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RESUMEN

Las células madre (CM) estan emergiendo rapidamente como la siguiente
frontera en la medicina humana y animal. Tienen gran potencial terapéutico y
biotecnolégico no solo para sustituir el dafio o disfuncion de las células
dafiadas, sino para rescatarlas y/o liberar proteinas terapéuticas después de
que hayan sido manejadas para hacerlo. Por lo tanto, cuentan con el potencial
de transformar la faz de la terapéutica biomédica. Estas células pueden ser

divididas en células madre embrionarias totipotentes y CM adultas.

Las CM embrionarias se obtienen en el desarrollo embrionario temprano, en la
etapa conocida como blastocisto (3 a 5 dias de edad de los embriones). Estas
células son en este momento indiferenciadas y tienen el potencial de
diferenciarse en cualquier tejido y érgano del cuerpo.

Las CM adultas su funcion es la de diferenciarse en los diferentes tipos de
células en los 6rganos y tejidos en los que residen y reparar los danos. Las CM
adultas se encuentran en muchos organos especificos incluidos los tejidos
hematopoyéticos, mesenquimales, neural, adiposo, gastrointestinal, hepatico,
epidermal, medula 6sea y otros.

Entre las CM adultas se encuentran las células madre derivadas de la medula
0sea, estas proceden de dos tipos de poblaciones de CM. En primer lugar, las
CM hematopoyéticas que dan lugar a células de la sangre. La segunda
poblacion son las células mesenquimales o del estroma; que son células
multipotentes que se pueden estimular para diferenciarse en una serie de
tejidos incluyendo el musculo, nervio, grasa, tejido fibroso, cartilago y hueso.
Las CM que existen en la medula 6sea tienen la capacidad de reproducirse asi
mismas ilimitadamente y de desarrollarse en muchos y diferentes tipos
celulares del organismo, sirviendo como una clase de sistema reparador.

Por muchos afos se han utilizado diferentes métodos para promover la
curacion de los ligamentos y tendones. Entre los tratamientos tradicionales se
encuentran: el reposo, inmovilizacion, fisioterapia, laser frio, acupuntura, punto
de fuego, barreteado, contrairritantes, division quirdrgica de ligamentos

suspensores y tendones flexores, inyecciones intra y peri lesionales de yodo,



aceite de almendras, &acido hialuronico, esteroides, fumarato de
aminopropionitrilo y terapia de shock de onda (SWT).

Durante los ultimos 10 afios, se ha utilizado un nuevo enfoque biolégico para
facilitar el tratamiento y/o curacion de lesiones en tendones y ligamentos en
caballos con células madre mesenquimales. Este enfoque implica la inyeccién
intralesional de CM autéloga y componentes asociados con la medula ésea a
estimular la regeneracion natural del ligamento.

La inyeccion percutdnea de medula 6sea para curacién del ligamento se
informo en 1987 pero en 1995 se iniciaron los estudios sobre la medula 6sea y
su uso terapéutico en el caballo deportivo.

Con base en estudios sobre la estimulacion de citocinas y factores de
crecimiento se tiene hipotesis que las células madre del equino pueden tener la
habilidad de diferenciarse en fibroblastos productores de colageno, ya que en
el caballo con lesion del ligamento suspensorio y tendones flexores estas
células pueden ser deficientes y también se asume que estos mismos
fibroblastos pueden ser estimulados para producir mas colageno.

Para utilizar terapéuticamente las células madre de la medula ésea son
recolectadas, generalmente por aspiracion medular. Los caballos son
intervenidos bajo anestesia general intravenosa y la intervencion se realiza en
el caballo en pie o se posicionan en recumbencia dorsal. Posteriormente se
efectua una preparacion aséptica de la region del tendon afectado o ligamento
suspensorio, asi como del area del esternén.

Para la recoleccidén se utiliza una jeringa de 60 ml adherida a una aguja de
aspirado medular desechable calibre 10, para aspirar de 20 a 30 ml de medula
O0sea liquida procedente de la esternebra. El extracto se transfiere
inmediatamente a jeringas de 5 y se inyecta en la lesion guiada a través de
agujas calibre 18 previamente colocadas y guiadas al sitio de la lesidn
mediante el ultrasonido.

Cada lesion es llenada con un total de 10 a 20 ml de medula 6sea fresca, sin
adicionar antibiético o anticoagulante. En lesiones multiples se requiere mayor
cantidad de aspirado de medula 6sea, por lo que se puncionan varios sitios del
esterndn (esternebras) para prevenir la dilucidon de la medula con sangre.

