3 V4

PROTOCOLO A 1,0+1,1° 12+1,3 1,4+1,5° 1,3+1,5%
PROTOCOLO B 13+1,3 16+1,6 17+1,8 18+1,7

Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago
en el condilo lateral (CCL) medido en los estudios ecogréficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos. Superindices
con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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En la figura 53 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago en el céndilo lateral (CCL)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 53: EVALUACION DEL GROSOR DEL CARTILAGO EN EL CONDILO FEMORAL LATERAL (CCL)
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Datos estadisticos (expresados en media  desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago
en el condilo lateral (CCL) en los estudios ecograficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos. Superindices con
letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del CCL dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A encontramos
diferencias significativas en VO vs V4, V2 vs V3 y V2 vs V4, sin encontrar diferencias

significativas entre visitas en el protocolo B.

4.3.5.2.- GROSOR DEL CARTILAGO MEDIAL (CCM)

En la tabla 26 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago en el condilo medial (CCM)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 26: EVALUACION DEL GROSOR DEL CARTILAGO EN EL CONDILO FEMORAL MEDIAL (CCM)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 1,0+0,8 1,1+0,9° 15+1,3 1,4+1,3°
PROTOCOLO B 12+1,1% 1,5+ 1,5% 1,7 £1,6% 2,0 +1,8"™

Datos estadisticos (expresados en media  desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago
en el céndilo medial (CCM) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos. Superindices
con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

99



Resultados

En la figura 54 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago en el céndilo medial (CCM)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 54: EVALUACION DEL GROSOR DEL CARTILAGO EN EL CONDILO FEMORAL MEDIAL (CCM)
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Datos estadisticos (expresados en media  desviacion estandar) correspondientes al grosor en milimetros del cartilago
en el céndilo medial (CCM) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos. Superindices
con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del CCM dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A encontramos
diferencias significativas en V2 vs V4, mientras que en el protocolo B encontramos diferencias
significativas en VO vs V3, VO vs V4, V2 vs V3 y V2 vs V4.

4.3.6.- LIGAMENTO COLATERAL

4.3.6.1.- GROSOR DE LOS LIGAMENTOS COLATERALES LATERAL (LCL) Y MEDIAL (LCM)

En la tabla 27 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del ligamento colateral lateral (LCL) medido

en los estudios ecograficos de las visitas V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 27: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO COLATERAL LATERAL (LCL)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 26+1,2 27+09 27+11 28+1,2
PROTOCOLO B 28+11 28+11 3,112 29+1,2

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del
ligamento colateral lateral (LCL) medido en los estudios ecograficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
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En la figura 55 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion

estandar) correspondientes al grosor en milimetros del ligamento colateral lateral (LCL) medido

en los estudios ecograficos de las visitas V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 55: EVALUACION DEL GRRSOR DEL LIGAMENTO COLATERAL LATERAL (LCL)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del
ligamento colateral lateral (LCL) medido en los estudios ecograficos de V0, V2, V3 y V4 en ambos protocolos

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LCL dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. De la misma manera, al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco se

encuentran diferencias significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.

En la tabla 28 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del ligamento colateral medial (LCM)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

TABLA 28: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCM)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A 27+11 3,011 28+1,0 29+1,2
PROTOCOLO B 31+14 3,2+0,9 3,1+£0,9 3,310

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del
ligamento colateral medial (LCM) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.
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Resultados

En la figura 56 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes al grosor en milimetros del ligamento colateral medial (LCM)

medido en los estudios ecograficos de las visitas VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

FIG. 56: EVALUACION DEL GROSOR DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCM)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes al grosor en milimetros del
ligamento colateral medial (LCM) medido en los estudios ecograficos de VO, V2, V3 y V4 en ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LCM dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. De la misma manera, al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco se

encuentran diferencias significativas entre visitas en ninguno de los protocolos.

4.3.6.2.- TEXTURA LIGAMENTOSA COLATERAL LATERAL (LCLH) Y MEDIAL (LCMH)

En la tabla 29 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento colateral lateral (LCLH). La puntuacion oscila de 0 (tendon homogéneo,

sin signos degenerativos) a 3 (tendon muy heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

TABLA 29: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL LATERAL (LCLH)

VISITA Vo V2 V3 v4

PROTOCOLO A® B A® B A° B A" B
VALORACION 0 10 5 3 2 6 4 1 4
VALORACION 1 12 14 14 15 14 13 16 10
VALORACION 2 2 3 7 3 5 4 7 6
VALORACION 3 1 1 0 3 0 1 0 0

Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la textura del ligamento colateral lateral (LCLH) evaluada
en la exploracion ecografica de las visitas VO (en A n=25, en B=23), V2 (en A n=24, en B=23), V3 (en A n=25, en B=22)
y V4 (en A n=24, en B=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila de 0 (tendén homogéneo, sin
signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de degeneracion). Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 57 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento colateral lateral (LCLH) en los animales del protocolo A. La puntuacion
oscila de 0 (ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (ligamento muy heterogéneo,

con signos severos de degeneracion).

FIG. 57: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL LATERAL (LCLH) -
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento colateral lateral (LCLH) evaluada
en la exploracién ecografica de VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacién oscila de 0 (ligamento
homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (ligamento muy heterogéneo con signos severos de degeneracion).
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 58 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento colateral lateral (LCLH) en los animales del protocolo B. La puntuacién
oscila de 0 (ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (ligamento muy heterogéneo,

con signos severos de degeneracion).

FIG. 58: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCLH) -
PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento colateral lateral (LCLH) evaluada
en la exploracién ecografica de VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. La puntuacion oscila de 0 (ligamento
homogéneo, sin signos degenerativos) a 3 (ligamento muy heterogéneo con signos severos de degeneracion).
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Resultados

En el analisis estadistico de ambos protocolos del LCLH dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A encontramos
diferencias significativas en V0 vs V2, VO vs V4 y V3 vs V4, mientras que en el protocolo B no
hay diferencias significativas en ninguna de las visitas.

En la tabla 30 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento colateral medial (LCMH). La puntuacién oscila de 0 (ligamento
homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy heterogéneo, con signos

severos de degeneracion).

TABLA 30: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCMH)

VISITA Vo V2 V3 v4

PROTOCOLO A° B A° B A B B
VALORACION 0 8 6 2 2 4 7 4 4
VALORACION 1 14 14 11 15 16 9 16 14
VALORACION 2 2 3 11 6 3 5 3 2
VALORACION 3 0 0 0 0 2 1 1 0

Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la textura del ligamento colateral medial (LCMH) evaluada
en la exploracion ecografica de las visitas VO (en A n=24, en B n=23), V2 (en A n=24, en B n=23), V3 (en A n=25, en B
n=23) y V4 (en A n=24, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila desde 0 (ligamento
homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy heterogéneo con signos severos de degeneracion).
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 59 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del ligamento colateral medial (LCMH) en los animales del protocolo A. La puntuacién
oscila de 0 (ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy
heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

FIG. 59: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCMH) -
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento colateral lateral (LCLH) evaluada
en la exploracién ecogréfica de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila desde
0 (ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy heterogéneo con signos severos de
degeneracién). Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.

w
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Resultados

En la figura 60 se detalla la evolucion en las visitas VO, V2, V3 y V4, de la textura del
ligamento colateral medial (LCMH) en los animales del protocolo B. La puntuacion oscila de 0
(ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy heterogéneo, con

signos severos de degeneracion).

FIG. 60: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL LIGAMENTO COLATERAL MEDIAL (LCMH) -
PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del ligamento colateral lateral (LCLH) evaluada
en la exploracién ecogréfica de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila desde
0 (ligamento homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (ligamento muy heterogéneo con signos severos de
degeneracion).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de LCMH dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A se encontraron
diferencias significativas en VO vs V2, mientras que en el protocolo B no se encontraron
diferencias significativas.

4.3.7.- MENISCO: TEXTURA LATERAL (ML) Y MEDIAL (MM)

En la tabla 31 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco lateral (ML). La puntuacién oscila de 0 (menisco homogéneo, sin signos

degenerativos) a 3 (menisco muy heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

TABLA 31: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL MENISCO LATERAL (ML)

VISITA Vo V2 V3 V4
PROTOCOLO A B A B A B’ A B°
VALORACIONO | 13 8 7 11 12 16 11 11
VALORACION 1 10 12 10 5 7 3 11 8
VALORACION 2 1 2 6 5 2 1 2 1
VALORACION 3 1 1 0 0 1 0 0 0

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco lateral (ML) evaluada en la
exploracién ecografica de las visitas VO (en A n=25, en B n=23), V2 (en A n=23, en B n=21), V3 (en A n=22, en B n=20)
y V4 (en A n=24, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila desde 0 (menisco
homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (menisco muy heterogéneo, con signos severos de degeneracion).
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En la figura 61 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco lateral (ML) en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos

severos de degeneracion).

FIG. 61: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL MENISCO LATERAL (ML) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco lateral (ML) evaluada en la
ecografia de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila de 0 (fendén homogéneo,
sin signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de degeneracion).

En la figura 62 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco lateral (ML) en los animales del protocolo B. La puntuacion oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos

severos de degeneracion).

FIG. 62: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL MENISCO LATERAL (ML) — PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco lateral (ML) evaluada en la
ecografia de las visitas V0, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. La puntuacién oscila de 0 (tendén homogéneo,
sin signos degenerativos) a 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de degeneracién). Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.
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Resultados

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la ML dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A no encontramos
diferencias significativas, mientras que en el protocolo B encontramos diferencias significativas
en VO vs V3y VO vs V4.

En la tabla 32 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco medial (MM). La puntuacién oscila de 0 (menisco homogéneo, sin signos
degenerativos) hasta 3 (menisco muy heterogéneo, con signos severos de degeneracion).

TABLA 32: EVALUACION DE LA TEXTURA DEL MENISCO MEDIAL (MM)

VISITA Vo V2 V3 v4
PROTOCOLO A B’ A B A B A B’
VALORACION 0 7 5 9 8 10 10 11 11
VALORACION 1 11 14 8 9 6 7 8 7
VALORACION 2 4 2 4 4 2 3 4 1
VALORACION 3 3 2 1 0 4 1 1 1

Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco medial (MM) evaluada en la
exploracién ecogréafica de las visitas VO (en A n=25, en B n=23), V2 (en A n=22, en B n=21), V3 (en A n=22, en B n=21)
y V4 (en A n=14, en B n=20) en los animales de ambos protocolos. La puntuacién oscila desde 0 (menisco
homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (menisco muy heterogéneo, con signos severos de degeneracion).
Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo.

En la figura 63 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco medial (MM) en los animales del protocolo A. La puntuacion oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendéon muy heterogéneo, con signos
severos de degeneracion).

FIG. 63: EVOLUCION DE LA TEXTURA DEL MENISCO MEDIAL (MM) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco medial (MM) evaluada en la
exploracién ecografica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo . La puntuacién oscila desde 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracion).
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Resultados

En la figura 64 se detalla la evolucién a lo largo de las visitas VO, V2, V3 y V4, de la
textura del menisco medial (MM) en los animales del protocolo B. La puntuacién oscila de 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo, con signos

severos de degeneracion).

FIG. 64: EVOLUCION DE LA TEXTURA DEL MENISCO MEDIAL (MM) — PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la textura del menisco medial (MM) evaluada en la
exploracién ecogréafica de las visitas VO, V2, V3 y V4 en los animales del protocolo B. La puntuacién oscila desde 0
(tendén homogéneo, sin signos degenerativos) hasta 3 (tendén muy heterogéneo con signos severos de
degeneracién). Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada
protocolo.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la MM dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A no se encontraron
diferencias significativas, mientras que en el protocolo B se encontraron diferencias

significativas en VO vs V4.
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4.4.- ANALISIS SANGUINEO

4.4.1.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a (SUETNF)

Resultados

En la tabla 33 se detalla, distribuida por rangos, la concentracion de factor de necrosis

tumoral (SUETNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

TABLA 33: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

(SUETNF)
VISITA V1 V3 V4
PROTOCOLO A B A B

<5 pg/mi 15 18 16 15 16 14
5-10 pg/ml 1 1 2 2 1 1
> 10 pg/ml 7 4 4 5 6 5

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en numero de individuos) de la concentracién de factor de
necrosis tumoral (SUETNF) de las visitas V1(en A n=23, en B n=23), V3 (en A n=22, en B n=22), V4 (en A n=23, en B
n=20) en los animales de ambos protocolos.

En la figura 65 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de factor de necrosis tumoral — a en suero (SUETNF) en los

animales del protocolo A.

FIG. 65: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
(SUETNF) — PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracion del factor de necrosis tumoral-a en suero
(SUETNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A (0: < 5 pg/ml, 1: 5-10 pg/ml, 2: > 10

pg/mi)
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Resultados

En la figura 66 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de factor de necrosis tumoral — a en suero (SUETNF) en los

animales del protocolo B.

FIG. 66: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
(SUETNF) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracion del factor de necrosis tumoral-a en suero
(SUETNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B (0: < 5 pg/ml, 1: 5-10 pg/ml, 2: > 10

pg/ml).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la SUETNF dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.

4.4.2.- OXIDO NITRICO (SUENO)

En la tabla 34 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas V1, V3 y V4, de la
concentraciéon en pmol/l de 6xido nitrico en suero (SUENO) en los animales de ambos
protocolos.

TABLA 34: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE OXIDO NITRICO (SUENO)

VISITA \'Al V3 v4
PROTOCOLO A 24,92 + 18,27 35,14 + 34,32 34,60 = 25,69
PROTOCOLO B 27,79 £ 19,05 36,49 + 34,02 27,64 + 18,51

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) de la concentracién en uymol/l de oxido nitrico
(SUENO) de las visitas V1, V3, V4 en los animales de ambos protocolos.
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Resultados

En la figura 67 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes a la concentracién en pmol/l de 6xido nitrico en suero (SUENO) en

las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

FIG. 67: EVALUACION DE LA CONCETRACION SERICA DE OXIDO NITRICO (SUENO)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes a la concentracién de 6xido nitrico
en suero (SUENO) medido en los estudios ecograficos de VO, V3 y V4 en ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la SUENO dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco se aprecian diferencias

significativas entre visitas en ninguno de ambos protocolos.

4.4.3.- PROTEINA C REACTIVA (SUECRP)

En la tabla 35 se detalla, distribuida por rangos, la concentracion de proteina C reactiva

en suero (SUECRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

TABLA 35: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE PROTEINA C REACTIVA (SUECRP)

VISITA V1 V3 V4

PROTOCOLO A B A B A B
< 5 pug/mi 16 16 16 15 16 14
5-10 pg/ml 0 3 3 2 3 3
> 10 pg/ml 7 4 3 5 4 3

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en nimero de individuos) de la concentracion de proteina C
reactiva (SUECRP) de las visitas V1 (en A n=23, en B n=23), V3 (en A n=22, en B n=22), V4 (en A n=23, en B n=20) en
los animales de ambos protocolos.
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Resultados

En la figura 68 se detalla la evolucion, distribuida por rangos , a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de proteina C reactiva en suero (SUECRP) en los animales

del protocolo A.

FIG. 68: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE PROTEINA C REACTIVA (SUECRP) —
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracién de proteina C reactiva en suero
(SUECRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A (0: < 5 ug/ml, 1: 5-10 ug/ml, 2: > 10
ug/mi).

En la figura 69 se detalla la evolucion, distribuida por rangos , a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de proteina C reactiva en suero (SUECRP) en los animales

del protocolo B.

FIG. 69: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE PROTEINA C REACTIVA (SUECRP) —
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracién de proteina C reactiva en suero
(SUECRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B (0: < 5 ug/ml, 1: 5-10 ug/ml, 2: > 10
ug/mi).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la SUECRP dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ambos protocolos. Al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco se

aprecian diferencias significativas entre visitas en ninguno de ambos protocolos.
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4.4.4.- AMILOIDE SERICO A (SUESAA)

Resultados

En la tabla 36 se detalla, distribuida por rangos, la concentracion de amiloide sérico A

(SUESAA) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

TABLA 36: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE AMILOIDE SERICO A (SUESAA)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A° B A® B A B
< 2,19 pg/ml 17 20 20 18 17 16
2,19 - 10 pg/ml 3 1 2 3 4

>10 pg/ml 3 2 0 1 2 1

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en numero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico
A (SUESAA) de las visitas V1 (en A n=23, en B n=23), V3 (en A n=22, en B n=22) y V4 (en A n=23, en B n=20) en los
animales de ambos protocolos. Superindices con letras comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre visitas
dentro de cada protocolo.

