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PLASMA RICO EN PLAQUETAS OZONIZADO EN LESIONES DE LOS
LIGAMENTOS COLATERALES DE LA ARTICULACION
INTERFALANGIANA DISTAL

INTRODUCCION

Estudios realizados por el Dr. Bocci(1999) y Re(2010), han demostrado que la
ozonizacion del plasma heparinizado promueve la agregacion plaquetaria acentuando
asi la liberacion de sus factores de crecimiento, observandose una gran diferencia entre
la sangre anticoagulada con citrato o con heparina manifestindose aumento de la
agregacion plaquetaria en un 20% con una concentracion de ozono de 40 fEg/mL y en
un 68% cuando la concentracion es de 80 fEg/mL.Los factores de crecimiento
derivados de las plaquetas, como PDGF AB, se liberan especialmente cuando la sangre
esta heparinizada, a partir de 40 fEg/mL de ozono, superando en mas del doble a lo que
se libera si la sangre se trata con citrato. Al ozonizar el PRP se forman ozonidos y otros
derivados, que difunden en el interior de la plagueta, activando la fosfolipasa C y la A2
facilitando la formacién de sustancias pro-agregantes (PGE2, Tromboxano, etc.). Con
ello se consigue no solo liberar los factores de crecimiento méas rapidamente, sino que la
formacion de perdxidos desplegando muchas rutas metabdlicas curativas que estaban
silentes. Los ligamentos colaterales de la IFD han sido tratados con shock wave,

tecaterapia, no existiendo referencias del uso del PRP ozonizado sobre estas lesiones.



OBJETIVOS

e Describir los efectos de la inyeccion de plasma rico en plaquetas
ozonizado en equinos afectados por lesiones ligamentosas de la

articulacion interfalangiana distal.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

Los concentrados de PRP han sido ampliamente utilizados en la ultima década
como complemento en las técnicas de regeneracion de los tejidos. Los autores que han
empleado clinicamente el PRP aseguran que no hay riesgo de infeccién o transmision de
enfermedades y niegan la existencia de algun tipo de efecto indeseable (Martinez y col
2002).

Plasma rico en plaquetas (PRP) es una preparacion de sangre total que contiene
varios factores de crecimiento importante en la proliferacién y diferenciacion celular, la
angiogenesis, ademas de la sintesis y deposicion de matriz extracelular. Hay varios
estudios en la literatura acerca de la accion del PRP en la reparacion de lesiones
musculo-esqueléticas y de la piel en varias especies, con resultados prometedores
(Vendruscolo 2012).

Las plaquetas son pequefios fragmentos citoplasmicos anucleadas, discoides
derivadas de megacariocitos de la médula 6sea. Tienen 5-7 mm de diametro y 3 mm
ancho (Feldman 2000). Estos fragmentos contienen varias proteinas citoplasmicas, las
citocinas y factores bioactivos que estan implicadas en la regulacién de los aspectos
basicos de la reparacion de tejidos y la coagulacion de la sangre (Marx 2011).

El PRP es un concentrado de plaquetas y factores de crecimiento que incluye:
el factor transformante beta (TGF-b), factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) entre otros (Schwartz
y col 2011).

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se define como la porcion de la fraccion de
plasma de sangre autéloga que tiene una concentracion de plaquetas superior al valor
basal (Marx 2011). EI PRP no solo contiene plaquetas, sino que ademas estad formado
por: plasma, eritrocitos, leucocitos, células mesenquimales circulantes factores de
crecimiento, proteinas séricas como el fibrogeno, fibrina, vitronectina y
trombospondina, que intervienen en el proceso de curacion y todos los componentes de
la cascada de coagulacion (Schwartz y col 2011, Abellaner 2009). Sin embargo, el

componente que motiva mas el interés son los factores de crecimiento plaquetarios
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contenidos en los granulos o y que se liberan durante el proceso de activacion

plaquetaria (Abellaner 2009).

Se ha constatado que posee efectos antiinflamatorios y que tiene efectos
beneficiosos en la aceleracion de los procesos de cicatrizacion cutanea y de tejidos
blandos (Maestro y col 2007).