Las dos semanas posteriores a la intervencion quirurgica consisten en

descanso del animal en la caballeriza, con paseo de mano sin montar al



animal, esta rutina se realiza diariamente durante diez minutos dos veces al
dia.

Es necesario y de suma importancia que el caballo este en movimiento y no
solo en descanso puesto que el ejercicio estimula la produccién de colageno.
Ademas el apoyo temprano del miembro afectado es crucial para lograr una
buena calidad y alineamiento de las fibras de colageno. Asi pues, transcurridas
dos semanas del trasplante medular, se inicia un programa de ejercicio
controlado montando al caballo, ejercicio que se complementa sometiendo a
nadar al animal. A continuacién se examinan los caballos aproximadamente a
los 60, 120 y 180 dias por exploracion clinico y ultrasonografica.

Relativamente se han reportado pocos efectos adversos de las células madre.
Se ha reportado areas de osificacién y supresion del sistema inmunolégico en
algunos animales tratados con MSCs para regeneracion del tenddn patelar, sin
embargo, esto todavia no ha ocurrido en el uso clinico de células madre para

el tratamiento de lesiones del tenddn en equinos.

Palabras clave: células madre adultas, regeneracion tendones y ligamentos,

terapéutica, equinos.



INTRODUCCION

Cualquier nueva tecnologia, creara una laguna en el pensamiento ético
social. En pocas palabras, los nuevos y potentes dispositivos, asi como
herramientas, cuando se introdujeron por primera vez, nos preguntamos la
causa acerca de los efectos positivos y negativos o las repercusiones que

tendra sobre nuestras vidas. ("

El “"debate ético”” del uso de las células madre (CM) es un ejemplo
perfecto. Como se puede determinar, hay muy pocas o ninguna, cuestién ética

genuina relacionada con la tecnologia de CM ya sea en personas o animales.
M

Las CM estan emergiendo rapidamente como la siguiente frontera en la
medicina humana y animal. Tienen gran potencial terapéutico y biotecnolégico
no solo para sustituir el dano o disfuncién de las células dafiadas, sino para
rescatarlas y/o liberar proteinas terapéuticas después de que hayan sido
manejadas para hacerlo. Por lo tanto, cuentan con el potencial de transformar

la faz de la terapéutica biomédica. ®

Una de las principales aplicaciones potenciales de las CM en medicina
veterinaria y para la medicina humana es para la ingenieria de tejidos donde el
objetivo final es proporcionar "fuera de esta plataforma ' a los 6rganos y

tejidos. @



|. EL USO DE CELULAS MADRE DE LA MEDULA OSEA EN LA

TERAPEUTICA DE LA TENDINITIS EN EQUINOS
1.1 CELULAS MADRE
La CM se define como célula progenitora, autorrenovable que posee una
extensa, o tal vez indefinida, proliferacién potencial, capaz de diferenciarse en

varios linajes celulares. % °)

Cuando una CM se divide, cada célula nueva tiene la capacidad de
permanecer como CM o bien transformarse en otro tipo de célula con una
funcidn mas especializada como células musculares, eritrocitos neuronas o
fibroblastos. Estas células pueden ser divididas en células madre embrionarias

totipotentes y CM adultas. &% % ©)

Las CM embrionarias se obtienen en el desarrollo embrionario temprano,
en la etapa conocida como blastocisto (3 a 5 dias de edad de los embriones).
Estas células son en este momento indiferenciadas y tienen el potencial de
diferenciarse en cualquier tejido y 6rgano del cuerpo. Este enorme potencial ha
fomentado grandes esperanzas para el desarrollo de tratamientos celulares
para una amplia gama de enfermedades. Tedricamente, estas CM pueden
extraerse del embridn y ser trasplantadas. Las cuestiones de ética del uso de
embriones para extraer las células para estos tipos de tratamientos son

complejas y controvertidas sobre todo en humanos. 34

Las CM embrionarias fueron retiradas de embriones en 1998 por James
Thomson en la universidad de Wisconsin. Thomson procedié a crear cinco
lineas celulares, en las que las poblaciones de células madre embrionarias
continuan creciendo y se dividen en cultivos y siguen siendo indiferenciadas.
Las CM fueron tomadas de embriones excedentes que fueron derivados de la

fertilizacion in vitro. ("
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Figura 1. Potencialidad de las células madre embrionarias. ™

Las CM adultas su funcién es la de diferenciarse en los diferentes tipos
de células en los érganos vy tejidos en los que residen y reparar los danos. Las
CM adultas se encuentran en muchos 6rganos especificos incluidos los tejidos
hematopoyéticos, mesenquimales, neural, adiposo, gastrointestinal, hepatico,

epidermal, medula 6sea y otros.