En la figura 70 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de amiloide sérico A en suero (SUESAA) en los animales del

protocolo A.

FIG. 70: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE AMILOIDE SERICO A (SUESAA) -
PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico A en suero (SUESAA)
a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A. Superindices con letras comunes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo (0: < 2,19 ug/ml, 1: 2,19-10 ug/ml, 2: > 10
ug/mi).
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En la figura 71, se detalla la evolucion, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracion de amiloide sérico A en suero (SUESAA) en los animales del

protocolo B.

Fig. 71: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE AMILOIDE SERICO A (SUESAA) -
PROTOCOLO B

SUESAA - Protocolo B
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico A en suero (SUESAA)

a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B. Superindices con letras comunes indican
diferencias significativas (p<0,05) entre visitas dentro de cada protocolo (0: < 2,19 ug/ml, 1: 2,19-10 ug/ml, 2: > 10

ug/mi).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la SUESAA dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, en el protocolo A existen diferencias
significativas en V1 vs V3, mientras que no existen diferencias significativas entre visitas en el

grupo B.

4.4.5.- HAPTOGLOBINA (SUEHAP)

En la tabla 37 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas V1, V3 y V4, de la
concentraciéon en g/L de haptoglobina en suero (SUEHAP) en los animales de ambos
protocolos.

TABLA 37: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE HAPTOGLOBINA (SUEHAP)

VISITA \'Al V3 V4
PROTOCOLO A 1,63+1,18" 1,56 £ 0,93 1,28 £ 0,95
PROTOCOLO B 0,94 + 0,87° 1,33 £ 0,91 1,28 £1,18

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) de la concentracién en g/L de haptoglobina (SUEHAP)
de las visitas V1, V3, V4 en los animales de ambos protocolos. Los valores en rojo representan diferencias
significativas entre protocolos en la visita correspondiente. Superindices con letras comunes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre protocolos dentro de cada visita.
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En la figura 72 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes a la concentracion en g/L de haptoglobina en suero (SUEHAP) en

las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

FIG. 72: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE HAPTOGLOBINA (SUEHAP)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes a la concentracion de haptoglobina
en suero (SUEHAP) medido en los estudios ecograficos de VO, V3 y V4 en ambos protocolos. Superindices con letras
comunes indican diferencias significativas (p<0,05) entre protocolos dentro de cada visita.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la SUEHAP dentro de cada una de
las visitas (V1, V3 y V4) se aprecian diferencias significativas entre ellos en V1. Al analizar
estadisticamente las diferentes visitas (V1 vs V3, V1 vs V4 y V3 vs V4) dentro de cada uno de

los protocolos, no se aprecian diferencias significativas entre visitas en ninguno de ellos.

4.5.- ANALISIS DE LiQUIDO SINOVIAL

4.5.1.- FACTOR DE NECROSIS TUMORAL-a (LISITNF)

En la tabla 38 se detalla, distribuida por rangos, la concentracion del factor de necrosis
tumoral-a en liquido sinovial (LISITNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de

ambos protocolos.

TABLA 38: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
(LISITNF)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A B B A B
<5 pg/mi 18 18 14 15 14 13
5-10 pg/ml 2 1 2 1
> 10 pg/ml 2 1 1 2 2 1

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en numero de individuos) de la concentracién de factor de
necrosis tumoral-a (LISITNF) de las visitas V1 (en A n=22, en Bn=21), V3 (en An=17, en Bn=18), V4 (en An=18, en B
n=15) en los animales de ambos protocolos.
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En la figura 73 se detalla la evolucién, distribuida por rangos a lo largo de las visitas V1,
V3 y V4, de la concentracién de factor de necrosis tumoral-a en liquido sinovial (LISITNF) en
los animales del protocolo A.

FIG. 73: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
(LISITNF) - PROTOCOLO A
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Datos estadisticos (expresados en nimero de individuos) de la concentracién de factor de necrosis tumoral-a en liquido
sinovial (LISITNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A. (0: < 5 pg/ml, 1: 5-10 pg/ml, 2: >
10 pg/mi).

En la figura 74 se detalla evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas V1,
V3 y V4, de la concentracién de factor de necrosis tumoral-a en liquido sinovial (LISITNF) en
los animales del protocolo B.

FIG. 74: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SERICA DE FACTOR DE NECROSIS TUMORAL
(LISITNF) - PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracion de factor de necrosis tumoral-a en liquido
sinovial (LISITNF) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B (0: < 5 pg/ml, 1: 5-10 pg/ml, 2: >
10 pg/mi).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISITNF dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.
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4.5.2.- OXIDO NITRICO (LISINO)

En la tabla 39 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas V1, V3 y V4, de la
concentracién en pmol/l de 6xido nitrico en liquido sinovial (LISINO) en los animales de ambos
protocolos.

TABLA 39: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE OXIDO NITRICO (LISINO)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A 20,21 + 34,66 12,80 + 10,74 13,05 + 18,40
PROTOCOLO B 15,71 + 18,20 16,62 + 27,99 12,70 + 24,66

Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) de la concentracion en pymol/l de O6xido nitrico
(LISINO) de las visitas V1, V3, V4 en los animales de ambos protocolos.

En la figura 75 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes a la concentracién en pmol/l de éxido nitrico en liquido sinovial

(LISINO) en las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

FIG. 75: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE OXIDO NITRICO (LISINO)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacion estandar) correspondientes a la concentracién de 6xido nitrico
en liquido sinovial (LISINO) medido en los estudios ecograficos de V0, V3 y V4 en ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISINO dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ambos protocolos. Al analizar
estadisticamente las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen

diferencias significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.
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4.5.3.- PROTEINA C REACTIVA (LISICRP)

En la tabla 40 se detalla, distribuida por rangos, la concentracidn de proteina C reactiva
en liquido sinovial (LISICRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos

protocolos.

TABLA 40: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE PROTEINA C REACTIVA (LISICRP)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A B A B A B
<5 ug/mi 15 15 14 15 18 10
5-10 pg/ml 6 3 3 2 1 1
>10 pg/ml 1 4 1 1 2 3

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en numero de individuos) de la concentracién de proteina C
reactiva (LISICRP) de las visitas V1 (en A n=22, en B n=22), V3 (en A n=18, en B n=18), V4 (en A n=21, en B n=14) en
los animales de ambos protocolos.

En la figura 76 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracién de proteina C reactiva en liquido sinovial (LISICRP) en los

animales del protocolo A.

FIG. 76: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE PROTEINA C REACTIVA (LISICRP) —
PROTOCLO A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracién del proteina C reactiva en liquido sinovial
(LISICRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A (0: < 5 ug/mi, 1: 5-10 ug/ml, 2: > 10

ug/mi).
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En la figura 77 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracién de proteina C reactiva en liquido sinovial (LISICRP) en los

animales del protocolo B.

FIG. 77: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE PROTEINA C REACTIVA (LISICRP) —
PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracién del proteina C reactiva en liquido sinovial
(LISICRP) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B (0: < 5 ug/mi, 1: 5-10 ug/ml, 2: > 10

ug/mi).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISICRP dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.

4.5.4.- AMILOIDE SERICO A (LISISAA)

En la tabla 41 se detalla la concentracion, distribuida por rangos, del amiloide sérico A
en liquido sinovial (LISISAA) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos

protocolos.

TABLA 41: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE AMILOIDE SERICO A (LISISAA)

VISITA V1 V3 V4

PROTOCOLO A B A B A B
<2,19 ug/mi 6 5 5 6 9 7
2,19 - 10 pg/ml 12 10 9 7 9 4
> 10 pg/ml 5 7 5 5 3 4

Datos estadisticos distribuidos por rangos (expresados en numero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico
A en liquido sinovial (LISISAA) de las visitas V1 (en A n=23, en B n=22), V3 (en A n=19, en B n=18), V4 (en A n=21, en
B n=15) en los animales de ambos protocolos (0: < 2,19 ug/ml, 1: 2,19-10 ug/mi, 2: > 10 ug/mi).
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En la figura 78 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracién de amiloide sérico A en liquido sinovial (LISISAA) en los

animales del protocolo A.

FIG. 78: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE AMILOIDE SERICO A (LISISAA) —
PROTOCOLO A

LISISAA - Protocolo A
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico A en liquido sinovial
(LISISAA) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo A (0: < 2,19 ug/ml, 1: 2,19-10 ug/mi, 2: >
10 ug/mi).

En la figura 79 se detalla la evolucién, distribuida por rangos, a lo largo de las visitas
V1, V3 y V4, de la concentracién de amiloide sérico A en liquido sinovial (LISISAA) en los

animales del protocolo B.

FIG. 79: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE AMILOIDE SERICO A (LISISAA) —
PROTOCOLO B
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Datos estadisticos (expresados en numero de individuos) de la concentracion de amiloide sérico A en liquido sinovial
(LISISAA) a lo largo de las visitas V1, V3 y V4 de los animales del protocolo B (0: < 2,19 ug/ml, 1: 2,19-10 ug/mi, 2: >
10 ug/mi).

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISISAA dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.

120



Resultados

4.5.5.- HAPTOGLOBINA (LISIHAP)

En la tabla 42 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas V1, V3 y V4, de la
concentraciéon en g/L de haptoglobina en liquido sinovial (LISIHAP) en los animales de ambos
protocolos.

TABLA 42: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE HAPTOGLOBINA (LISIHAP)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A 0,30 + 0,38 0,50 + 0,84 0,17 £ 0,34
PROTOCOLO B 0,18 + 0,37 0,53 + 1,24 0,19+ 0,40

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) de la concentracion en g/L de haptoglobina (LISIHAP)
de las visitas V1, V3, V4 en los animales de ambos protocolos.

En la figura 80 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes a la concentracién en g/L de haptoglobina (LISIHAP) en liquido

sinovial en las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

FIG. 80: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE HAPTOGLOBINA (LISISHAP)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes a la concentracién en g/L de
haptoglobina (LISIHAP) medido en los estudios ecograficos de VO, V3 y V4 en ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISIHAP dentro de cada una de
las visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.
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4.5.6.- ACIDO HIALURONICO (LISIAH)

En la tabla 43 se detalla la evolucién, a lo largo de las visitas V1, V3 y V4, de la
concentracién en ng/ml de acido hialurénico en liquido sinovial (LISIAH) en los animales de
ambos protocolos.

TABLA 43: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE ACIDO HIALURONICO (AH)

VISITA VA1 V3 V4
PROTOCOLO A 1677,16 £ 317,04 1749,67 £ 339,61 1635,41 £ 265,61
PROTOCOLO B 1686,54 + 264,29 1723,12 £ 293,42 1749,45 + 244,86

Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) de la concentracién en ng/ml de acido hialurénico
(LISIAH) de las visitas V1, V3, V4 en los animales de ambos protocolos.

En la figura 81 se detallan los datos estadisticos (expresados en media + desviacion
estandar) correspondientes a la concentracion en ng/ml de acido hialurénico en liquido sinovial

(LISIAH) de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

FIG. 81: EVALUACION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE ACIDO HIALURONICO (AH)
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Datos estadisticos (expresados en media + desviacién estandar) correspondientes a la concentracion en ng/ml de
acido bialurénico en liquido sinovial (AH) de las visitas V1, V3 y V4 en los animales de ambos protocolos.

En el analisis estadistico de ambos protocolos de la LISIAH dentro de cada una de las
visitas no se aprecian diferencias significativas entre ellos. Al analizar estadisticamente las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, tampoco existen diferencias

significativas entre las visitas en ninguno de ambos protocolos.
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5.1.- METODOLOGIA

En nuestro estudio nos hemos planteado valorar como afecta la administracion oral de
acido hialurénico (AH) de elevado peso molecular a la progresion temprana de la sinovitis en el
perro. El uso del AH como lubricante articular, inhibidor de la produccién de metaloproteasas
de matriz y otros mediadores inflamatorios inducida por citoquinas (Wang y cols, 2006;
Santangelo y cols, 2007; Waddell y cols, 2007) y como analgésico (Pozo y cols, 1997; Gomis y
cols, 2007), ha sido ampliamente demostrado. En este estudio hemos usado acido hialurénico
de elevado peso molecular porque se ha demostrado su efectividad administrado via oral en el
tratamiento de pacientes humanos con osteoartritis avanzada (Tashiro y cols, 2012). Por otro
lado, la mayoria de estudios en los que se ha usado el &cido hialurénico han intentado evaluar
la progresion de la osteoartritis o sinovitis a medio o largo plazo, no existiendo estudios que
evaluen la respuesta temprana. La via tradicionalmente elegida para la administraciéon de acido
hialurénico en perros ha sido la parenteral (intravenosa o intraarticular) aunque tienen
desventajas o inconvenientes como la necesidad de repetidas inyecciones (Day y cols, 2004),
visitas frecuentes al veterinario y posibles infecciones asociadas a las inyecciones
intraarticulares (Adams y cols, 2000), y un coste econémico elevado. Puesto que el acido
hialurénico presenta buena absorcion y biodisponibilidad tras su administracion via oral (Balogh
y cols, 2008) y que podemos evitar las complicaciones asociadas a la via parenteral,

consideramos que es la via ideal en pequefios animales.

En nuestro estudio el modelo elegido ha sido la sinovitis secundaria a la rotura del
ligamento cruzado craneal (LCC). La lesion del LCC es una de las primeras causas de
claudicacion en el perro, con un impacto anual en la economia de los Estados Unidos de 1,3
billones de ddélares (Wilke y cols, 2005). Adicionalmente, la artrocentesis con aguja fina
presenta un bajo indice de complicaciones, no tiene incidencia negativa en la calidad del
liquido sinovial y se puede obtener un volumen de liquido sinovial mayor que en otras

articulaciones (Berg y cols, 2009).

El rango de edad del estudio fue establecido entre 1 y 10 afios. El rango inferior fue
seleccionado basandonos en estudios que demuestran que los animales de razas grandes
pueden sufrir roturas de LCC a edades tempranas, incluso por debajo de los dos afios (Duval y
cols, 1999). El limite superior fueron los 10 afos porque por encima de esa edad los procesos
de consolidacion 6sea y evolucién postquirdrgica estan ralentizados (Gruber y cols, 2006),
retrasando los procesos de formacién de cartilago y hueso, la resorcion cartilaginosa, y el
depodsito de minerales en callo 6seo (Meyer y cols, 2001; Meyer y cols, 2003). Todo ello podria

interferir de forma negativa en la correcta evaluacién de los pacientes.

El rango de peso , entre 15 y 45 kg, fue elegido porque el limite inferior ha sido usado
en estudios similares con un elevado niumero de animales para diferenciar perros pequenos de

medianos y grandes en los que realizar una técnica estabilizadora de la biomecanica de la
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rodilla para resolver una lesién del LCC (Harasen, 2008). Ademas, en animales cuyo peso es
menor de 15 kg la extraccion de liquido sinovial es mas compleja y el volumen obtenido en
cada una de las extracciones es menor que en perros de mayor tamafno. El limite superior se
establecié en 45 kg por la existencia de estudios que indican que una de las posibles
limitaciones de la técnica del avance de la tuberosidad tibial lo suponen las razas gigantes, a

partir de ese peso (Burns y cols, 2008).