El PRP estd emergiendo como método un econdémico para obtener y
administrar factores de crecimiento autologos. Y sus caracteristicas fundamentales

como vehiculo terapéutico son:

o Es rico en factores de crecimiento y contiene proteinas bioldégicamente activas.
o Posibilita la accion conjunta de varios factores de crecimiento al mismo tiempo.
o Incrementa la vascularizacién de los tejidos a través de la estimulacién de la

angiogénesis.

o Proporciona un inmediato agente hemostatico biocompatible, efectivo y seguro,
que es absorbido por el cuerpo iniciando una regeneracion local.

o Estimula la quimiotaxis, diferenciacion y multiplicacién de multiples linajes
celulares, la sintesis de la matriz extra celular y acido hialurénico.

o Acelera la regeneracion de tejidos blandos, e inicia la cascada de osteogénesis y
la reparacion de tejidos estimulando la epitelizacion. (Dong y col, Martinez y col 2002).
o La mejoria visible de la cicatrizacién de los tejidos blandos y una mayor
cohesividad en los injertos particulados, que facilita su manipulacion.

o Es atoxico e inmunorreactivo (Becay col 2007).

El PRP se obtiene de sangre no coagulada, debido a que las plaquetas son parte
del coagulo y no han sido activadas y degranuladas (Foster y col 2009). Se puede
Obetener basicamente por tres técnicas: Tubo (manual), Centrifugado (semiautomatico)
y Aféresis (automatico) (Prades y col 2006). En estos procedimientos varian el costo, la
facilidad de preparacion, el volumen de sangre requerido y la concentracion de
plaquetas obtenidas. En primero los costos son minimos, la cantidad utilizada es
pequefia y el PRP se obtiene facilmente, pero con baja concentracién de plaquetas. Los
costos de centrifugacion son bajos, pero es necesario para adquirir una centrifuga, el
volumen requerido es pequefio y también es facil de obtener y se obtiene una mayor

concentracion de plaquetas. El altimo método es caro, porque se requiere un equipo y
6



"kits", el volumen especifico de sangre requerido es grande, pero de igual forma se
obtiene altas concentraciones de plaquetas y obtiene un mayor volumen de PRP.
También hay un método desarrollado por VetCell (Quy Bioscience Ltd., T / VetCell A,
Inglaterra) en la que se recoge la sangre en una bolsa y que pasa a través del dispositivo
de Pall para capturar las plaquetas. Después de lavar los filtros de las plaquetas, que se
recuperan en solucion, siendo facil de realizar, pero con un alto costo. Las
concentraciones obtenidas en diferentes estudios se muestran en la sigiente tabla
(Vendruscolo 2012).

Autor Método de preparacién Concentracion media de
plaquetas

Maia et al.* Centrifugado 407.500 plaquetas/pl

Bosch et al.” GPS II, Biomet* 639.700 plaquetas/pl

Carmona et al.** Centrifugado 250.000 plaquetas/pl

Textor et al.” Centrifugado 1.765.000 plaquetas/pl

Textor et al.” Harvest Smart PReP2* 951.000 plaquetas/pl

*Kits comerciales para la preparacion de PRP.

Estda indicado en aquellas situaciones en que se precise estimular la
regeneracion celular. Sobre todo cuando existe degeneracién de partes blandas:
tendinitis degenerativas, degeneracién discal, fascitis, degeneracion del cartilago. Se
estd utilizando con éxito actualmente en: Condropatias, osteocondritis y artrosis,
Lesiones de ligamentos de la rodilla u otras articulaciones, Ligamentoplastias, Lesiones
musculares y tendinosas, Consolidacién Osea, Implantacion de protesis articulare,
Cicatrizacion de Ulceras y heridas, Lesiones cornéales, Implantes dentales,
Regeneracion cutanea: ulceras de decubito, retardos de cicatrizacion, medicina estética
entre otros (Schwartz y col 2011).

Estudios experimentales in vitro demostraron que el plasma rico en plaquetas
incrementa la migracion y la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos

conjuntivales, ademas de que inhibe los procesos fibréticos al inhibir la diferenciacion




de los miofibroblastos conjuntivales. Los reportes iniciales sobre los efectos de plasma
rico en plaquetas son promisorios y abren un amplio campo de investigacion que
incluye el tratamiento de la queratoconjuntivitis sicca del sindrome de Sjogren, para la
que hoy en dia no existe un tratamiento satisfactorio, asi como para la ulceras corneales

de diversa etiologia (Carrillo-Mora y col 2013).
Factores de Crecimiento

Son polipeptidos, contenidos en diferentes tipos celulares y en la matriz
extracelular, que juegan un papel fundamental en la estimulacién y la regularizacion de

la curacion de heridas en diferentes tejidos del organismo (Martinez y col 2002).