Hasta hace poco, se pensaba que las CM en estos tejidos especificos
solo tenian diferenciacion potencial especializada y de hecho solo en los
componentes celulares del 6rgano del que se han derivado. Estas células no
pueden ser reproducidas indefinidamente. Sin embargo, hay algunas pruebas
que las CM adultas conservan un cierto grado de plasticidad, en el sentido de

que pueden convertirse en varios tipos de tejidos. 34 ®



Las CM derivadas de la medula ésea proceden de dos tipos de
poblaciones de CM. En primer lugar, las CM hematopoyéticas que dan lugar a
células de la sangre. La segunda poblacion son las células mesenquimales o
del estroma; que son células multipotentes que se pueden estimular para
diferenciarse en una serie de tejidos incluyendo el musculo, nervio, grasa,

tejido fibroso, cartilago y hueso. ®

El uso de CM mesenquimales derivadas de autélogo o incluso fuentes
alogénicas lisas esta mostrando potencial para la regeneracion de tejidos

esqueléticos. (3

Las células madre mesenquimales (CMSs) pueden dar lugar a
osteoblastos (medula), condrocitos (cartilago), tenocitos (tendén y ligamento),

fibroblastos (tejido cicatrizal), adipositos (grasa), miofibroblastos. ©

Figura 2. Células madre derivadas de la medula 6sea; hematopoyéticas y

mesenquimales o del estroma. ©

Las CM que existen en la medula 6sea tienen la capacidad de
reproducirse asi mismas ilimitadamente y de desarrollarse en muchos y



diferentes tipos celulares del organismo, sirviendo como una clase de sistema

reparador. ©

1.2 ESTRUCTURA Y FUNCION DE TENDONES Y LIGAMENTOS

Los tendones y ligamentos juegan un importante rol, en la locomocion
del equino, son los que mantienen los huesos en su lugar y permiten a los
musculos hacer su trabajo en la creacion de propulsion. Debido a la carga de
trabajo a menudo a ellos, son sitios frecuentes de lesiones y enfermedades.
Actian no sélo para transmitir fuerzas entre los musculos y huesos, sino
también, como estructuras transmisoras de fuerza en la uniébn musculo

esquelética. (1%

En general los tendones y ligamentos presentan una estructura similar,
pero, en términos generales, los tendones son mas flexibles y tienen mas

capacidad de estiramiento. %"

Conjunto de fibras terciarias

Conjunto de fibras secundarias
(fasciculo)

Conjunto de fibras primarias
(subfasciculos)

Fibras de
colageno

Fibrillas de
colégenox (

Figura 3. Estructura del tendon.

Estos tejidos blandos estan compuestos principalmente de fibras de
colageno tipo |, tipo Il (colageno en el cartilago) y una pequena proporcion de
colageno tipo Il dispuestas a lo largo del eje longitudinal del tendén. La unidad

basica del tenddn se denomina endotenddn, en esta estructura encontramos



las fibras de colageno rodeadas por una matriz de mucopolisacaridos y ademas
encontramos tenocitos y tenoblastos, los cuales se distribuyen
desordenadamente a lo largo de las fibras de colageno. Los fibrocitos se
diferencian en tres tipos de células con roles especificos aun no descritos, sin
embargo, actualmente, se sabe que éstos, son los responsables de mantener
la matriz extracelular. Posteriormente el endotenddn se dispone dentro de
fasciculos secundarios y terciarios, llamados peritendon y epitenddn
respectivamente. Externamente el epitendén es envuelto por el paratendon.
Este ultimo se modifica, en zonas con alto roce, formando una vaina tendinosa,
la cual presenta una hoja visceral adherida al epitenddn y una hoja parietal uni-
da a las estructuras adyacentes. Entre ambas hojas se encuentra el liquido
sinovial, existiendo puntos donde la hoja visceral se proyecta a la parietal
formando el mesotendén o vinculum, punto que sirve de entrada a vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios. Cabe mencionar, que aun cuando los
tendones y ligamentos presentan una estructura similar, la subdivision en

fasciculos es menos evidente en estos ultimos. (1% 113

Otros componentes de la matriz extracelular del tendén son la proteina
no colagenasa, la cual esta recibiendo cada vez mas atencion en la
investigacion del tendon debido a su efecto sobre la organizacion de las fibrillas
de colageno, su papel es la remodelacién de la matriz del tenddén, y su

potencial como "marcador" molecular de la lesién del tendén. (10)