Los pacientes se seleccionaron evitando animales con patologias o alteraciones que
pudiesen afectar a los procesos de reparacion tisular. Los obesos fueron excluidos del estudio
por las numerosas posibles complicaciones postquirdrgicas asociadas con la obesidad:
retrasos en la cicatrizacion, deficiencias vasculares y alteraciones en los mediadores inmunes
(Pierpont y cols, 2014). El tejido adiposo en el perro es un 6rgano endocrino importante que
elabora mediadores quimicos como citoquinas que pueden ser proinflamatorias y alterar los
resultados de nuestro estudio (Trayhurn y cols, 2006, O'Hara y cols, 2009). Se evitaron
también animales diabéticos por su predisposicion a desarrollar infecciones postquirdrgicas
(Nolan y cols, 1978), prolongacion del tiempo de inflamacion, disminucion de la sintesis de
colageno y aumento de los niveles de proteinasas (Fahey y cols, 1991; Loots, 1998; Niedbala y
cols, 1999), asi como anormalias en la sintesis y secrecion de proteinas de la matriz
extracelular y citoquinas (Tredget y cols, 1997). Asimismo, se evitaron animales con patologias
metabdlicas como el sindrome de Cushing, porque los corticoides, tanto endégenos como
exdgenos en niveles elevados, tienen la capacidad de reprimir la transcripcion de genes que
codifican ciertas citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesién que, a su vez, influencian
el movimiento de las células inmunoldgicas y las interacciones celulares (Niedbala, y cols,
1999; Al-Ghazlat, 2009;).

Los animales con tratamiento inmunosupresor 2 meses antes del comienzo del estudio
también fueron rechazados puesto que los farmacos inmunosupresores mas habitualmente
usados (como azatioprina, ciclosporina, glucocorticoides, ciclofosfamida) interfieren con la
produccion de las citoquinas proinflamatorias y pueden alterar los resultados de nuestro estudio
(Heyman, 2000; Gregory, 2000).

Los AINEs mas habitualmente usados en medicina veterinaria poseen un periodo de
accion terapéutica maximo de 74 horas (Lees, 2009). Por ello se decidié no incluir en el estudio
animales que hubiesen recibido tratamiento con antiinflamatorios 15 dias antes del comienzo
del mismo. De la misma manera, puesto que el efecto de los condroprotectores puede perdurar
en los animales hasta 2 meses después de la supresién del tratamiento (Vergés, 2001)
estimulando la produccién de &acido hialurénico (Ronca y cols, 1998; Blanco, 2002) y
reduciendo los niveles de NO (Vergés, 1998), se eliminaron del estudio aquellos animales que

hubiesen recibido tratamiento condroprotector dentro de los 2 meses anteriores al estudio.
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El diagnéstico de la lesion del ligamento cruzado craneal en el perro se realiz6 tras una
adecuada exploracion fisica y ortopédica, acompafada de una anamnesis y evaluacion
completa del historial clinico. EL historial clinico permitié evaluar la antigiiedad de la lesion. La
exploracion fisica del paciente distinguia entre procesos agudos, en los cuales se identificd un
movimiento de pivote brusco en apoyo que hace sobrepasar a la rodilla su limite de rotacién
interna (Paatsama, 1953; Arnoczky, 1980), o bien procesos cronicos, que presentaban

claudicaciones con comienzos mas insidiosis, intermitentes y que empeoraban con el gjercicio.

La ecografia se usé como método no invasivo de control de la evolucién de la sinovitis,
permitiendo evaluar estructuras intraarticulares y extraarticulares (Samii y cols, 2002; Soler y
cols, 2007). Si bien no es un método preciso para la evaluacion de la rotura del LCC en el
perro, si es especifico para evaluar los cambios patolégicos secundarios a la inestabilidad
articular en los tejidos blandos adyacentes (Gnudi y cols, 2001). La ecografia de la rodilla es util
para poder evaluar la progresién, tanto en tamafio como en estructura, de meniscos y
ligamentos (rotuliano, colaterales), las distensiones de la céapsula articular secundaria a las
variaciones del volumen de liquido sinovial asi como para verificar cambios degenerativos,
identificando entesiofitos u osteofitos (Cook, 2010). Por ultimo, el grosor de los cartilagos
articulares condilares femorales fue también evaluado mediante ecografia ya que, en este

caso, presenta ventajas sobre la radiologia (Wick y cols, 2012).

Existen diversas técnicas para modificar la biomecanica de la rodilla y corregir la lesién
del LCC: técnica del avance de la tuberosidad tibial (TTA), técnica niveladora de la meseta
tibial (TPLO), triple osteotomia tibial (TTO), y la osteotomia tibial en cufia (TWO). En nuestro
caso, elegimos el avance de la tuberosidad tibial (TTA) porque es un procedimiento quirurgico
comparativamente menos invasivo que no cambia la geometria de la rodilla y protege mejor la
distribucién de la presion sobre el cartilago articular (Boudrieau, 2009). Ademas de lo
anteriormente detallado, la TTA es un procedimiento mas simple, con menor posibilidad de
dafio iatrogénico que otros sistemas y con un excelente porcentaje de éxito en manos de

cirujanos especializados (Boudrieau, 2009).

Con el objetivo de evaluar el efecto que la administracion oral de &cido hialurénico de
elevado peso molecular tenia en la sinovitis posterior a la rotura del LCC y su reparacion
mediante la técnica de la TTA, se eligieron tres grupos de marcadores: citoquinas, marcadores
gaseosos y proteinas de fase aguda. La razén de esta eleccion fue seguir el proceso fisioldgico
de la osteoartritis y la sinovitis. En dicho proceso estan involucrados los condrocitos, el
cartilago y otros tejidos (Abramson, 2008), cuya progresiva erosion afecta al hueso subcondral
e induce un grado variable de inflamacién sinovial (Pelletier y cols, 2001). Como consecuencia
de lo anterior, las células 6seas producen o modifican unos factores locales, llamados
citoquinas que alteran la funcién del condrocito (Westacoft y cols, 1997). De este primer grupo
de factores elegimos la TNF-a por desempefiar un papel muy importante en la inflamacion

articular (Doom y cols, 2008) y estar involucradas tanto en procesos articulares agudos
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(Joosten y cols, 1996; Cameron y cols, 1997; Bolon y cols, 2004) como crénicos (Emshoff y
cols, 2000; Sudekai y cols, 2004).

El aumento de la produccion de citoquinas esta correlacionado con un estimulo de la
produccion de NO, el principal y mas ampliamente estudiado mediador gaseoso inflamatorio
(Koch y cols, 2007; Kitasato y cols, 2007). EI NO fue elegido por su funcion reguladora del tono
vascular y vasodilatadora enddgena (Bredt y cols, 1994), asi como por su papel critico en la

produccion y reduccion de la nociocepcioén y el dolor (Abramson, 2008).

El aumento de las citoquinas como respuesta a un estimulo inflamatorio induce una
reaccion de fase aguda en el organismo del animal cuyo objetivo primordial es restaurar la
homeostasis normal y eliminar la causa patoldgica (Whicher y cols, 1992; Ebersole y cols,
2000; Cerén y cols, 2005). Las proteinas de fase aguda que incrementan su concentracion
como respuesta a un estimulo inflamatorio (llamadas APPs positivas) son glicoproteinas
sintetizadas principalmente (aunque no de forma exclusiva) en los hepatocitos. En nuestro caso
elegimos la proteina C reactiva (CRP) y la haptoglobina (HAP) como representantes de las
proteinas mayores y el amiloide sérico A (SAA) como representante de las proteinas

moderadas.

Con respecto a las proteinas mayores, tanto la CRP como la SAA son marcadores
especificos y sensibles de inflamacion en el perro (Christensen y cols, 2014). La mediciéon
rutinaria de la CRP con fines de diagndstico y monitorizacion ha sido bien documentada en el
perro (Nakamura y cols, 2008; Gebhardt y cols, 2009), ademas de destacar la existencia de
ensayos comercialmente disponibles de humana validados para su medicién rutinaria en el
perro (Klenner y cols, 2010; Kjelgaard-Hansen, 2011). El SAA, tanto en medicina humana (Cas/
y cols, 1994; Pizzini y cols, 2000) como en el perro, se ha evidenciado como un marcador muy
sensible y especifico de inflamacion sistémica, con resultados incluso superiores a la CRP
(Christensen y cols, 2014). Sus funciones principales son disminuir la respuesta inflamatoria,
intervenir en el transporte de lipidos (Cerén y cols, 2005), disminuir la produccién de
prostaglandinas y activar las plaquetas (Ceciliani y cols, 2002). La HAP fue elegida por, entre
otras funciones, estar involucrada en la respuesta del hospedador a la infeccion y la
inflamacion y actuar como antagonista natural para la activacion ligada a los receptores del
sistema inmune (Cerdn y cols, 2005). Sus incrementos, aunque no tan elevados como los que
se dan en ovino y vacuno, son un instrumento de diagnostico valido (Eckersall y cols, 1988;
Eckersall, 1995). También hemos medido estas proteinas de fase aguda por su utilidad como
marcadores de prondstico y diagndstico para una identificacion temprana de la inflamacion y
para prevencion de la evolucién del proceso osteoartritico (Kajikawa y cols, 1999; Crisman y
cols, 2008).
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5.2.- RESULTADOS CLINICOS

El examen clinico del paciente fue llevado a cabo con un doble objetivo: constatar la
progresion del paciente por parte del veterinario y evaluar la percepcion de la misma por parte

del propietario.

5.2.1.- EXAMEN CLINICO POR EL VETERINARIO

En primer lugar, es importante sefalar que tanto los parametros clinicos evaluados por
el veterinario como la percepcion que tuvo el propietario de la mejora del animal, pudieron estar
condicionados por la gran efectividad de la técnica de la TTA y la excelente evolucion
postquirdrgica de los pacientes (Stein y cols, 2008). Es importante sefalar que, en el
procedimiento quirurgico disefiado para nuestro estudio, se incluyé la realizacién de una
artrotomia para explorar los meniscos. Esta incision de la capsula articular se cerr6 mediante
una capsulorrafia, técnica que ayuda a evitar la traslacion tibial y la rotacion interna de la tibia y

proporciona una estabilidad adicional a la rodilla (Hohn y cols, 1975).

En la evolucion de la cojera (VASC), aunque no existen diferencias significativas entre
grupos, se aprecia una respuesta mas temprana en los animales del protocolo B (diferencias
significativas entre todas las visitas) que en los del protocolo A (diferencias entre todas menos
en VO vs V2). Esto podria deberse al efecto condroprotector y analgésico del acido hialurénico
sobre el dolor demostrado en medicina humana (Pozo y cols, 1997; Gomis y cols, 2007) y en el
conejo (Hashizume y cols, 2010). En estudios en la especie humana realizados a 6 meses, el
acido hialurénico disminuye la inflamacion e incrementa la viscosidad del liquido sinovial
(Waddell y cols, 2007; Vincent y cols, 2013). En un estudio reciente, el uso de acido hialurénico
en pacientes humanos con osteoartritis ofrecié resultados muy parecidos a los expresados en
el nuestro (Tashiro y cols, 2012). En este estudio, también se evidencié una aparente falta de
efecto del acido hialurénico en la fase tardia del mismo, hipotetizando que podia deberse a que
el grupo que recibié tratamiento con acido hialurénico era menos sintomatico en ese periodo
(habia mejorado mas en las primeras semanas) y, por lo tanto, no podia seguir mejorando
tanto como el placebo. Si este planteamiento es correcto, podriamos sugerir que la mejoria es
mas rapida cuanto mas sintomatico es el paciente y estos parametros estan influenciados

positivamente por la administracion de acido hialurénico.

De todas maneras, la evolucién positiva de la claudicacién del animal parece estar
ayudada, tal y como se ha comentado anteriormente, y en una parte muy importante, por la
estabilizacién quirdrgica de la rodilla. Estudios en los que se usé el acido hialurénico por via
intraarticular en animales cuya rodilla no se estabilizé quirdrgicamente, no hubo mejoria en la

carga de peso en la extremidad ni en la progresion de la osteoartritis (Smith y cols, 2005).
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En la evaluacién del dolor (VASD), no existen diferencias entre protocolos, pero hay
diferencias significativas entre todas las visitas dentro de cada protocolo, por lo que no parece
tener influencia la administracién de acido hialurénico en la evolucion del dolor entre el
momento prequirurgico y las 2, 4 y 10 semanas postquirdrgicas. Es necesario destacar que,
aunque es logico pensar que el grado de dolor y la claudicacion manifestada por el animal
deberian estar muy ligadas, fueron evaluadas en circunstancias diferentes. El dolor fue
evaluado forzando la flexion y extension completas, asi como la rotacion de la rodilla, mientras
que la cojera fue evaluada durante la marcha, situacion clinica en la que el animal mueve y

apoya la extremidad con un angulo de 130-135° (Laborda y cols, 2005).

La valoracion semicuantitativa de la cojera (VCOJ) tampoco mostrd diferencias
significativas entre grupos. La gran efectividad de la cirugia, junto con la gran mejora
postquirdrgica experimentada por los animales, podria camuflar las pequefas diferencias entre
protocolos (si las hubiera). En este parametro se evidencia una mejor evolucion en el protocolo
A que en el B. Sin embargo, al comparar estos resultados con la valoraciéon continua de la
cojera (VASC), los resultados son diferentes a pesar de que ambos parametros evaluan el
grado de claudicacion del animal. Las diferencias entre ambos criterios pueden explicarse
porque, como demostré Welsh en 1993, aunque no existian diferencias significativas en ambos
criterios de evaluacion, tampoco existia un acuerdo completo entre ellos (un VCOJ de 4 -
cojera maxima sin apoyo - fue asociado con valores de VASC por encima de 68, indicando que
los incrementos de VCOJ no necesariamente reflejan incrementos iguales del grado de VASC).
La medicién continua (VASC) es un método mas fiable y preciso que la no continua (VCOJ).
Perros incluidos dentro de la misma categoria pueden tener diferencias muy apreciables en su

cojera (Waxman y cols, 2008).

La valoracion del cajon directo (CD) no evidencid diferencias entre protocolos, lo que
puede explicarse por una homogénea distribucién de los pacientes en los grupos A y B, una
correcta colocacion y estabilidad de los implantes y por la ausencia de complicaciones
postquirdrgicas en todos los casos. Respecto a diferencias entre visitas dentro del mismo
protocolo, en el protocolo A, las diferencias son significativas entre la visita prequirirgica y las
tres postquirargicas, pero no en los demas casos, mientras que en el protocolo B no hubo
diferencias significativas en ninguna de las visitas. En ninguno de los dos protocolos hay
diferencias entre V2 vs V3, V2 vs V4 ni V3 vs V4, evidenciando que, después de la V2, la
mejoria del CD no es significativa independientemente del protocolo analizado. Las diferentes
evoluciones de las visitas dentro de cada protocolo, mas progresiva y menos marcada en el
caso del protocolo B, muestran la falta de influencia de la administracion de acido hialurénico
en la evolucion de este parametro. Este dato se puede justificar si hubiera habido una diferente
cronicidad de la lesion del ligamento cruzado anterior en el TO, ya que en lesiones mas
antiguas la fibrosis periarticular tiende a estabilizar la rodilla de manera fisiopatolégica,

haciendo el signo del cajon directo menos evidente (Jerram y cols, 2003). En este caso, no
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podemos confirmar esta hipétesis debido a que no se emplea como sesgo la cronicidad de la

lesion en el TO.

La valoracion del cajon indirecto (Cl) no evidencié diferencias entre protocolos. Las
diferencias entre VO y el resto de visitas en ambos protocolos, junto con la ausencia de
diferencias entre todas las demas visitas, es atribuible a que la técnica quirdrgica de la TTA
anula el desplazamiento craneal de la tibia durante la flexién del tarso, eliminando el signo del
cajon indirecto (Tepic y cols, 2002). Esto explica que no existan mejorias estadisticamente
significativas a partir de V2 y corrobora la correcta realizacién de la técnica quirurgica en todos

los animales incluidos.

