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RESUMEN

La artrosis de rodilla es una patologia de muy alta prevalencia en el adulto y en las
personas de edad avanzada, y que seguird aumentando en los siguientes afos debido
al estilo de vida actual. Esto hace imperiosa la busqueda de nuevos tratamientos para
esta patologia, ya que los tratamientos conservadores actuales sélo consiguen un alivio
sintomatico limitado, siendo la artroplastia de rodilla la Unica solucién definitiva. Esto
supone una serie de riesgos e inconvenientes para el paciente, asi como un reto

socioecondmico para los sistemas sanitarios.

En las ultimas décadas, una terapia emergente como es Plasma Rico en Plaquetas
(PRP) esta ganando relevancia en el area de la regeneracion y reparacion tisular, con
unos resultados clinicos prometedores en el tratamiento de la artrosis. EI PRP emplea
la sangre del propio paciente con el fin de obtener una suspensién de plasma con una
concentracion de plaquetas similar o mayor a los niveles en sangre periférica. Tanto las
biomoléculas presentes en el plasma como las liberadas por las plaquetas participan en
procesos que favorecen un ambiente bioldgico propicio para el mantenimiento de la
homeostasis y la reparacion tisular. La composicion celular y plasmatica esta
determinada por el método empleado para la obtencion del mismo. Variables como el
numero de plaquetas, la presencia de leucocitos y el tipo de activacion, entre otros,
condicionan el PRP y su consecuente resultado. Asi mismo, actuar sobre factores
relacionados con la edad del donante y con la via de administracion pueden mejorar los

efectos bioldgicos y los resultados clinicos obtenidos con el PRP.

En el presente trabajo se evalua un nuevo enfoque del tratamiento de la gonartrosis con
el PRP, administrando dicho tratamiento por via intradsea. En la artrosis de rodilla de
grado avanzado, la via de administracion de PRP es un elemento clave, debido a que
la via intraarticular de administracion es insuficiente para abordar el hueso subcondral,
tejido cuyo papel en la fisiopatologia y el progreso de la artrosis, especialmente en las
etapas tardias, es cada vez mas reconocido y se ha postulado como una diana

terapéutica clave.

Asi, en un primer trabajo in vivo se evalud, el efecto biolégico y estructural que
generaban estas infiltraciones intradseas en tejido 6seo. Ademas, también se analizé si
la edad del donante a partir del cual se obtiene el PRP influye en dichos efectos. Tras

realizar las infiltraciones intradseas, utilizando dos tipos diferentes de PRP en funcion
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de la edad de los donantes, se observaron mejores resultados biolégicos y estructurales
que los grupos control (sin tratamiento y salino), siendo estos mas pronunciados en el
grupo que recibid6 PRP de donantes jévenes. Esto podria estar justificado por las
diferencias halladas a nivel molecular, ya que la composicién celular era similar. EI PRP
de donantes de edad avanzada tenia un perfil mas proinflamatorio, mostrando niveles

mas altos de algunas citoquinas, como CCL21 y CXCLS5.

En un segundo trabajo, se profundiz6 en los posibles efectos celulares que provocaban
ambos tipos de PRP y que podrian justificar los diferentes efectos biolégicos y
estructurales. Consecuentemente, se evalud la influencia de la edad del donante en los
en modelos celulares neurales, en los cuales se observo, entre otros, un efecto
antiinflamatorio mayor tras la aplicacion de PRP de donantes jovenes, el cual también

presentaba un perfil menos proinflamatorio que el de donantes de edad avanzada.

Asi mismo, se evalué la influencia de la via de administracion del PRP en el tratamiento
de la artrosis grave de rodilla, teniendo en cuenta los aspectos clinicos. Para ello se
comparo la evolucién al afio de dos grupos de pacientes con artrosis severa. Uno de los
grupos recibio el tratamiento aplicado con inyecciones intraarticulares mientras que el
otro grupo recibié una combinacion de infiltraciones intraarticulares e intradseas. Los
resultados del estudio mostraron que los pacientes tratados con las infiltraciones
intraarticulares no mejoraron significativamente. Sin embargo, las infiltraciones
combinadas intraarticulares e intradseas de PRP mostraron una reduccion del dolor y

una mejoria en la funcionalidad articular clinicamente significativas a los 6 y 12 meses.

Los resultados obtenidos en estos trabajos demuestran que el tratamiento con PRP
intradseo en la artrosis de rodilla es una herramienta terapéutica eficaz y segura, pero
que dicha eficacia esta condicionada por diversos factores. Concretamente, y segun los
datos obtenidos, la via de administracion es un elemento clave a la hora de tratar la
artrosis de rodilla de grado avanzado. Ademas, dicha eficacia también puede verse
afectada por la composicion molecular del PRP la cual esta condicionada, entre otros
posibles factores, por la edad del donante a partir del cual se obtiene el PRP. Estos
trabajos podrian abrir nuevas lineas de investigacion en las que profundizar en estos u
otros condicionantes para poder optimizar esta terapia y obtener los mejores resultados

clinicos posibles.
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SECCION | 1. INTRODUCCION

1.1. HOMEOSTASIS Y SENESCENCIA

1.1.1. La sangre y el mantenimiento de la homeostasis

La sangre es un tejido conectivo multifuncional en estado liquido en
constante renovacion, compuesto de células suspendidas en una fase liquida
llamada plasma, que opera como colector, coordinador y comunicador entre los
diferentes tejidos del organismo debido, entre otros elementos, a sus multiples
proteinas plasmaticas de sefalizacion.'-® Entre las células mas importantes
encontramos a los eritrocitos o glébulos rojos, los leucocitos o glébulos blancos
y, finalmente, las plaquetas. Estas ultimas son fragmentos celulares circulantes
que masivamente ocupan la region externa vascular cercana al endotelio,
facilitando asi las funciones de defensa y coagulacién (fenémeno conocido como
marginalizacion).>* Diluidos en la solucién acuosa que es el plasma, existen
factores de crecimiento (FC), citoquinas, vehiculos extracelulares (exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptéticos),” ARN mensajero (ARNm) y otras
biomoléculas. La mayoria de ellas son de naturaleza proteica, con efectos
pleiotrépicos de regulacion clave en procesos bioldgicos que incluyen la
sefalizacion celular, el transporte de nutrientes y desechos, el crecimiento, el
envejecimiento, la reparacion y remodelacion tisular y la defensa contra las
infecciones.®® El contenido proteico del plasma, es el resultado de un flujo
dinamico de sintesis y secrecién celular (higado, musculo, tejido adiposo, hueso,
cerebro, intestino y piel predominantemente), responsable de generar y
mantener un ambiente sistémico homeostatico y de nicho celular considerado
saludable.’®-'3 Estas proteinas (en su conjunto denominado proteoma
plasmatico), asi como en determinados casos su ausencia (como ocurre en el
envejecimiento), se ofrecen como una ventana desde donde explorar lo que en
nuestros organos, tejidos y células ocurre. Por lo tanto, las proteinas plasmaticas
pueden utilizarse como biomarcadores de salud y enfermedad.’*'® Asi mismo,
existe una creciente evidencia a favor de que varias de estas proteinas
plasmaticas actuan como efectores de multitud de fenotipos celulares de nuestro

organismo.'*-16 Destacar que a nivel celular son los nichos celulares
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principalmente de células madre hematopoyéticas de la medula 6sea (MO) las
que mantienen la homeostasis e inmunidad del huésped. No obstante, otros
nichos celulares como el muscular, tejido graso, pulmonar y el cutaneo ejercen
también funciones sistémicas.'>'"'® Sin embargo, se ha demostrado que
estimulos como el estrés, las lesiones tisulares, el sedentarismo y el
envejecimiento promueven en general un fenotipo celular conocido como células
senescentes 0 senescence-associated secretory phenotype (SASP), que
secretan a la circulacion sistémica proteinas inflamatorias a la vez que presentan
un déficit en ciertas proteinas ligadas a disregulaciones y/o perturbaciones

genéticas y epigenéticas.1213.18-20

1.1.2. El envejecimiento celular y ambiente proinflamatorio senescente

Las SASP son células con una naturaleza dual:'® han perdido la
capacidad de dividirse, actuando, junto a su secretoma, como una barrera
molecular a la tumorogénesis; sin embargo, conllevan una expresion genética
cuyas proteinas ejercen un efecto inflamatorio de baja intensidad y estan
asociadas a las enfermedades relacionadas con el envejecimiento.2"?? Este es
el caso de la artrosis, la osteoporosis (OP), la sarcopenia, la aterosclerosis o las
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y
Parkinson, entre otras. Todas ellas presentan un vinculo etiopatogénico con las
células SASP. 2227

El envejecimiento celular parece estar causado por varios factores como
son el dafio del ADN, los radicales libre (RL), el acortamiento de los telémeros y
las células senescentes (SASP), que han sido estudiadas en profundidad
recientemente.’®?8-30 |a pérdida de integridad fisiologica de las células
senescentes se ve reflejada en diferentes aspectos biolégicos que enumeramos

a continuacion.

El primero es el dafio del ADN acumulado en cada célula con el paso del
tiempo.3132 Las fuentes de dafo en el ADN varian desde sustancia quimicas
toxicas endogenas y especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species,
ROS) hasta la luz ultravioleta exdgena. Este factor se ha explorado para describir

el envejecimiento de las células madre mesenquimales (CMM) in vitro,
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SECCION | 1. INTRODUCCION

particularmente en relacion con la acumulacion de inestabilidad cromosomica
después de un cultivo prolongado.®?

El segundo factor es la génesis de especies reactivas de oxigeno (ROS),

un proceso continuo de generacion de radicales libres (RL) en el metabolismo
que provoca dafnos en los tejidos debido a la presencia de electrones libres y
desapareados en la capa mas externa del atomo de oxigeno.®* Los antioxidantes
en el cuerpo combaten los efectos negativos de los ROS. Sin embargo, cuando
se pierde el equilibrio entre la produccion de antioxidantes y ROS, se desarrolla
el estrés oxidativo.3® Esto puede conducir a la oxidacién de los acidos nucleicos,
danando severamente el ADN y dando lugar a mutagénesis y modificacion de la
transcripcion de genes especificos. En términos de envejecimiento de las CMM,
esta teoria se ha aplicado principalmente para describir la disminucién de la
adhesion de las CMM?®¢ y su tendencia hacia la diferenciacion adipogénica.®’

El tercer aspecto es el acortamiento de los teléomeros que ocurre con cada

division celular. Asi, la longitud de los telédmeros en las células maduras sigue
reduciéndose debido al desgaste y la falta de actividad de la telomerasa, una
enzima responsable del alargamiento de los teldmeros. En las CMM de la médula
Osea, el desgaste de los telomeros también pude ocurrir, conduciendo a la
senescencia celular,®® aunque su mecanismo exacto sigue sin estar claro, ya
que en las CMM la actividad de la telomerasa esta presente, pero es baja. En
términos de envejecimiento de las CMM, esta teoria ha sido ampliamente
probada utilizando CMM pasadas en serie, donde se confirmdé una pérdida
promedio de 17 pares de base de teldbmero con cada duplicacion de la
poblacion.38:3°

Otro aspecto explorado intensamente es el envejecimiento de las células

madre que postula una disminucidon en el numero y las funcionalidades de las
células madre como un efecto potencial del envejecimiento.?0404! Schultz y
Sinclair han argumentado que las causas probables del envejecimiento celular
(es decir, el dafio del ADN, el desgaste de los telomeros y la senescencia celular
antes mencionados) también se pueden aplicar a las células madre.*? Fukada y

cols. han conectado las causas anteriormente mencionadas del envejecimiento
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celular con la teoria del envejecimiento de las células madre para explicar la
compleja progresion del envejecimiento.3®

Finalmente, mencionar los mecanismos_epigenéticos*® y la_disminucién

de la homeostasis proteica,?° que también han cobrado importancia en el pasado

reciente. Si bien todos estos factores los hemos enumerado por separado, la
relacion entre ellos es muy estrecha. Asi pues, el daino mitocondrial a menudo
conduce a la produccion de ROS que interactuan con moléculas del organismo
afectandolas negativamente.? La acumulacion de los subproductos oxidativos
de las interacciones de ROS, con el tiempo, causa dafio en el ADN e
inestabilidad genomica que resulta en senescencia celular. Esto perturba la
capacidad de autorrenovacién de las células madre en su microambiente, lo que
se sabe que interrumpe el funcionamiento normal de las CMM y de otros tipos

celulares.3%42

1.1.3. Terapia basada en hemoderivados para restablecer la hemostasis
Todo lo anteriormente mencionado, basado en multiples trabajos
experimentales,?®4345 ha conducido a proponer que el restablecimiento, al
menos parcialmente, de la homeostasis de las proteinas plasmaticas a nivel
sistémico o a nivel de nicho celular pudiera ser un abordaje terapéutico atractivo
para tratar enfermedades principalmente asociadas al envejecimiento, incluidas
la artrosis o las enfermedades consideradas neurodegenerativas.’ 192043 En este
sentido, varias lineas de evidencia derivadas de las terapias a nivel sistémico o
local con células madre como dianas (experimentos parabidticos, microfracturas,
infiltraciones intradseas y las escarificaciones tendinosas) indican que, proteinas
vehiculizadas en el plasma de organismos jovenes, modulan la capacidad
regenerativa y reparadora de multiples tejidos haciendo que la sangre haya
estado siempre presente en la ecuacion de las terapias reparadoras.?44346-48
Este es, por ejemplo, el caso de las proteinas plasmaticas multimodulares
pertenecientes al sistema de coagulacion vy fibrinolisis como son la trombina, la
fibrina, la plasmina o el factor XIlI (FXIl), asi como el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (Insulin-like Growth Factor, IGF-1) y el factor de crecimiento de
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hepatocitos (Hepatocyte Growth Factor, HGF), entre otras muchas proteinas
solubles de sefializacion del plasma.*°

En los mamiferos, las proteinas plasmaticas mencionadas contribuyen a
la reparacion tisular, proceso multicelular mediado principalmente por sefnales
moleculares derivadas de los mecanismos complementarios subyacentes al
sistema de defensa biologico, que incluye a la hemostasia y la coagulacion, el
sistema inmune innato, el sistema nervioso sensorial y la fibrogénesis.*%° Estas
sefales operan en forma de cascadas incluidas en el sistema inmune innato
intravascular y contenidas en el plasma.*®

Sin embargo, estas terapias se enfrentan a ciertos obstaculos, ya que, en
algunas patologias, como es el caso de la artrosis o las enfermedades
neurodegenerativas, los pacientes a los que va dirigida la terapia son organismos
envejecidos, con un proteoma plasmatico alterado y proinflamatorio y una
homeostasis desregulada a nivel sistémico y a nivel de nicho celular por las
células SASP, entre otros fenotipos celulares.'15212251 Y por consiguiente, el
producto bioldgico derivado del plasma de estos pacientes es deficitario en
algunas proteinas a la vez que presenta en exceso algunas de las proteinas
proinflamatorias que simultaneamente contribuyen a la patologia que se
pretende tratar (osteoartrosis, osteoporosis, Alzheimer...).1114.1552,53

En esta direccion, y debido a que la fuente terapéutica es la sangre del
propio paciente, la edad del donante ejerce una influencia determinante en la
composicién proteica y celular de la sangre y, consecuentemente, de los
productos hemoderivados. 14155253 En experimentos parabioticos, en los
cuales animales unidos quirdurgicamente comparten sistema circulatorio, se
observaba como los animales de edad avanzada presentaban mejoras
biolégicas cuando la sangre intercambiada provenia de animales
jévenes_11,14,15,52,53

Por la tanto, es razonable pensar que las terapias alogénicas pueden

funcionar eficientemente cuando provienen de donantes jovenes.'3
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1.2. LA ARTROSIS Y NUEVOS ENFOQUES TERAPEUTICOS

1.2.1. La articulaciéon como un érgano complejo

A medida que se ha ido profundizando en el conocimiento de la
fisiopatologia de la artrosis, el concepto de esta enfermedad ha ido
evolucionando, pasando de ser vista como una enfermedad limitada al cartilago
a una enfermedad multifactorial que afecta a todas las estructuras que componen
la articulacion.>* Debemos introducir aqui el concepto de articulacion sinovial
como 6rgano, compuesto por multiples tejidos, con diferentes caracteristicas
biomecanicas que le confieren a cada uno de ellos propiedades especificas.
Juntos haran de la articulacion sinovial un érgano con grandes capacidades
adaptativas a los diferentes estimulos mecanicos y bioldgicos a los que ésta se
ve sometida®®. Existen elementos extraarticulares (musculos, ligamentos,
meniscos...) que confieren estabilidad mecanica y contribuyen a la absorcion de
cargas de forma fundamental.®%® No obstante, son los elementos
intraarticulares los que mantienen la homeostasis articular: la membrana
sinovial, el cartilago articular y el hueso subcondral.