En cuanto al suministro sanguineo del tendén, se sabe que éste
proviene de ambas fuentes; la intratendinosa y extratendinosa, sin embargo el
suministro principal proviene de vasos intratendinosos derivados de la unién

musculo tendinosa y la unién tendén ésea. (1119

La composicion y estructura de tendones y ligamentos les permite
manifestar propiedades tales como una alta capacidad para resistir tension,
flexibilidad y una casi perfecta elasticidad. Las fibras de colageno, cuando el
tenddn esta relajado, adoptan una forma sigmoidea (onda plana) a lo largo del
tendén. Cuando el tenddon es sometido a carga, esta onda desaparece y las

fibras se elongan. Esta estructura sigmoidea se podra recuperar sélo si la



elongacion no sobrepasa el 3% del largo del tendon. Sobrepasado este limite el
tenddn manifiesta propiedades visco elasticas, sufriendo cambios estructurales
irreversibles y ruptura total si la elongacién supera el 8%. 1%
1.2.1 Fisiopatologia

La informacion clinica que actualmente existe de la etiopatogenia
asociada con la tendinopatia tanto en los caballos y los seres humanos sigue
siendo un tema de controversia y confusion. Clasicamente, la etiologia de
tendinopatia se ha vinculado a la realizacion de actividades repetitivas

(lamadas lesiones por sobreuso). A menudo esta "tension inducida " no
provoca una reaccion inflamatoria clinica evidente o una respuesta reparativa,
sino mas bien el resultado de un insidioso y progresivo debilitamiento del
tenddn haciéndolo mas susceptible a los dafios acumulativos. Si bien se han
propuesto numerosas etiologias, que van desde dafo térmico a la senescencia
celular, es probable que la alteracion de la interaccion célula-matriz y la
consiguiente respuesta de mecanotransduccion de las células del tendén son
los responsables de iniciar la cascada degradativa vista en la tendinopatia.
Numerosos investigadores han sugerido que la sobre estimulacion de las
células del tendon, secundaria a la carga repetitiva, resultan en un patron de

expresion de genes que puede dar lugar a tendinopatia. ¥

Muchos estudios en vitro han demostrado una amplia gama de
expresiones génicas en las células del tenddn después de la exposicion a la
tensién mecanica. Aunque el nivel exacto (magnitud, frecuencia y duracién) de
la estimulacion mecanobiolégica necesaria para mantener la homeostasis
normal del tenddn no se conoce en la actualidad, es muy probable que un nivel

anormal de la estimulacion pueda desempefiar un papel en la etiopatogenia.

Las fibras centrales del tenddn son las primeras en sentir la traccion de
carga. Por lo tanto, es posible que el nucleo de la lesién tendinopatica visto en
el tendon flexor superficial equino es un resultado directo de la alteracion de las

interacciones célula-matriz secundarias a el dafio fibrilar aislado. "



Es probable que la magnitud del dafo fibrilar dicte la medida de la

respuesta celular y de la gravedad de los signos clinicos en la tendinopatia. (14)

Si bien el dafo fibrilar y celular inicial no es suficiente para inducir una
respuesta inflamatoria, pero los resultados en la muerte celular a través de la
apoptosis y la degeneracidn localizada de la lesion de la matriz puede
permanecer oculto. Cuando ocurre el dafio suficiente para incitar una respuesta

inflamatoria importante la degeneracion puede ya estar presente. ("

La tendinitis puede ir desde la inflamacion a la ruptura de las fibras de
colageno, la sobre estimulacién de las células del tendon y ligamento provoca
hemorragia e infiltracion de macréfagos, que eliminan la necrosis y liberan
citocinas, especialmente factores de crecimiento. El factor de crecimiento 3
(TGFB) es una citocina importante puesta en libertad en la lesion del tendén

actuando como un agente que produce inflamacion. (19)

Una respuesta de quimiotaxis y la proliferacion de fibroblastos disparan
las células. Estas células actuan como o se diferencian en tenocitos y sintetizan

colageno tipo |, 1l y V en el tejido cicatrizal. ("

Estudios experimentales han demostrado que la estimulacion
mecanobiolégica baja de las células del tendén también puede producir un
patron de expresion de genes catabodlicos que se traduce en la degradacion de
la matriz extracelular y la posterior pérdida de las propiedades del material del

tendon. (1419

1.3 TENDINITIS

La tendinitis o tendinitis (del griego Tevovtitic ‘itis’ denota inflamacién o
hinchazén) se considera como una inflamacion dolorosa de un tenddn, sin
embargo, rara vez hay mucha inflamaciéon asociada con la condicion, por lo
tanto, tendinitis es un termino inexacto, actualmente se esta usando el termino

tendinopatia. (1% 17 1®



Resientes investigaciones indican que tendinopatia es una lesién por
sobre uso que produce micro-gota en las fibras musculares dando lugar a un
aumento de células en la reparacion del tenddn, sin embargo, una ausencia de

células inflamatorias. Esto puede dar lugar a una reduccién de la resistencia a

la traccién, aumentando asi la posibilidad de ruptura del tenddn. La tendinitis
(16, 17, 18)
n.