Estos factores de crecimiento estimularan receptores de la membrana celular de
las células de los tejidos dafiados sin entrar en ellas, provocando reacciones quimicas en
los neurotransmisores encargados de regular los procesos de reproduccion y crecimiento
celular favoreciendo la proliferacion, migracion y diferenciacion celular y de esta
manera quedard reproducida —lo méas fielmente posible- el proceso fisiolégico de
reparacion tisular pero este serd absolutamente circunscripto a la zona lesional por
nuestra infiltracion en una dosis —por mayor concentracion-mas importante que la
fisioldgica a la que agregamos el beneficio de la posibilidad de otra 0 mas aplicaciones

en consulta externa, si fuera necesario en casos exepcionales (Kirchner 2012).

De todos los factores de crecimiento liberados por las plaquetas, los que se
encuentran en mayor concentracion y cuya estructura y funcion ha sido ampliamente
estudiada son el PDGF (Patelet-Derived Growth Factor) y el TGF-beta (Transforming-
Derived Growth Factor). Son directamente responsables de la regulacion de procesos
celulares tales como la diferenciacion, mitogenesis y la quimiotaxis, funciones

bioldgicas clave en los mecanismos de la reparacion de tejidos (Maestro y col 2007).

Los factores de crecimiento ejercen la funcion de regeneracion del lecho
donante y que, en lineas generales, son el factor de crecimiento de origen plaquetario
(PDGF), EIl factor de crecimiento de transformacion-beta (TGF-beta), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento epidérmico
(Beca y col 2007).



o PDGF: promueve indirectamente la angiogénesis a través de los macréfagos, por
un mecanismo de quimiotaxis. Es activador de macrofagos, mitogeno de las células
endoteliales y facilita la formacion de colageno tipo I. ElI 50% del efecto mitogenico
proveniente de las plaquetas. Producido por las plaquetas principalmente, macréfagos,
osteoblastos en su isoforma BB, condrocitos, fibroblastos y células enditeliales
(Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col 2007, Ross y col 1986).

o TGF-beta: se encuentra involucrado en la quimiotaxis, en la proliferacion y
diferenciacion de las células mesenquimales, ayuda en la sintesis del colageno por los
osteoblastos, es pro-angiogénesis, inhibe la formacion de osteoclastos y la proliferacion
de las células epiteliales en presencia de otros factores. Tiene efecto mitogenico en las
células mesenquimales e inhibe la proliferacion en las células epiteliales dependiendo
de la presencia de otros factores de crecimiento. Entre las células que lo producen estan
las plaquetas, macrofagos, linfocitos, neutrofilos, celulas mesenquimales, osteoblastos y
matriz osea (Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col 2007, Kloen y col
1997).

o FGF: coopera en la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, también
en la proliferacion de fibroblastos e induccion de la secrecion de fibronectina por estos,
pro-angiogénesis por accién quimiotactica sobre células endoteliales e inhiben los
osteoclastos. Producido principalmente por los fibroblastos, macré6fagos, osteoblastos,
plaquetas y células endoteliales (Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col
2007).

o IGF: ayuda en la sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y colageno I por los
osteoblastos, igualmente en la proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales
y de revestimiento. Proviene de las plaquetas, macrofagos, osteoblastos, células
mesenguimales y la matriz osea (Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col
2007).

o VEGF: involucrado en la quimiotaxis y proliferacion de celulas endoteliales y la

hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos. Entre las células que lo producen estan la



plaquetas, los macrofagos, los osteoblastos y las células musculares lisas, sobre todo en

caso de hipoxia (Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col 2007).

. EGF: es mitogeno, proapoptotico, quimiotaxis y diferenciacion de celulas
epiteliales, renales, gliales y fibroblastos a partir de las células mesenquimales. Es
producido por las plaquetas en su mayoria, los fibroblastos y las células endoteliales
(Martinez y col 2002, Schwartz y col 2011, Beca y col 2007).

El mecanismo fundamental de liberacion de factores de crecimiento por los
concentrados plaquetarios es de difusién, y se basa en los gradientes de concentracion
de los distintos factores en un momento especifico de la cicatrizacion (Beca y col 2007).