La membrana sinovial es un tejido con gran vascularizacion e inervacion.

Su tipo celular principal lo constituyen los sinoviocitos (tipo A, macrofagicos, y
tipo B, fibroblasticos), aunque también contiene células inmunes y CMM.®° La
membrana sinovial constituye una barrera inmune de defensa articular y es
productora de liquido sinovial (LS), que actua como lubricante articular (gracias
a su alto contenido en acido hialurénico y lubricina) y transporta nutrientes,
biomoléculas y sefiales celulares. De esta forma juega un papel fundamental en
el mantenimiento de la homeostasis articular.®’

El cartilago articular hialino es un tejido avascular formado por condrocitos

dispuestos de forma ordenada dentro de una matriz de colageno tipo 2. Los
condrocitos se estratifican en capas desde el hueso subcondral, donde existe
mayor densidad celular, hasta la superficie articular.®? Este tejido presenta un
bajo coeficiente de friccibn y suporta eficazmente la compresion y el

cizallamiento.
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El tercer elemento articular de importancia es el hueso subcondral. Esta

situado debajo de la linea de cartilago calcificado, formando la unidad
osteocondral. Su estructura consiste en una placa de hueso cortical de donde
emerge la médula 6sea y el hueso trabecular.®® La estructura del hueso
subcondral, junto con otros tejidos periarticulares como el musculo y el tenddn,
aligera la carga que soporta el cartilago articular, absorbiendo entre el 30% vy el
50% de la energia recibida en la articulacion.®* A pesar de que el cartilago
calcificado y la placa cortical no son porosos, existe una comunicacion entre el
cartilago y el hueso subcondral. Esta comunicacion hueso-cartilago ha sido
evidenciada por estudios que muestran como los vasos y canales llegan al
cartilago desde el hueso subcondral, y que son mas abundantes en el cartilago
de pacientes con artrosis®®. Los canales y vasos permiten el transito de
moléculas involucradas en la homeostasis de la articulacién como factores de
crecimiento o proteinas morfogenéticas éseas. Los vasos provenientes del
hueso subcondral proveen al cartilago de una importante fuente nutritiva.®6” Asi
mismo, el hueso subcondral es una fuente de CMM y contribuye a la absorcién
de las cargas articulares.®®

Por lo tanto, la adecuada comunicacion y sinergia entre estos tejidos
implica la funcion 6ptima de la articulacion y el mantenimiento de la homeostasis
del cartilago. Los mecanismos de adaptacion de la articulacion seran los
responsables de convertir los estimulos de carga y fuerzas mecanicas en
estimulos moleculares y celulares en el rango fisioldgico. Estos estimulos activan
la expresion génica en los condrocitos, poniendo en marcha la sintesis de
proteinas responsables de mantener la integridad y la renovacion del cartilago
articular.%® Cualquier alteracion mecanica y/o biolégica que rompa éste equilibro
adaptativo provocara la degeneracién articular. Cuando la homeostasis se altera
por cambios bioquimicos o biomecanicos, todos los tejidos de la articulacidon
participan en el restablecimiento del equilibrio biolégico. Estos esfuerzos por
recuperar la homeostasis se traducen en respuestas a nivel celular y de la matriz

extracelular (MEC) en todos los tejidos.
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1.2.2. Fisiopatologia de la artrosis: desequilibrio de la homeostasis
articular

Los estimulos mecanicos suprafisioldgicos o infrafisiolégicos (como el
sedentarismo) provocaran una alteracion en los mecanismos de renovacion
tisular’® ; igualmente, otras patologias y trastornos bioldgicos como los procesos
inflamatorios podran provocar el fallo de los mecanismos adaptativos celulares y
llevar a la degeneracion articular. Estudios recientes ponen de manifiesto la
presencia de un proceso inflamatorio crénico de bajo grado en la patogenia de
la artrosis, que provoca la ineficiencia en los mecanismos de reparacion de los
tejidos articulares”’~"3. Asi pues, la artrosis no es un problema Unicamente
mecanico; debemos reconocer y entender los mecanismos celulares implicados
para poder realizar terapias mas eficaces.”

Los multiples tejidos implicados y la naturaleza multifactorial de la artrosis
hacen que sea dificil conocer con exactitud la secuencia de pasos y el momento
y localizacion en que estos ocurren durante el desarrollo de la artrosis. Lo que
queda claro es que estas alteraciones ocurren principalmente en la membrana
sinovial, el cartilago articular y el hueso subcondral, siendo este ultimo de una
importancia vital en el proceso.”>’® La consecuencia de la alteracion de la
homeostasis articular es la degeneracion de la matriz extracelular, con la
consiguiente generacion de productos de degradacion de la misma, que seran
liberados al liquido articular.”” De esta forma se generaran patrones moleculares
asociados al dafo tisular (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs),
capaces de unirse a receptores de membrana tipo Toll (Toll-Like Receptor, TLR),
en los diferentes tipos celulares articulares.”® Esto provocara la activacion de la
via de sefializacion intranuclear factor nuclear kB (Nuclear Factor kB, NF-xB)"":7°
que promueve un ambiente proinflamatorio mediante la expresion de genes
inflamatorios. La expresion génica de las células afectadas cambia a un patrén
inflamatorio que sintetiza moléculas, entre otras, las citoquinas como las
interleucinas 1, 6 y 10 (IL-1B, IL-6, IL10), factor de necrosis tumoral alfa (Tumor
Necrosis Factor o, TNF-a) y el interferon gamma (IFN-y), prostaglandina E2
(PEG2), factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor, NGF) y otras

biomoléculas proinflamatorias.?® Todas estas moléculas seran responsables de
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generar un ambiente global proinflamatorio e interferiran con los mecanismos de
reparacion tisular. En este microambiente proinflamatorio, los diferentes tipos
celulares se polarizaran hacia sus fenotipos inflamatorios y generaran cambios
tisulares de caracter degenerativo’’68', A nivel de hueso subcondral los
cambios desembocaran en una lesion del cartilago suprayacente.

Yaen 1827, el Dr. Physick, establecia la importancia del hueso subcondral
como un elemento en la absorcion de cargas y describe cambios articulares tras
la lesion del mismo. Radin et all. en 1972 postula la relevancia de esta estructura
en la génesis de lesiones condrales y artrosis®?. Este concepto es retomado y
ampliado con posterioridad, estudianto los cambios que ocurren en el hueso
subcondral en la artrosis®*8°. En este ambiente alterado, los osteoblastos del
hueso subcondral sobreexpresaran el factor de crecimiento nervioso (NGF),
factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor 3, TNF-)
y factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endotelial Growth Factor,
VEGF). El resultado sera la proliferacion de un tejido fibroneurovascular
aberrante’®83, Esto provocara lesiones en la médula ésea del hueso subcondral
(responsables de los edemas 6seos en la artrosis®4) y un aumento en los canales
de comunicacion cartilago-hueso, que permitira el intercambio de moléculas y
células entre el hueso y la articulacién.®>76:85 Cuando estas moléculas alcanzan
el espacio articular activaran de nuevo vias inflamatorias celulares, perpetuando
el proceso de lesion tisular’®. Otros cambios estructurales del hueso subcondral,
sobre todo en fases mas avanzadas de la artrosis, seran la desmineralizacion
0sea, la esclerosis subcondral y la osteofitosis. Todos ellos son el resultado de
una remodelacién intermitente anormal del hueso subcondral; este aspecto de la
artrosis la vincula con la osteoporosis, otra enfermedad relacionada con el
envejecimiento, en la que aparecen cambios 6seos similares a los vistos en la

artrosis®?8¢ (Figura 1).
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Figura 1.

La distribucién anormal de la carga mecanica a través del cartilago articular rompe la homeostasis
del cartilago articular y provoca respuestas celulares adaptativas o catabdlicas, lo que conduce a una
mayor sintesis de metaloproteinasas de matriz (MMP) y agrecanasas (ADAMTS), expresién de
citoquinas proinflamatorias y mediadores como la interleuquina-1B (IL-1B) y ciclooxigenasa-2 (COX-
2), altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), la interrupcién de la distribucion de agua
en los tejidos y fragmentos de matriz. Las citocinas proinflamatorias involucradas en la artrosis, como
la IL-1B y TNF-a son actores principales en la destruccion del cartilago articular al inhibir la sintesis
de agrecanos y colageno tipo Il, mientras que al mismo tiempo estimulan la sintesis de MMPs en
condrocitos. Se ha informado que la activacion de TLR de macréfagos y fibroblastos sinoviales, y
monocitos por DAMP presentes en un LS inflamatorio, es una via importante en la promocion de la
sinovitis en la artrosis a través de la via de NFkB, células que responden con la produccion de
MMPs, IL-1B, TNF-a e IL-6 entre otros mediadores catabdlicos, promoviendo sinovitis en artrosis??°.

Debemos detenernos también en las CMM del hueso subcondral y su
papel en la patogenia de la artrosis.”* Se han demostrado diversas alteraciones
en las CMM de hueso subcondral en el paciente con artrosis. En primer lugar,
encontramos un incremento del numero de CMM en la articulacion artrésica,

tanto a nivel de hueso subcondral como en liquido sinovial. Existe un
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reclutamiento de estas células desde el hueso subcondral hasta la superficie
articular.8387.88 Pero estas células presentan alteraciones serias en su perfil de
diferenciacion condrogénica y adipogénica, con un aumento de la capacidad
osteogénica.®® En este sentido, las CMM, células moduladoras de la actividad
celular, pierden su capacidad de regulacion del resto de tipos celulares. Esta falta
de regulacion es la responsable del crecimiento aberrante fibroneurovascular
anteriormente descrito.8 Otro aspecto relevante de las CMM en la articulacion
con artrosis es el aumento considerable del nimero de CMM senescentes.*°
Estas células senescentes presentan una evidente pérdida de su capacidad
reguladora. Trabajos recientes encuentran que la artrosis puede ser causada por
CMM senescentes y esas células pueden ser el objetivo de futuros tratamientos,
con el fin de mejorar el pool de CMM vy ralentizar la progresion de la
enfermedad.®

Por lo tanto, la artrosis es el resultado de varios procesos patolégicos que
ocurren en todos los tejidos articulares, con el hueso subcondral como elemento
clave. Independientemente de cual sea la causa o causas desencadenantes, el
resultado es la instauracion de un microambiente inflamatorio cronico que
provoca la polarizacion celular a fenotipos proinflamatorios y a una pérdida de

los mecanismos de regulacion capaces de revertir esta situacion.

1.2.3. Las terapias biolégicas como herramientas terapéuticas en la

artrosis

Algunas alternativas terapéuticas, como es el uso de AINEs de forma
mantenida, poseen una elevada toxicidad sistémica, a la vez que local a nivel del
hueso subcondral (mantienen un ambiente inflamatorio crénico de bajo grado por
interferir con los mecanismos fisiologicos encargados de finalizar los procesos
inflamatorios).®'-°3 Es en este punto en el que las terapias bioldgicas tienen su
relevancia, presentandose como moduladores de la respuesta celular capaces
de revertir o al menos atenuar este proceso degenerativo. Y dado que todos los
tejidos articulares estan implicados y que el hueso subcondral posee una
importancia fundamental en esta patologia, los tratamientos intradseos cobran

gran importancia como terapia biologica, ya que son capaces de actuar en
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localizaciones no accesibles a otras vias de administracion, como la
intraarticular.”>%4% Los factores de crecimiento, por ejemplo, inducen la
polarizacion de los macrofagos M1 (inflamatorios) hacia su fenotipo tréfico M2,
que esta relacionado con funciones reparadoras en lugar de respuestas
inflamatorias.®® Varios estudios han demostrado la accion equilibrada de los
factores de crecimiento en el PRP, como el factor de crecimiento hepatocitario
(HGF) y el factor de crecimiento insulinoide 1 (IGF-1), inhibiendo la via de
senalizacion de NF-kB en fibroblastos sinoviales, condrocitos y osteoblastos,
reduciendo la sintesis de TNF-a e IL-1p e interrumpiendo el proceso inflamatorio
cronico articular.®” Gracias a estos procesos, la restauraciéon de un entorno
biolégico favorable, tiene un impacto positivo en la detencion de la remodelacion
0sea y crecimiento fibroneurovascular del hueso subcondral durante la artrosis.
Evitando o reduciendo la fibrosis o angiogénesis tisular no controlada puede ser
decisivo para detener o ralentizar la progresion de la patologia. La restauracion
de la homeostasis articular también influye en el comportamiento de las CMM
que coordinan la remodelacion 6sea del hueso subcondral. Zhen y cols. lograron
la atenuacién de la degeneracion del cartilago articular mediante la inhibicion de
la sefalizacion de TGF-B en CMM nestina-positivas presentes en el hueso

subcondral (Figura 2 y 3).
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Figura 2.

