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Resumen

Los equinos deportivos, son victimas de frecuentes heridas
en la region distal de los miembros y de fracturas articulares.
La medicina regenerativa es un campo emergente el cual uti-
liza métodos alternativos para diferentes lesiones de dificil
resolucion con tratamiento convencional. Existen anteceden-
tes que utilizan parches de fibrina (PF) en la reparacion de
heridas cutaneas y plasma rico en plaquetas (PRP) en lesio-
nes osteoarticulares. Este trabajo tuvo por objetivo evaluar
la aplicacion de PRP sobre una fractura de tercer carpiano
del miembro anterior derecho y la aplicacion de PF en una
herida de 54 cm? en la region metatarsiana del miembro pos-
terior izquierdo de un equino Sangre Pura de Carrera (SPC).
Se realizd una tUnica aplicacion PRP mediante artrocentesis
intercarpiana. Sobre la herida cutanea, se realizaron 3 apli-
caciones (1 por semana) de PF. Un mes post-aplicacion de
PRP el equino ya no evidenciaba claudicacion, no manifes-
taba dolor ni inflamacién articular y no rechazaba el apoyo.
A nivel radiografico, se observo consolidacion de la linea de
fractura, con remodelacion 6sea. A su vez, luego de la tercera
aplicacion de PF (3 semanas), la superficie de la herida se
redujo dos tercios del tamafio original y a las 8 semanas se
logrd su completa resolucion.

Palabras clave:
Medicina Regenerativa, PRP, parches fibrina, Equinos,
Fracturas articulares, Heridas cutaneas
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Summary

Distal limb wounds and joint fractures are very frequent in
sport horses. Regenerative medicine is an emerging field that
uses alternative methods for healing injuries that are diffi-
cult to solve with conventional treatment. Fibrin glue (FG)
patches have been used for skin wound repair and platelet
rich plasma (PRP) to heal musculoskeletal injuries. The aim
of this work was to assess the effect of regenerative med-
icine therapies in a joint and skin injure on a racehorse. A
female thoroughbred horse had a slab fracture in carpal IIT
bone of the right forelimb and a 54-cm2 wound in the meta-
tarsal region of the left hind limb. PRP was applied into the
intercarpal joint by arthrocentesis. Three applications (once
per week) of FG were performed on the wound. A month
after PRP application, the horse showed no lameness, pain or
joint swelling. Radiographs showed a consolidated fracture
with bone remodeling. As to the wound, after the third FG
(3 weeks), its surface was reduced two-thirds of the original
size and 8 weeks later, it achieved full resolution.

Keywords:
equine, regenerative medicine, PRP, fibrin glue, fracture,
skin wound



Introduccion

Los equinos deportivos, son victimas de frecuentes lesiones,
debido a la exigencia del entrenamiento al que son someti-
dos. Dentro de las lesiones mas comunes, se encuentran las
heridas en la region distal de los miembros y las fracturas
articulares. El carpo representa la articulacion lesionada con
mas frecuencia, en especial en caballos de carrera (Stashak
2004; Watts y Rose 2010; Iacopetti 2012).

La reparacion de las heridas en equinos suele ser problema-
tica, principalmente aquellas que ocurren de tarso o carpo
hacia distal. Esto es debido a que esas regiones presentan
determinadas caracteristicas que dificultan la regeneracion
cutanea, tales como; la proximidad al suelo, que favorece la
contaminacion de la herida, la escasez de tejidos blandos que
brinden cobertura, la gran movilidad debida a la presencia
de numerosas articulaciones muy moéviles y una pobre con-
traccion de la herida relacionada a la ausencia de un pani-
culo carnoso (Wilson 2008). Estas lesiones traen aparejadas
convalecencia prolongada, pérdida de la capacidad atlética,
formacion de cicatrices estéticamente desagradables y pérdi-
das economicas para el propietario del caballo (Witte y col.
2009). Esto lleva a la busqueda de tratamientos que aceleren
y mejoren la calidad de la reparacion.