Ozono

Las investigaciones realizadas en el siglo X1X sobre las propiedades del ozono
mostraron que es capaz de reaccionar con la mayoria de sustancias organicas e
inorganicas hasta su oxidacion completa, es decir, hasta la formacion de agua, 6xidos de
carbono y éxidos superiores. En relacion con su reactividad frente a las sustancias
bioldgicas se establecio la influencia selectiva del ozono sobre las sustancias que poseen
enlaces dobles y triples. Entre éstas se relacionan las proteinas, los aminoéacidos y los
acidos grasos insaturados, que forman parte de la composicion de los complejos
lipoproteicos del plasma y de las capas dobles de las membranas celulares (shcwartz y
col 2012).

En cantidades adecuadas y controladas, estos derivados de la reaccion del O3
con los dobles enlaces celulares, ejercen diferentes funciones bioldgicas y terapéuticas,
actuando como segundos mensajeros, activan enzimas, como mediadores quimicos y de
respuesta inmune, regula el metabolismo del oxigeno, regula el estrés oxidativo,
interviene en la liberacion de autacoides, modulador inmunoldgico, germicida de amplio

espectro, regulador metabolico entre otro (shcwartz y col 2012).

La ozonoterapia local y sistémica se ha estado aplicando empiricamente en
humanos desde hace mas de 40 afios y una variedad de enfermedades, no relacionadas

entre si, han sido tratadas con buenos resultados. Esto es porque el ozono posee una
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serie de propiedades que lo hacen muy atil en el campo de la medicina, como son el
mejoramiento de las propiedades reoldgicas de la sangre y su circulacion a través de los
vasos capilares, incremento de la capacidad de absorcion de oxigeno en los eritrocitos
asi como transferencia hacia los tejidos, activacion de los sistemas de defensa
antioxidante y esto produce una modulacion del estrés oxidativo, efecto modulador de la

respuesta bildgica entre otras (Rilling 1983).

Durante largo tiempo en el pasado la aplicacion del ozono en la préctica
médica no era muy aceptada por las ideas infundadas sobre su toxicidad en relacién con
las altas concentraciones empleadas en la industria. Como todo medio de curacion, la
ozonoterapia es dependiente de la dosis. Es importante conocer que en la practica
clinica las concentraciones de ozono son inferiores a las toxicas en varios 6rdenes de
magnitud. En el diapason de estas concentraciones el ozono actia como medio
terapéutico 'y muestra propiedades inmuno-moduladoras, anti-inflamatorias,

bactericidas, antivirales, fungicidas, analgésicas y otras (shcwartz y col 2012).

El ozono promueve la agregacion plaquetaria y la liberacion de factores de
crecimiento provenientes de las plaguetas. La activacion de plaquetas con ozono puede
ser atil en el tratamiento de ulceras cronicas y de tejidos blandos, la cirugia oral y
periodontal, cirugia maxilofacial, cirugia ortopédica y traumatologia, cirugia plastica y
cosmeética, cirugia de columna, cirugia cardiovascular y quemaduras (shcwartz y col
2012).

Asociacion de PRP y Ozono

Cuando el ozono entra en contacto con los fluidos biolégicos (sangre, plasma,
linfa, suero salino fisioldgico, orina, etc.) se disuelve en el agua presente en estos
fluidos y reacciona en segundos. Los antioxidantes hidrofilos y lipofilos presentes en
esos liquidos orgénicos, agotan una cantidad considerable de la dosis del ozono, pero si
la concentracién aplicada es la correcta, permite la formacion de cantidades apropiadas
de especies reactivas del oxigeno, ERO y POL (producto de la lipoperoxidacion). La
formacion de ERO en el plasma es extremadamente rapida (menos de un min) y se
acomparia de una disminucién transitoria y pequefia, dependiente del ozono, de la
capacidad antioxidante (que va del 5 % al 25%). Esta capacidad antioxidante recupera

su normalidad a los 15 min -20 min. Pero ya el perdxido de hidrégeno y otros
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mediadores la han difundido al interior de las células activando distintas rutas
metabdlicas en eritrocitos, leucocitos y plaquetas, dando lugar a numerosos efectos
biologicos. El peroxido de hidrogeno actua entonces como una molécula sefializadora
en el medio intracelular, un mensajero que el ozono a dosis terapéuticas ha disparado
(shcwartz y col 2012).