La aparicion de la efusion sinovial en la rodilla es un hallazgo practicamente constante
en los episodios agudos, mientras que en los cronicos es mucho menos habitual y evidente. La
valoracion del grado de efusion sinovial (ESV) no evidencié diferencias entre protocolos. Al
comparar la evolucion de la efusion sinovial dentro de cada uno de los protocolos, se observé
que hubo mejoria estadisticamente significativa en ambos siendo mas rapida en el grupo
placebo (diferencias entre VO vs V2) que el que recibié tratamiento con acido hialurénico,
aunque en este segundo grupo la mejoria siguid siendo evidente durante mas tiempo (también
en V3 vs V4). De hecho, en el protocolo B, ninguno de los animales evidencié efusion sinovial
al final del estudio, a las 10 semanas. Nuestro resultado podria parecer entrar en conflicto con
el publicado referente a la evolucién de la efusion sinovial en la rodilla por Innes (Innes y cols,
2004) en el que un porcentaje importante de los animales no evidenciaba mejoria y unos pocos
empeoraban en la valoracion de este parametro tras la resolucién quirdrgica de una rotura del
LCC. Pero hay diferencias que pueden explicarlo: Innes reevalué la efusién radiolégica, no
clinica; lo hizo a los 6 y a los 13 meses del procedimiento quirirgico en lugar de hacerlo de
forma temprana; y la resolucién quirurgica se llevd a cabo mediante una técnica que usé un
implante de fascia intraarticular, no modificadora de la biomecanica de la rodilla. Otro estudio
mas reciente en el que se empled la técnica de la TTA para la resoluciéon quirargica (Morgan y
cols, 2010) también obtuvo resultados similares a los anteriores descritos por Innes. En este
caso, la reevaluacion de la efusién sinovial también fue radiolégica y no clinica y se realiz6 a
los 4 y 6 meses del procedimiento quirurgico. A diferencia de nuestro estudio, en los casos
anteriores, Morgan e Innes evaluaron la efusidn sinovial mediante una escala semicuantitativa
(0-3 y 0-2 respectivamente) y dentro de un concepto denominado “progresién de la
osteoartritis” (evaluado conjuntamente con producciéon de osteofitos y mineralizacion
intraarticular) y no de forma individualizada. Ademas, en el estudio de Morgan se realizo la
artrotomia Unicamente en las rodillas con lesion meniscal (previamente se realizé una
artroscopia de evaluacion). Nuestra evaluacion fue clinica y se categorizé como presente 0 no
presente (si/no), y se realizé6 tomando la efusion sinovial como un parametro independiente.
Ademas, y comentado con anterioridad, las diferentes cronicidades iniciales en el TO (Jerram y

cols, 2003) podrian afectar a que las conclusiones de nuestro estudio fueran diferentes.
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La evaluacion del dolor a la hiperextension de la rodilla (DH) no evidencié diferencias
entre protocolos, algo atribuible a lo explicado anteriormente. La evolucién de las visitas dentro
del protocolo A evidencia diferencias entre todas ellas menos V2 vs V3, mientras que en el
protocolo B hay en todas menos V2 vs V3 y V3 vs V4. Este resultado esta en consonancia con
los obtenidos en las otras pruebas del examen clinico llevado a cabo por el veterinario (Tashiro
y cols, 2012).

5.2.2.- EVALUACION DE LA PROGRASION POR EL VETERINARIO

En la percepcién que tuvo el propietario sobre la evolucion del animal, los resultados
son similares a los encontrados durante el examen clinico del veterinario. La evolucién general
del animal (EVAP) entre visitas del mismo protocolo permite constatar una mejoria igual de

rapida en ambos protocolos.

La valoracion de la cojera observada por el propietario (EPCOJ) evidencia unos
resultados similares, en los que la evolucion del protocolo B es mas temprana que en el caso
de los animales del protocolo A, siendo en este grupo la mejoria mas prolongada en el tiempo.
Tanto en EVAP como en EPCOJ, el efecto condroprotector del acido hialurénico puede facilitar
una mejora mas rapida en las primeras visitas en el protocolo B, lo que explicaria que no
hubiese mejoria tardia como en el grupo A. Esto estaria en consonancia con lo indicado en la
exploracion del veterinario en el que se evidencié que, en estudios en humana, los individuos
mas jovenes y sintomaticos tratados con acido hialurénico evolucionan antes y, por lo tanto la

mejoria tardia es menor (Tashiro y cols, 2012).

Por el contrario, los propietarios de ambos grupos no establecieron diferencias en la
facilidad para el animal para levantarse desde la posicion de sentado (EPLEV) entre visitas del
mismo protocolo ni entre protocolos dentro de cada visita, no evidenciandose alteracion de este

parametro por la administracién de acido hialurénico.

Como resumen de la evolucién clinica, no existen diferencias entre protocolos en
ninguno de los parametros analizados. Al comparar las diferentes visitas dentro de cada uno de
los protocolos, observamos ambos grupos evolucionan de igual manera en la evolucién del
dolor (VASD), cajén directo (CD), cajon indirecto (Cl), evaluacion general del propietario
(EVAP) y facilidad para levantarse desde sentado (EPLEV). El grupo B evoluciona de forma
mas temprana en la valoracion continua de la rodilla (VASC), dolor a la hiperextension (DH) y
percepcion de la cojera por el propietario (EPCOJ) y de forma mas prolongada en la efusién
sinovial (ESV). El grupo A evoluciona mejor en la valoracion no continua de la cojera (VCOJ).
Estos resultados revelan una mejoria ligeramente mas rapida en el grupo B (tratamiento),

aunque la elevada eficacia de la técnica quirtrgica y la falta de complicaciones postquirurgicas
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pueden enmascarar parcialmente los efectos condroprotectores y analgésicos del acido

hialurénico.

5.3.- OBSERVACIONES QUIRURGICAS

Los meniscos son dos estructuras fibrocartilaginosas con forma de C que se
encuentran dentro de la articulacion de la rodilla y esta anclados por diversos ligamentos a la
tibia, al fémur y entre si (Hulse y cols, 1983; Bennet y cols, 1991; Flo, 1993; Williams y cols,
1994; Briggs, 2004). En concreto, cada ligamento se encuentra unido a la tibia craneal y
caudalmente por medio de ligamentos meniscotibiales que conectan ambos polos. Ademas, el
menisco medial esta anclado al aspecto medial de la capsula articular y a ligamento colateral
medial, mientras que el lateral presenta anclajes caudales al fémur y estd menos unido al
aspecto lateral de la capsula articular (Vasseur, 1993). Entre un 40% y un 60% de los perros
con lesion del LCC presentan lesion meniscal concomitante (Ralphs y cols, 2002; Casale y
cols, 2009). Y como consecuencia de las diferencias en la fijacion meniscal dentro de la rodilla,
el menisco medial sufre mas lesiones porque esta firmemente anclado a la tibia y suele
desplazarse cranealmente a los condilos femorales durante la traslacion de la tibia, mientras
que el lateral se encuentra mas libre y mantiene una posicién mas neutra durante los episodios
de subluxacion femorotibial (Vasseur, 1993). Nuestro estudio coincide con ambas afirmaciones
pues, en nuestro caso, un 4,34% de los animales sufrieron lesion en el menisco medial y un

54,83 lo tuvieron en el medial.

Con respecto a la valoracion de los meniscos, el analisis estadistico de la presencia o
ausencia de lesiones, asi como la realizacion de meniscectomias totales o parciales cuando
fue considerado necesario, no evidencié diferencias significativas entre ambos protocolos, lo
que demuestra la homogeneidad de ambos grupos. Esto nos permite afirmar que la existencia
0 ausencia de lesiones meniscales y su tratamiento no supusieron un sesgo en el analisis de

los resultados de nuestro estudio.

5.4.- EXAMEN ECOGRAFICO

La ecografia es un método valido para evaluar la enfermedad articular. La efusion
articular, engrosamiento de la capsula, defectos del cartilago, destruccion ésea, roturas
tendinosas parciales o completas, tendinitis y tendosinovitis son alteraciones identificables
ecograficamente (Kramer y cols, 1997). De la misma manera, también se pueden evaluar los
ligamentos superficiales, tendones y lesiones meniscales asociadas con rotura del LCC
(Arnault y cols, 2009).
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El primer tend6n analizado ecograficamente fue el del misculo cuadriceps femoral. En
él se evalud su grosor y su textura. Ninguno de los dos parametros mostraron diferencias
significativas entre protocolos dentro de la misma visita ni entre visitas dentro de cada uno de
los dos protocolos, lo que nos permite afirmar que no existe un incremento de la carga sobre
ese tendén que induzca su engrosamiento ni su desmitis. Esta afirmacién y nuestros hallazgos,
estan en consonancia con estudios biomecanicos ya descritos (Boudrieau, 2009) en los que se
afirma que el avance de la tuberosidad tibial disminuye, tedricamente, el esfuerzo que el animal
realiza para extender la extremidad. También se evidencia que la administraciéon de acido

hialurénico no influye en la evolucion de esta estructura en el tiempo postquirdrgico.

La efusion sinovial palpable en la rodilla es un hallazgo altamente sugerente de lesion
del LCC (Powers y cols, 2005) y hoy sabemos que las principales técnicas quirurgicas
estabilizadoras de la rodilla frenan, pero no detienen, la progresion de la osteoartritis de la
rodilla (Lazar y cols, 2005; Hoffman y cols, 2006; Morgan y cols, 2010; MacDonald y cols, 2013)
algo, por otro lado, facil de evaluar radiolégicamente (DeLuke y cols, 2012; MacDonald y cols,
2013). Uno (MacDonald y cols, 2013) o varios (Bennet y cols, 2013) parametros se usan en la
mayoria de estudios para evaluar la progresion radiolégica de la osteoartritis en la rodilla:
presencia de osteofitos, incremento de la efusién sinovial e incremento de la radiopacidad del
fémur distal son los mas habituales. En estos estudios, los parametros se evallan por
separado y la puntuacién final determina una mayor o menor progresion de la osteoartritis. En
nuestro estudio se ha evaluado ecograficamente la progresién en el tiempo de la efusién
sinovial tras la realizacion de una TTA. La ecografia nos permite ver, de una manera mas
precisa que la radiologia convencional, el tamafio del receso sinovial suprarrotuliano y la
distensién capsular infrarrotuliana, pudiendo medir su amplitud en cada una de las visitas de
control y evaluar su progresién. En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias
significativas entre los diferentes protocolos ni entre visitas en cada uno de los protocolos,
pudiendo afirmar que ambos recesos no se modifican a lo largo de las 10 semanas. Al no
existir estudios en animales con osteoartrosis secundaria a la lesion del LCC que evaluen
radiolégicamente solo la efusion sinovial, no podemos establecer una correlacion entre los

datos existentes y nuestros hallazgos ecograficos.

La evolucién del ligamento rotuliano tras la realizacion del avance de la tuberosidad
tibial ha ofrecido histéricamente resultados contradictorios. La teoria del procedimiento
quirdrgico indica que la TTA aumenta la distancia entre la zona de contacto femorotibial y la
nueva insercion del ligamento rotuliano (Guerrero y cols, 2011), incrementando el brazo de
palanca y reduciendo el esfuerzo para extender la extremidad y el estrés sobre el ligamento
rotuliano — (Boudrieau, 2009). Pero la realidad es que hay estudios que demuestran radiologica
y ecograficamente que existe un incremento en el grosor de dicho ligamento tras la cirugia
(Kuhn y cols, 2011). Este incremento del grosor también estd demostrado usando otra técnica

modificadora de la biomecanica de la rodilla, la nivelacion de la meseta tibial (TPLO) (Mattern y
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cols, 2006). Nuestros hallazgos son concordantes con los estudios de Kuhn y Mattern, pues
hemos observado incrementos en el grosor en el tiempo del ligamento rotuliano en los tres
niveles de medicién (origen — LRO — , central — LRC — e insercion tibial — LRI — ). En el
incremento del grosor pueden influir diferentes factores: la magnitud del avance tras la
osteotomia, la anatomia de la cresta tibial, la realizacién o no de artrotomia y la actividad fisica
postquirargica (Pacchiana y cols, 2003; Mattern y cols, 2006, Kuhn y cols, 2011). En el caso
concreto de la TTA, cuanto mayor sea la magnitud del avance de la cresta tibial mayor sera el
cambio en el angulo de unién entre el ligamento y la tibia y la modificacién del area de contacto
entre ellos (sobre todo en flexion). Esta nueva zona de contacto no esta cubierta por la bolsa
sinovial, lo que puede inducir cambios en el ligamento (Kuhn y cols, 2011) y, con el tiempo,
cambiar la morfologia local induciendo una cierta remodelacion 6sea (Botte, 2010). Este
incremento de la zona de contacto entre el ligamento y el hueso también se puede ver
influenciado por la posicién de la cresta tibial: cuanto mas distal sea, mayor sera la zona de
contacto y mayor sera la posibilidad de que aparezcan cambios en el ligamento (Kuhn y cols,
2011). Por ultimo, la artrotomia pararrotuliana también parece tener efecto sobre el ligamento
rotuliano, ya que en aquellos casos en los que la TTA no se acompafié de la misma, el

ligamento evidencié menos cambios ecograficos (Kuhn y cols, 2011).

En el caso concreto de nuestro estudio, no encontramos diferencias significativas en el
grosor del ligamento rotuliano entre ambos protocolos. Al comparar las diferentes visitas dentro
de cada uno de los protocolos, observamos que el grosor del ligamento se incrementa en los
tres puntos de control establecidos, aunque no por igual en ambos grupos. En el origen, el
grupo placebo (protocolo A) presenta una progresion de engrosamiento menor que el del grupo
del acido hialurénico (protocolo B), en el punto central ambos evolucionan de igual manera y en
la insercién tibial hay incremento del grosor en el grupo placebo pero no en el del acido
hialurénico. La textura del ligamento rotuliano experimentd una evolucién similar en ambos
protocolos, siendo tendente a la heterogeneidad moderada. Con respecto a la textura del
ligamento rotuliano (LRH), si comparamos ambos protocolos tampoco se evidencian
diferencias significativas entre ambos, hallazgo coincidente con los datos publicados por Kuhn
y cols, en 2011. Si comparamos las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, la

progresion de la heterogeneidad es mas rapida en el grupo placebo.

En los animales que presentan inestabilidad articular secundaria a la seccién
experimental del ligamento cruzado craneal, el cartilago condilar femoral se ve afectado porque
debe soportar una carga mayor. Este incremento de la carga dafa los condrocitos, pudiendo
inducir apoptosis de los mismos (D’Lima y cols, 2001; Loening y cols, 2001). Las alteraciones
inducidas incluyen modificaciones en la morfologia de los condrocitos (asociadas con aumento
de la sintesis de matriz cartilaginosa) y de la matriz, que aparece desorganizada y con fibras de
colageno separadas, desorientadas y de menor diametro (Orford y cols, 1983). La

administracién de acido hialurénico intraarticular ha mostrado una evidente capacidad para

135



Discusion

regenerar cartilago en la rodilla en la especie humana (Chareancholvanich y cols, 2014). Sin
embargo, la mayoria de estudios son proyectados con un periodo de tiempo de revision de,
como minimo 1 afo, siendo deseables incluso tiempos de control mas prolongados para poder
evaluar la produccion o regeneracion del cartilago articular de la rodilla tras un procedimiento
quirargico (Chareancholvanich y cols, 2014). Estudios en la especie canina durante periodos de
tiempo mas cortos (12 semanas) demostraron que los animales a los que se les habia
seccionado experimentalmente el LCC y recibieron tratamiento de &acido hialurénico via
endovenosa o intraarticular, sufrieron menos apoptosis que aquellos que no recibieron
tratamiento (Echigo y cols, 2006). Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, en este caso la
rodilla no fue estabilizada posteriormente, por lo que el dafio soportado por el cartilago como
consecuencia de la inestabilidad articular sigui6 manteniéndose en el tiempo durante todo el

estudio.

La ecografia es un sistema seguro, no invasivo, de bajo coste, bien tolerado por los
pacientes, que puede realizarse con el animal consciente o bajo ligera sedacion (Kramer y cols,
1999) y clinicamente aplicable en la evaluacion de la mayoria de estructuras intraarticulares
(Reed y cols, 1995; Kramer y cols, 1999). Sin embargo, y con respecto a la evaluacion de los
cartilagos condilares femorales, hay que tener en cuenta la limitacién en la precision
diagnodstica que la ecografia presenta si la comparamos con técnicas de mayor resolucion
como la resonancia magnética. En la inspeccion ecografica de los condilos femorales, el
abordaje permite evaluar principalmente el cartilago articular en las porciones centrales del
condilo, con lo que pueden obviarse zonas de adelgazamiento o lesiones en las areas

periféricas (Kramer y cols, 1999; Soler y cols, 2007).