En los ultimos 20 afos se ha producido un extraordinario
avance en los conocimientos relacionados con diferentes
ramas biomédicas, entre ellas, la biologia celular, lo que ha
dado un notable impulso a la denominada medicina regenera-
tiva. La misma se basa en el proceso de crear tejidos vivos y
funcionales para reparar o reemplazar la funcién de érganos
y tejidos dafiados (NIH 2010). Una de las herramientas mas
utilizadas, desarrollada por esta rama de la medicina humana
y veterinaria, es el plasma rico en plaquetas (PRP) o con-
centrado plaquetario el cual se define como una fraccion del
plasma que contiene una concentracion de plaquetas de 3 a 5
veces mayor a la concertacion basal de la sangre periférica,
la cual oscila entre 92 y 274 x 10° plaquetas/uL en equinos
(Argtielles y col. 2006; Maia y col. 2009).

Las plaquetas una vez activadas liberan el contenido de sus
granulos en el microambiente de la lesion. Los granulos con-
tienen numerosos factores de crecimiento (FC) y proteinas
bioactivas, muchos de las cuales tienen un rol fundamental
en la homeostasis y/o en la reparacion tisular (Harrison y
Cramer 1993; Reed 2002; Anitua y col. 2004). Estos factores
producen modulacion de la respuesta inflamatoria, promoci-
6n de angiogénesis local, atraccion de fibroblastos y células
madre locales al sitio de la injuria y una induccion de la pro-
duccién de factores de crecimiento autocrinos por las células
adyacentes al dafio (Anitua 2005).

Se han descrito los siguientes FC presentes en las plaquetas:
factor transformante beta (transforming growth factor beta
TGF-B), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (pla-
telet derived growth factor PDGF), factor basico de creci-
miento fibroblastico (basic fibrobastic growth factor bFGF)
factor de crecimiento de hepatocito (hepatocyte growth fac-
tor HGF), factor de crecimiento vascular endotelial (vascu-
lar endothelial growth factor VEGF), factor de crecimiento
epidérmico (epidermal growth factor EGF) y factor de cre-
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cimiento de insulina tipo 1 (insulin growth factor 1 IGF-1)
(Ostman y Hedlin 2001 y Reed 2002). En el caso de regene-
racion 6sea poseen importancia los factores bFGF, VEGEF,
PDGF, TGF-f, IGF-1 (Farhadieh y col. 1999; Hasse y col.
2000; Toziim y Demiralp 2003; Marx 2004; Argiielles y col.
2008). Para conseguir el efecto deseado del PRP es necesario
activarlo, el término activacion se refiere a 2 procesos clave
que deben iniciarse: (1) Degranulacion de las plaquetas para
liberar los a-granulos que contienen FC y (2) el clivaje del
fibrindgeno para iniciar la formacion de la matriz (Waster-
lain y col. 2012). La activacion puede realizarse de manera
exogena mediante la adicion de trombina, cloruro de calcio
(CaCl)) o la combinacion de ambos (Brass 2003, Textor y
col. 2013). También es posible activar el PRP mediante des-
congelado, Johnson y col. (2011) encontraron que luego de
congelar y descongelar preparados plaquetarios, existe un
aumento en la expresion de los marcadores como CD62P y
CD63, lo que indica la activacion plaquetaria.

Potencialmente el uso del PRP puede mejorar y acelerar la
recuperacion de diferentes lesiones musculo esqueléticas,
demostrado en diversas lesiones en equinos (Argiielles y col.
2008; Carmona y Lopez 2011; Iacopetti y col. 2012).