normalmente involucra ruptura de las fibras del tendé

Figura 4. Tendones de las extremidades toracicas: 1. Tendon de Aquiles, 2.
Tendodn flexor superficial, 3. Tenddn flexor interior, 4. Tenddn del extensor del
dedo, 5. Extensor lateral del dedo, 6. Tenddn extensor superficial, 7. Tenddn

flexor profundo y 8. Tendén extensor del dedo. ??

Las lesiones del ligamento suspensorio y los tendones flexores son
problemas frecuentes de los caballos deportivos, es un problema perplejo para
veterinarios, duefios y entrenadores. La tendinitis y desmitis resultan una
perdida significativa a la industria equina cada afio, generalmente estas
lesiones sanan muy lentamente y cuando el caballo regresa a su actividad
deportiva tiene un indice de recurrencia muy alto que puede producir un retiro

de por vida de la pista de carreras o de ves en cuando eutanasia. © & 1519



El problema normalmente es mas visto en los tendones flexores de las
extremidades toracicas que en las pélvicas. De ellos, el flexor superficial esta

mas implicado. (* 17:20:21)

1.3.1 Causas

La tendinitis normalmente aparece después del ejercicio rapido y se
asocia con extension excesiva sin adiestramiento y acondicionamiento
adecuado, fatiga, mala conformacion y entrenamiento persistente cuando ya

existen problemas inflamatorios en el tendon. "¢ 17

La fatiga es la causal mas importante, la mayoria de los tendones se
lesionan al final de la carrera, cuando el esfuerzo llega a su maximo y con ella
algunas veces una fatiga temprana debido a la falta de condicion fisica. No se
puede descartar jamas las malas condiciones del terreno (pistas resbalosas,
con agujeros, etc.) pueden cambiar con mucha facilidad el equilibrio y

entonces, tanto los tendones como los huesos pueden sufrir el percance. "¢ "

20)

Después de que las fibras del tendon se rasgan o rompen, la vaina
también se lesiona llenandose de fluido (edema), creando inflamacion y cojera
en le area asi como el aumento de la presion. El aumento de la presion puede

dafiar las fibras de colageno ilesas y previniendo el flujo de sangre al area ('® 1"
20)

1.3.2 Hallazgos clinicos y diagnostico

La tendinitis generalmente se categoriza y diagnostica por los signos
clinicos de calor, aumento de volumen y dolor a la palpacién del tendén,
aunado a la presencia o no de claudicacién. Sin embargo, los signos clinicos
frecuentemente aparecen posteriores a las lesiones del tendon, y un caballo
con signos clinicos leves puede estar en el umbral de una tendinitis que sea lo
suficientemente severa como para evitar su retorno a la pista de carrera. ()

Durante el estadio agudo, el caballo presenta, cojera grave y el area
afectada esta hinchada, caliente y dolorosa cuando se palpa. Si es leve, la
inflamacion puede no ser evidente, aunque habra calor y dolor en el area, asi

como leve cojera. Si es mas grave, la lesion normalmente es acompafnada por



cojera moderada (2-3 en una escala de 5) con hinchazén evidente. En los
casos cronicos hay fibrisis con engrosamiento y adherencias en el area peri
tendinosa. El caballo con tendinitis critica puede estar bien mientras camina o

trota, pero puede recurrir la cojera bajo condiciones de trabajo duro. (729

Figura 5. Diagnostico de la tendinitis por los signos clinicos mediante la
palpaciéon del tendoén vy la utilizaciéon de la ultrasonografia para determinar la

localizacion, extension y el grado de la lesion.