El repertorio de respuestas antiinflamatorias inducidas por PRP puede romper el ciclo catabdlico
y amortiguar la respuesta inflamatoria en la membrana sinovial y cartilago articular cuando estas
células estan expuestas a citoquinas proinflamatorias y a estrés mecanico anormal y DAMPS,
que es el contexto significativo de la artrosis. 22
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Figura 3

Representacion esquematica del flujo de mediadores y células de afuera hacia adentro
(cartilago articular-hueso subcondral) y de adentro hacia afuera (hueso subcondral-cartilago
articular). El hueso subcondral (Subchondral Bone, SB) como un punto de salida de moléculas y
células, a través de los canales y vasos que rompen la unién osteocondral, reclutados
parcialmente por el liquido sinovial artrésico. La presencia excesiva de TGFB1 y VEGF en el
hueso subcondral con artrosis podria ser un factor determinante de los cambios en el
acoplamiento osteoblastos-osteoclastos que conduce a un desequilibrio en la remodelacién
Osea, sobreexpresion de NGF y crecimiento fibroneurovascular, todos los cuales son cambios
que ademas podrian contribuir a la degradacion del cartilago suprayacente, cambios
estructurales articulares y dolor.68225

1.3. PLASMA RICO EN PLAQUETAS

1.3.1. Definicion, composicion y factores condicionantes.

En las ultimas décadas, una terapia emergente como es Plasma Rico en
Plaquetas (PRP) esta ganando relevancia en el area de la regeneracion y
reparacion tisular.50-98-190 E| PRP emplea la sangre del propio paciente con el fin
de obtener una suspensién de plasma con una concentracion de plaquetas
superior a la de la sangre periférica. La composicion celular y plasmatica esta
determinada por el método empleado para la obtencion del mismo. De esta
manera, el PRP estd compuesto por plasma, plaquetas a una concentracion
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similar o mayor a la sangre periférica y una concentracion variable de leucocitos
y eritrocitos, desde su ausencia hasta una alta concentracién de los mismos.%!
Tres elementos clave convergen simultaneamente en el PRP como una matriz
liqguido-dinamica: (1) los factores de crecimiento plasmaticos y plaquetarios y
microparticulas derivadas de las plaquetas (Platelet-derived microparticles,
PMPs), (2) la fibrina y (3) la interaccion de estos factores de crecimiento tanto
con la matriz de fibrina como con las células del tejido del propio paciente.>0:102
Esta terapia biolégica autdloga es un abordaje seguro y eficaz como agente
terapéutico, tanto en formulaciones de infiltraciones liquidas de forma local o
como en su equivalente de membranas.%0.102

En los ultimos afos se han desarrollado multiples sistemas de produccion
de PRP, obteniendo diversos productos de caracteristicas diferentes, todos bajo
la misma denominaciéon de PRP. Variables como el numero de plaquetas, la
presencia de leucocitos y el tipo de activacidn, entre otros, condicionan el PRP y
su consecuente resultado. 131 Asi mismo, la eficacia de este tratamiento radica
no solo en las caracteristicas del PRP, sino también de su via de administracion.

Una aplicacion inapropiada de PRP puede conducir a una respuesta
biolégica ineficaz y resultados clinicos insatisfactorios. Por ejemplo, las
infiltraciones intraarticulares de PRP alcanzan el cartilago y la membrana
sinovial, promoviendo un cambio en el entorno de la rodilla, que frena la
progresion de la artrosis y modula los sintomas clinicos. Sin embargo, esta via
de administracion intraarticular no llega de forma suficiente ni eficaz a las capas
mas profundas del hueso subcondral, elemento clave en la patogenia de la
artrosis. Otros factores como el estado de salud y la edad del donante pueden
afectar a la eficacia de esta terapia.'®®

1.3.2. Justificacion del uso del PRP intradseo en la artrosis de rodilla
Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, la necesidad de encontrar
nuevas terapias para la artrosis de rodilla ha hecho que el PRP se haya
convertido en una opcién de primera linea para el tratamiento de esta patologia.
En diferentes estudios preclinicos se han determinado varios mecanismos

mediante los cuales el PRP puede jugar un papel fundamental en restablecer el

39



equilibrio biologico articular. Este potencial terapéutico, podria verse
incrementado optimizando su administracién y llegando a mas tejidos diana,
responsables del buen funcionamiento de la rodilla. Esto podria conseguirse
combinando las inyecciones intraarticulares con infiltraciones intradseas que

alcancen el hueso subcondral (Figura 4).

Figura 4.

Técnica de infiltracion intradsea en rodilla

A: Posicionamiento del trécar de infiltracion a
nivel del céndilo femoral (imagen intraoperatoria
de fluoroscopio)

B: imagen de la difusién del PRP a nivel del
condilo femoral obtenida tras la aplicaciéon de 5 mi
de PRP tefiido con azul de metileno en pieza
cadavérica.
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Asi, el PRP ha demostrado tener un papel protector sobre mecanismos
relacionados con la senescencia celular, como es el estrés oxidativo, que influye
en el estado catabdlico del hueso subcondral.’® El PRP activa el elemento de
respuesta antioxidante (ARE) en cultivos de osteoblastos, protegiendo a las
células de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y del estrés oxidativo.'%”
Aunque el PRP contiene factores proangiogénicos y profibréticos, no se ha
informado crecimiento aberrante durante los tratamientos con PRP en patologias
de rodilla.%®

La accion moduladora del PRP también podria reducir la sobreexpresion
de TGF-B responsable de las CMM aberrantes durante la artrosis. Ademas, los
estudios in vivo mostraron que las infiltraciones intradseas de PRP influyen
directamente sobre las CMM, disminuyendo drasticamente su numero aberrante
en liquido sinovial de rodillas artrésicas tras la infiltracion de PRP intradseo, a la
vez que mejoraban sus cualidades mermadas en lo referente a proliferacion y
diferenciacion. En cuanto al proceso de envejecimiento celular, varios trabajos
evidencian que la aplicacion de PRP intradseo rescaté a las CMM de la
senescencia, devolviéndoles su potencial de proliferacién celular, mejorando su
osteogénesis y previniendo el estrés oxidativo?* (Figura 5).

Aunque en edades tempranas, los huesos largos albergan la médula 6sea
eritropoyética y las células responsables de la hematopoyesis,'® los huesos
largos del adulto (como es el caso del fémur o la tibia) presentan un predominio
de médula 6sea adipocitaria considerada atrofica o degenerada.’'® Sin embargo,
existen evidencias que sugieren que las infiltraciones intradseas de PRP ejercen
acciones sistémicas; en un estudio realizado en voluntarios sanos se observo,
tras la infiltracion de PRP en cresta iliaca, movilizacion de células endoteliales
progenitoras a sangre periférica sin interferir con las células hematopoyéticas,
ademas de elevar, a los 3 dias de la infiltracion, los niveles de VEGF, factor
neurotrofico derivado del cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-Derived Growth Factor,
PDGF), factor 1 derivado de células estromales (Stromal cell-Derived Factor 1,
SDF-1) y factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor,

FGF).""" Asi mismo, en una serie de experimentos llevados a cabo por Liu y
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cols.2447 en ratones, estos autores demostraron el efecto anti-senescencia de las

infiltraciones intradseas de PRP, principalmente en las células de piel, hueso y

sistema nervioso central.
En un estudio clinico piloto''? se evalud la seguridad de esta forma de

administracion en 15 pacientes con artrosis de rodilla, confirmando su eficacia y

ausencia de efectos adversos. Este estudio supuso el inicio de este tipo de
tratamiento, asi como la necesidad de continuar esta linea de investigacion.
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Figura 5.
La infiltracion intraarticular de PRP ayuda a restaurar la homeostasis del SF al estimular

la sintesis de acido hialurdnico y lubricina por los sinoviocitos y condrocitos
respectivamente, amortiguando la inflamacién y suprimiendo la concentracion citoquinas
en SF, lo que podria contribuir a la inhibicion de la liberacion y migracién de CMM.22%
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Una de las principales limitaciones en el campo de la terapia biologica con
PRP es que la mayoria de los estudios incluyen formulaciones de PRP obtenidas
por diferentes métodos, con diversas composiciones y caracteristicas, por lo que
los resultados podrian ser diferentes dependiendo del producto utilizado, a pesar
de que todos se denominen PRP. Esto hace que la comparacion entre los
resultados de diversos estudios a menudo sea confusa y contradictoria. Esta
limitacién ocurre tanto en la investigacion clinica como en la preclinica.''*-15 Un
articulo reciente de Chahla y cols.""® concluyé que solo 11/105 estudios (10%)
proporcionaron informes completos sobre el protocolo de preparacién de PRP, y
solo 17/105 estudios (16%) proporcionaron métricas cuantitativas sobre la
composicion del PRP final. A menudo la literatura se caracteriza por la escasez
de datos los proporcionados por los autores sobre la composicion y la actividad
bioldgica del PRP particular adoptado.'”

En los ultimos afios se han propuesto varios sistemas de clasificacion para
informar sobre los parametros mas relevantes del PRP. Estas clasificaciones se
han vuelto mas sofisticadas al incluir multiples parametros, por lo que ninguna
de ellas ha llegado al acuerdo de los expertos."'®'20 Recientemente se ha
publicado un sistema de codificacion del PRP simplicado,'?' basado en una
secuencia de 6 digitos agrupados en parejas que indican la composicidon
plaquetaria, pureza y activacion: N1N2-N3N4-NsNs. Los digitos N1y N2 muestran
la composicion plaquetaria del PRP, indicando la concentracion plaquetaria en
relacion a la concentracion basal en sangre periférica. Los digitos N3y N4 indican
la pureza del PRP, en cuanto a la presencia o ausencia de eritrocitos y la
concentracion de leucocitos. Los digitos Ns y Ngindican el método de activacion.
Ns indica si la activacion es enddgena (0) o si la activacion es previa a la
infiltracion (1) y Ne hace referencia a la adicion de calcio para la activacion (0=no,
1=si). Asi mismo, proponen tres tablas con el objetivo de resumir de una manera
rapida y simple los aspectos relacionados con el PRP empleado en los diferentes
estudios, en funcion de si se trata de estudios in vitro, in vivo o clinicos. Se trata
de un sistema codificado, universal y abierto a la posibilidad de actualizarse

conforme avance el conocimiento.
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1.3.5. Caracteristicas del PRGF®-Endoret®

El PRGF®-Endoret®, es un tipo de PRP que se caracteriza por una
concentracion moderada de plaquetas, alrededor de 2 veces superior a la
concentracion en sangre periférica. No contiene eritrocitos ni leucocitos, y la
activacion se lleva a cabo mediante cloruro calcico (CaCl)."*? De acuerdo con el
ultimo sistema de codificacion anteriormente expuesto, este PRP corresponde a
podria ser de tipo 12-00-11, 24-00-11 o 13-00-11, dependiendo de la
concentracion plaquetaria en sangre de los pacientes.

Para la obtencién de este tipo de PRP, la extraccion de sangre se realiza
en tubos de 9 ml que contienen citrato de sodio 3,8% como anticoagulante. La
centrifugacion se realiza en una centrifuga especificamente disefiada, con
parametros especificos (5680 g, 8 min) para maximizar la concentracion de
plaquetas y obtener un plasma libre de leucocitos. Tras la centrifugacion se
obtienen 3 fracciones. El plasma, la fraccién mas superficial de color amarillo que
contiene un gradiente de plaquetas, con un maximo de concentracion en la
region inmediatamente superior a la capa leucocitaria. La fraccion leucocitaria,
situada inmediatamente inferior al plasma. La fraccion mas profunda, que
contiene los globulos rojos. En funcion del volumen plasmatico, es posible
diferenciar 2 fracciones atendiendo a la concentracion de plaquetas. La fraccién
mas superficial contiene una concentracion de plaquetas similar a la sangre
periférica, mientras que la fraccion mas profunda contiene una concentraciéon 2
o 3 veces superior. En funcion de las necesidades clinicas, se puede obtener
una unica fraccion con un mayor volumen y una menor concentracion de
plaquetas, o dos fracciones consiguiendo un menor volumen, pero con mayor
concentracion de plaquetas. La activacion se realiza afiadiendo CaCl2 10%,
evitando de esta forma el uso de trombina bovina, fuente de posibles reacciones
inmunoldgicas.'?*-'2% Un aspecto a destacar es la ausencia de leucocitos, lo que
lo categoriza como seguro y homogeéneo, ya que la concentracion de leucocitos
es muy variable entre donantes, e incluso en el mismo donante, son altamente
dependientes de pequefias perturbaciones de la homeostasis corporal. Los
leucocitos pueden agravar el dafo tisular y promover un microambiente

inflamatorio liberando TNF-a, IL-6, IFN-y, citoquinas, que inducen Ila
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sobreexpresion de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs), elastasa
y catepsina G, asi como especies reactivas de oxigeno entre otros, destruyendo
de esta forma la MEC y exacerbando la lesion original.’?%.12” Numerosos grupos
de investigacidn han puesto de manifiesto el efecto perjudicial de los leucocitos
contenidos en el PRP sobre los sinoviocitos, condrocitos, CMM, asi como sobre
los sintomas clinicos.'%128-130 No obstante, varios estudios clinicos en artrosis
no han visto diferencias en los resultados clinicos dependientes de la presencia
de leucocitos. Ademas, algunos autores defienden la posibilidad de usar PRP
con leucocitos en patologias tales como las tendinopatias cronicas, con el fin de
buscar un estimulo inflamatorio que promueva la vascularizacién, precaria en
este tipo de lesiones™".

Una vez activadas las plaquetas del PRP, comienza tanto la liberacion de
las moléculas plaquetarias como la polimerizacion del fibrindgeno plasmatico en
una estructura de fibrina transitoria tridimensional, que contiene dominios
vinculantes de heparan sulfato para factores de crecimiento (PDGF, FGF, HGF,
BDGF, VEGF, IGF y TGF-B), citokinas (TNF-a., IL-2, 3, 4, 5), quimiocinas (Factor
plaquetario 4, PF4), componente de MEC (fibronectina, trombospondina y
tenascina), moléculas de adhesion celular (L-selectina y moléculas de adhesién
celular neural, NCAM), proteinas de fase aguda y proteinas relacionadas con el
metabolismo lipidico.’?'3 Se genera una estructura biocompatible vy
biodegradable que secuestra diversos factores de crecimiento, microparticulas y
otras biomoléculas liberadas de la degranulacion de las plaquetas y el plasma
(Figura 6). Una vez infiltrado en el tejido a tratar y tras el comienzo de la
fibrinolisis, se genera un gradiente de liberacion prolongada y sostenida de
biomoléculas, sefiales esenciales para la proliferacion, diferenciacion y

migracion celular, imitando el proceso bioldgico de reparacion tisular.'34-136
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Figura 6

Coagulo de fibrina (izquierda)

Imagen de la red de fibrina obtenida mediante
microscopia electronica (derecha)



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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SECCION | 2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El Plasma Rico en Plaquetas (PRP) es una técnica terapéutica enmarcada
dentro de la medicina regenerativa, mediante la cual se obtiene una fraccion de
plasma con una concentracion de plaquetas similar o mayor a los niveles en
sangre. Tanto las biomoléculas presentes en el plasma como las liberadas por
las plaquetas participan en procesos que favorecen un ambiente bioldgico
propicio para el mantenimiento de la homeostasis y la reparacion tisular. La facil
obtencion del PRP, su seguridad y sus resultados prometedores han hecho que
esta técnica se extienda rapidamente por diferentes especialidades médicas
incrementando su uso considerablemente. Sin embargo, y a pesar de su
creciente popularidad, hay un gran desconocimiento sobre este tratamiento.

Asi este trabajo se basa en la hipotesis de que la alteracion de la
homeostasis articular generada en la articulacion de la rodilla durante la artrosis
puede restaurarse mediante infiltraciones intradseas de PRP, actuando a nivel
biolégico y clinico, el cual podria estar condicionado por la edad de los donantes.
Para ellos, se han determinado los siguientes objetivos:

1. Analizar los efectos estructurales tras infiltraciones intradseas de PRP en
la médula 6sea y las diferencias determinadas por la edad del donante
mediante.