Las lesiones articulares causan claudicacion y disminucion
del rendimiento deportivo (Stashak 2004), la literatura inter-
nacional describe la recuperacion exitosa en casos de lesio-
nes cartilaginosas y artritis mediante la aplicacion de PRP
intraarticular en humanos (Sanchez y col. 2008; Sampson y
col. 2010; Filardo y col. 2011; Kon y col. 2011), animales de
laboratorio (Saito y col. 2009; Sun y col. 2010; Zhu y col.
2013) y equinos (Abellanet y Prades 2009). Se ha demostra-
do que los condrocitos y las células madre mesenquimales
expuestas al PRP han tenido un aumento significativo en la
proliferacion celular y sintesis de proteoglicanos asi como
colageno tipo II por parte de la matriz extracelular (Akeda
y col. 2006; Mishra y col. 2009). También se ha demostrado
a nivel génico, un aumento del metabolismo para la sinte-
sis de matriz y la expresion de citoquinas catabdlicas. Para
patologias articulares es interesante destacar el aumento de
la expresion de genes vinculados a la sintesis de matriz pro-
teica oligomérica de cartilago (cartilage oligomeric matrix
protein), lo cual potencialmente favorece su regeneracion
(Smith y col. 2006; Schnabel y col. 2009). A pesar de es-
tos antecedentes, todavia no existe una estandarizacion de
la aplicacion de PRP en fracturas articulares en equinos. Por
lo tanto, existe la necesidad de profundizar la investigacion
en el tema.

Por otra parte, para acelerar el proceso de reparacion de he-
ridas, para el tratamiento de hemostasia intraoperatoria, se
han utilizado ampliamente parches de fibrina (PF) con resul-
tados positivos en muchos casos (Bishara y col. 1986; Spot-
nitz y col. 1997; Yiicel y col. 2003; Murakami y col. 2009;
Hermeto y col. 2012). Estos parches contienen fibrindgeno,
trombina y CaCl, Los PF activados imitan la tltima fase
de la cascada de la coagulacion, en la que la trombina acti-
va la conversion del fibrindgeno en monomeros de fibrina
y también activa al factor XIII para que junto con el calcio,
interviene en la polimerizacion de los monomeros de fibrina
dando resistencia al coagulo (Clark, 2003). Se han experi-
mentado terapias alternativas con gel en pacientes inmuno-
comprometidos, diabéticos o gerontes (Robson 1997; Rehder



y col. 2013). Se ha demostrado que tanto en los PF como en
el PRP uno de los principales FC vinculados a la aceleracion
de la reparacion de las heridas cutaneas es el VEGEF, el cual,
modula la angiogénesis y favorece la proliferacion del en-
dotelio (Bennett y Schultz 1993; Kliche y Waltenberg 2001;
Carter 2003). Los PF han sido aprobados para hemostasis en
Estados Unidos y la Union Europea, y son también utilizados
para promover la curacion de heridas. En la actualidad, exis-
ten varios productos comerciales compuestos principalmente
por fibrindgeno, trombina y cloruro de calcio (NaCl) (Lynn,
2002; Wilson, 2008).

Caso clinico

Equino hembra, de raza Sangre Pura de Carrera (SPC) de
4 afios. El animal era utilizado en competencias de turf y
sufrid, una fractura en loseta completa de hueso carpiano III,
en cara dorsomedial del mismo, con leve desplazamiento
proximal, en su miembro anterior derecho. (Figura 1).

Previamente fue tratada con Fenilbutazona I/V a razon de
2mg/kg, aplicacion de hielo en el carpo y reposo absoluto
durante 3 meses, sin éxito.

L

Figura 1: Rayos X lateromedial del carpo derecho. (A) previo al tratamiento regenerativo. Se observa una fractura
en loseta completa de hueso carpiano III, en cara dorsomedial del mismo, con leve desplazamiento proximal, en
su miembro anterior derecho (flecha). (B) 1 mes luego de la aplcacion de PRP intraarticular. Se observa consoli-

dacion de la linea de fractura, con remodelacion dsea.

Figura 2: Vista lateral de la herida desgarrante de la region metatarsiana del MPI
(A) Dia 0 del tratamiento (B) Dia 15. Se observa reduccion del 50% la herida y formacion de islotes vasculares
(C) Dia 60. La herida se redujo a un 10% del tamafio original (D) Dia 80, cierre completo de la herida.
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Un mes posterior a la fractura, el animal sufrié un accidente

con un alambrado y se realizd una herida en regién meta-
tarsiana del miembro posterior izquierdo a media distancia
entre la articulacion tarsometatarsiana y la meta-tarsofalan-
geana (Figura 2).