El proceso de reparacion tisular se lleva a cabo en distintas fases:

Fase inflamatoria: protege los tejidos de la invasion de sustancias nocivas, con
aporte de cel. endoteliales, neutrofilos y monocitos.

Fase proliferativa (fibroplasia): comienza con la formacion de tejido de
granulacién necesario para la migracion celular y deposicion de colageno, tipo de
celulas implicadas en esta fase son: macrofagos, fibroblastos y queratinocitos.

Fase de angiogénesis: este proceso se superpone con la fase proliferativa, en esta
etapa juega un rol fundamental el aporte de ozono ya que aumenta la velocidad de
aporte de nutrientes hacia el tejido de granulacion. Esta fase comienza con la ruptura de
la membrana basal por accién de la colagenasa y plasmindgeno (activador secretado
por las células endoteliales), intervienen en esta fase cel. .endoteliales y pericitos.

Fase de deposito y remodelacion : etapa que se caracteriza por la disminucién
del numero de fibroblastos y por alcanzar el equilibrio entre la produccion de colageno
y su lisis , este equilibrio entre sintesis de colageno y su degradacion durante la fase de
remodelacion dependerd de la presencia simultanea de metaloproteinas de matriz
(MMPs) y sus inhibidores especificos ( TIMPS)

Obtencion De Plasma Rico en Plaquetas.

Whitman y col (1997) introdujeron el uso de PRP como sustituto del pegamento
de fibrina autdloga (Matras 1982), despues de esto, muchos dispositivos automatizados,
semiautomatizados y métodos manuales se han desarrollado para la concentracion de
plagquetas (Zimmermann y col 2001, 2003, Appel y col 2002, Weibrich y col 2002 y
2003, Eppley y col 2004). Estos dispositivos concentran mas PTLs, leucocitos y GFs

que algunos procedimientos de aféresis (Marx y col 1998) y el método del tubo
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(Weibrich y col 2005, Tamimi y col 2007). Todas las técnicas utilizadas para preparar
PRP presentan ventajas e inconvenientes. Aun no se ha desarrollado un método o
dispositivo ideal para concentrar plaquetas y factores de crecimiento.

El sistema de aféresis requiere alta tecnologia, personal experimentado y gran
volumen de sangre (Marx y col 1998, Weibrich y col 2002) sin embargo, se presenta un
bajo riesgo de contaminacion bacteriana durante la preparacion de los PRP
(Vasconcelos y col 2003). Los sistemas semiautomatizados (buffy coat) permiten
concentrar un elevado ndmero de PLTs y GFs en comparacion con otras técnicas
(Zimmermann y col 2003, Eppley y col 2004) y ademas el riesgo de contaminacion
bacteriana es menor (Vasconcelos y col 2003) que con el método manual (tubo)
(Weibrich y col 2005).

Sin embargo, estos dispositivos también concentran un elevado ndmero de
leucocitos y son costosos. Es importante sefialar que la funcion exacta de los leucocitos
en los PRP no se ha establecido. Sin embargo, se cree que la concentracion de un gran
namero de glébulos blancos en los PRP podria ser perjudicial para los tejidos tratados
(Zimmermann y col 2003). Los métodos manuales (tubo) son sencillos y econémicos;
sin embargo requieren de un estricto manejo aséptico para evitar la contaminacién
bacteriana (Weibrich y col 2005, Tamimi y col 2007, Alvarez y col 2010). Las ventajas
del método del tubo incluyen su simplicidad y bajo costo, mientras que los métodos
semiautomatizados son costo-limitantes, ya que requieren kits y centrifugas
especializadas. Los métodos mencionados, para la obtenciébn de PRP usados
originalmente en humanos han sido validados para su aplicacion en equinos. Se ha
evaluado la capacidad para concentrar PLTs, leucocitos, algunos GFs (Carter y col
2003, Sutter y col 2004, Arguélles y col 2006, Schnabel y col 2007, Carmona y col
2008).