2. Estudiar las diferencias en los procesos celulares de distintos tipos de
PRP segun la edad del donante.

3. Evaluar la eficacia terapéutica de la aplicacién intradésea de PRP en
pacientes con artrosis de rodilla severa.

Para lograr cada uno de los objetivos, se plantearon los tres estudios expuestos

a continuacion.
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3.1. Estudio 1: Efectos biologicos y estructurales tras

infiltraciones intradseas de plasma rico en plaguetas

dependiente de la edad

3.1.1. Animales

En este estudio se utilizaron 24 ratas Wistar de edad avanzada (18 meses
de edad). EI manejo de animales y los procedimientos quirurgicos se realizaron
de acuerdo con la directiva del Parlamento Europeo y del Consejo de las
Comunidades Europeas (2010/63/UE) y la legislacién espafiola (RD 1201/2005
y Ley 32/2007). El protocolo (M20_2017_57) de este estudio fue aprobado por el
comité de ética local. Los animales se pusieron en cuarentena durante al menos
1 semana antes del estudio. Fueron alojados en condiciones estandar y tuvieron
acceso “ad libitum” al agua y una dieta estandar para roedores de laboratorio.
Los animales se dividieron en cuatro grupos: grupo de control (C), grupo de
solucién salina (S), grupo de PRP de donante joven (Y-PRP) y grupo de PRP de
donante de edad avanzada (A-PRP). Durante 6 meses se realizaron seis
infiltraciones bilaterales en los fémures mensualmente para los grupos S, Y-PRP
y A-PRP. El PRP se obtuvo de donantes de 3 meses (jovenes) y de 18 meses
(ancianos) y se administré a los grupos Y-PRP y A-PRP, respectivamente. Por
ello, durante el estudio se incluyeron ratas Wistar de 3 y 18 meses para utilizarlas
como donantes de PRP. EI grupo de solucion salina recibié inyecciones
intradseas de solucion salina mientras que el grupo de control se sometio a la

misma cirugia sin recibir ningun tratamiento.

3.1.2. Preparacion del PRP

Cada dia de la intervencién se prepararon ambos pools de PRP (joven y
viejo) para extraer hasta un volumen total de sangre de 20 mL de cada grupo.
Cada grupo de donantes estuvo compuesto por cuatro animales, de los cuales
se extrajeron hasta 5 mL para lograr el volumen final de 20 mL para cada pool.
La sangre se extrajo por puncion cardiaca en tubos de 5 mL empapados con
acido etilendiaminotetraacético para evitar la coagulacion. La sangre se
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centrifugd durante 8 min a 300g a temperatura ambiente. Después de la
centrifugacion, se obtuvieron tres capas, plasma, capa leucocitaria y glébulos
rojos. El plasma se recolect6 evitando la capa de leucocitos para preparar al
menos 3 mL de PRP para realizar infiltraciones intrabseas. Ambos pools de PRP
se prepararon cada dia de la intervencion, con un total de 6 pools de cada grupo
de donantes a lo largo del estudio. El numero de eritrocitos, leucocitos y
plaquetas de PRP se evalu¢ utilizando un analizador de hematologia. El analisis
de ambos PRP se amplié analizando biomoléculas. Para estos analisis, se
recolectaron muestras de cada grupo y se realizaron analisis por duplicado.
Después de determinar la concentracion de proteinas utilizando el kit de
cuantificacion de proteinas BCA (Abcam, Cambridge, Reino Unido; BD
Transduction Laboratories, San Diego, CA), las muestras de PRP de donantes
jovenes y de edad avanzada se analizaron por duplicado utilizando el Proteome
Profiler Ray XL Cytokine Array Kit segun las instrucciones del fabricante (R&D
Systems, MN). Brevemente, las membranas manchadas con anticuerpos de
captura contra 79 citocinas de rata diferentes impresas por duplicado se
incubaron con 6,5 mg de proteina PRP en 1,5 ml durante la noche a 4 °C. A
continuacion, se afnadié el céctel de anticuerpos de deteccion conjugados con
peroxidasa de rabano picante durante 1hora a temperatura ambiente y las
sefales se visualizaron exponiendo peliculas de rayos X a quimioluminiscencia
enzimatica durante 10 minutos. Las peliculas se escanearon en modo de
transmision y se digitalizaron en escala de grises de 16 bits y resolucion de 300
dpi. La densidad optica integrada (unidades arbitrarias) de cada punto se
cuantifico mediante densitometria utilizando el software de analisis de imagenes
Imaged (ImageJ; NIH, Bethesda, MD).

3.1.3. Administracion del tratamiento

Las infiltraciones fueron bilaterales en la epifiso-metéfisis distal del fémur,
realizadas una vez al mes hasta un total de seis infiltraciones y bajo anestesia
inhalatoria con isoflurano. Brevemente, se localizé el fémur por palpacion y se
realizd una incision sobre él. Después de separar las capas musculares, se

expuso el fémur y se perforo la parte distal del fémur para introducir la aguja y

54



SECCION | 3. MATERIAL Y METODOS

realizar la inyeccion intradsea de PRP de donante joven, PRP de donante de
edad avanzada o solucién salina.

En cada fémur se infiltraron 200 yL del producto segun el grupo de
estudio. Finalmente, se cerr6 la herida y se evalu6 el buen estado de los
animales. Durante el estudio se realizd control de peso y movilidad antes y
después de cada infiltracion. Los animales tuvieron una buena recuperacion
después de cada operacion y ninguna de las ratas sufri6 variaciones
significativas de peso.

Después de la intervencion y a las 24 horas los animales recibieron
buprenorfina subcutanea (0,05 mg/kg). Cuatro dias después de la ultima
infiltracion, los animales fueron anestesiados con ketamina y xilazina antes del
sacrificio (80 y 10 mg/kg, respectivamente). Se extrajo uno de los fémures de
cada rata y se conservo en formaldehido para la microtomografia computarizada
(micro-CT). Los mismos fémures junto con el musculo vasto lateral también
fueron evaluados por analisis histologico. Los fémures contralaterales que no se
utilizaron para los analisis se conservaron en formaldehido y se mantuvieron y

almacenaron como respaldo.

3.1.4. Analisis micro-CT

Se adquirieron imagenes tomograficas tridimensionales (3D) de fémures
de rata usando micro-CT de rayos X (MicroCAT II; Siemens Preclinical Solutions,
Knoxville, TN) con los siguientes parametros: voltaje de fuente de rayos X de
80 kVp, corriente de 500 pA y 2000 -ms de tiempo de exposicidon por proyeccion.
Se adquirieron 700 proyecciones micro-CT con un tamafio de voxel isotropico de
20 ym y una resolucidén de 768 x 768 pixeles. Las imagenes de micro-CT se
reconstruyeron automaticamente utilizando el software Cobra (Exxim Computing
Corporation, CA). Las imagenes 6seas en 3D se reproducidos utilizando el
software Amira 3D para analisis preclinico (Thermo Fisher Scientific, MA).
Para realizar el analisis de histomorfometria 6sea, se definieron tres regiones de
interés (ROI) que contenian la epifisis, la metafisis y la diafisis del hueso a partir
del escaneo original con una resolucion de 20 micras. El analisis de la
histomorfometria 6sea en cada ROI se llevé a cabo utilizando un complemento
desarrollado para Fiji/lmaged, un software de procesamiento de imagenes de
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codigo abierto basado en Java. El complemento fue desarrollado por Imaging
Platform en el Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Los parametros
de histomorfometria relacionados con el hueso cortical, el hueso trabecular y la
placa subcondral se calcularon utilizando Boned versién 1.4.2.16.

3.1.5. Anadlisis histolégico

Para estos analisis, se emplearon los mismos fémures que se utilizaron
previamente en el analisis de micro-CT. Los fémures y el vasto lateral se fijaron
en paraformaldehido al 4% durante al menos 24 h. En el caso de los fémures,
una vez fijados, se descalcificaron sumergiéndolos en EDTA al 10% (0,8M) a pH
6,5 y a temperatura ambiente. La solucion de EDTA se reemplazé cada 2 dias
durante 4 semanas. A continuacion, todas las muestras se deshidrataron en una
serie creciente de alcoholes graduados, se enjuagaron en sustituto de xileno y
se incluyeron en parafina, cortando longitudinalmente los bloques obtenidos. Las
secciones resultantes del fémur se tifieron con hematoxilina y eosina y tricromico
de Masson. Las secciones del vasto lateral se tifieron con Sirius rojo para evaluar
el contenido de colageno en las miofibras.

Las muestras fueron examinadas por microscopia optica convencional
(Axio Vert; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Alemania) y fotografiadas con una
camara digital (AxiCam ICc1; Carl Zeiss Microscopy GmbH). El porcentaje de
celularidad de la diafisis del féemur respecto del area total y el porcentaje de
colageno en el musculo respecto del area total se analizaron de forma manual
y/o semiautomatica utilizando el software Imaged v.1.4 (NIH). En el caso de la
celularidad de la médula ésea, se cuantificaron los nucleos celulares (purpura) y
se compararon con el numero de adipocitos o adipogénesis (blanco). El cartilago
presente en la epifisis del fémur se analizé utilizando el sistema de puntuacion

de la Sociedad Internacional de Reparacién de Cartilago (ICRS) (Mainil-Varlet).

3.1.6. Analisis estadistico

Las comparaciones se realizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA).
La distribucién normal de las muestras se evalué mediante la prueba de Shapiro-
Wilk y la homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Levene. En caso
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de que los datos no se ajustaran a la distribucién normal o las varianzas no fueran
homogéneas, se aplico el ANOVA no paramétrico de una via de Kruskal-Wallis.
Los datos se consideraron estadisticamente significativos cuando los valores de
p fueron inferiores a 0,05. El analisis estadistico se realizé con PASW Statistics
18.0 (SPSS, Chicago, IL).

3.2. Estudio 2: Efectos del plasma rico en plaquetas en las

poblaciones celulares del sistema nervioso central: la influencia

de la edad en el donante.

3.2.1. Preparacion y caracterizacion del PRP

La junta de revision institucional aprob6 este estudio y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los pacientes de los que se extrajeron
muestras bioldgicas.

El PRP se preparé a partir de sangre periférica de donantes sanos: 12
donantes de edad comprendida entre los 65 y 85 afnos y 8 donantes de edad
comprendida entre los 20 y 25 afios. En primer lugar, se extrajeron 81 mL de
sangre venosa de cada donante para preparar el PRP y se almacenaron en tubos
de 8 mL que contiene citrato de sodio al 3,8%. La sangre se centrifugd a 580 g
durante 8 min a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, la fraccidn
de plasma ubicada sobre los glébulos rojos sedimentados, se recolecté en un
tubo sin incluir la capa leucocitaria segun el protocolo [38]. Este proceso de
obtencion evita la inclusion de globulos blancos y alcanza una concentracion
moderada de plaquetas (1 a 2 veces la concentracion de plaquetas en
comparacion con sangre periférica, dependiendo del recuento y tamafo de las
plaquetas, asi como del hematocrito) y ausencia de eritrocitos y leucocitos. El
plasma obtenido de cada paciente se activd agregando CaCl2 al 10%, y el
sobrenadante obtenido después de la coagulacion del plasma se mezcl6 para
obtener el PRP de donante de edad avanzada y PRP de donante joven.
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Los PRP recolectados se analizaron usando un analizador de
hematologia para evaluar los eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Ademas, las
moléculas y citoquinas fueron analizadas por diversos Kits ELISA y kit de matriz
de citocinas XL humano perfilador de proteoma (R&D Systems, Minneapolis, MN,
EE. UU.). Los estandares y las muestras se analizaron por duplicado segun el

procedimiento especificado en los kits.

3.2.2. Ensayos in vitro

3.2.2.1. Cultivo y Diferenciacion Neuronal de Células NT2
Se sembraron células NTERA2-D1 de teratocarcinoma humano (NT2) de
la American Type Culture Collection (ATCC®, CRL-1973TM, Manassas, VA, EE.

UU.) en cubreobjetos de vidrio de 12 mm recubiertos con poli-D-lisina con
MatrigelTM diluido al 1:25 (BD Biosciences, Madrid, Espafia), y mantenido en
medio completo: Dulbecco's Modified Eagle medium (DMEM®, ATCC 30-
2002TM), suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.) y antibiéticos (100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de
estreptomicina, Gibco, Life Technologies S.A., Madrid, Espana). Las células NT2
se analizaron de forma rutinaria para la contaminacion por micoplasma mediante
PCR utilizando los cebadores descritos por Uphoff y cols. [40]. Los controles
positivos y negativos utilizados para estas pruebas fueron donados por el Dr.
Uphoff (Leibniz-Institute DSMZ, Department of Human and Animal Cell Lines,
Virus Diagnostics, Inhoffenstr. 7b, 38124 Braunschweig, Alemania).

Los cultivos que habian alcanzado el 70 % de confluencia fueron:

(1) inducidos a diferenciarse en neuronas mediante el tratamiento con 20 uM del
analogo del nucledsido pirimidina citosina 3-D-arabinofuranoside (AraC) durante
tres dias y se analizo el efecto del PRP en la viabilidad celular y morfologia de
estas células
(2) o privadas de FBS durante 24 h para analizar el efecto de la estimulacién con
PRP en la incorporacion de 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU).
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3.2.2.2 Tratamiento con PRP, obtencion de imagenes y analisis de la
incorporacion de BrdU en células progenitoras NT2

Las células NT2 privadas de FBS durante 24 horas se estimularon durante
24 horas adicionales con FBS al 10%, FBS al 2%, PRP de donante de edad
avanzada al 2% o PRP de donante joven al 2% y luego se incubaron con 10uM
de 5-bromo-2°-desoxiuridina (BrdU; Thermo Fisher Scientific, Barcelola, Espafia)
durante 4h antes de ser fijjado para el marcaje y analisis de inmunofluorescencia.
El marcaje y analisis de inmunofluorescencia. Las células NT2 tratadas de forma

idéntica, pero sin suero afadido, se usaron como control no estimulado.

3.2.2.3. Tratamiento con PRP, obtencion de imagenes y analisis de células
NT2 diferenciadas con AraC

Después de tres dias de diferenciacion, el medio completo que contenia
20 uM de AraC se reemplazé por un medio completo fresco suplementado o no
con 2% de PRP de donante de edad avanzada o 2% de PRP de donante joven
y se mantuvo durante tres dias mas en cultivo. A continuacioén, las células se

fijaron y procesaron para marcaje con inmunofluorescencia doble.

3.2.2.4. Cultivos primarios neuronales

Se obtuvieron cultivos de neuronas primarias de los |6bulos corticales de
embriones de ratas E18 Sprague-Dawley de acuerdo con los procedimientos
descritos previamente. Las células se resuspendieron en medio Neurobasal B27
mas FBS al 10 % (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU) en placas recubiertas de poli-
1-ornitina a 1,5 x 10° por placa. Un dia después, el medio se reemplazo por
medio neurobasal suplementado con B27 sin suero. Los cultivos estaban
esencialmente libres de astrocitos y microglia; se mantuvieron a 37 ‘C y 5% de

COo.. Los cultivos se usaron 8 a 10 dias después de la siembra.
3.2.2.5. Ensayo de toxicidad

Se utilizé un ensayo de calceina para las mediciones de viabilidad y, en

consecuencia, también para proporcionar mediciones de toxicidad. Después del
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tratamiento deseado, las neuronas se incubaron con 1 yM calceina-AM
(Invitrogen) durante 30 min y los datos se adquirieron con un fluorimetro Synrgy-
HT (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EE. UU.).