En cualquier caso, no se observan diferencias significativas entre protocolos ni en el
condilo lateral (CCL) ni en el medial (CCM). En el condilo lateral, observamos engrosamiento
entre visitas en el grupo A, mientras que no lo apreciamos en el grupo B. Sin embargo, en el
caso del céndilo medial existen mas diferencias significativas en el protocolo B (que es el que
generalmente sufre mas cuando esta lesionado el LCC) que en el A. Esta disparidad de
resultados puede atribuirse a las diferentes cronicidades iniciales, la influencia del peso del
animal en el grosor del cartilago y a la ya mencionada limitacion diagndstica de la ecografia
(Soler y cols, 2007).

En cuanto a los ligamentos colaterales lateral y medial se midieron sus grosores (LCL
y LCM) y evaluaron sus texturas (LCLH y LCMH). La mediciéon de los grosores en ambos
ligamentos, no evidenciaron diferencias significativas entre protocolos dentro de cada visita ni
entre visitas dentro de cada protocolo. El mismo razonamiento descrito para el caso del tendén
del musculo cuadriceps femoral es, probablemente, valido en este caso: modificar la
biomecanica de la rodilla mediante la TTA, aumenta el brazo de palanca y, por lo tanto,

disminuye la fuerza necesaria para extender la extremidad y la fuerza que deben soportar los
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ligamentos (Boudrieau, 2009). La ausencia de engrosamiento de los ligamentos colaterales

evidenciada en nuestro estudio, estd en consonancia con los estudios antes descritos.

Sin embargo, aunque las texturas no presentaron diferencias significativas entre
protocolos, si hubo diferencias entre la evolucién dentro de cada uno de los mismos. En el
grupo placebo, la textura empeord entre visitas tanto en el ligamento colateral como en el
medial, mientras que no hubo diferencias entre visitas dentro del protocolo B. Tedricamente,
varios factores podrian influenciar este hecho: la diferente textura inicial influenciada por la
distinta cronicidad de los pacientes, las diferentes lesiones meniscales y el tratamiento
quirdrgico de las mismas y la administracion de acido hialurénico. Puesto que no existen
diferencias significativas en las texturas iniciales ni en las lesiones meniscales y no es
evaluable en nuestro estudio la cronicidad inicial de los pacientes, la Unica variable existente es
la administracion de acido hialurénico. Serian necesarios mas estudios en profundidad para
vincular la administracién de acido hialurénico con el no empeoramiento de la textura de los
ligamentos tras la realizacidon de la TTA, algo que no podemos afirmar categéricamente solo

con los resultados de nuestro estudio.

La irregularidad de la superficie rotuliana (ROT) se tom6é como un factor en la
progresion de la osteoartrosis y se evalué identificando, fundamentalmente, osteofitos en el
apex rotuliano. No se apreciaron diferencias significativas al comparar protocolos, aunque al
comparar la evolucion de las visitas dentro de cada uno de los protocolos, nos encontramos
con que en el grupo A el parametro se mantiene constante y en el grupo B hay un
empeoramiento entre la visita prequirdrgica y las realizadas a las 2 y a las 10 semanas. Estos
resultados concuerdan con otros en los que se evalud la presencia de osteofitos en la rétula de
animales con lesion de LCC antes y después de realizar una TTA y en el que un 55% de los
animales mostré progresion de la osteoartrosis, aunque la duracién del estudio fue mas
prolongada (4 y 16 meses tras la cirugia) y se evalud la progresion de la osteoartritis de forma

conjunta con otros factores (meniscos, lesiones cartilaginosas, etc.) (Morgan y cols, 2010).

La ecografia es un método valido para evaluar los meniscos, tanto el lateral (ML) como
el medial (MM) (Arnault y cols, 2009). En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias
significativas entre protocolos. Sin embargo, en el protocolo B se observaron mejoras
significativas en ambos meniscos entre la primera y la ultima de las visitas. En este sentido, el
acido hialurénico podria influir en la mejora de la textura del menisco, ya que ha demostrado su

eficacia en modelos experimentales en el conejo (Kobayashi y cols, 2000).

Por lo tanto, no existen diferencias significativas entre protocolos en ninguno de los
parametros ecograficos medidos en nuestro estudio. No obstante, si consideramos las
diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos, observamos un incremento del grosor
del ligamento rotuliano en ambos protocolos y una mejora de la heterogeneidad en ambos

meniscos en el grupo tratamiento. Los cambios en la biomecanica de la rodilla, la realizacién de
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la artrotomia como parte del protocolo quirurgico y el incremento del estrés que, tras la cirugia,

sufren estas estructuras, pueden estar detras de los cambios observados.

5.5.- ANALITICA SEROLOGICA

Las citoquinas son un grupo variado de pequefias proteinas que actian como
mensajeros intracelulares durante un cierto nimero de procesos fisiolégicos (Nemzeck y cols,
2012). En medicina humana, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una de las
citoquinas mas estudiadas en procesos inflamatorios debido a su actividad proinflamatoria, que
se encuentra involucrada tanto en la fase aguda (Joosten y cols, 1996, Cameron y cols, 1997;
Bolon y cols, 2004), como en la cronica de la inflamacion articular (Emshoff y cols, 2000;
Sudekai y cols, 2004). Entre las funciones ligadas a la osteoartritis, bloquea la sintesis de
componentes de los proteoglicanos en los condrocitos (Saklatvala, 1986; Séguin y cols, 2003).
Los condrocitos activados producen metaloproteinasas de matriz, como la MMP-1, MMP-3 y
MMP-13, y esto induce la muerte del condrocito y altera la migracion de las células
progenitoras de condrocitos e impide la regeneracion del cartilago (Lefebvre y cols, 1990; Xue
y cols, 2013). Ademas, incrementa la concentracion de otras citoquinas como la IL-6, la IL-8 y

mediadores gaseosos como el INOS (E/ Mansouri y cols, 2011).

Los perros sanos presentan unas concentraciones de TNF-a menores que los limites
de detecciéon muchos de los kits mas habitualmente utilizados. Asi, Cho y cols, en 2014
referencian concentraciones menores de 6 pg/ml, que es el limite de deteccion del kit usado en
ese caso (Milliplex Canine Kit — Cytokine/ Chemokine MAGNETIC kit®). Nosotros hemos usado
los mismos rangos de referencia que en el caso del liquidos sinovial, cuyo limite de deteccién
en nuestro kit (Canine TNF-alpha Quantikine ELISA Kit®) es parecido al descrito anteriormente
y se encuentra en 5 pg/ml. La mayoria de referencias bibliograficas consultadas ofrecen
valores séricos de TNF-a en animales afectados por diversas patologias como babesiosis
(Zygner y cols, 2014) sepsis (Yang y cols, 2014) leishmaniosis (Do Nascimento y cols, 2013),
etc., no habiendo encontrado valores de referencia para la concentracion de TNF-a en perros
con rotura del ligamento cruzado craneal. Esto impide la comparacion directa con nuestros
resultados. De cualquier manera, en nuestro caso, la mayoria de las medidas en ambos
protocolos mostraron valores por debajo del limite de deteccién (< 5 pg/ml), sin apreciar
diferencias significativas entre protocolos para una misma visita ni entre visitas dentro de cada

uno de los protocolos.

Segun Bennet, en 2013, existen pocos estudios que evallen la utilidad de las proteinas
de fase aguda como marcadores de la osteoartritis en el perro (Caspi y cols, 1987; Ohno y cols,
2006) aunque si ha sido ampliamente estudiada en medicina humana como marcador de, por
ejemplo, la artritis reumatoide (Caspi y cols, 1987; Blackburn, 1994). Existen diferencias entre
especies y, aunque hay resultados contradictorios segun diferentes autores, se acepta que la

CRP podria ser la proteina de fase aguda mas util en el perro (Bennet y cols, 2013). Por otro
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lado, estos pocos estudios evallan las concentraciones séricas, afirmando unos que la CRP en
suero puede ser un marcador util de patologias inflamatorias porque esta mas elevada en
perros con poliartritis inmunitaria que en perros con enfermedad inactiva (Caspi y cols, 1987),
mientras que otros concluyen que no es un buen marcador de osteoartritis porque en un
estudio con 29 animales clinicamente afectados, los valores medidos estaban dentro de los

fisiologicos de referencia (Hurter y cols, 2005).

Las concentraciones de proteina C reactiva en suero (SUECRP) en perros sanos son
muy variables, con una rangos, segun autores, de 0,07 — 24,7ug/ml (Christensen y cols, 2014)
0 0,8 — 22,6ug/ml (Otabe y cols, 1998), y valores medios de 3,65 + 1,40 ug/ml (Otabe y cols,
1998). Otros reportan valores medios de < 6,3 pyg/ml con rangos de < 6,3 — 13,7 ug/ml (Foster
y cols, 2014). En un estudio reciente con 34 perros con rotura natural de LCC, se midieron
valores séricos medios de CRP de 1,49 pg/ml, con rangos de 0,56 — 4,24ug/ml (Bennet y cols.,
2013). En caso de patologias generalizadas, como la poliartritis, los valores pueden
incrementarse hasta rangos de 0,4 — 907,4ug/ml (Christensen y cols, 2014). Los niveles de
CRP sérica no se incrementan si la sinovitis es secundaria a la lesion inducida en el LCC
(Boland y cols, 2014).

Los resultados de nuestro estudio revelan que un porcentaje aproximado de un 70% de
los animales de ambos grupos y durante todo el estudio presentan unas concentraciones
séricas de CRP < 5 pg/ml. Estos resultados son acordes con valores medios descritos por
Otabe y cols en 1998 y Foster y cols, en 2014 para animales sin patologia inflamatoria, y
consistentes con estudios previos que comparan perros osteoartriticos y normales (Hurter y
cols, 2005; Fujiki y cols, 2007, Boland y cols, 2014). No hemos constatado diferencias
significativas entre protocolos ni entre visitas dentro de cada uno de los grupos constatando
que, en concordancia con Boland y cols, en 2014, los cambios inflamatorios articulares
asociados a la rotura o lesién del LCC no son suficientemente agudos para incrementar las

concentraciones séricas de CRP durante el periodo de evolucién del estudio.

Con respecto a la haptoglobina sérica (SUEHAP), existen diferentes estudios que
referencian los valores séricos en perros sanos. Estos oscilan desde 0,60 + 0,55 g/L (Eckersall
y cols, 1999) hasta 0,3 — 1,8 g/L (Martinez-Subiela y cols, 2004). Los niveles de haptoglobina
se elevan hasta 11,6 £ 3,2 g/L en casos de poliartritis (Eckersall y cols, 1999). Algunos autores
han descrito disminucidon de la concentracion de haptoglobina sérica tras la transeccion
experimental del LCC (Gharbi y cols, 2013). Los valores obtenidos en nuestro estudio para
animales con lesion natural del LCC han sido 1,28 + 1,09 g/L y estan en concordancia con los
referenciados por Martinez-Subiela y ligeramente por encima de los aportados por Eckersall
para animales sanos. Asimismo, los valores son claramente inferiores a expresados por
Eckersall en 1999 para casos de poliartritis, algo logico si consideramos que los animales con
poliartritis presentan inflamacion en varias articulaciones y los animales de nuestro estudio lo
presentan uUnicamente en la rodilla. Tras el estudio estadistico de nuestros resultados,

encontramos diferencias significativas entre protocolos Unicamente en la V1 pero no en las
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siguientes ni entre visitas dentro de cada uno de los protocolos. Los niveles encontrados de
haptoglobina sérica en nuestro estudio no difieren de los encontrados en la bibliografia para

animales sanos.

Los concentraciones séricas de amiloide sérico A (SAA) consideradas fisiolégicas en el
perro varian mucho entre las diferentes fuentes bibliograficas consultadas. Martinez-Subiela,
en 2004, apunt6é un valor normal por debajo de 2,19 mg/L, el minimo detectable en perros
sanos con su método. Yule y cols, en 1997, describe un valor medio de 1,15 + 2.53 mg/L, muy
similar al de Martinez-Subiela. Por ultimo, Christensen y cols, en 2014 presentan un rango muy
amplio de normalidad (1,06 — 56,4 mg/L) en perros sanos. Al pertenecer al grupo de las
proteinas de fase aguda mayores, su concentracién en suero de perros con poliartritis puede

elevarse mucho, llegando a rangos de 48.75 - > 2700 mg/L (Christensen y cols, 2014).

En los dos grupos, la mayoria de los animales (entre el 65% y el 90%) mostraron
concentraciones de SAA dentro de los rangos considerados normales (< 2,19 mg/L) para
animales sin patologias inflamatorias, aunque algunos animales presentaron incrementos
moderados y otros mas importantes. Existen varias posibilidades que podrian explicar este
hecho. El primero es que las referencias que encontramos en la bibliografia en las que
aparecen concentraciones elevadas de SAA en suero estan asociados a procesos inflamatorios
generalizados como pidometras (Dabrowsky y cols, 2013), inflamaciones sistémicas
(Christensen y cols, 2014) o hipotiroidismo (Tvarijonaviciute y cols, 2013) y no en caso de
patologias localizadas como la lesion del LCC. Puesto que las concentraciones de SAA se
incrementan cuando las citoquinas producidas localmente son transportadas al higado
resultando en una reaccion inflamatoria sistémica (Petersen y cols, 2004), podria ser esperable
que la concentracién de SAA no se incremente mientras la inflamacién permanezca localizada,
como sucede en nuestro estudio o en los pacientes con patologia dental (Buttke y cols, 2005).
En segundo lugar, debemos tener en cuenta que las proteinas de fase aguda positivas
incrementan su concentracion durante unas horas, con un pico entre las 24 y las 48 horas, pero
pueden permanecer aumentadas durante el tiempo que dura dicho estimulo (Kajikawa y cols,
1999; Dahinaut y cols, 2001; Paltrinieri, 2008). Con esta premisa, los diferentes grados de
cronicidad de los animales de ambos grupos pueden afectar a las concentraciones iniciales en
V1. Ademas, la inflamacion producida por la intervencién quirurgica y el posterior periodo de
cicatrizacion y curacién es otro estimulo inflamatorio que puede afectar a los niveles de

haptoglobina.

Con respecto al amiloide sérico A, no existen diferencias significativas entre protocolos.
En el protocolo A se incrementa de forma significativa de la V1 a la V3 y luego se mantiene
hasta V4, mientras que no presenta diferencias significativas durante todo el estudio en los
animales de protocolo B. Los animales del protocolo B no sufrieron incremento de la SAA
sérica tras la intervencion por lo que el acido hialurénico podria influir en este parametro

durante las primeras 10 semanas tras la intervencion quirdrgica.
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El 6xido nitrico (NO) es un mediador de bajo peso molecular implicado en la
neurotransmision (Hare y cols, 1995), vasodilatacion (Bredt y cols, 1994) y regulacion de la
inmunidad (Dugas y cols, 1995). El aumento de su produccion se ha documentado en
diferentes enfermedades, incluyendo artropatias inflamatorias y osteoartritis en perros (Spreng
y cols, 1997) y en el ser humano (Sakurai y cols, 1995; Pelletier y cols, 1996). Spreng y cols, en
2001, referenciaron los valores medios de Oxido nitrico sérico obtenidos en animales sin
patologia articular (28,9 pymol/L), y con rotura del LCC (45,6 umol/L). Estos datos son validos
como referencia, aunque un 46% de los animales con lesion del LCC en el estudio de Spreng
presentaba otros problemas ortopédicos adicionales que podian incrementar los niveles séricos
de NO. Nuestros resultados basales fueron 26,35 + 18,51 umol/L, con un valor minimo de 7,00
pmol/L y maximo de 81,78 ymol/L y se encuentran en un rango cercano a los animales sin
patologia articular. Las concentraciones séricas de NO se han mantenido constantes durante
todo el estudio en ambos protocolos, sin haber diferencias significativas entre diferentes
protocolos de una misma visita ni entre diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos.
La estabilizacion de la rodilla mediante la técnica quirdrgica de la TTA podria contribuir al
mantenimiento de los niveles séricos de NO en unos rangos constantes y no elevarse a pesar

de los procesos de cicatrizacidn y regeneracion 6sea posteriores.