Era una herida desgarrante, de trazo transversal, superficial,
aséptica y ocupaba la region por lateral, palmar y medial.
Estuvo siendo tratada con lavados con yodo diarios y aplica-
cion de antimidsico en spray durante 2 meses. Al momento
que el equipo de este trabajo evalu6 al animal, los cuidadores
manifestaban que la herida presentaba una reparacion muy
lenta.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la aplicacion de nue-
vas terapias de medicina regenerativa sobre lesiones articular
y cutanea en un equino deportivo. Los objetivos especificos
fueron i) Evaluar el efecto de la aplicacion intra-articular de
PRP autdlogo en la reparacion de una fractura de hueso car-
piano III del equino y ii) evaluar el efecto de la aplicacion
de PF en la reparacion de una herida cutdnea en la region
metatarsiana del equino.

Materiales y Métodos

Extraccion de sangre

El protocolo de extraccion de sangre y aplicacion de PRP y
PF fueron previamente autorizado por la Comision Hono-
raria de Experimentacion Animal (CEUAFVET-PI-03/14
-Exp. 111130-000126-14), UdelaR.

Para la preparacion del PRP y los PF se procedio a extraer
sangre del equino, realizando tricotomia del surco yugular,
embrocando el area con yodopovidona y alcohol 96%. Lue-
go se realizo la venopuncion de la yugular externa con aguja
18G y fueron extraidos 100 mL de sangre periférica con an-
ticoagulante (citrato de sodio 3,2% p/v). Fueron utilizados
50 mL de sangre periférica para la obtencion de PRP y los
restantes 50 mL para la obtencion de plasma destinada a los
PF, se realiz6 recuento plaquetario del PRP y plasma.

Preparacion del Plasma Rico en Plaquetas

Cincuenta mL de sangre periférica se sometieron al método
de doble centrifugado descrito por Argiielles y col. (2006),
luego de una centrifugacion inicial de 120g por 5 minutos fue
extraido el sobrenadante. Al mismo, se le realiz6 una segun-
da centrifugacion a 240g por 10 minutos y se tomo el 25%
del infranadante incluyendo el pellet y fue congelado a -20
°C, para su conservacion hasta el momento de la aplicacion.
Se realizé un control microbioldgico para garantizar la au-
sencia de contaminacion bacteriana, para ello fue sembrada
una alicuota del PRP sobre una placa de agar sangre y se
incubd a 37°C durante 48 horas. Previamente a ser aplicado
el PRP fue activado con CaCl, 90 mM.
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Aplicacion intra-articular de PRP

El equino fue sedado con 1,1 mg/kg de xilacina intravenosos
(I/V). Se procedio a realizar la tricotomia de la cara dorsal de
la region carpiana, la zona fue lavada con jabon de clorhexi-
dina y embrocada con alcohol 96% y yodopovidona al 2%.
Se realizo la artrocentesis de la articulacion intercarpiana
utilizando una aguja 21G. Una vez dentro de la articulacion,
fueron extraidos 2 mL de liquido articular, el cual estaba he-
morragico y se aplicé 1,5 mL de PRP (7,87 x10® plaquetas)
dentro de la articulacion. Para prevenir posibles infecciones
se aplicaron, ademas, 10 mg de gentamicina. Posteriormente
se realizo un vendaje compresivo con algodon laminado y
venda elastica, que fue retirado a las 24 h.

Preparacion y aplicacion de parches de fibrina

Se utilizaron 50 mL de sangre, a partir de la cual se obtuvo
plasma por centrifugado simple (120g por 5 minutos) que
fue destinado a la realizacion de parches de fibrina. El plas-
ma obtenido fue congelado hasta el momento de ser utiliza-
do. Para cambiar el estado fisico del plasma de liquido a gel,
fue adicionado 10% de CaCl, y posteriormente fue dispensa-
do sobre una gasa estéril de forma cuadrangular, con una su-
perficie de 25 cm?. Se realizaron 3 aplicaciones de parches de
fibrina, las semana 0, 1 y 2 del tratamiento. Se coloc6 sobre
la herida el parche de fibrina, previo limpieza de la misma
y se realizo un vendaje compresivo con algodon laminado
y venda elastica. Los vendajes se retiraron a las 48 horas de
haber sido colocados.