La sola utilizacion de los métodos clinicos rutinarios y convencionales no
establece especificamente la lesién ni el grado de la misma, mientras que la
ultrasonografia permite determinar la localizacion, extensiéon y naturaleza del
trauma del tenddén en los equinos. Siendo una técnica no invasiva, la
ultrasonografia provee de informacion sobre la estructura y funciéon de
tendones y ligamentos. Esta técnica proporciona una evaluacion mas precisa
del grado de dafio del tenddn y una mejor definicion del prondstico, permitiendo

asi las pruebas sobre la eficacia de la terapia para la tendinitis. (!> 2"

El conocimiento de los patrones ultrasonograficos normales de los
tendones y ligamentos es necesario para el diagnostico de las lesiones de
estas estructuras. Los tendones y ligamentos, como el resto de los tejidos
blandos, tienen propiedades que dependen de su estructura, como son: la
impedancia acustica, reflexion, refraccion y atenuacion, que determinan en

conjunto la ecogenicidad de éstos y que a su vez ésta puede ser dividida en



distintos grados, desde el mas ecogénico 6 hiperecoico, hasta el menor grado

de ecogenicidad o anecoico. ?"

Cabe mencionar que la ecogenicidad de una estructura es en funcion de
como el eco es disperso dentro de la estructura y como es reflejada
nuevamente al transductor. Esta en relacion con la densidad y el contenido en

agua o liquidos en general de los tejidos. ?®

Las interpretaciones ecograficas son; ecogénico o hiperecoico: ecos
brillantes, blancos (Interfase que refleja mucho los ultrasonidos), hipoecoico o
eco relativamente claro: ecos claros, gris oscuro (Distintas tonalidades de gris
dependiendo de la proporcién en grasa, tejido fibroso y liquidos), y anecoico:
eco claro: ausencia de ecos, negro (Representa una transmision completa del
sonido). Para el examen ecografico tendineo se recomienda usar un

transductor lineal con una frecuencia entre 7.5 a 10 MHz. ®®

En cada zona las estructuras pueden ser examinadas en una seccion
longitudinal y/o sagital. En el primer caso se obtiene un corte longitudinal del
miembro, lo que se logra ubicando el transductor en forma paralela a éste. En
la seccion sagital se hace un corte transversal del miembro, esto se logra al
girar el transductor en 90° desde la posicidn longitudinal. Se recomienda tomar
siempre las dos vistas, ya que un corte longitudinal puede entregar informacién

que no se obtendria con so6lo el corte sagital, y vice versa. (23)

El conocimiento del area trasversal de cada zona de un tendén normal o
la comparacién con el miembro normal contralateral, es util para determinar la
presencia de una tendinitis leve, ya que el area transversal total del tendon
(ATT) afectado puede estar aumentada de tamafio con preservacién del
alineamiento de sus fibras en esos casos. La medicién del area trasversal del
tendon y del area trasversal de la lesion, permite el calculo del porcentaje de
dafo del tenddn. Este calculo es util para la evaluacion precisa de las lesiones

tendinosas y su respuesta al tratamiento. ?"



Figura 6. La localizacion del tendén flexor digital superficial y la comparacion
con el miembro normal contralateral, es util para determinar la presencia de
una tendinitis. ?®

Los hallazgos ultrasonograficos se categorizan de la siguiente manera
basandose en la ecogenicidad y extension de la lesion: Grado I: pérdida difusa
de la densidad de las fibras del tenddn; Grado Il: presencia de un area
anecoica que abarca menos del 50% del area transversal del Tendon (ATT);
Grado lll: presencia de un area anecoica que abarca mas del 50% del area
transversal del total del tendén; Grado IV: 90% o mas del area total del tendén
(ATT) afectada (ruptura del tendén). Cuando se observé una hiperecogenicidad
difusa de alguno de los tendones de los flexores digitales se categorizé como

Fibrosis. ?"

1.4 TRATAMIENTO

Por muchos anos se han utilizado diferentes métodos para promover la
curacion de los ligamentos y tendones. Sin embargo, estas técnicas han
mostrado beneficios limitados. Por esta razon, las terapias convencionales para

el tratamiento de la tendinitis no han sido satisfactorias.

Entre los tratamientos tradicionales se encuentran: el reposo,

inmovilizacién, fisioterapia, laser frio, acupuntura, punto de fuego, barreteado,



contrairritantes, divisidon quirdrgica de ligamentos suspensores y tendones
flexores, inyecciones intra y peri lesidonales de yodo, aceite de almendras,
acido hialurdnico, esteroides, fumarato de aminopropionitrilo y terapia de
shock de onda (SWT). 9

Los tendones sanan por la formaciéon de tejido cicatrizal que es
mecanicamente y bioquimicamente inferior al tendén normal. A pesar del largo
periodo necesario para la reparaciéon del tenddn, el tejido cicatrizal presenta
falta de elasticidad y rigidez para resistir repetidamente la fuerza de alta

tension.

Para evitar estas consecuencias adversas, las nuevas estrategias de
tratamiento deben de proponer evitar la formacién de excesivo tejido fibroso.