5.6.- ANALITICA SINOVIAL

En medicina humana, hay estudios que referencian concentraciones sinoviales de TNF-
a menores en articulaciones osteoartriticas que en otras normales (Westacott y cols, 1990;
Kahle y cols, 1992). En medicina veterinaria se ofrecen resultados aparentemente
contrapuestos. Algunos describen concentraciones incrementadas de TNF-a en la rodilla de
pacientes caninos con osteoartritis secundaria a desestabilizacién inducida por transeccién
experimental del ligamento cruzado craneal, si la comparamos con la rodilla contralateral (Venn
y cols, 1993). Otros, por el contrario, evidencian que perros con OA natural secundaria a rotura
de LCC o a transeccion experimental del LCC, presentan menor actividad de la TNF-a en
liquido sinovial que los perros del grupo control (Hay y cols, 1997). Esta diferencia de
resultados puede ser atribuible a la forma de recoger las muestras de liquido sinovial. En el
estudio de Venn y cols, el liquido sinovial fue recogido después de lavar la rodilla con solucion
salina (suero fisiolégico), mientras que en el caso de Hay y cols la recogida de muestras se

llevé a cabo mediante artrocentesis sin ningun tipo de dilucion.

El test de ELISA usado para medir las concentraciones de TNF-a en liquido sinovial
(LISITNF), igual que ha sido indicado en el caso de la medicion de la TNF-a en suero, presenta
un rango inferior de deteccion de 5 pg/ml lo que nos llevd, junto con los valores de referencia
aportados por Hay y cols en 1997 a clasificar los valores obtenidos por rangos. En el estudio de
Hay y cols, las muestras se recogieron directamente por artrocentesis, como en nuestro
estudio, y se referenciaron valores de 8,6 + 2,3 pg/ml en animales sin lesion y de 3,0 + 0,5

pg/ml con lesién del LCC. Nuestros valores de TNF-a en liquido sinovial han estado en un
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porcentaje muy alto (77,8% - 87,7%) encuadrados en el rango 0 (< 5 pg/ml) y son concordantes
con los encontrados por Hay y cols en 1997 para animales con ruptura espontanea del LCC. El
analisis estadistico de los resultados no evidencia diferencias significativas entre diferentes

protocolos para una misma visita ni entre visitas dentro de cada uno de los protocolos.

A pesar de que un estudio llevado a cabo entre las Universidades de Pisa y Glasgow
sugiri6 que la mediciéon de la CRP en liquido sinovial puede ser un marcador muy util de
osteoartritis en el perro (Sbrana, 2008), la bibliografia disponible es muy limitada (Hurter y cols,
2005; Bennet y cols, 2013; Boland y cols, 2014). Bennet y cols en 2013, referenciaron valores
medios de CRP en liquido sinovial de animales con lesion del LCC de 0,44 pg/ml, con un rango
de 0,23 — 1,62ug/ml. En nuestro caso, al utilizar el mismo test para la evaluacién de la CRP en
liquido sinovial que el usado para la analitica seroldgica, las limitaciones de rango menor
fueron las mismas (no se pudieron cuantificar concentraciones menores de 5ug/ml) y los
animales también se clasificaron por rangos. Los rangos establecidos fueron los mismos que
en el caso del suero (rango 0: animales con concentracion < 5ug/ml; rango 1: concentracion
moderada de 5-10 uyg/ml y grupo 2: concentracion > 10ug/ml). Nuestros valores estuvieron
mayoritariamente dentro de los esperados para animales con rotura del LCC, con un 70 - 85%
de los animales en el grupo 0. No se apreciaron diferencias significativas entre iguales visitas
de diferentes protocolos ni entre las diferentes visitas analizadas dentro de cada uno de los
protocolos manteniéndose los valores de CRP constantes a pesar de la resolucién quirargica y
cicatrizacion 6sea y de los tejidos blandos.

La haptoglobina es una proteina de fase aguda moderada, por lo que es de esperar un
incremento de hasta 10 veces en condiciones de inflamacién sobre las consideradas normales
para animales sanos (Cray y cols, 2009). Aunque en el ser humano es un marcador muy
estudiado en pacientes oncoldgicos (Smeets y cols, 2003; Nabli y cols, 2010), no hemos
encontrado bibliografia que referencie la concentracién de haptoglobina en liquido sinovial de
perros con osteoartritis, cualquiera que sea su causa, por lo que es muy dificil poder establecer
una comparativa de nuestros resultados con cualquiera de los ya publicados. En nuestro
estudio, las concentraciones sinoviales de haptoglobina en liquido sinovial (LISIHAP) antes del
procedimiento quirurgico (utilizables como referencia para posteriores estudios) fueron de 0,24
+ 0,38 g/L y se mantuvieron constantes durante toda la duracion del mismo. Las
concentraciones de haptoglobina en liquido sinovial son claramente menores que
concentraciones séricas, y tampoco se evidencian diferencias significativas entre iguales visitas

de diferentes protocolos ni entre las diferentes visitas dentro de cada uno de los protocolos.

El amiloide sérico A es una proteina mayor de fase aguda presente en muchas
especies, incluido el perro que puede ser usada como marcador de actividad inflamatoria
(Cerdn y cols, 2005). Segun la bibliografia consultada, solo hemos encontrado un estudio que
evaluase la presencia de SAA en suero y liquido sinovial (LISISAA) en el perro en
enfermedades inflamatorias y no inflamatorias (Kjelgaard-Hansen y cols, 2007). En él, se

midieron el numero de isoformas presentes en suero y en liquido sinovial, encontrando que el
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liquido sinovial de perros con enfermedad inflamatoria articular contenia mas isoformas de SAA
que el suero. Este hallazgo sugiere una producciéon de SAA a nivel local en la articulacion,
ademas de una variacion inter-individual en la presencia de ciertas isoformas (Kjelgaard-
hansen y cols, 2007). Sin embargo este estudio se llevd a cabo con un numero de animales
reducido y sin referenciar valores de concentracién en cada uno de los casos. Al no disponer
en la bibliografia de referencias de las concentraciones de SAA en liquido sinovial presentes en
casos de osteoartritis por rotura del LCC, usamos para evaluar las concentraciones, los
mismos valores que en el caso del suero, distribuyéndolos en rangos. Los valores de nuestro
estudio se encuentran mayoritariamente en el rango 0 (22,7 - 46,5%) y 1 (28,6% - 52,2%), es
decir concentraciones mayoritariamente <10 mg/L. En consonancia con lo publicado por
Kjelgaard-Hansen en 2007, nuestras concentraciones son mayores en liquido sinovial que en
suero, aunque no podemos asegurar que una mayor concentracion necesariamente implique
mayor variedad de isoformas. A pesar de esto, y dentro de los valores de liquido sinovial, no
hay diferencias significativas entre diferentes protocolos para la misma visita ni entre diferentes

visitas dentro del mismo protocolo.

Con respecto NO, y aunque su papel en la fisiopatologia de la articulaciéon no esta
completamente entendido, parece util evaluar su concentracion como marcador bioquimico
porque en la especie humana hay estudios que demuestran aumentos de su actividad en el
interior de articulaciones reumaticas u osteoartriticas (Farrell y cols, 1992; Grabowsky y cols,
1996;). Se ha demostrado la producciéon de NO en articulaciones reumaticas y osteoartriticas.
La sintesis de NO mantiene e incrementa la inflamacién crénica descrita en la osteoartritis
(Clancy y cols, 1999) porque los metabolitos del NO producidos en los tejidos articulares son
liberados en el liquido sinovial. Posteriormente son transportados via linfatica o sanguinea y

eliminados por los riflones (Zeballos y cols, 1995).

Existe una variabilidad en la concentracién de NO en liquido sinovial (LISINO) segun
diversos estudios en animales con osteoartritis. Spreng y cols, en 2001, reportd
concentraciones de NO en liquido sinovial de animales sanos de 13,40 umol/L. En los que
presentaban rotura del LCC las concentraciones variaron dependiendo de si el animal tenia,
ademas de la lesion del LCC, otros problemas ortopédicos asociados (12,72 ymol/L) o no
(6,17 pymol/L), o si la rotura del LCC era parcial (4,8 pmol/L) o completa (4,1 pymol/L).
Comparativamente, Hay y cols, en 1997 obtuvieron, utilizando la misma técnica de Griess,
unas concentraciones 1000 veces mayor que las mostradas por Spreng (17 + 4 ymol/ml en
animales sanos y 15 £ 2 pmol/ml en animales con rotura espontanea del LCC) aunque el
namero de animales del estudio era muy pequefio y no evidenciaron diferencias entre
articulaciones osteoartriticas y las de control. Los autores de dicho estudio sugirieron que estas
concentraciones tan elevadas podrian deberse a la produccién endégena de NO derivada de la
ingesta de nitrégeno en la comida, puesto que los animales del estudio de Spreng y cols

estuvieron 15 horas en ayunas y los de Hay y cols, no.
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Las concentraciones de NO en liquido sinovial en nuestro trabajo son similares a las
del suero, con valores de 17,96 + 27,42 ymol/L, encontrandose ligeramente por encima de los
referenciados en otros trabajos similares (Spreng y cols, 2001). También estan elevados con
respecto a los que figuran en la bibliografia como valores fisioldgicos en animales sanos.
Aceptando la explicacion citada anteriormente sobre la influencia de la alimentacion en los
niveles de NO en liquido sinovial, es posible que nuestros valores sean algo mas altos porque
los periodos de ayuno prequirdrgicos fueron, en algunos casos, menores de 15 horas. Ademas,
el NO producido en el cartilago osteoartritico puede eliminarse por vias diferentes a la del
liquido sinovial (p.ej. via hueso subcondral), por lo que sus concentraciones pueden no estar
excesivamente elevadas si se comparan con las concentraciones séricas (Spreng, 2001). De
cualquier manera, las concentraciones se mantuvieron constantes durante todo el estudio en
ambos grupos, sin evidenciar diferencias significativas entre diferentes protocolos para la

misma visita ni entre visitas del mismo protocolo.

El acido hialurénico es un glicosaminoglicano sintetizado por los condrocitos y
fibroblasto sinoviales (/lwanaga y cols, 2000) y es el componente principal del liquido sinovial y
de la matriz cartilaginosa extracelular (Fraser y cols, 1997). Su funcién es servir como
lubricante y absorber y distribuir las fuerzas mecanicas que actian sobre la articulacion.
También inhibe la produccidon de metaloproteinasas de matriz estimuladas por citoquinas y
otros mediadores inflamatorios (Wang y cols, 2006; Waddell y cols, 2007). También tiene
efecto analgésico influenciando los receptores intraarticulares del dolor (Pozo y cols, 1997;
Gomis y cols, 2007). En articulaciones osteoartriticas, la concentracion y el peso molecular del
acido hialurénico son menores, debido a su fragmentacion y sintesis alterada (Prehm, 1990;
Henderson y cols 1991; Kuroki y cols, 2002).

Existen pocos estudios que han investigado las concentraciones de acido hialurénico
en liquido sinovial. Algunos mostraron reducciones significativas de las concentraciones de AH
en liquido sinovial de perros con osteoartrosis natural (Arican y cols, 1994, Venable y cols,
2008) y tras rotura experimental del LCC (Budsberg y cols, 2006) comparado con el de
animales sanos. Sin embargo, cuando medimos la concentracion en el caso de animales con
osteoartrosis inducida, los resultados son variables: algunos estudios reportaron disminucion
de la concentracion a los tres meses (Budsberg y cols, 2006), mientras que otro estudio no
mostré diferencias significativas a las 12 semanas comparandolas con la rodilla contralateral
normal (Venable y cols, 2008). Los cambios relacionados con la edad del animal han sido
reportados previamente, mostrando concentraciones significativamente mas altas en animales

menores de 8 meses que en los adultos (Leipold y cols, 1989).

En nuestro trabajo, elegimos la opcién de realizar un estudio clinico con una rotura
natural del LCC porque los resultados son mas extrapolables a la situacion real que los

estudios experimentales bajo condiciones mas restrictivas. Ademas, elegimos animales con
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una unica lesién y una articulacion afectada, de manera que se puedan evaluar mejor los
resultados que afectan a la rodilla. Los valores obtenidos en condiciones clinicas antes de la
cirugia son concordantes con los datos existentes en la bibliografia para animales con
osteoartritis leve. En un estudio, Plickert, en 2013, obtuvo valores medios de 1927 pg/ml con un
rango de 1090 pg/ml — 2820 pg/ml para animales sin osteoartritis y valores medios de 1080
pg/ml con rangos de 366 pg/ml — 2001 pg/ml para los animales con osteoartritis leve. En
nuestro estudio, la concentracion de acido hialurénico en liquido sinovial fue de 1671,75 +
289,17 ug/ml, con una concentracion inicial en el grupo que recibié tratamiento de 1686,54 +
264,29. Con arreglo a estos datos, podemos afirmar que, en general, nuestros grupos de

trabajo se encontraban en un estado osteoartritico leve.

Budsberg y cols, en 2006 evaluaron la concentracion de AH en liquido sinovial antes y
1, 2, 3 y 12 meses tras la transeccidon experimental del LCC, observando que en las tres
primeras muestras (1, 2 y 3 meses) la concentracion de AH disminuia y se incrementaba
Unicamente al cabo de 12 meses. Esto parece evidenciar la necesidad de un periodo
importante de tiempo para recuperar niveles originales de AH. Sin embargo, si examinamos
detenidamente nuestros resultados, observaremos que, aparentemente, las concentraciones
de &acido hialurénico en la visita 3 (a las 4 semanas de la cirugia) parecen haberse
incrementado en ambos grupos. Ademas, en la visita 4 (a las 10 semanas) parece continuar
incrementandose en el grupo tratamiento, mientras que disminuyeron en el grupo placebo. La
grafica de evolucion parece mostrar lo mismo, pues el patrén evolutivo del grupo tratamiento
parece ser diferente del grupo placebo (Fig. 82). Sin embargo, el estudio estadistico no
evidencié diferencias significativas entre ambos grupos, concluyendo que la administracion
oral de acido hialurénico en pacientes caninos a las dosis administradas y durante el tiempo del
estudio, no modificéd significativamente las concentraciones de acido hialurénico en liquido
sinovial de las rodillas afectadas por rotura del ligamento cruzado craneal tras la realizacion de
la TTA.

FIG. 82: GRAFICA DE LA EVOLUCION DE LA CONCENTRACION SINOVIAL DE ACIDQ HIALURONICO
EN RODILLAS CON LESION DE LIGAMENTO CRUZADO CRANEAL TRAS REPARACION CON TTA

ACIDO HIALURONICO (ng/ml)

Vi V3 '

(SX) (4 semanas) (10 semanas)
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Comparando nuestro estudio con otros similares en los que se evaluaron
concentraciones de acido hialurénico en liquido sinovial, encontramos que unos evaluaron
animales con diferentes patologias, afectando a diferentes articulaciones y con un nimero muy
reducido de pacientes (Plickert y cols, 2013). Otros evaluaron la efectividad de acido
hialurénico sobre la degeneracion del cartilago articular (Smith y cols, 1998) y liquido sinovial
(Smith y cols, 2001), pero la via elegida para administrar del acido hialurénico fue la
intraarticular. Estudios mas recientes han demostrado su efectividad tras administracién oral,
aunque la articulacion elegida fue el codo, el tiempo de duracion fue mas prolongado (hasta 20
meses) y se usd en combinacién con condroprotectores, que presentan un efecto sinérgico y

potencian su accion (Marti-Angulo y cols, 2014) (tabla 44).