Evaluacion de la evolucion de los tratamientos

Se evalud semanalmente: calor y deformacion a nivel del
carpo derecho (articulacion fracturada), grado de claudica-
cion y capacidad de soportar el peso al levantar el miembro
homologo. Se realizaron radiografias lateromedial y skyline
30° del carpo 1 y 4 meses pos tratamiento.

El largo y el ancho de la herida fueron medidos con cinta
métrica y la herida fue fotografiada cada 7 dias hasta el cier-
re completo de la misma. Se realiz6 medicion del area de la
herida en las fotografias utilizando el sofiware Imagel.

Resultados

El plasma original tenia 121 x103 plaquetas /uL (primer cen-
trifugacion) y fue concentrado a 525 x10° plaquetas /uL (se-
gunda centrifugacion). De acuerdo a estos resultados en la
lesion articular fueron inyectadas 7.87 x10® plaquetas (1,5
mL de PRP). No se detectaron signos de inflamacion luego
de la inoculacion.

Un mes post-aplicacion el paciente ya no evidenciaba clau-
dicacion, no manifestaba dolor ni inflamacion articular y no
rechazaba el apoyo, por lo que comenzo con entrenamiento
de intensidad creciente. A nivel radiografico, al mes de la
aplicacion, se observo consolidacion de la linea de fractura,

con remodelacion o6sea (Figura 3).
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Figura 3: Evolucion del area de la herida con respecto al tiempo. Las flechas indican la aplicacion de los parches de fibrina.

A los 4 meses post-tratamiento el equino comenz6 a realizar
entrenamiento intensivo y a nivel radioldgico no hubo cam-
bios significativos, con respecto a la placa anterior. A los 7
meses el paciente vuelve a la competencia hipica deportiva.

En cuanto a la herida de piel, 1 semana luego del tercer PF,
la superficie se redujo dos tercios del tamafio original y a las
8 semanas, se logro su completa resolucion.

Discusion

Para denominar un concentrado plaquetario de PRP se debe
obtener una concentracion plaquetaria de 3 a 5 veces mayor
a la concertacion basal de sangre periférica (Argiielles y col.
2006; Maia y col. 2009) En nuestros resultados se obtuvo
una concentracion plaquetaria 4,3 veces mayor, lo que nos
permite citar en el trabajo que se obtuvo PRP en concordan-
cia con la literatura en equinos (Argiielles y col. 2006; Maia
y col. 2009). En el plasma encontramos una concentracion
de 121 x10° plaquetas /uL y luego de la doble centrifugacion
se logrd concentrar a 525 x10° plaquetas /uL en un volumen
total de 1,5 mL. Esta concentracion de plaquetas en el PRP
es similar a lo que describieron Maia y col. (2009) quienes
obtuvieron una concentracién promedio de 407,5 + 58,8 x10?
plaquetas /uL. Segun Arguelles y col. (2006) obtuvieron una
concentracion plaquetaria que oscild entre 138-479 x 10°
plaquetas /uL en 26 equinos saludables, lo cual indica que
tiene una fuerte influencia individual la concentracion final
del PRP y por esta razon es adecuado comparar cada muestra
con la concentracion basal en sangre periférica. Nuestra con-
centracion final en el PRP fue similar a la maxima descrita
anteriormente. Es importante destacar que Arguelles y col.
(2006) obtuvieron 71% mas concentrado el TGF-§ en el PRP
obtenido por el método de doble centrifugacion comparado
la concentracion basal, est¢ FC participa con gran signifi-
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cancia en el proceso de regeneracion condrogénica. No fue
medida la cantidad de TGF-§ en este trabajo, pero podemos
asumir que incremento, debido al aumento marcado de la
concentracion plaquetaria obtenida en el PRP, que alcanza el
nivel para ser usado con fines terapéuticos.