3.2.2.6. Western Blot para marcadores sinapticos in vitro

Los lisados se prepararon a partir de neuronas primarias de cultivo de
ratas 7DIV utilizando un tampon RIPA modificado como se describid
anteriormente [42]. Las concentraciones de proteina se determinaron mediante
el ensayo de proteina DC (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) y se
analizaron cantidades iguales de proteina de cada muestra mediante Bolt 4—12
% Bis-Tris Plus SDS-PAGE (Thermo Fisher Scientific), seguido de
inmunotransferencia. Las bandas de proteinas se detectaron con un sistema de
imagen Chemi-DocTM XRS (Bio-Rad), y las intensidades de las bandas se
cuantificaron por densidad utilizando el software Quantity One® (Bio-Rad). Las
mediciones de proteina sinaptica de sinaptofisina y PSD-95 se dividieron por la
medicion de [-actina correspondiente para la normalizacion. Estas densidades
normalizadas luego se escalaron para que el valor promedio para el tipo salvaje
fuera 100%.

3.2.2.7. Inmunofluorescencia para marcadores sinapticos in vitro

Las neuronas cocultivadas a 10 DIV se fijaron en formaldehido al 4 % y
sacarosa al 4 % en PBS durante 20 min, se lavaron en PBS, se permeabilizaron
con Triton-X al 0,2 % durante 5 min y se bloquearon en BSA al 3 % durante 60
min. Los cultivos se incubaron durante la noche a 4 °“C con anticuerpos primarios,
anti-Sinaptofisina y anti-Homer, en NGS al 2% en PBS. Los cultivos se lavaron
tres veces con PBST (Tween al 0,05 % en PBS) y se incubaron con su respectivo
anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un
lavado apropiado, las placas se montaron con Fluoromount-G (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL, EE. UU.). La inmunofluorescencia
se examind mediante microscopia confocal usando un microscopio confocal
Leica TCS STED CW SP8X (Leica, Wetzlar, Alemania).
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3.2.2.8. Intensidad de marcador sinaptico y analisis de puntos

Las imagenes confocales se adquirieron con un microscopio confocal
Leica TCS STED CW SP8X. Se analizé un cubreobjetos de cada cultivo, con 2-
5 neuronas por cubreobjetos. De cada neurona, se seleccionaron de 3 a 5
segmentos neuriticos de 20 ym de longitud de areas donde se podia delinear
cualquiera de los dos procesos. Las imagenes tienen un umbral para la
eliminacién del fondo. Para el analisis de marcadores sinapticos, la intensidad
integrada de cada una de las areas con umbral se cuantifico utilizando el
software Fiji-lmaged. Para el analisis de puntos sinapticos, las imagenes con
umbral se convirtieron en imagenes binarias y se crearon regiones de interés
(ROI). Cada ROI dentro del segmento se consideré un punto. Se cuantifica el
numero de puntos dentro del segmento. Para la colocalizacidn de la sinaptofisina
presinaptica y Homer postsinaptico, se cuantificaron los ROI de colocalizacién
entre ambos canales dentro del segmento utilizando el software Fiji-Imaged.
Para cada condicion, se promediaron las mediciones de segmentos individuales
por embrion. Luego se usaron los promedios por embrion para calcular la media

y la desviacion estandar del grupo.

3.2.2.9. Ensayo de activacion de microglia y cultivo de microglia

Los cultivos gliales mixtos primarios se prepararon a partir de la corteza
cerebral de ratas neonatales (P0-P2) como se describié anteriormente [43].
Después de 10 a 15 dias en cultivo, la microglia se aisl6 mediante agitacion
mecanica (400 rpm, 1 h) y se purificé sembrando en placas de Petri estériles
(Sterilin), como se describié previamente por Domercq et al. [43]. Para analizar
el impacto del PRP en la activacion de la microglia, las células se expusieron (24
h) a lipopolisacarido LPS (10 ng/mL) e IFNy (20 ng/mL; Peprotech; Londres,
Reino Unido) en presencia o ausencia de plasma o PRP. Para cuantificar la
activacion de la microglia, analizamos por inmunocitoquimica la expresion de la
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), un marcador proinflamatorio, y la
expresion del receptor de manosa (MNR), un marcador antiinflamatorio. La
inmunorreactividad de INOS y MNR se calcul6 con el software ImagedJ (NIH) y se
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normalizé al numero de células (ocho campos por cubreobjetos, de al menos
cuatro experimentos diferentes realizados por triplicado). Los resultados se
expresaron como el cambio en la intensidad de la fluorescencia en relacidén con
la observada en las células de control o en las células tratadas con LPS mas
IFNy.

3.2.3. Analisis estadistico

Las comparaciones se realizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y se
usaron pruebas t de Student a menos que se indique lo contrario. La distribucion
normal de las muestras se evalu6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la
homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Levene. En caso de que los
datos no se ajustaran a la distribucion normal o las varianzas no fueran
homogéneas, se aplicé el ANOVA no paramétrico de una via de Kruskal-Wallis.
Los datos se consideraron estadisticamente significativos cuando los valores de
p fueron inferiores a 0,05. El analisis estadistico se realizé con PASW Statistics
18.0 (SPSS®, Chicago, IL, EE. UU.) y GraphPad Prism (San Diego, CA, EE.
uu.).

3.3. Estudio 3: Tratamiento de la artrosis grave de rodilla

mediante la combinacidon de infiltraciones intradseas e

intraarticulares de plasma rico en plaquetas.

Se trata de un estudio observacional que incluy6 pacientes desde 2015 hasta
2016.

3.3.1. Pacientes

El estudio incluyé 60 pacientes de edad comprendida entre los 40 y 80
afnos. Todos ellos fueron diagnosticados de osteoartrosis severa de rodilla, de
acuerdo con los criterios de la Sociedad Americana de Reumatologia y una

severidad radiologica grado Il y IV segun la escala de Ahlback.
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Los criterios de inclusion fueron los siguientes: (1) Pacientes de ambos sexos de
edad comprendida entre los 40 y 80 afos. (2) Osteoartrosis de predominio
medial. (3) Severidad radioldgica grado Il y IV, segun la escala de Alhback.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes: (1) desalineacion axial en varo
superior a 4° y en valgo superior a 16°. (2) artroscopia en el afno previo al
tratamiento. (3) Infiltracién de acido hialurénico o corticoesteroides en los 6
meses previos al tratamiento. (4) Enfermedad sistémica reumatica autoinmune.
Se incluyeron 30 pacientes en cada grupo de tratamiento, que recibieron un total
de 3 infiltraciones de PRP con una frecuencia semanal. El primer grupo recibid
3 infiltraciones intraarticulares (IA) de PRP con una frecuencia semanal (grupo
|A). El segundo grupo recibi6é una primera infiltracion intraarticular de PRP junto
con 2 infiltraciones intradseas (I0) de PRP seguidas de 2 infiltraciones

intraarticulares, con una frecuencia semanal (grupo 10) (Figura 7).

Week 1 Week 2 Week 3
IA Group

|

Intraarticular
Infiltration

10 Group X

Intraosseous +
Intraarticular Infiltration

Intraarticular
Infiltration

|
Intraarticular
Infiltration

Intraarticular
Infiltration

]
Intraarticular
Infiltration

Figura 7 Representacion esquematica de ambos grupos de tratamiento

Con respecto a la asignacion del tratamiento, los pacientes eligieron la opcién
preferida, tras una correcta explicacion del estudio y ofreciéndoles las dos
opciones de tratamiento.

Los pacientes de ambos grupos fueron emparejados por edad, sexo, indice de
masa corporal (IMC) y severidad radiolégica (mismo Ahlback Il y V).

No existian diferencias entre ambos grupos en cuanto a edad, sexo, IMC, KOOS
(Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score) basal y WOMAC (Western
Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index) basal, salvo en el
apartado de actividades de la vida diaria del KOOS y funcion del WOMAC.
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Se prohibié medicacion coadyuvante en las 48 horas previas a la evaluacion.

3.3.2. Preparacion del PRP

Se realizé una extraccidn de 32ml de sangre venosa para la infiltracion
intraarticular y de 90 ml para la infiltracion intradsea, en tubos de 9 ml que
contenian citrato sédico 3,8% (w/v). La centrifugacion se realizé a 580 g durante
8 minutos a temperatura ambiente. Se recolecto la fraccion de plasma de 2 ml
situada justo por encima de la columna de glébulos rojos, sin incluir la capa
leucocitaria. Esta fraccion de plasma contiene una concentracion moderada de
plaquetas (1,5 a 2,5 veces superior a la concentracion en sangre periférica,
dependiendo del recuento y tamano plaquetario, asi como del hematocrito), y
esta libre de leucocitos y eritrocitos. El producto recibido por el grupo IA contenia
una media de 377,65 + 74,60 plaquetas/ml (rango de 250-552 plaquetas/ml). El
PRP recibido por el grupo IO contenia una media de 363,30 + 71,13 plaquetas/ml
(rango de 198-518 plaquetas/ml). Se afadio cloruro calcico 10% (w/v) al PRP
liquido justo antes de la infiltracidn, para iniciar la activacion de la coagulacién
plaquetaria. Todo el procedimiento de preparacion del PRP se realiz6 bajo
condiciones Optimas de esterilidad.

3.3.3. Tratamientos

La primera administracion de PRP al grupo 10 se realizé en quiréfano,
bajo sedacion, e incluy6 3 infiltraciones en localizaciones anatomicas diferentes.
En primer lugar, se realiz6 la infiltracion de PRP intraarticular y, posteriormente,
se realizaron 2 infiltraciones intradseas de PRP, segun la técnica descrita por
Sanchez et al.’®” Con el paciente en posicion decubito supino, se realizaron 2
marcas en la piel de la region medial de la rodilla, una ellas localizada 2 cm
proximal y la otra 2 cm distal a la interlinea articular medial. Se aplicé una
solucion de povidona yodada en el area de infiltracion y se realizé infiltracion de
anestesia local en el periostio del condilo femoral y platillo tibial. En primer lugar,
se realizo la infiltracion intraarticular de 8 ml de PRP tras la evacuacion del liquido
sinovial. Posteriormente, se realizé la infiltracion intradsea de 5 ml de PRP con
trocar de biopsia 6sea de 13G, siendo introducido manualmente y, bajo control
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de fluoroscopia, 2 cm en el interior del condilo femoral medial y platillo tibial
medial, alcanzando el hueso subcondral. Estos pacientes recibieron 2
infiltraciones intraarticulares de PRP a los 7 y 14 dias tras la primera aplicacion
de PRP.

El grupo IA recibi6 3 infiltraciones intraarticulares de PRP con una periodicidad

semanal.

3.3.4. Evaluacion de resultados

Los pacientes rellenaron el cuestionario KOOS basal, a los 2 meses, 6
meses y 12 meses tras la ultima infiltracion de PRP, y fueron evaluados por un
profesional diferente al que aplico el tratamiento.
El criterio primario de eficacia fue el cambio en el dolor articular sobre el basal,
medido segun la subescala del dolor KOOS. Se considerd exitosa una reduccion
en la puntuacién del dolor de al menos 10 puntos desde el valor basal (mejoria
minima clinicamente importante, MMCI).
Los criterios secundarios de eficacia incluian cambios en las subescalas de
sintomas, actividades cotidianas, funcion en actividades deportivas vy
recreacionales y calidad de vida del cuestionario KOOS, asi como las subescalas
de dolor, rigidez y capacidad funcional del cuestionario WOMAC. La evolucién
desde el inicio del dolor general de rodilla después de la aplicacion de la escala
analdgica visual (VAS) que oscil6 entre 0 y 100, se determind mediante la escala
WOMAC. En caso de pacientes que no mejoraron y se sometieron a otros
tratamientos antes de los 12 meses, se incluyeron sus valores basales para

obtener la puntuacién en ese momento.

3.3.5. Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de potencia para estimar el tamafno de la muestra
necesario para lograr una potencia del 80 % a un nivel de significacion del 5 %
para las medidas de resultado primarias, para encontrar una diferencia de
proporcién estadisticamente significativa, que se espera que sea del 15 % en el
grupo IA 'y del 50 % en el grupo 10.
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Las variables demograficas y médicas (sexo, edad, IMC y grado de OA), fueron
determinadas por la media, desviacion estandar, rango y porcentaje. La tasa de
éxito fue evaluada utilizando la prueba chi-cuadrado. Se realizaron
comparaciones utilizando la prueba de t de Student para datos paramétricos de
muestras independiente o emparejadas, la prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon para datos no paramétricos de muestras no emparejadas y la prueba
U de Mann-Whitney para datos no paramétricos de muestras independientes. La
distribucion de las muestras se evalu6 mediante la prueba Saphiro-Wilk. Los
datos fueron considerados estadisticamente significativos cuando la p < 0,05. El
andlisis estadistico se realizé con SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL).
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4.1. Estudio 1: Efectos bioldgicos y estructurales tras

infiltraciones intradseas de plasma rico en plaguetas

dependiente de la edad:

4.1.1. Caracterizacion del PRP

No hubo diferencias celulares significativas entre el PRP del grupo de
donantes jovenes (Y-PRP) y de edad avanzada (A-PRP). Ambos PRP no tenian
eritrocitos (Y-PRP: 0,02 x 106 + 0,01 cels/pL; A-PRP: 0,02 x 106 + 0,01 cells/uL),
leucocitos por debajo del valor basal (Y-PRP: 0,11 x 103 + 0,11 cell/uL; A-PRP:
0.05x 103 £ 0.04 cells/pL), y el enriquecimiento promedio en plaquetas fue de 1
a 1.5 veces la concentracion de plaquetas en comparacion con la sangre (Y-
PRP: 979.0 x 103 £ 253.14 cells/uL; A-PRP: 11149.00 x 103 £431.34 cels/uL).
Segun el sistema de clasificacion PAW, el PRP utilizado en este estudio fue P1-
x-BB. En cuanto a la composicion molecular: se detectaron 35 moléculas de las
cuales el ligando 21 de la quimiocina CC (CCL21), CSCL5 y VCAM-1 fueron
significativamente mas altas en el PRP de donantes de edad avanzada (P < 0,05)
(Figura 8).
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Figura 8.