TABLA 44: CONCENTRACIONES SINOVIALES DE ACIDO HIALURONICO EN DIVERSOS ESTUDIOS
PUBLICADOS HASTA LA FECHA

AUTOR VIA AH| ARTICULACION | CARACTER |DURACION [AH] pg/ml
Plickert, 2013 -- Hombro y rodilla -- -- 1927 (afectadas OA)
927 (no afectadas OA)
Smith, 2001 1A Rodilla Experimental 12 2300 + 100 (antes AH)
semanas 1400 + 300 (después AH)
Marti-Angulo, Oral Codo Natural 3,6,12y Evaluacion clinica y
2014 20 meses serologica, no de AH
Nuestro Oral Rodilla (LCC) Natural 4y 10 1686,54 + 264,29 (antes AH)
estudio semanas 1749,45 + 244,86 (después
AH)

Concentracion sinovial de acido hialurénico en diferentes estudios publicados hasta la fecha. (IA: intraarticular, LCC:
ligamento cruzado craneal, [AH]: concentracion sinovial de acido hialurénico)

Es importante destacar que nuestros resultados son innovadores porque no hay
publicaciones que referencien concentraciones sinoviales de acido hialurénico en estudios
clinicos, a corto plazo, en animales con rotura natural del LCC, tras administracién oral del AH

y a las 4 y 10 semanas de la estabilizacion de la rodilla con la técnica de la TTA.
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5.7.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La interpretacion de los resultados debe llevarse a cabo observando ciertas limitaciones.
Debido a las caracteristicas clinicas de nuestro estudio, no se han diferenciado animales
cronicos de agudos. En los animales con lesion crénica del ligamento cruzado craneal es de
esperar un menor peso molecular del acido hialurénico, asi como concentraciones mas
disminuidas de algunos mediadores inflamatorios. Tampoco se separaron los animales por
rangos de edad, aunque los animales mas mayores presentan una menor concentracion y peso
molecular de acido hialurénico que los jévenes debido a los procesos degenerativos aparecidos
con el envejecimiento del animal. Como consecuencia del menor volumen disponible de liquido
sinovial en la ultima visita y la pérdida de algunos casos durante el estudio, se obtuvo una n en
el grupo tratamiento escasamente menor a la estadisticamente necesaria. Posteriormente se
ha ampliado el estudio hasta alcanzar la n necesaria, pero los resultados no se han incluido en
este trabajo. Por otro lado, el estudio se realizé durante un periodo de tiempo que pudo resultar
insuficiente para que el acido hialurénico mostrase su eficacia en procesos articulares

degenerativos.

Las dosis de acido hialurénico no han sido homogéneas, siendo elegidas porque son las
que figuran, habitualmente, en los preparados comerciales. Pero a diferencia de estos, en
nuestro caso administramos solamente acido hialurénico, sin la acciéon sinérgica de los
condroprotectores con los que suele acompafarse. Sin embargo, al tratarse de una
presentacion experimental no comercialmente disponible, el vehiculo de administracién fueron
capsulas y no comprimidos y, por lo tanto, eran indivisibles. Esto hizo que los animales de
menos de 25 kg recibiesen 27 mg de AH y los de mas de 25 kg recibiesen 54 mg. Como parte
del estudio, se determind la correlacion entre la dosis administrada de acido hialurénico y la
concentraciéon de acido hialurénico en liquido sinovial al final del estudio (10 semanas) y se
obtuvo una r de 0,2 (Fig. 83). Por todo ello, es necesaria la realizacion de estudios con dosis de
acido hialurénico mas ajustadas al peso del animal y/o durante periodos de tiempo mas

prolongados para disponer de un criterio mas certero sobre su efectividad.
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FIG. 83: CORRELAC/ON ENTRE LA DOSIS DE AH ADMINISTRADA Y LA CONCENTRACION
SINOVIAL DE ACIDO HIALURONICO EN LA VISITA 4 (A LAS 10 SEMANAS)

Scatterplot: AH ~ vs. DOSIS (Casewise MD deletion)
DOSIS  =-,4180 + ,58E-3 * AH
Correlation: r =,20133
Include condition: VISITA=4

DOSIS

11200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100

AH o 95% confidence

Finalmente, tras analizar las concentraciones séricas y sinoviales de los diferentes
parametros, no encontramos diferencias entre ambos protocolos en ninguno de ellos. Esto nos
permite concluir que la administraciéon oral de acido hialurénico de elevado peso molecular a
las dosis descritas, durante el periodo de tiempo del estudio (10 semanas) y con las
limitaciones propias del mismo, no afecta a las concentraciones séricas y sinoviales de proteina

C reactiva, haptoglobina, factor de necrosis tumoral, amiloide sérico A ni 6xido nitrico.

Con respecto a las concentraciones de acido hialurénico en liquido sinovial, tampoco
se han evidenciado diferencias entre ninguno de ambos protocolos. Seran necesarios mas
estudios, con dosis mas altas y durante periodos de tiempo mas prolongados para poder
establecer la efectividad de la administracion oral de acido hialurénico para el tratamiento de la

sinovitis de la rodilla canina secundaria a la lesién del LCC resuelta mediante TTA.
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Conclusiones

Con respecto al objetivo principal del estudio, realizado en pacientes con lesion del
ligamento cruzado craneal en los que se aplicé la técnica quirirgica del avance de la
tuberosidad tibial, y tras administrar por via oral bien un acido hialurénico de elevado peso

molecular (HyaI—Joint®) o bien un placebo, podemos concluir que:

1.- La administracion oral de acido hialurénico de elevado peso molecular (HyaI—Joint®), con la
pauta de dosificacion estipulada y durante un periodo de 10 semanas, no ha mostrado
diferencias significativas en la progresion de la sinovitis en la rodilla canina tras el avance de la
tuberosidad tibial para resolver la inestabilidad secundaria a la lesién del ligamento cruzado

craneal.

Con respecto a los objetivos parciales del estudio, podemos afirmar que:

2. La administracién oral de acido hialurénico de elevado peso molecular (HyaI—Joint®) no ha
evidenciado diferencias significativas en la evoluciéon clinica de los pacientes, ni en la
evaluacién clinica de los profesionales veterinarios ni en la percepcién subjetiva de los

propietarios.

3. La administracion oral de acido hialuronico de elevado peso molecular (Hyal-Joint®) no
influye significativamente en la progresion ecograficamente evaluable de las principales

estructuras de la rodilla.

4. La administracién oral de acido hialurénico de elevado peso molecular (HyaI—Joint®) no altera
significativamente en las concentraciones séricas y sinoviales de TNF-alfa, proteina C reactiva,

haptoglobina, amiloide sérico A y éxido nitrico.
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5. La administracién oral de acido hialurénico de elevado peso molecular (HyaI—Joint®)) no
afecta significativamente en la concentracién sinovial de &cido hialurénico de las rodillas

afectadas.

Ademas, y como consecuencia del andlisis estadistico de todas las variables estudiadas, se

deducen las siguientes conclusiones adicionales:

6. La cirugia de avance de la tuberosidad tibial con artrotomia para resolver la lesiéon natural del
ligamento cruzado craneal induce un incremento significativo del grosor y la heterogeneidad del

ligamento rotuliano en la inspeccion ecografica.

7. Las concentraciones sinoviales de haptoglobina y 6xido nitrico en la rodilla canina afectada
de sinovitis por lesidn natural del ligamento cruzado craneal son 0,24 + 0,38 g/L y 17,96 + 27,42

Umol/L respectivamente.

8. Con respecto a las concentraciones sinoviales del factor de necrosis tumoral a, el 83,72% de
los animales mostraron una concentracion sinovial < 5 pg/ml, el 9,30% un valor entre 5y 10
pg/mly el 6,98% > de 10 pg/ml. Las concentraciones sinoviales de proteina C reactiva fueron <
de 5 yg/ml en un 68,18% de los animales, entre 5y 10 yg/ml en un 20,45% de los casos y > 10
pg/ml en un 11,36% de los pacientes. En relacion al amiloide sérico A, un 24,44% de los
pacientes tuvieron una concentracion sinovial < 2,19 pg/ml, un 48,88% entre 2,19 y 10 pg/ml y

un 26,67% > 10 pg/ml.

9. La concentracion sinovial de acido hialurénico de la rodilla canina afectada de sinovitis con

lesion natural del ligamento cruzado craneal es de 1671,75 + 289,17 ug/ml.
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Resumen

La lesién del ligamento cruzado craneal es la patologia ortopédica mas habitual en el
perro, con una etiologia generalmente degenerativa y un tratamiento de eleccién quirargico.
Tras la estabilizacién quirdrgica, la aparicion de la sinovitis y, con el tiempo, de un grado
variable de artrosis es algo comun en todos los casos. En los ultimos afios han aparecido
diferentes técnicas quirirgicas que estabilizan biomecanicamente la rodilla y ralentizan la
degeneracion articular, aunque no detienen los procesos bioquimicos inflamatorios que hacen
evolucionar el proceso osteoartrésico. Es por ello que, ademas del tratamiento quirdrgico, se
debe considerar una terapia alternativa basada en la administraciéon de viscosuplementos que

ayuden a la funcion articular y ralenticen la progresién de la osteoartrosis.

El liquido sinovial tiene basicamente como objetivos lubricar las superficies articulares y
ayudar a resistir las fuerzas mecanicas articulares y su componente principal es el acido
hialurénico. Con la progresién de la osteoartrosis, la concentracion y peso molecular del acido
hialurénico disminuyen, comprometiendo la eficacia del liquido sinovial. La suplementacién con
acido hialurénico, tanto via intraarticular como intravenosa, esta ampliamente estudiada en los
animales. Sin embargo, aunque la via oral posee ventajas innegables con respecto a las vias
de administracién tradicionales, no ha sido estudiada de igual manera en la especie canina,

como tampoco lo han sido sus efectos en la progresién de la sinovitis de la rodilla.

La hipodtesis del presente trabajo se basa en que la administracién oral de &acido
hialurénico en pacientes caninos con lesién del ligamento cruzado craneal comporta un efecto

beneficioso en la evolucion del paciente tras la resolucion quirargica de dicha patologia.

Asi, se plantea como objetivo principal del estudio la valoracién de la influencia de la
administracion oral de acido hialurénico de elevado peso molecular, en la progresién de la
sinovitis de la rodilla en el perro, tras someterse a una cirugia de avance de la tuberosidad tibial

(TTA) para resolver una lesion del ligamento cruzado craneal.

Y para ello se establecieron los siguientes objetivos parciales:

1. Determinar clinicamente la evolucion de los pacientes tratados tras la administracion
de un acido hialurénico de elevado peso molecular via oral.

2. Estudiar ecograficamente la influencia de la administracion oral de un &cido hialurénico
de elevado peso molecular en las principales estructuras de la rodilla.

3. Evaluar la influencia de la administracién oral de un acido hialurénico de elevado peso
molecular en la concentracion sérica y sinovial de diferentes mediadores inflamatorios
(factor de necrosis tumoral alfa, proteina C reactiva, haptoglobina, amiloide sérico A y
oxido nitrico).

4. Valorar la influencia de la administracién oral de un acido hialurénico de elevado peso

molecular en la concentracion sinovial de acido hialurénico.
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Para este estudio se desarrolla un ensayo clinico, prospectivo, aleatorio y a doble ciego
en el que se comparan dos grupos de pacientes con lesién del ligamento cruzado craneal
resuelta quirdrgicamente mediante TTA. De esta forma, uno recibe una dosis preestablecida de

acido hialurénico de elevado peso molecular, mientras que el otro grupo recibe un placebo.

El seguimiento se lleva a cabo desde diferentes puntos de vista. Se realiza un examen
clinico por parte del profesional veterinario que evalua la presencia de cajon directo, indirecto,
efusion sinovial y dolor a la hiperextension, ademas del grado de cojera y dolor. El propietario
determina la mejora general del animal, y el grado de cojera y la facilidad del paciente para
levantarse desde sentado. Se realizan exdamenes ecograficos en la articulacion de la rodilla un
maximo de 5 dias antes de la intervencién quirdrgica y a las 2, 4 y 10 semanas de la misma,
evaluando en cada una de ellas las dimensiones del tenddn del musculo cuadriceps femoral, la
distensién capsular infrarrotuliana y el receso sinovial infrarrotuliano, el ligamento rotuliano, los
ligamentos colaterales y el cartilago de los condilos femorales, asi como la textura del tendon
del musculo cudadriceps femoral, ligamento rotuliano, ligamentos colaterales y meniscos.
Inmediatamente antes (suero) o durante el procedimiento quirurgico (liquido sinovial) y alas 4 y
10 semanas de la cirugia (suero y liquido sinovial) se toman muestras para evaluar las
concentraciones séricas y sinoviales de factor de necrosis tumoral a (TNF-a), proteina C
reactiva (CRP), amiloide sérico A (SAA), Haptoglobina (Hap), 6xido nitrico (NO) y las

concentraciones sinoviales de acido hialurénico (AH) (Fig. 84).

FIG. 84: ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL
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Resumen

El examen clinico de los pacientes no evidencio diferencias significativas entre grupos
en ninguno de los parametros, algo esperable debido a la gran eficacia de la técnica del avance
de la tuberosidad tibial y a la ausencia de complicaciones postquirirgicas resefiables.
Ecograficamente tampoco se evidenciaron diferencias entre grupos, aunque cabe destacar el
engrosamiento y el empeoramiento de la textura del ligamento rotuliano en ambos grupos,
resultado que contrasta con ciertos estudios que afirman que al avanzar la tuberosidad tibial
disminuye el brazo de palanca y la tensién a soportar por el ligamento rotuliano para extender
la extremidad. Los mediadores inflamatorios estudiados no reflejaron una evoluciéon de la
sinovitis significativamente diferente entre grupos, algo explicable si se considera que los
tiempos aceptados de tratamiento con acido hialurénico de elevado peso molecular en otras
especies son considerablemente mayores. Adicionalmente se han descrito las concentraciones
séricas y sinoviales de los principales mediadores inflamatorios en estudio clinico a corto plazo
en pacientes caninos, con lesion natural del ligamento cruzado craneal resuelta mediante TTA,

y tras 10 semanas de tratamiento oral con acido hialurénico de elevado peso molecular.

Del analisis de los resultados obtenidos se puede inferir que

La administracién oral de acido hialurénico de elevado peso molecular con la pauta de
administracion estipulada y durante un periodo de 10 semanas no ha mostrado diferencias
en la progresion de la sinovitis en la rodilla canina tras el avance de la tuberosidad tibial

para resolver la inestabilidad secundaria a la lesién del ligamento cruzado craneal.

2. La evolucion clinica de los pacientes no evidencia diferencias significativas entre grupos, ni

en los parametros evaluados por el veterinario ni en la percepcién que tiene el propietario.

3. Las evaluacién ecografica de las principales estructuras de la rodilla canina no evidencian
diferencias significativas entre grupos, si bien el ligamento rotuliano incrementa su grosor y

su empeora su textura en ambos grupos.

4. Las concentraciones séricas y sinoviales de los diferentes mediadores inflamatorios

evaluados no son estadisticamente diferentes entre ambos grupos.
5. Las concentraciones sinoviales de acido hialurénico en las articulaciones afectadas de no

presencian diferencias significativas entre el grupo que recibié placebo y el que recibio

tratamiento con acido hialurénico de elevado peso molecular.
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Summary

The cranial cruciate ligament injury is the most common orthopedic pathology in dogs,
with a usually degenerative aethiology and surgery is the treatment of choice. After surgical
stabilization, synovitis and a variable degree of osteoarthritis will occur in almost all cases.
Recently several surgical techniques that biomechanically stabilize the stifle have been
described. They slow down but not stop inflammatory and biochemical processes that will
develop the osteoarthrosic process. This is why, in addition to surgical treatment, an alternative
therapy based on the administration of viscosupplements should be consider in order to help

joint motion and slow down osteoarthritic prgression.