En la patologias ortopédicas, existen reportes de la aplica-
cion de PRP en equinos, una de las lesiones mas tratadas es
sobre el tendon flexor superficial, segun Maia y col. (2009)
quienes aplicaron a 6 equinos adultos PRP a nivel tendinoso
con un volumen de 2,5 mL a una concentracion de (320 —
500 x10° plaquetas /uL), es decir, fueron aplicadas intrale-
sionalmente una cantidad que oscil6 entre 8,0 — 12,5 x108.
Sin embargo en nuestro trabajo fueron aplicadas 7,87 x10°
plaquetas en un volumen de 1,5 mL intraarticular, lo cual fue
superior a la concertacion y volumen aplicado en lesiones
equinas descritas anteriormente.

La aplicacion de PRP activado en la articulacion no produjo
reaccion inflamatoria que compromete la movilidad articu-
lar, lo cual coincide con lo descrito por Textor y col. (2013)
quienes aplicaron un volumen total de 2,5 mL de PRP acti-
vado con 23 mg/mL de CaCl, sin tener compromiso de la
motilidad articular. Sin embargo estos mismos autores, ac-
tivaron PRP con trombina bovina 10 U/mL en 7 equinos lo
que gener6 una inflamacion intraarticular exagerada, com-
prometiendo la movilidad de la articulacién por 96 horas
post-inyeccion.

El retorno del equino a la actividad deportiva 7 meses lue-
go del tratamiento, es un resultado alentador ya que, segun
Stashak (2004) las fracturas laminares de tercer carpiano de-
ben tratarse con cirugia lo antes posible para no correr ries-
go de enfermedad degenerativa articular y en aquellas en las
que no se realiza la cirugia se debe esperar al menos 1 afio
para volver a la actividad deportiva. Por otro lado, Adams
y Fessler (2000), sefialan que el tratamiento conservador es



recomendado en fracturas no desplazadas y en equinos que no
pretenden volver a correr.

Hay que tener en cuenta, ademas, que la lesion que presentaba
este equino ya era cronica, debido a que el tratamiento regene-
rativo fue realizado 3 meses post - fractura. Segun Abellanet
y Prades (2009) quienes aplicaron PRP en equinos con pato-
logias articulares agudas (10 casos) y cronicas (20 casos), los
equinos con casos cronicos tuvieron una menor tasa de retorno
a la actividad deportiva, comparado con los casos agudos. Es-
tos datos hacen alentadores los resultados obtenidos en este
trabajo.

En este trabajo se obtuvo una mejora en la cicatrizacion de la
herida, con respecto al tratamiento tradicional, que se le estaba
realizando previamente al animal. Esto coincide con algunos
autores que han probado la eficacia de los PF en la reparacion
de heridas (Eby y col. 2001, Gogulanathan y col. 2015). Sin
embargo, Branski y col. 2011 utilizaron adhesivos de fibrina
en un modelo de quemaduras en cerdos y no encontraron me-
joria en la tasa de contraccion de las heridas y Rehder y col.
(2013) por otra parte, aplicaron PF en tlceras venosas cronicas
sin resultados alentadores. Las discrepancias encontradas en la
literatura pueden deberse a las variadas formulaciones de GF
existentes (Botti y col. 2013).

Conclusiones

La concentracion plaquetaria obtenida fue 4,3 veces mayor
a la de la sangre normal, lo que nos permite aseverar que en
este trabajo fue utilizado PRP.

Existié una evolucion clinica y radioldgica favorable a la apli-
cacion de PRP intra-articular del carpo, con resolucién com-
pleta de la linea de fractura. El paciente consiguio volver a la
actividad hipica deportiva, sin presentar recidiva por 2 afios
(hasta el momento).

La aplicacion de PF cutaneo como tratamiento alternativo tuvo
éxito, debido a una resolucion completa de la herida cutanea

Nuevas investigaciones deben ser realizadas para evaluar la
aplicacion de PRP y/o PF como terapia alternativa para me-
jorar y acelerar los procesos regenerativos en lesiones dseas y
cutaneas respectivamente.
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