Analisis molecular del PRP de donantes jovenes (Y-PRP) y donantes de edad avanzada (A-PRP). A,
Lista de moléculas detectadas en el analisis. B, Matriz de citoquinas del grupo Y-PRP. C, Matriz de
citoquinas del grupo A-PRP. D, Moléculas que presentan un incremento significativo en el A-PRP
respecto al Y-PRP

Coordinate  Analyte Y-PRP Group (mean + sd) A-PRP Group (mean * sd) p value
A03-04 Adiponectin 2048.66 +115.41 2560.14 +187.24 0.081
A05-06 ccL2 99.36 £37.42 104.64 £13.77 0.875
A09-10 CCLs 181.67+17.26 464.54 £154.21 0.124
A11-12 ccCL11 420.65 * 24.06 297.97 £52.37 0.094
A17-18 ccL21 164.42+29.76 534.01+4.77 0.003*
A19-20 CcCL22 152.64 £23.13 98.53+25.94 0.161
A21-22 Clusterin 61.19 £33.90 115.37+16.06 0.177
B0S-10 CXCL7 158.76 £ 75.17 145.53 +32.63 0.838
B1112 CCN1 18.11+25.61 36.79+12.91 0.445
B13-14 Cystatin C 224.97 +84.98 278.34+3.99 0.467
B15-16 DPPIV 97.77£32.47 118.74 £2.02 0.468
B21-22 Endostatin 307.37+69.24 460.88 +32.40 0.105
C03-04 Fetuin A 236.42+35.92 359.45 + 61.04 0.135
C11-12 Fibulin 3 88.58 +50.50 93.87+54.37 0.933
C13-14 Flt-3 Ligand 210.33+74.98 100.33 +6.67 0.176
D03-04 Hepassocin 51.51+72.85 114.18+1.31 0.349
D05-06 HGF 93.75 £48.96 90.97+2.10 0.939
D07-08 ICAM-1 18.33+25.92 89.46 +51.87 0.225
D11-12 IGF-I 1170.88 £430.14 848.54 +182.50 0.432
D13-14 IGFBP-2 791.28 £274.22 793.19 £ 61.62 0.991
D15-16 IGFBP-3 731.09 + 246.53 991.62 + 61.02 0.284
D17-18 IGFBP-5 54.44 +76.99 110.11+29.49 0.442
D19-20 IGFBP-6 504.17 + 261.05 675.82+174.66 0.522
E17-18 Jagged1 18.18+25.71 28.42+40.19 0.785
E21-22 Lipocalin-2 155.65 +54.14 367.59£138.22 0.18
E23-24 CXCLS 464.33 £50.85 1532.18 +151.03 0.011*
F03-04 MMP-2 71.77 £39.29 69.56 +37.96 0.954
F11-12 CCN3 136.75+90.18 93.9%+0.71 0.567
F17-18 Osteopontin 60.8 £15.70 102.85 +29.02 0.216
F19-20 Osteoprotegerin 46 +45.20 54.13+28.75 0.852
F21-22 PDGF-BB 730.47 £114.39 505.6 + 84.87 0.155
F23-24 Pref-1 9.45+13.36 33.38+47.20 0.562
G05-06 RBP4 110.31+55.24 234.5+19.80 0.096
G07-08 Resistin 283.37+176.86 531.19+103.63 0.229
G21-22 VCAM-1 103.92 +22.36 226.59 +22.58 0.032* A
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4.1.2. Andlisis histolégico

Ningun grupo mostro diferencias (P > 0.05) en el analisis histoldgico del cartilago
en cuanto a superficie, matriz, distribucion celular, viabilidad celular, hueso
subcondral y mineralizacién del cartilago segun la puntuacion ICRS.

El analisis histologico de las muestras femorales longitudinales revel6 diferencias
en la diafisis 6sea. Los grupos tratados con PRP mostraron un porcentaje similar
de celularidad en la médula ésea, siendo 59,94% +4,83% en el grupo A-PRP y
60,08% = 7,08% en el grupo Y-PRP. Sin embargo, ambos grupos tratados con
PRP si mostraron mayor celularidad (P <0,05) con respecto al grupo no tratado
(46,98% £ 4,79%) y al grupo tratado con inyecciones intradseas de soluciéon
salina (48,83% +6,88%) (Figura 9).

Figura 9.

Analisis histologico de la MO del fémur
A, Grupo control. B, Grupo salino. C,
Grupo Y-PRP. D, Grupo A-PRP. E,
Celularidad (%). a, p<0,05 respecto al
grupo C. b, p<0,05 respecto al grupo S.

% Cellularity
@
g

C S Y-PRP A-PRP
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En cuanto a las muestras de vasto lateral, los grupos tratados con PRP
mostraron menos colageno que el grupo de control tratado con solucién salina.
De hecho, el grupo Y-PRP tuvo el porcentaje mas bajo de colageno (5,65
% 4,00 %) en comparacion con el grupo A-PRP (7,69 % + 3,90 %), asi como
los dos grupos de control (10,58 % +5,58 % para solucion salina y

10,19% £ 6,78% para el grupo no tratado) (Figura 10).

Figura 10.

Analisis histolégico del vasto lateral

A, Grupo control. B, Grupo salino. C,

Grupo Y-PRP. D, Grupo A-PRP. E,

Niveles de colageno (%). a, p<0,05

respecto al grupo C. b, p<0,05 respecto

- al grupo S. ¢, p<0,05 respecto al grupo
A-PRP

a,b,c

C S Y-PRP A-PRP
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4.1.3. Analisis micro-CT

En cuanto al hueso cortical, no se encontraron diferencias entre ningun grupo en
volumen e intensidad en ninguna de las regiones analizadas (p > 0,05). Cuando
se analiz6 el hueso trabecular, el grupo tratado con PRP de donantes jévenes
(grupo Y-PRP) presentd menor espacio entre las trabéculas (P < 0.05) y mayor
densidad trabecular (P <0.05) en la metafisis distal. Ademas, el grupo Y-PRP
también mostré un mayor porcentaje de ocupacion trabecular (p < 0,05) tanto en
la metéfisis distal como en la epifisis distal. Se observé un mayor volumen de la
placa subcondral del céndilo femoral (P <0,05) en el grupo Y-PRP (Tabla 1,
Figura 11).

Tabla 1. Valores de micro-CT

C group (mean + sd) S group (mean + sd) Y-PRP group (mean * sd) A-PRP group (mean + sd) P value

Diaphysis
CB Vol, mm? 259.08 +18.19 267.32+37.09 274.05 +38.40 294.73+17.01 266
CB Int 5857 +4.51 19347 +4.34 191.89+5.33 194.39+3.18 496

Distal metaphysis
CB Vol, mm? 58.57 +6.34 54.01+10.94 55.94 +10.49 62.99+14.91 575
CB Int 175.70+3.96 173.16 £5.00 169.39 £5.06 17445 +2.52 132
TB Vol, mm® 14.43+1.99 14.67 +3.26 18.26 + 3.69 16.99+3.8 181
TB occup (%) 18.29+1.45 18.97 +3.27 25.26 +3.55%" 22014379 .006
TB Th Mean, mm 0.14+0.02 0.14+0.03 0.15+0.01 0.14+0.01 721
TB Th Max, mm 0.43+0.06 0.45+0.09 0.48 +0.04 046+0.11 745
TB Sp Mean, mm 0.98+0.10 0.82+0.09 0.65+0.12°" 0.80+0.25 .018
TB Sp Max, mm 2.35+0.37 1.90+0.29 1.74+0.33 1.93+0.53 .086
Density, kg/mm?® 0.82+0.23 1.07+0.33 1.43+0.30° 1.16+043 .044

Distal epiphisis
TB Vol, mm? 59.71+4.44 68.21+13.79 60.10 + 6.92 61.95+7.08 361
TB occup (%) 65.97 +1.70 66.43+4.46 71.79+3.1° 67.92+345 .043
TB Th Mean, mm 0.36+0.02 0.37+0.06 0.39+0.04 0.39+0.03 499
TB Th Max, mm 0.89+0.11 0.96+0.13 0.99+0.13 0.94+0.08 561
TB Sp Mean, mm 0.66 +0.04 0.69+0.08 0.66 +0.05 0.70+0.08 694
TB Sp Max, mm 1.69+0.15 1.74+0.17 1.70+0.23 1.80+0.2 747
Density, kg/mm?® 1.69+0.40 1.58+0.34 1.72+0.61 1.37+0.15 510

Subcohdral plate
Vol, mm® 0.68+0.16 0.75+0.25 1.28 +0.29°"¢ 0.68 +0.31 .003

Abbreviations: A-PRP, aged PRP; C, contol; CB Int, cortical bone intensity; CB Vol, cortical bone volume; PRP, platelet-rich plasma; S, saline; TB occup,
trabecular bone occupation; TB Sp Max, trabecular bone maximum space; TB Sp Mean, trabecular bone mean space; TB Th Max, trabecular bone
maximum thickness; TB Th Mean, trabecular bone mean thickness; TB Vol, trabecular bone volume; Vol, volume; Y-PRP, young PRP.

2P < .05 with regard to C group.

bp < .05 with regard to S group.

P < .05 with regard to the A-PRP group.
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Figura 11.

Imagenes 3D de la metéfisis femoral

A, Grupo control. B, Grupo salino. C,
Grupo Y-PRP. D, Grupo A-PRP.
Imagenes de micro-CT del fémur del
grupo control (E), grupo salino (F), grupo
Y-PRP (G) y grupo A-PRP (H)

4.2. Estudio 2: Efectos del plasma rico en plaguetas en las

poblaciones celulares del sistema nervioso central: la

influencia de la edad en el donante.

4.2.1. Caracterizacion del PRP: medicion de factores de crecimiento y

citoquinas

La edad media del PRP de donantes de edad avanzada y del PRP de
donantes jovenes fue de 73,71 £ 5,00 y 22,13 + 1,81 afos, respectivamente.
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De acuerdo con el ultimo sistema de codificacion y requisitos minimos de
informacion para los estudios de PRP, el tipo de PRP utilizado en este estudio

fue 12-00-11 y las caracteristicas de ambos PRP se informan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de ambos PRP

Aged PRP Young PRP
1. PRP Preparation
Initial blood volume 81 mL per subject (9 mL per tube) 81 mL per subject (9 mL per tube)
Anticoagulant Sodium citrate 3.8% (wt/V) Sodium citrate 3.8% (wt/V)
System Close Close
Centrifugation Yes Yes
number 1 1
Speed 580 g—8 min 580 g—8 min
Final PRP volume 18 mL per subject 18 mL per subject
2. PRP Characteristics
PRP Type 12-00-11 12-00-11
MPV 10.4 £ 05 fL 9.6 0.5 fL
Red Blood Cells <0.01 x 10°/pL <0.01 x 10°/uL
White Blood Cells <0.05 x 10°/pL <0.05 x 10%/uL
Neutrophils — —
Lymphocytes — —
Monocytes — —
Eosinophils — —
Basophils — —
Activation CaCl, (10% wt/vol) CaCl; (10% wt/vol)
3. Application Characteristics
Dose 2% 2%
Direct/Indirect Direct Direct
Cell line CNS cells CNS cells

4. Other Remarkable PRP and Study Features
The product added to the cell cultures was the platelet lysate obtained after activation
of PRP with calcium chloride (10%)

El PRP empleado para elaborar ambos pools (de donante de edad avanzada y
joven) no contenia leucocitos, y no hubo diferencias significativas en el numero
de plaquetas.

Sin embargo, tras el analisis del contenido de citoquinas y factores de
crecimiento, se detectaron algunas diferencias entre los PRP: el grupo de PRP
de donantes jovenes presentd mayores niveles de factor de diferenciacion de
crecimiento 11 (Growth Differentiation Factor 11, GDF-11) (sélo detectado en
plasma de donante joven), factor de crecimiento insulinico (IGF) (p < 0,001),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (p = 0,016) y factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) (p = 0,025). El grupo de PRP de donante
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de edad avanzada mostré niveles mas altos de quimiocina 11 con motivo C-C
(CCL-11) (p = 0,022) y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) (p = 0,001).

Ademas, el PRP de donantes de edad avanzada tenia un perfil mas inflamatorio,

con niveles mas altos de citoquinas proinflamatorias que el PRP de donantes

jovenes (Tabla 3 y 4, Figura 12).

Tabla 3. Concentracion de factores de crecimiento y citoquinas en ambos PRP

Growth Factors and Cytokines Aged PRP Mean =+ S.D. (pg/mL) Young PRP Mean + S.D. (pg/mL) 14
CCL-11 72.51 £ 19.00 46.75 + 13.56 0.022*
GDF-11 0 169.04 + 6.25 <0.001 ***
G-CSF 209.91 + 88.92 143.82 & 69.10 0.181
HGF 1101.45 + 44.09 699.33 + 5.66 0.001 **
IGF 53,036.72 4 9254.97 106,320.62 4 10,470.11 <0.001 ***
PDGF 2834.75 + 427.59 3908.59 + 705.04 0.016 *
TGEF-B 34,732.53 + 3657.98 42,332.98 + 4958.67 0.025*
TNF-« 17.55 4 0.98 18.10 £ 1.75 0.600
*p < 0.05,* p < 0.0, *** p < 0.001.
Tabla 4. Valores de citoquinas
i Aged PRP Grou Young PRP Grou i Aged PRP Grou, Young PRP Grou
Number Coordinate Analyte (M&n+ 5.0 (0D) (Mean:5.D) (Op) P Value Number Coordinate  Analyte &V S pTSh)  Mean:s.D) (OD) P Value
1 A3, A4 Adiponectin 3989.26 + 304.47 4154.84 =+ 80.55 0.333 27 E3,E4 IL-5 364.37 + 230.30 286.47 + 77.85 0.545
2 A5, A6 Apolipoprotein A-I 4524.69 + 269.84 4493.79 £ 272.99 0.877 28 E23, E24 IL-18 Bpa 3355.77 + 75.21 278541 + 499.27 0.064
3 A7, A8 Angilogenin .93 = 2.65 + 0.438 29 G1,G2 Leptin 1832.24 + 397.51 468.69 + 3.88 <0.001*
4 A9, A10 Angiopoietin-1 1705.54 + 134.90 995.56 + 128.65 <0.001* 30 G5,G6 Lipocalin-2 3055.21 + 136.35 1501.53 + 60.29 <0.001*
5 AILAI2  Angiopoietin2 397,67 + 4655 203.83 + 81.25 0006* 31  GI3Gl4 75234 + 36.06 Mil4+5274  <0001*
6 Al3, Al4 BAFF 1199.89 + 75.92 833.94 + 289.97 0.050 32 G21,G22 MIP-3p 23942 £ 93.85 81.19 + 37.61 0.020 *
7 A17,A18 C5/C5a 259691 + 336.86 1945.71 + 203.49 0.016 * 33 G23,G24 MMP-9 1409.28 + 229.17 871.01 + 102.66 0.005 *
8 Al19, A20 CD14 1803.53 + 217.21 1471.18 + 329.11 0.142 34 HI1, H2 Myeloperoxidase 439.91 + 177.34 32267 + 45.61 0.247
9 A21, A22 CD30 124.93 + 37.07 101.39 + 118.70 0.718 35 H3, H4 teopontin 287229 + 534.43 32603 + 129.74 0.088
10 B3, B4 CD40 ligand 585.14 + 117.44 735.12 + 44.84 0.054 36 H9, H10 Pentraxin 3 407.46 £ 93.16 293.89 + 69.21 0.098
11 B5, B6 Chitinase 3-like 1 3953.46 + 211.37 3015.32 + 54.49 <0.001 * 37 HI11, H12 3927.03 + 350.75 3697.05 + 114.58 0.263
12 B7, B8 Complement Factor D 2556.74 + 118.44 2444.56 + 105.74 0.207 38 H15, H16 RANTES 2685.81 + 85.30 2257.70 + 98.68 0.001 *
13 B9, B C-Reactive Protein 492045 + 152.84 4531.85 + 273.50 0.047* 39 H17, H18 RBP-4 4169.65 + 662.79 3547.42 + 242.99 0.128
14 B11, B12 ripto-1 2199.56 + 296.10 1683.65 + 108.46 0.016 * 40 21, Resistin 1452.82 + 110.10 781.19 + 43.31 <0.001 *
15 B15, B16 Dkk-1 369.85 + 32.40 259.23 + 104.68 0.090 41 H23, H24 SDF-1a 540.59 + 146.77 252,61 + 35.56 0.008 *
16 B17, B18 DPPIV 4820.59 + 337.84 4297.65 + 253.27 0.047 * 42 1,12 Ser&in E1l 5621.19 £ 241.19 526341 + 297.57 0.110
17 B21, B22 Emmprin 1067.68 + 137.51 622.89 + 376.77 0.068 43 13,14 SHBG 4755.72 + 249.73 4513.15 + 206.17 0.184
18 C3,C4 ENA-78 2057.37 + 66.20 2209.68 + 150.08 0.112 44 15,16 ST2 1107.68 + 81.92 746.5 + 144.46 0.004 *
19 C5,C6 Endoglin 3398.28 + 152.91 3700.11 + 98.83 0.016 * 45 17,18 TARC 905.01 + 42.82 603.39 + 169.32 0.013 *
20 C13,C14 FGF-19 305.75 + 42.74 142.15 + 29.98 <0.001 * 46 19, 110 TFF3 1112.75 + 73.10 1314.63 + 179.57 0.082
21 C15,C16 Flt-3 Ligand 139.46 + 42.29 54.35 + 8.87 0.007 * 47 111, 112 TR 852.16 + 73.98 57147 + 85.82 0.002*
22 C19,C20 GDF-15 1166.25 + 133.84 230.15 + 153.84 <0.001 * 48 115, 116 Thrombospondinl  2055.38 + 123.63 1473.03 + 297.34 0.025*
23 D3, D4 Growth Hormone 652,69 + 130.68 1380.33 + 187.64 <0.001 * 49 119, 120 uPAR 70047 +33.23 189.58 + 56.00 0.001 *
24 D7,D8 ICAM-1 978.39 + 193.86 733.12 + 160.05 0.098 50 7,18 CD31 344459 + 256.88 31326 + 49.38 0.054
25 D11, D12 IGFBP-2 3227.19 £ 71.56 2700.56 + 82.07 <0.001 * 51 J9,]10 TIM-3 297356 + 122.94 20755 £+ 114.34 <0.001*
26 D13, D14 IGFBP-3 1146.28 + 155.31 640.54 £ 138.50 0.002 * 52 J11,J12 VCAM-1 4394.29 £ 100.97 4041.8 £ 116.81 0.03
*p <005
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Figura 12.