Synovial fluid main functions are to lubricate joint surfaces and to help to resist
mechanical joint forces and hyaluronic acid is its main component As osteoarthritis progresses,
concentration and molecular weight of hyaluronic acid will decrease, compromising the
effectiveness of the synovial fluid. Hyaluronic acid supplementation both intraarticular and
intravenous, is widely studied in animals. However, although the oral administration route has
undeniable advantages over the traditional ones, there are few studies performed regarding the
effects of high molecular weight hyaluronic administration in the progression of synovitis of the

canine stifle.

The hypothesis of this study is that oral administration of hyaluronic acid in canine
patients with cranial cruciate ligament injury results in a beneficial effect on patient outcome

after surgical treatment of this pathology.

Thus, it arises as primary objective to assess the influence of the oral administration of
high molecular weight hyaluronic acid, in the progression of stifle synovitis in dogs after tibial
tuberosity advencement surgery (TTA) to resolve the instability secondary to cranial cruciate

ligament rupture.

And for this, the following secondary objectives were established:

1. To determine the patients clinical evolution after oral administration of high molecular
weight hyaluronic acid.

2. To ultrasonographically evaluate the influence of oral administration of high molecular
weight hyaluronic acid on the main structures of the knee.

3. To evaluate the influence of oral administration of high molecular weight hyaluronic acid
in serum and synovial fluid concentrations of different inflammatory mediators (tumor
necrosis factor alpha, C reactive protein, haptoglobin, serum amyloid A and nitric
oxide).

4. To assess the influence of oral administration of high molecular weight hialuronic acid

in synovial hyaluronic acid concentration.
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Summary

For this study a double blinded clinical, prospective, rand andomized trial was
developed, comparing two groups of patients with cranial cruciate ligament injury surgically
resolved by TTA. Group A receives a placebo and group B receives predetermined dose of high

molecular weight hyaluronic acid.

Clinical examination was performed by the veterinary surgeon, who evaluates the direct
drawer motion and tibial compression test, synovial effusion and pain under hyperextension,
and the degree of lameness and pain. The owner determines the overall improvement of the
animal, and the degree of lameness and ease to get up from sitting postion. Ultrasonographic
exam was performed a maximum of five days before surgery and at 2, 4 and 10 weeks after
surgical porcedure, evaluating quadriceps muscle tendon thickness, infrapatellar and
infrapatellar capsular distension, patellar ligament, the collateral ligaments and femoral condyle
cartilage thickness. Quadriceps muscle tendon, patellar ligament, collateral ligaments and
meniscus textures were evaluated too. Samples were taken immediately before (serum) or
during the surgical procedure (synovial fluid) and at 4 and 10 weeks after surgery (serum and
synovial fluid) to assess serum and synovial fluid concentrations of tumor necrosis factor a
(TNF-a) , C reactive protein (CRP), serum amyloid A (SAA), haptoglobin (HAP), nitric oxide

(NO) and synovial concentrations of hyaluronic acid (HA) (Figure 84).

FIG. 85: DIAGRAM OF EXPERIMENTAL DESIGN
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Summary

Clinical exam of the patients showed no significant differences between groups in any
of the parameters, as expected due to the TTA’s high efficacy and the lack of postoperative
complications. Ultrasound exam found no differences between groups, although remarkable
thickening and texture worsening of the patellar ligament in both groups was observerd. This
meets in contrast with studies indicating that tibial tuberosity advancement decreases the lever
arm and the strain needed to extend the limb. The inflammatory mediators did not show a
significantly different evolution of the synovitis between groups. This is explained if one
considers that oral high molecular weight hyaluronic acid treatment in other species are
significantly longer Synovial fluid and serum concentrations of major inflammatory mediators in
short-term clinical trial in canine patients with natural anterior cruciate ligament injury solved by
TTA, and after 10 weeks of oral treatment with hyaluronic acid of high molecular weight.were

also obteined.

From the analysis of the obtained data it can be inferred that

1. Oral administration of high molecular weight hyaluronic acid, with the stipulated
administration pattern and during a of 10 weeks period has shown no differences in the
progression of the stifle synovitis following tibial tuberosity advancement to solve the

instability secondary to cranial cruciate ligament rupture..

2. The clinical evolution of patients revealed no significant differences between groups, nor in

the parameters evaluated by the veterinarian or the perception of the owner.

3. The ultrasonographic evaluation of the main structures of the canine stifle did not show
significant differences between groups, although patellar ligament increases its thickness

and worsens its texture in both groups.

4. The serum and synovial concentrations of the assessed inflammatory mediators are not

statistically different between groups.
5. The synovial concentrations of hyaluronic acid in the joints affected do not shows significant

difference between the placebo group and the group receiving treatment with high molecular

weight hyaluronic acid
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ANEXO 1: DOCUMENTO DE INFORMACION AL PROPIETARIO
Titulo del estudio:

“Eficacia de la administracion via oral de un extracto natural rico en &cido hialurénico (Hyal-

joint®, Bioibérica) en el tratamiento de la inflamacién de la membrana sinovial en perros con

osteoartritis secundaria a la rotura del LCC tratados con la técnica quirdrgica de avance de la
tuberosidad tibial (TTA)”

Investigador principal:

Dr. Claudio lvan Serra Aguado

Profesor Asociado Dpto. Medicina y Cirugia Animal
Universidad CEU Cardenal Herrera de Valencia
Estimado propietario

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion que esta realizando
este centro. Antes de que usted tome una decisién, es importante que entienda porqué se esta
haciendo este estudio y qué implicaciones tiene para usted y su mascota. Por favor, tdmese el
tiempo necesario para leer la siguiente informacion detenidamente y pregunte al veterinario

responsable del estudio si hay algo que no comprende o si desea mas informacion.
¢En qué consiste el estudio y como se va a llevar a cabo?

Este estudio es un ensayo clinico, es decir, seguira el mismo protocolo terapéutico que
se realiza para este tipo de patologia. Dependiendo del grupo en el que esté asignado, podra
recibir o no la administracién oral de un comprimido compuesto de un extracto rico en acido
hialurénico (Hyal—joint®, Bioibérica). La asignacion del grupo se realizara de forma aleatoria, y
no se conocera si se administra 0 no hasta el final del estudio. Tras el diagndstico y
tratamiento, se seguiran unos controles establecidos a unos tiempos concretos, que coinciden
con las revisiones realizadas habitualmente. En estos controles se realizaran evaluaciones
funcionales, radioldgicas, ecograficas y analisis sanguineos y de liquido sinovial. Dichas
pruebas se realizaran con fines de estudio en el ensayo clinico y los datos que se obtengan
seran ftratados y analizados informaticamente. Los resultados de este estudio seran

comunicados una vez finalizado el mismo.
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¢Cual es la finalidad del estudio?

La finalidad del estudio es determinar cuales son los beneficios que puede aportar el
tratamiento con un extracto rico en acido hialurénico en pacientes operados de una rotura del
ligamento cruzado mediante una cirugia de avance de la tuberosidad tibial TTA). Los beneficios
deberian mostrarse en aspectos como disminucién de la sinovitis articular, efusiéon sinovial,
progresion de la degeneracion articular,... y como consecuencia, una mejora en la calidad de

vida del paciente.
¢Quién es el promotor de este estudio?

El estudio es promovido por una empresa farmacéutica, con sede en Barcelona, que se
denomina Bioibérica, S.A. Es una empresa de reconocido prestigio internacional, que lleva
trabajando en productos destinados a regular la evolucion de la enfermedad articular durante

los ultimos afios.
¢ Tengo que participar?

Usted decide sobre la participacion de su mascota en el estudio, es decir, su
participacion es completamente voluntaria y no supone deterioro de la calidad de la asistencia y
tratamiento de su lesion. Usted podra retirarse en cualquier momento del estudio, comentando
al equipo veterinario los motivos de su decisién, y sin que ello repercuta en los cuidados
médicos que recibe. Su veterinario también podra decidir, por alguna consideracion médica o

por cualquier otro motivo, retirar a su mascota del estudio si lo creyera conveniente.
¢ Qué beneficios puedo esperar por el hecho de participar en el estudio?

Existe un beneficio econdmico directo para usted, ya que el estudio sufraga el valor de
os implantes quirtrgicos empleados, siendo éstos valorados en un total de 200 euros. Esto
repercute en que una cirugia que conlleva un coste de 1000 euros para el propietario, se
reduzca a un total de 800 euros.

Al mismo tiempo, la informacién que se obtenga de este trabajo, permitird mejorar el
conocimiento que se tiene sobre los tratamientos disponibles para el tipo de lesién que su
mascota ha sufrido, y esto puede mejorar, por tanto las posibilidades de tratamiento de otros

animales que sufran dicha lesién
¢ Qué incomodidades o riesgos pueden suponer mi participacién en el estudio?

El hecho de participar en este estudio no modifica en ningun aspecto el tratamiento que

tenia previsto recibir de antemano.

Debera someter a su mascota a dos pruebas diagndsticas no invasivas, denominadas
ecografia y radiografia, y otra invasiva, la artrocentesis. Con ellas se podran obtener datos

medibles del seguimiento y evolucidn de la sinovitis articular.
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La ecografia se realizara en el momento prequirdrgico y a las 2, 4 y 10 semanas de la
intervencion. Las radiografias se realizaran también en el momento prequirirgicoy alas 4y 10
semanas de la intervencioén. La artrocentesis se realizara de forma intraquirirgicay alas 4y 10

semanas de modo ecoguiado, con el fin de minimizar complicaciones potenciales
¢ Quién ha revisado este estudio?

Los doctores que estan participando en la realizacion del estudio han revisado la
planificacion del mismo. También el protocolo de trabajo ha sido revisado por el Comité de

Etica de la Universidad CEU Cardenal Herrera de Valencia.

Muchas gracias por leer esta informacion. Si tiene algin comentario, no dude en

formularselo a su veterinario.

191



Anexos

ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ENSAYO CLINICO

Una vez que he sido informado de la lesién de ligamento cruzado craneal que padece
mi mascota y de la necesidad de la cirugia de avance de la tuberosidad tibial (TTA) como
técnica de eleccién en el tratamiento de esta patologia, he sido informado de la posibilidad de
participar en un ensayo clinico. Dicho ensayo constituye un estudio en el cual se valora el

resultado de la administracion de un extracto rico en acido hialurénico via oral.

Dicha participacion es totalmente voluntaria, entendiendo que la participacion en dicho
estudio comporta la introduccion de caso de mi mascota en un proceso aleatorio, asignandole
un grupo que puede recibir, aparte de la cirugia habitual, la administracion de este extracto rico
en acido hialurénico, o por el contrario no recibirlo. Este criterio dependera de un sorteo de
cuyo resultado yo no tendré conocimiento hasta el final del proceso. Entiendo que la
participacion de mi mascota en dicho estudio es totalmente voluntaria, que no comporta mayor
riesgo respecto a la pauta habitual de tratamiento postoperatorio y que ha sido previamente

probada en diversos estudios con resultados favorables.

La participacion en dicho estudio puede ser revocada en cualquier momento del
proceso sin dar ningun tipo de explicacion y sin detrimento de la atencién necesaria por parte
del equipo veterinario habitual, asi como los tratamientos que requiera durante el proceso,
estén incluidos o no en el protocolo de seguimiento del ensayo clinico. Por ello doy mi
consentimiento, como propietario y responsable legal de mi mascota, para la participacion del
caso de mi mascota en el estudio mediante ensayo clinico a fecha de hoy, sin detrimento de la

posibilidad de revocar dicha decisién.
De este modo doy fe de:

* Haber leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
* Haber podido hacer las preguntas necesarias sobre el estudio
* Haber recibido suficiente informacién sobre el estudio
* Haber hablado con el Dr. .....c.ccoiiiiiiiiiiiiii s comprendiendo que mi
participacion es voluntaria y puedo retirarme del estudio
o Cuando quiera
o Sin tener que dar explicaciones

o Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Asi, autorizo el uso y la divulgacion de la informacion de salud de mi mascota a las
entidades mencionadas para los propésitos del estudio; prestando libremente mi conformidad

para participar en el estudio

Firma del Propietario Firma del Clinico Responsable
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ANEXO 3: EVALUACION FUNCIONAL DEL VETERINARIO

Escala semicuantitativa

(Jandi and Schulman; Veterinary Surgery 2007)

Anexos

Sin cojera clinica

Cojera sutil, casi imperceptible

Cojera moderada en todos los pasos

Cojera severa en todos los pasos

Cojera sin apoyo

Cajon directo + - Dolor hiperextension Si NO
Cajon indirecto + - Efusién Sinovial Si NO
VAS Cojera VAS Dolor
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Anexos

ANEXO 4: EVALUACION FUNCIONAL DEL PROPIETARIO

a) Valoracioén del dolor:

Escala Visual Analdgica

¢,Cuanto dolor ha notado en la rodilla de su mascota durante los ultimos dias?
(marque con una linea perpendicular donde situaria el dolor de su mascota)

Ningun dolor Maximo dolor

Escala analégica VAS (0-100 mm)

Valor de la escala visual analégica (EVA) mm
b) Limitacién funcional de la rodilla:
1.- GRADO DE COJERA DURANTE LA MARCHA (tras mas de 10 minutos de marcha):

0= No cojera

1= Cojera leve

2= Cojera intensa

3= No apoya la extremidad afectada

PUNTUACION

2.- LEVANTARSE DE UNA POSICION SENTADA O TUMBADA:
0= Se levanta con total normalidad
1= Se levanta bien, pero no con total normalidad
2= Se levanta con alguna dificultad intentando no hacer fuerza con la extremidad
afectada
3= Tiene gran dificultad para levantarse, incluso no llegando a apoyarse en la
extremidad afectada

PUNTUACION
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ANEXO 5: VALORACION ECOGRAFICA DE LA RODILLA CANINA

Identifica-

Anexos

Irregulari- Tendon Receso Ligamento Espesor Espesor Ligamento Menisco Ligamento Menisco
cion /Peso | daddela | cuadricipital sinovial rotuliano (espesor del del colateral lateral colateral lateral
en Kg/ superficie | (espesor en | suprarrotuliano | en insercion tibial | cartilago cartilago lateral (Heteroge- lateral (Heteroge-
Fecha rotuliana mm/Hetero- /distensién — central — origen | en condilo | en céndilo | (espesor mm neidad) (espesor mm neidad)
geneidad) capsular rotuliano en mm) / lateral medial / Heteroge- / Heteroge-
infrarrotuliana Heterogeneidad (mm) (mm) neidad) neidad)
(espesor en

mm)
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ANEXO 6: FICHA DE EVALUACION QUIRURGICA

1.- Valoracién Menisco

Anexos

MEDIAL LATERAL
Lesién SI NO Lesién SI NO
Menisquectomia P No Menisquectomia P T No
2.- Lesiones articulares

Si No

3.- Implantes

PEINE CAJA
3 4 5 6 8 6 9 12

6 | 19 |22 | 19 | 22 | 25 |22 | 25|28

196




	(01)_PRIMERA_PÁGINA
	(02) Informe de los directores de tesis
	(03) Dedicatorias
	(04) Hoja agradecimientos
	(05) Agradecimientos
	(06) Hoja Frase Yoda
	(07) Hoja Índice
	(08) I -ÍNDICE
	(09) Hoja índice de abreviaturas
	(10) II.- Índice de abreviaturas
	(11) Hoja índice de tablas
	(12) III.- ÍNDICE DE TABLAS
	(13) Hoja de Índice de Figuras y Gráficas
	(14) IV.- ÍNDICE DE FIGURAS Y GRÁFICAS
	(15) Hoja introducción y objetivos
	(16) 1.- Introducción y objetivos
	(17) Hoja revisión bibliográfica
	(18) 2.- Revisión bibliográfica
	(19) Hoja material y métodos
	(20) 3.- Material y métodos
	(21) Hoja resultados
	(22) 4.- Resultados
	(23) Hoja discusión
	(24) 5.- Discusión
	(25) Hoja conclusiones
	(26) 6.- Conclusiones
	(27) Hoja de resumen
	(28) 7.- Resumen
	(29) Hoja summary
	(30) 8.- Summary
	(31) Hoja bibliografía
	(32) 9.- Bibliografía
	(33) Hoja Anexos
	(34) 10.- Anexos
	(35) Anexo 5
	(36) Anexo 6