Investigacion Baéasica que Sustenta el Uso Clinico de Concentrados

Autoélogos de Plaquetas en Equinos

Las plaquetas contienen GFs que han sido evaluados individualmente en
cartilago y tenddén equino. De estos, el PDGF-BB e IGF-1 han demostrado efectos
positivos en tendon in vitro (Haupt y col 2006) e in vivo (Dahlgren y col 2002). Lo
mismo ha sido documentado en condrocitos equinos in vitro, especialmente con IGF-I
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(Frisbie y col 2000) y TGF-B1 (Fortier y col 1997). Estos GFs incrementan la sintesis
de ECM del cartilago articular y producen proliferacion de condrocitos. La
investigacion del efecto de los PRP en equinos se ha centrado en estudios en sistemas in
vitro (Smith y col 2006, Schnabel y col 2007, 2008, McCarrel y Fortier 2009) y en
modelos de tendinitis (Maia y col 2009, Bosch y col 2010).

Se puede apreciar que ambos métodos para concentrar plaquetas produjeron
resultados bioldgicos similares en estos estudios experimentales PRP sobre el
metabolismo de tenocitos y/o miofibroblastos y la matriz celular de tenddén y/o
ligamentos en equinos. Los PRP aumentan la capacidad metabdlica y proliferativa de
tenocitos y fibroblastos, la cual se hace evidente al aumentar la expresion de colageno
tipo 1 y la matriz de proteina oligomérica de matriz del cartilago (COMP) (Smith y col
2006, Schnabel y col 2007, 2008). Por otra parte, (Anitua y col 2005) demostraron in
vitro que estas sustancias promovian la angiogénesis mediante el incremento de la
expresion del factor de crecimiento vasculo-endotelial(VEGF). Recientemente, se ha
publicado una investigacion sobre el efecto de los APC (obtenido en tubo) en un
modelo equino de tendinitis inducida por colagenasa (Maia y col 20011) y otra sobre el
efecto de un PRP (método semiautomatizado) sobre la calidad de la reparacion de
lesiones tendinosas centrales (core lesion) inducidas mecanicamente. En el primer
estudio se observo que a los 36 dias los caballos tratados con PRP tenian una mejor
disposicion histologica de las fibras de colageno y fibroblastos sobre la matriz de sus
tendones en comparacion con los caballos del grupo control. Sin embargo el nimero de
fibroblastos y vasos sanguineos no fue diferente entre ambos grupos (Maia y col 2009).
En el segundo estudio se observo que a los 6 meses el grupo de caballos tratados con
APC presentd una mejor arquitectura histologica, mayor contenido de colageno,
glicosaminoglicanos, DNA y mayor resistencia tensil que el grupo control (Bosch y col
2010). Se puede apreciar que ambos métodos para concentrar plaquetas produjeron

resultados bioldgicos similares en estos estudios experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Criterios para la seleccion de pacientes
Desde abril de 2011 a marzo de 2013, se seleccionaron 8 caballos de salto
afectados por desmitis de ligamentos colaterales de articulacion interfalangiana distal,
con diagndstico protocolizado por segun los siguientes criterios:
e claudicacion positiva de 3/5.
e anestesia interfalangiana distal positiva a los 5 minutos.
e ultrasonografia: desmitis de ligamentos colaterales de la articulacién

interfalangica distal méas efusion sinovial (clasificacion en grado 1 a 4).

Figura 1.

Figura 1. La diferencia de la lesiones de cada ligamento. MED: mayor lesién
estructural del ligamento colateral. LAT: menor lesion estructural del ligamento
colateral.

De los 8 equinos seleccionados, 5 (Cinco) fueron tratados con PRP ozonizado
inyectado ecoguiado en el ligamento y 3 (tres) equinos fueron inyectados con PRP
convencional. Como tratamiento de base todos tuvieron:

e Herrajes ortopédicos que modificaron la superficie de apoyo (herraduras
con rama ancha del lado afectado) y 30 dias de reposo.
e Aplicacion de &cido hialuronico intraarticular.Todos los caballos fueron

estabulados a box, teniendo caminatas de salud 20 minutos a la mafana
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y a la tarde. Su evolucion fue controlada a 30 dias de la aplicacion del
P.R.P. Como protocolo de evolucion se considerd:

a) evolucion de la claudicacion.

b) respuesta a la flexion forzada.

c) evaluacion ultrasonografica.