Andlisis molecular del Y-PRP y A-PRP
A, Matriz de citoquinas del A-PRP. B, Matriz de citoquinas del Y-PRP. C, Niveles de
moléculas del A-PRP respecto a Y-PRP.

4.2.2. Efecto de PRP en la incorporaciéon de BrdU en progenitores NT2

La incorporacion de BrdU se analizo en células progenitoras NT2 privadas
de suero después de la estimulacion durante 24 h con FBS (2 % o 10 %) o PRP
(2 % de PRP de donante de edad avanzada o 2 % de PRP de donante joven).
Como se predijo, se objetivdo un aumento significativo en el indice de
incorporacion de BrdU (p < 0.001, ANOVA unidireccional y prueba post hoc de
Bonferroni) en todas las condiciones de estimulacion en comparacion con células

no estimuladas (mantenidas en DMEM sin suero). La estimulacion con PRP de
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donante de edad avanzada al 2% dio como resultado un aumento significativo
en el indice de incorporacion de BrdU, en comparacién con las células
estimuladas con FBS al 2% o PRP de donante joven al 2%. Ademas, el PRP de
donante de edad avanzada al 2% condujo a un mayor indice de incorporacion
de BrdU en comparacion con FBS al 10%, lo que indica que el PRP de donante
de edad avanzada aumenta actividad mitotica en progenitores NT2.

4.2.3. Efecto del PRP sobre la supervivencia celular y la morfologia de las
células NT2 AraC-diferenciadas

Las células NT2 AraC-diferenciadas se trataron con PRP de donante de
edad avanzada y PRP de donante joven durante 72 h. El analisis de la densidad
celular mostré que cualquiera de los tratamientos condujo a una disminucién en
el porcentaje de células neuronales, lo que se debid a un aumento en la
supervivencia celular de la poblacion no neuronal, manteniéndose sin cambios
la densidad de células neuronales NT2N. Con respecto a la morfologia neuronal,
el tratamiento con PRP de donante de edad avanzada, no con PRP de donante
joven, produjo una disminucion en el area media del nucleo celular. Un analisis
separado de las poblaciones NT2N y no neuronales mostré que este cambio se
produjo principalmente en células no neuronales. No se encontraron diferencias
entre las células NT2N no tratadas y las tratadas con PRP en términos del
numero de neuritas por célula o la longitud total del arbol neuritico, a pesar de la
ligera disminucion en el numero promedio de neuritas después del tratamiento
con PRP de donante joven (FBS, 2.28 + 0.12 SEM, n = 112; PRP de donante de
edad avanzada, 2,21 + 0,14 SEM, n = 112; PRP de donante joven, 2,07 £ 0,12,
n = 118) y en la longitud total del arbol neuritico después del tratamiento con
PRP de donante de edad avanzada o PRP de donante joven (FBS, 139,8 ym %
8,5 SEM, n = 112; PRP de donante de edad avanzada, 127,4 ym + 7,4 SEM, n
= 112; PRP de donante joven, 127,2 um £ 6,7, n = 118).
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4.2.4. Efecto del PRP sobre la toxicidad y la cuantificacion de marcadores
pre y postsinapticos

Para analizar la toxicidad provocada por los dos PRPs, poblaciones
neuronales primarias de cortezas de ratas E16-18 se cultivaron en ambas
condiciones y se midio la viabilidad celular. Tanto los tratamientos de PRP de
donante de edad avanzada como joven no mostraron ninguna toxicidad
significativa o proporciones de dilucién superiores a 1:20. Teniendo en cuenta
estos resultados y con el fin de mantener similitud en lineas de células
progenitoras, los siguientes ensayos se llevaron a cabo con PRP al 2% de
donante de edad avanzada y joven.
Una vez establecida la concentracion de los PRPs, se cuantificé tanto la
expresion de proteinas sinapticas como el numero de puntos sinapticos para
evaluar el efecto de los PRP en las sinapsis. En primer lugar, la expresion del
marcador presinaptico Sinaptofisina y el marcador postsinaptico PSD-95 se
cuantifico en lisados de células enteras por Western blot. La sinaptofisina es una
proteina presinaptica involucrada en el reciclaje de las vesiculas sinapticas y la
PSD-95 es una proteina de densidad postsinaptica. Este analisis revelé que el
PRP no modificé los niveles globales de esos marcadores. Para un analisis mas
detallado, se cuantifico la expresion de marcadores tanto presinapticos como
postsinapticos a nivel neuritico por inmunofluorescencia. Para este analisis,
ademas del marcador presinaptico Sinaptofisina, se utilizé el marcador
postsinaptico Homer en lugar de PSD-95. Homer, al igual que PSD-95, es una
proteina de andamiaje de densidad postsinaptica y esta involucrada en la
estabilidad de las espinas. Aunque no hay diferencias significativas en la
intensidad de la sinaptofisina y el marcador postsinaptico Homer en presencia
del PRP de donante de edad avanzada y joven, la expresion de Homer mostré
una tendencia al aumento.
Por lo tanto, decidimos evaluar si esta tendencia podria tener efecto sobre el
numero de puntos sinapticos en presencia de PRP. Para este analisis se

utilizaron Sinaptofisina y Homer. Curiosamente, la cuantificacion de los puntos
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pre- y postsinapticos, reveld una tendencia de aumento en los puntos sinapticos
representados por la colocalizacion de Sinaptofisina y Homer. Ademas, se
observdé un aumento significativo de los puntos postsinapticos positivos para

Homer.

4.2.5. Efecto del PRP sobre la inflamaciéon de la microglia

El efecto de los dos PRP sobre la inflamacion se probd en cultivos
celulares primarios de la microglia de las cortezas de rata PO-2. Las células se
activaron con lipopolisacarido (LPS) e interferon-gamma (IFN-y) para causar
inflamacion y el efecto de ambos PRP se comparé a diferentes diluciones.
Analizamos la expresion de un marcador proinflamatorio, 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS), y la expresion de un marcador antiinflamatorio, el receptor de
manosa (MNR). Ambos PRP tenian un potente efecto antiinflamatorio, ya que la
dosis mas baja (0,1%) inhibié significativamente la expresion de iINOS. Sin
embargo, no hubo diferencias en el efecto inhibitorio de ambos PRP sobre la
expresion del marcador proinflamatorio iINOS. Ademas, la incubacion de las
células con PRP de donante joven, pero no con PRP de donante de edad

avanzada, aumentd la expresion del marcador antiinflamatorio MNR.

4.3. Estudio 3: Tratamiento de la artrosis grave de rodilla

mediante la combinacion de infiltraciones intradéseas e

intraarticulares de plasma rico en plaquetas.

4.3.1. Grupo IA

El porcentaje de pacientes que mostré una reduccion del dolor de al
menos 10 puntos (MMCI) desde el inicio hasta los 2 y 6 meses de seguimiento,
fue del 43,3% (13 de 30 pacientes) y del 26,7% (8 de 30 pacientes),
respectivamente. Este grupo no presenté mejoria significativa del dolor a los 2 y
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6 meses, de acuerdo con las escalas de KOOS, WOMAC y VAS. Tampoco
mostraron diferencias estadisticamente significativas en el resto de subescalas
del cuestionario KOOS y WOMAC durante el seguimiento (Tabla 5).

Tabla 5. Evolucion de los pacientes del grupo IA

Baseline 2 Months 6 Months 12 Months
Score Score P Score P Score P
KOOS Pain 532+ 148 583+ 16.5 0.053 56.0 £ 19.0 0.335 53.2+21.7 0.973
KOOS Symptoms 66.3 +20.8 69.2 £220 0.395 62.1 £21.3 0.311 63.0+224 0.323
KOOS ADL 51.3+ 145 558+ 17.2 0.261 543 +£20.7 0.376 51.7+17.0 0.899
KOOS Sport/Rec 22.0 £ 25.6 185+ 18.7 0.541 207 £17.3 0.843 19.0 £ 20.1 0.475
KOOS QOL 26.7 + 18.1 313+ 165 0.153 313+ 181 0.170 292+ 178 0.501
WOMAC Pain 88+3.2 78+33 0.062 79+34 0.114 9.1 £4.1 0.612
WOMAC Stiffness 341204 33120 0.823 3717 0.291 3721 0.333
WOMAC Function 335+ 11.8 300+ 11.7 0.072 3l.1 £ 134 0.288 339+ 149 0.834
VAS 47 £ 1.60 42+ 1.6 0.166 43+ 1.8 0.271 5021 0.343

KOOS = Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score; ADL = activities of daily living; Sport/Rec = function in sport and recreation; QOL = knee-
related quality of life; WOMAC = Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index; VAS = visual analogue scale.
®|A group: intra-articular infiltrations of platelet-rich plasma.

Antes de los 12 meses de seguimiento, 10 pacientes abandonaron el estudio, 8
de los cuales no respondieron al tratamiento y fueron sometidos a otros
procedimientos (26,7% de los 30 pacientes). Los 2 pacientes restantes que no
fueron monitorizados en los primeros 12 meses, no fueron localizados. A los 12
meses, el 16,7% de los pacientes (5 de 30 pacientes) del grupo IA presentaron
una reduccion del dolor basal de al menos 10 puntos (MMCI). En este momento,
los pacientes tampoco presentaron mejoria estadisticamente significativa en el

resto de parametros.

4.3.2. Grupo IO

El porcentaje de pacientes que mostré una reduccion del dolor de al
menos 10 puntos (MMCI) en la subescala del dolor KOOS desde el inicio hasta
los 2 y 6 meses de seguimiento, fue del 56,6% (17 de 30) y del 53,3% (16 de 30),
respectivamente. A diferencia del grupo IA, el grupo 10 presenté mejoria
estadisticamente significativa (p < 0,005) del dolor a los 2 y 6 meses, de acuerdo
a las escalas de KOOS, WOMAC y escala visual analdgica (Visual Analog Scale,
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VAS). Ademas, presentaron mejoria estadisticamente significativa en el resto de
variable del cuestionario KOOS y WOMAC, salvo en la rigidez a los 2 meses
(Tabla 6).

Tabla 6. Evolucion de los pacientes del grupo 10

Baseline 2 Months 6 Months 12 Months
Score Score P Score P Score P
KOOS Pain 56.7 £ 15.2 67.6+13.8 <0.001* 69.1 £ 17.4 <0.001* 677172 <0.001*
KOOS Symptoms 62.5 £ 16.1 692+ 158 0.014* 725+ 183 0.006* 72.1 £ 175 0.002*
KOOS ADL 61.5+172 71.1 £ 195 0.002* 733+ 175 0.003* 712+ 16.1 0.001*
KOOS Sport/Rec 232+202 30.2+208 0.019* 37.2 £ 25.1 0.017* 28.5 +22.1 0.032*
KOOS QOL 304+ 15.8 410+ 19.0 0.001* 42.7 £203 0.001* 375+ 16.0 0.004*
WOMAC Pain 77 +33 57+28 0.001%* 53+33 0.001%* 52+29 <0.001*
WOMAC Stiffness 3.0 +1.7 33+20 0.271 2117 0.010* 24+ 1.5 0.010%*
WOMAC Function 265+ 11.9 19.6 £ 13.3 <0.001* 177 £ 115 0.001* 199+ 114 0.001*
VAS 4.1+ 1.6 3215 0.004* 29+ 1.6 0.001* 30 1.6 0.001*

KOOS = Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score; ADL = activities of daily living; Sport/Rec = function in sport and recreation; QOL = knee-
related quality of life; WOMAC = Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index; VAS = visual analogue scale.

*|O group: intra-osseous and intra-articular infiltrations of platelet-rich plasma.

*P < 0.05 with regard to baseline.

En el grupo 10, 11 pacientes se retiraron antes de los 12 meses de seguimiento,
5 de los cuales no respondieron y fueron sometidos a otras intervenciones
(16,6% de 30 pacientes). Otros cuatro pacientes continuaron con la mejoria 'y no
consideraron necesario hacer un seguimiento. Los 2 pacientes restantes, no
fueron localizados.

Alos 12 meses, el 46,7% de los pacientes obtuvieron una reduccion del dolor de
al menos 10 puntos (MMCI) desde el inicio (14 de 30 pacientes). En este
momento los pacientes mostraron una mejoria estadisticamente significativa (p
< 0.05) en el resto de variables de las escalas KOOS, WOMAC y VAS.