Terapias que influyan en la calidad y velocidad de reparacién del tendén. ©: ¢ &

15, 18, 19, 24)

Los acontecimientos recientes en la biologia de las CM han dado lugar a
la posibilidad de utilizar estas células para regenerar tejido normal en lugar de
un proceso de reparacion como resultado de una cicatriz relacionada a la

matriz. )

El uso de trasplante de medula ésea autdloga para aumentar la
curacion 6sea no es nuevo y ha sido descrito en numerosos textos de ortopedia
veterinaria y humana. En el tendon, tales estudios han sido mas limitados.
Durante los ultimos 10 afios, se ha utilizado un nuevo enfoque biolégico para
facilitar el tratamiento y/o curacion de lesiones en tendones y ligamentos en
caballos con células madre mesenquimales. Este enfoque implica la inyeccion
intralesional de CM autéloga y componentes asociados con la medula ésea a
estimular la regeneracién natural del ligamento. & 17 19.2%)

1.4.1 Antecedentes

La inyeccion percutanea de medula 6ésea para curacion del ligamento se

informo en 1987 por Pierce de Amgen, Inc. Pierce reporto que plaquetas

derivadas del factor de crecimiento y la transformacion del factor de



crecimiento 3 en células de la medula 6sea mejora la cicatrizacién de heridas
en ratas al estimular la sintesis de colageno. ©®

En 1995 se iniciaron los estudios sobre la medula ésea y su uso
terapéutico en el caballo deportivo. ©®

Douglas at Herthel (Entre octubre de 1995 y diciembre de 1998) trataron
100 caballos para desmitis suspensoria usando el procedimiento intralesional
con medula espinal autologa. El rango de edad de los caballos fue de 2 a 24
afios de edad. *®

Young at Osiris (1998) uso un conejo de modelo para demostrar la
reparacion de una lesion al implantar células madre mesenquimales en el
tendén de Aquiles. Los resultados después de 12 semanas mostraron la
regeneracion de tejido nuevo propio en el tendén defectuoso. ©®
Awad et al (1999) usaron un modelo similar al de conejo pero

investigaron lesiones en el tenddn patelar. ©

Herthel (2001) utilizo CM para el tratamiento de lesiones de tejidos
blandos usando la administracién intra-ligamentosa directa de medula ésea

dentro del ligamento suspensorio lesionado con resultados prometedores. ©

Rosenbrock et al (2004) trataron 24 caballos por lesiones suspensorias
serias, agudas o moderadas a severas cojeras causados por desmitis
suspensoria cronica. La poblacion del estudio consistio de caballos de 3 a 5

afos de edad. ®

Anguiano-estrella et al (2005) diagnosticaron lesiones en tendones
flexores y ligamento suspensorio en 10 equinos de razas deportivas Cuarto de
Milla, Pura Sangre Ingles, Arabe y pura raza Espafiola, los cuales fueron
tratadas por medio de la inyeccion intralesional de medula 6sea autodloga
fresca, la cual fue aspirada del esternén. © 2%

1.4.2 Factores de crecimiento

Con base en estudios sobre la estimulacién de citocinas y factores de
crecimiento se tiene hipotesis que las células madre del equino pueden tener la
habilidad de diferenciarse en fibroblastos productores de colageno, ya que en

el caballo con lesion del ligamento suspensorio y tendones flexores estas



células pueden ser deficientes y también se asume que estos mismos
fibroblastos pueden ser estimulados para producir mas colageno. Hay poca
evidencia cientifica para apoyar cualquiera de estas demandas, sin embargo,
ello pueden ser Util en otras investigaciones. ©

Los factores de crecimiento son moléculas sefial-péptido que regulan el
metabolismo celular. Los factores de crecimiento refuerzan el tendon y
ligamentos lesionados que van aumentando la sintesis de matriz extracelular
(ECM) para promover la proliferacion y diferenciacion celular y por estimulacion

vascular en crecimiento. (%

1.5 ADQUISICION Y APLICACION DE CELULAS MADRE

Para utilizar terapéuticamente las células madre de la medula ésea son
recolectadas, generalmente por aspiracion medular.

El aspirado de medula ésea contiene aproximadamente de 2 a 7 células
madre por cada 100,000 células nucleadas, contiene también numerosos
factores de crecimiento, macrofagos, neutréfilos, plaquetas, fibrinonectina,
fibrinbgeno y células endoteliales. Todos estos componentes tienen la
capacidad de facilitar la regeneracion de ligamentos y tendones. Esto ha
llevado a sugerir que este tratamiento se parece mas a un factor de crecimiento
que un tratamiento basado en la terapia celular.