El protocolo para la elaboracion del PRP Ozonizado fue de la siguiente manera:
Se procede a la tricotomia y antisepsia de una zona de la vena yugular y se realiza una
extraccion de sangre con una jeringa de 40cm cargada con 4cm de heparina, (Figura 2),

la muestra es homogenizada y pasada a un tubo para la primera centrifugacion (2000

rpm x 10min) (Figura 3 y 4).

Fig. 2: Toma de muestra. Fig. 3: Tubo con sangre para primera centrifugacion.
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Fig. 4: Primera centrifugacion.

Obteniéndose un plasma sobrenadante que tiene dos porciones, una superior de plasma
pobre en plaquetas (PPP) y otra inferior de plasma rico en plaquetas (PRP) y en el fondo
del tubo se encuentran los elementos blancos y rojos, (Figura 5). De este tubo tomamos
con una pipeta la porcién del PRP la depositamos en otro tubo para una segunda
centrifugacion (Figura 6), y el PPP es descartado junto con los glébulos blancos y rojos.
A partir de la segunda centrifugacion (Figura 7), extraemos con una pipeta el PRP

propiamente dicho.
\

Fig. 5: Primera centrifugacion. Fig. 6: Extracion del PRP para 2da centrifugacion.
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Fig. 7: Segunda centrifuga. Fig. 8: Carga de ozono.

Por otro lado cargamos la jeringa con ozono (Figura 8), y de aqui en més se procede a
mezclar el PRP con el ozono por medio de una aguja larga (Figura 9). Luego se carga el
PRP ozonizado en una jeringa y se procede a la inyeccién. Cabe resaltar que todo el
procedimiento se hizo en un ambiente estéril con pafios de campo quirurgico, materiales

nuevos Yy esterilizados (Figura 10).

Fig. 9: Mezcla del ozono y prp.

18



Fig. 10: Materiales esteriles.
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RESULTADOS

Al dia 30, es notable la mejoria observada en el grupo tratado con PRP
ozonizado, ya que el 80% no manifiesta claudicacion y el 20% restante presenta grado
1-5. En el grupo control, tratado con PRP convencional, el 67% manifiesta
claudicacion en grado 2-5, y el 33% restante, grado 1-5.Respecto a la maniobra de
Flexion forzada en el grupo tratado con PRPozonizado , es notable la mejoria, ya que el
80% resulta negativa la respuesta, y solamente 1 equino es positivo (20%). En el grupo
control, por el contrario, no se observan cambios, todos resultan positivos a esta
maniobra.

En la evaluacion ultrasonografica, se observa una mejoria considerable en el
grupo tratado con PRP ozonizado, ya que el 60% tiene grado 1, en los cuales hay signos
evidentes de curacién, y el 40% ya no manifiesta lesion (grado 0). EI 100% del grupo

control presenta grado 2.
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DISCUSION

Como puede observarse, el 80 % de los pacientes tratados con PRP ozonizado remitio
los sintomas evaluados en el protocolo aplicado; por otro lado el grupo control (tratados
con PRP sin ozonizar) no present6d porcentaje de remision completa en ninguno de los

pardmetros evaluados.

Este resultado concuerda con los estudios realizados por el Dr. Bocci (1999) y Re
(2010), que han demostrado que la ozonizacion del plasma heparinizado promueve la
agregacion plaquetaria acentuando asi la liberacion de sus factores de crecimiento.

Estos resultados demuestran la consistencia del efecto del ozono sobre la agregacion
plaquetaria, que puede ser uno de los mecanismos de sus acciones terapéuticas
conocidas. Esto sugiere la utilidad de realizar otros estudios, que permitan profundizar
en el conocimiento de la influencia del tratamiento con ozono, sobre los componentes
del mecanismo hemostético y su asociacion con la efectividad de esta terapéutica en el

tratamiento de las patologias de origen tendoligamentosas en equinos.
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CONCLUSION

la aplicacion de PRP ozonizado intra-ligamentoso parece ser favorable, ya que
en el grupo problema no solo mejoran las manifestaciones clinicas externas (presencia
de claudicacién y/o la respuesta a la maniobra de flexion forzada), sino que también se
observa mejoria ultrasonografica, observandose lesion curada (grado 0) o con signos
evidentes de curacion (grado 1). En el grupo control, al que se le aplico PRP
convencional también se observa una tendencia a la mejoria, pero mas lenta en

comparacion con la demostrada por los equinos a los que se les aplico PRP ozonizado.
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