Los caballos son intervenidos bajo anestesia general intravenosa y la
intervencion se realiza en el caballo en pie o se posicionan en recumbencia
dorsal. Posteriormente se efectua una preparacion aséptica de la region del
tenddn afectado o ligamento suspensorio, asi como del area del esterndn. Las
esternebras son identificadas por palpacion. En un area de 12 a 15 cm craneal
al cartilago xifoides y un cm lateral a la linea media. 8 1929

Para la recoleccion se utiliza una jeringa de 60 ml adherida a una aguja
de aspirado medular desechable calibre 10, para aspirar de 20 a 30 ml de
medula ésea liquida procedente de la esternebra. El extracto se transfiere
inmediatamente a jeringas de 5 y se inyecta en la lesion guiada a través de
agujas calibre 18 previamente colocadas y guiadas al sitio de la lesién
mediante el ultrasonido. '8 2°)

Cada lesion es llenada con un total de 10 a 20 ml de medula 6sea

fresca, sin adicionar antibidético o anticoagulante. En lesiones multiples se



requiere mayor cantidad de aspirado de medula 6sea, por lo que se puncionan
varios sitios del esterndn (esternebras) para prevenir la dilucién de la medula

con sangre.

Extraccion

Aplicacion

Figura 7. Extraccion y aplicacion de células madre. ('®

La inyeccién de grandes volumenes (20-30), no se puede mantener
completamente en la estructura y, junto con la presencia de otros tipos de
células y tejidos (por ejemplo, hueso astillado), puede ser potencialmente
perjudicial para la cicatrizacion del tenddn o ligamento, incluyendo la induccién
de la calcificacion ectdpica. ©

Las dos semanas posteriores a la intervencion quirdrgica consisten en
descanso del animal en la caballeriza, con paseo de mano sin montar al
animal, esta rutina se realiza diariamente durante diez minutos dos veces al
dia.®

Es necesario y de suma importancia que el caballo este en movimiento y
no solo en descanso puesto que el ejercicio estimula la produccion de
colageno. Ademas el apoyo temprano del miembro afectado es crucial para
lograr una buena calidad y alineamiento de las fibras de colageno. Asi pues,
transcurridas dos semanas del trasplante medular, se inicia un programa de
ejercicio controlado montando al caballo, ejercicio que se complementa
sometiendo a nadar al animal. ©'®)
A continuacion se examinan los caballos aproximadamente a los 60, 120

y 180 dias por exploracion clinico y ultrasonografica. ¢ 2%



Desde 1990, el uso de ultrasonido para diagnostico a detectar,
cuantificar y cualitificar ligamentos lesionados y curados ha mejorado la
habilidad de evaluar la eficacia de los tratamientos designados a promover la
curacion de ligamentos. En los ultimos 6 afos, el diagnostico con ultrasonido,
gammagrafia nuclear, tomografia por computadora, examen clinico y el historial
ha sido usado para evaluar la eficacia de la inyeccién intralesional de medula
espinal autéloga en caballos con ligamentos lesionados. La comparacion
ultrasénica de curacion entre lesiones similares alto-suspensorias no tratadas y
tratadas con células madre y aspiracion de medula espinal es significante. La
mejora de calidad de alineacion de la fibra, disminuye en echo-luscency ocurre
mas rapido en ligamentos tratados que en ligamentos no tratados. Las
fotografias de ultrasonido en serie quieren ser usadas para demostrar estos
resultados. ©®

Relativamente se han reportado pocos efectos adversos de las células
madre. En el uso de MSCs para regeneracion del tendon patelar en algunos
animales desarrollan areas de osificacion dentro del tenddn, sin embargo, esto
todavia no ha ocurrido en el uso clinico de células madre para el tratamiento de
lesiones del tenddn en equinos. Ha habido algunos estudios experimentales

que sugieren una supresion del sistema inmunoldgico. ®)



CONCLUSIONES

La ciencia de la biologia de células madre esta avanzando rapidamente
y continla para aportar pruebas en apoyo del uso clinico de de la terapia de
células madre.

El aspirado de medula 6sea y su trasplante intralesional en ligamentos y
tendones en el equino, ha demostrado un alto grado de eficacia que lo
convierte en un procedimiento confiable en comparacion con los
procedimientos convencionales. Como resultado de ello, creemos que el uso de
terapias celulares, combinada con un programa de actividad fisica controlada,
puede acelerar el proceso de reparacion de tenddon y contribuir de manera
decisiva a reducir el periodo de recuperacién. Otros estudios deben ser
llevados a cabo para afadir informacién sobre el ideal y selectivo protocolo

para esta técnica.
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