4.3.3. Grupo IA vs Grupo 10

Al comparar la respuesta de ambos tratamientos segun el porcentaje de
pacientes con MMCI en la escala del dolor, se objetivdo una mejoria
estadisticamente significativa a los 6 meses de seguimiento (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de los pacientes con MMCI y diferencia de la mejoria en relacion al inicio
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MCII, n (%) & (mean * SD)

Proportion/Mean Proportion/Mean
IA Group® 10 Group® Difference (95% Cl) P IA Group® 10 Group® Difference (95% Cl) P

Two months after treatment

KOOS Pain 13 (43.3) 17.0(56.7) 134(-13.8t0387) 0303 54+155 109+120 55(-1.6to126) 0.130
KOOS Symptoms |1 (36.7) 13.0 (43.0) 6.3(-20.1to 31.8) 0.621 32+21.6 6.6+125 34(-57to125) 0459
KOOS ADL 9 (30.0) 160(533) 233(-39t047.2) 0.069 5.1+168 9.7+155 4.6(3.7t0 129) 0.275
KOOS Sport/Rec 6(20.0) 13.0(433) 233(-27to46.1) 0.054 -26+243 70+147 9.6(-0.7to0 19.9) 0.069
KOOS QOL 12 (40.0) 16.0(53.3) 13.3(-13.9t0385) 0305 52+182 106+146 54(-3.1t0139) 0210
Six months after treatment
KOOS Pain 8 (26.6) 16.0(53.3) 26.7(03to504) 0.037% 28+ 155 124+159 9.7 (1.5t 17.8) 0.021*
KOOS Symptoms 9 (30.0) 17.0 (56.7) 26.7 (-0.6 to 50.2) 0.038* -4.2 +22.1 9.9 £ 183 14.1 (3.6 to 24.6) 0.009*
KOOS ADL 10 (33.3) 14.0(46.7) 134(-133t0383) 0293 29%182 119+203 86 (-1.1to18.8) 0.08]
KOOS Sport/Rec 9 (30.0) 17.0(56.7) 26.6 (0.7 to 50.1) 0.039* -1.3+22.6 14.0+28.6 153 (2.0t028.7) 0.048*
KOOS QOL 12 (40.0) 18.0 (60.0) 20(-74t0445) 0.124 46+173 123+176 7.7 (-13to16.7) 0.060
Twelve months after treatment
KOOS Pain 5(16.7) 14 (46.7) 300(43to51.9) 0013* -0.1 +146 11.1 £148 11.2(3.5t0 18.8) 0.005%*
KOOS Symptoms 3 (10) 10 (334) 234 (04to444) 0.029* -33+179 9.6+152 129 (43 t02l1.4) 0.004*
KOOS ADL 6 (20) 12 (40) 20.0 (-54t0429) 0.094 04+%136 97+148 94(19to016.7) 0.014*
KOOS Sport/Rec 6 (20) 8 (26.1) 6.7 (-16.8t029.5) 0543 -3.0+227 54+13.0 84(-1.2t0179) 0.085
KOOS QOL 8 (26.7) 11 36.7) 10.0(-155t0342) 0409 25+20.7 7.1+124 46(4l1to0l132) 0292

MCIl = minimal clinically important improvement; § = difference in the improvement from baseline; Cl = confidence interval; KOOS = Knee injury
and Osteoarthritis Outcome Score; ADL = activities of daily living; Sport/Rec = function in sport and recreation; QOL = knee-related quality of life;
WOMAC = Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index; VAS = visual analogue scale.

*|A group: intra-articular infiltrations of platelet-rich plasma.

®lO group: intra-osseous and intra-articular infiltrations of platelet-rich plasma.

*P < 0.05 with regard to baseline.

El porcentaje de pacientes que presentaron una MMCI en la reduccion del dolor
en el grupo 10 fue un 26,7% superior al grupo IA (IC 95% -0,4 a 49,9; p = 0,037).
Esta mejoria significativa se mantuvo a los 12 meses con 30,0 puntos de
porcentaje superior a los del grupo IA (IC 95% 4,3 a 51,9; p = 0,013). Estas
diferencias son consistentes cuando se comparan las puntuaciones desde el
inicio hasta los puntos temporales (5), siendo estadisticamente significativo a los
6 meses (12,4 + 15,9 vs 2,8 £ 15,5; p = 0,021) y a los 12 meses (11,6 + 14,8 vs
-0,1 £ 14,6: p = 0,005). Esta mejoria no se observé a los 2 meses. En cuanto a
los sintomas, la tasa de respuesta fue también 26,7 puntos de porcentaje
superior en el grupo IO a los 6 meses (IC 95% -0,6 a 50,2; p = 0.038) y 23,4
puntos a los 12 meses (IC 95% 0,4 a 44,4; p = 0,029). Asi mismo, el grupo IO,
en comparacion con el grupo IA, presentd una diferencia estadisticamente
significativa en la mejoria de sintomas a los 6 meses (9,9 + 18,3 vs -4,2 + 22 .1;
p =0,009)y alos 12 meses (9,6 + 15,2 vs -3,3 + 17,9; p = 0,004).

No se observaron diferencias entre ambos grupos a los 2 meses de seguimiento.
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Los pacientes sometidos a infiltraciones intradseas de PRP, no presentaron
efectos secundarios ni complicaciones durante el procedimiento. Tras la
infiltracion, refirieron dolor leve de corta duraciéon (24-48 horas), sin presentar

otros efectos secundarios.
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La artrosis de rodilla es una patologia cuyo tratamiento conlleva una gran
dificultad, debido tanto a su confusa fisiopatologia como a la complejidad de la
propia articulacion. Esto supone que actualmente la unica solucion definitiva sea
la artroplastia de rodilla, con todos los riesgos e inconvenientes que supone para
el paciente. Por eso, la busqueda de nuevos tratamientos es necesaria para
mejorar el arsenal terapéutico actual. En este sentido, el uso del PRP ha
supuesto una alternativa muy valiosa a los tratamientos convencionales, ya que
actua sobre diferentes procesos biologicos favoreciendo la recuperacion de la
homeostasis articular y por consiguiente la reparacion tisular. Sin embargo, y
debido a que, en la artrosis, los diferentes elementos estructurales de la
articulacion pueden estar afectados, es necesario desarrollar protocolos de
administracion que actuen en los diferentes tejidos diana. Teniendo esto en
cuenta, se desarrollé el protocolo de infiltracion de PRP por via intradsea
mediante el cual, ademas de los elementos comprendidos en el espacio
intraarticular, también se abordaba el hueso subcondral, obteniendo unos
primeros resultados clinicos prometedores .''2 Sin embargo, se hacia necesaria
conocer los mecanismos y efectos por los que esta nueva aplicacién actuaba
sobre la artrosis de rodilla ademas de buscar otros condicionantes como la edad
del donante a partir del cual se obtiene el PRP.

Como consecuencia, en el primer estudio evaluamos por primera vez el
efecto de las infiltraciones intradseas de dos tipos diferentes de PRP en funcién
de la edad de los donantes, consiguiendo mejores resultados biologicos y
estructurales que los dos grupos control. Uno de estos controles recibio
infiltraciones salinas para diferenciar los efectos bioldgicos del PRP de los
efectos mecanicos debidos a las inyecciones. Cabe mencionar que, aunque
ambos PRP tenian una composicién con un numero similar de plaquetas y sin
leucocitos ni eritrocitos, estos resultados fueron mas pronunciados en el grupo
tratado con PRP de donantes jovenes.

Se analizaron histolégicamente los efectos producidos tras infiltraciones
intradseas de PRP en tejidos donde razonablemente se podia manifestar la

87



accion local de esta terapia. Asi, en la médula 6sea de los fémures donde se
administraron directamente los tratamientos, los grupos que recibieron PRP
tenian mayor celularidad mientras que ambos grupos control mostraron un
aumento en la adipogenicidad. Este proceso natural, en el que el aumento de la
adipogénesis de la médula 6sea va en detrimento de la celularidad y la masa
6sea,'3® concuerda con nuestro modelo animal envejecido, ya que el grupo
control presentaba un numero considerable de adipocitos. Sin embargo, los
grupos que recibieron tratamiento con PRP tanto de donantes jovenes como
mayores presentaron aproximadamente un 15% menos de adiposidad, lo que
sugiere algunos efectos biologicos capaces de ralentizar este proceso de
envejecimiento.

Debido a ese aumento de la acumulacion de tejido adiposo en la médula
O0sea se produce una pérdida de hueso que ha sido reportada por varios
estudios’® y también una disminucion del volumen del hueso trabecular.’ La
invasion adiposa de la médula 6sea y la consecuente pérdida de hueso se
produce bajo condiciones fisiolégicas como el envejecimiento normal™! y
procesos patologicos como la osteoporosis.'? De acuerdo con estos hallazgos,
el analisis de micro-CT realizado en este estudio mostré una mejor estructura
0sea en los grupos tratados con PRP, y significativamente en el grupo tratado
con PRP de donantes jovenes. Aunque estas diferencias no se observaron en el
hueso cortical, si se encontr6 una mayor ocupacion y densidad del hueso
trabecular no solo en la metafisis, que es la zona donde estos cambios suelen
ser mas relevantes,'? sino también en la epifisis. Considerando parametros
como el espacio trabecular, el grosor y la densidad, la mayor ocupacion
trabecular observada se relaciona con un mayor numero de trabéculas en
comparacion con el grupo control. El envejecimiento también es causa de la
disminucién del numero trabecular, como se demuestra en otros estudios. En un
trabajo realizado por Jiménez-Andrade y cols.,'* las imagenes de micro-CT de
la metafisis distal mostraron una reduccion relacionada con la edad en el numero

trabecular comparando fémures de ratas macho jovenes, de mediana edad y
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viejas. Por lo tanto, nuestros resultados histoldgicos y de micro-CT sugieren una
accion preventiva del PRP en procesos fisiolégicos como el envejecimiento.

Otro hallazgo tras el analisis 6seo fue un mayor volumen de placa
subcondral en el grupo tratado con PRP de donante joven. Varios estudios
relacionaron el adelgazamiento de la placa subcondral con el desarrollo
temprano de la osteoartrosis.’*® Los autores demostraron que, utilizando
diferentes modelos de osteoartrosis, el grosor de la placa subcondral se redujo
independientemente de las condiciones de carga y el daio del cartilago, lo que
confirma que es un proceso inicial comun para el desarrollo de artrosis.'#6'47 Los
animales utilizados en el presente trabajo no eran modelos artrésicos, lo que se
confirmé con valores elevados en la puntuacion ICRS en todos los grupos. No
obstante, podria suponer el desarrollo de una artrosis precoz que aun no se ha
traducido en dafo del cartilago y que va precedida de adelgazamiento del
subcondral en todos los grupos excepto en el grupo tratado con PRP de donante
joven.

Una de las principales posibles causas de los cambios histologicos y
estructurales observados en este trabajo es la inflamacion ya sea relacionada
con el envejecimiento o con el desarrollo de patologias como la artrosis.'#®49 Un
ambiente inflamatorio en la médula 6sea favorece su sustitucion por tejido
adiposo, y consecuentemente las futuras alteraciones de la microarquitectura
osea. Con el envejecimiento, la acumulacion en la médula 6sea de especies
reactivas de oxigeno promueve la induccion del factor nuclear kappa B (NF-kB),
que es una de las vias mediadoras mas importantes en la inflamacién.'° La
activacion de esta via provoca la produccion de moléculas proinflamatorias que
crean un ambiente proinflamatorio y, en consecuencia, una serie de sefales
moleculares y celulares que favorecen el paso de la osteogénesis a la
adipogénesis asociado a la edad.'".'52 Es precisamente en este proceso donde
actua el PRP ya que su accion antiinflamatoria se lleva a cabo a través de la
inhibicion de la via NF-kB. Yin y cols."' observaron en un estudio in vitro que la

accion terapéutica del PRP sobre las células madre mesenquimales derivadas
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de la médula 6sea humana radicaba en parte en la supresion de la via NF-kB. El
efecto del PRP sobre esta via inflamatoria también se confirmé en un estudio in
vivo en el que se evaluo la regeneracion del cartilago.'®® El mecanismo por el
que el PRP lleva a cabo su accion inhibidora de la via NF-kB esta relacionado
con factores de crecimiento presentes en ella, tales como como HGF,'%* que se
detecto en el analisis molecular de los PRP administrados en el presente trabajo.
Por tanto, la administracién intradésea de PRP podria modular los procesos
inflamatorios presentes en la médula 6sea suprimiendo la via NF-kB, evitando la
adipogénesis y por tanto previniendo cambios en la estructura 6sea asociados a
la edad u otras patologias.

Cabe sefalar que, aunque los grupos tratados con PRP presentaron
menor adipogénesis de la médula 6sea, la arquitectura 6sea fue mas favorable
en el grupo tratado con PRP de donantes jovenes. Asi mismo, los animales
tratados con PRP de donantes jovenes también mostraron un mayor efecto en
la reparacion del tejido muscular adyacente al fémur, que se daid durante las
cirugias. Los grupos de PRP mostraron una mejor reparacion que los grupos
control seguin la menor presencia de fibrosis en este tejido."®® Sin embargo, estos
hallazgos también mostraron una mejor actividad reparadora del PRP de
donantes jovenes.

La potenciacion de los efectos generados en el grupo que recibio PRP de
donantes jovenes podria estar justificada por las diferencias a nivel molecular,
ya que la composicién celular era similar. En este sentido, la edad del donante
podria ser una caracteristica importante debido a las diferencias a nivel
molecular que se han observado entre el PRP obtenido de poblaciones jovenes
y de edad avanzada, tal y como han demostrado estudios previos.%6:157

De hecho, tras el analisis molecular de ambos PRP y observamos que el
PRP de donantes de edad avanzada tenia un perfil mas proinflamatorio,
mostrando un nivel mas alto en algunas citocinas, como CCL21 y CXCLS.
Ademas de su naturaleza proinflamatoria, varios autores informaron que estas

dos moléculas también estan relacionadas con la osteoclastogénesis, que
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también es activada por la via NF-kB después de la induccion del ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB (Receptor activator for nuclear B
ligand, RANKL) por CXCL5.152:153.18.159 Por |o tanto, los niveles mas altos de
moléculas proinflamatorias y con la estimulacion de la resorcién 6sea puede
disminuir el efecto del PRP de los donantes de edad avanzada, aunque aun
mantienen sus propiedades antiinflamatorias. Estos resultados son consistentes
con otros estudios en los que los PRP ricos en moléculas proinflamatorias
mostraron una menor eficacia debido a la activacion de la via NF-kB.151.160

Para confirmar este efecto antiinflamatorio del PRP y otros procesos
celulares, los cuales pueden estar condicionados por la edad del donante, se
desarroll6 nuestro segundo estudio, en este caso en modelos celulares del SNC.
Los hallazgos de este trabajo mostraron diferencias entre el PRP de donantes
jovenes y donantes de edad avanzada sobre los diferentes procesos biologicos
observados en cultivos celulares, corroborando también diferencias en la
composicién molecular.

Los procesos de obtencion y tipos de PRP de los dos productos
analizados en este trabajo eran idénticos, siendo la unica variable la edad de los
donantes. Ambos PRP presentaban una composicion celular similar, sin
diferencias en el numero de plaquetas y sin leucocitos ni eritrocitos. Por el
contrario, la composicion molecular era diferente, con variaciones en factores de
crecimiento y en citoquinas, presentando el PRP de donantes de edad avanzada
niveles mas altos de moléculas inherentes al envejecimiento, la inflamacién y las
enfermedades cronicas.

Los primeros procesos analizados estaban relacionados con las células
progenitoras neuronales; considerando que éste era un paso preliminar
necesario para el estudio de las propias neuronas. En primer lugar, la
incorporacion de BrdU se evalu6 en células progenitoras NT2 para evaluar el
proceso de proliferacion. Sorprendentemente, el tratamiento con PRP de
donante de edad avanzada, pero no el PRP de donante joven, produjo un

aumento significativo en el indice de incorporacion de BrdU en comparacion con
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el control FBS, lo que indica una mayor tasa de proliferacion de células
progenitoras neuronales. Aunque este resultado podria sugerir un mejor efecto
biolégico del PRP de edad avanzada, puede deberse al alto contenido de
citocinas proinflamatorias. De hecho, diferentes trabajos reportaron que la
proliferacion de las células progenitoras neurales podria verse alterada y
potenciada en ciertas fases en un entorno inflamatorio,'®'-'63 causado por la
presencia de niveles mas altos de ciertas citocinas en el PRP de donante de
edad avanzada que en el PRP de donante joven.

Posteriormente, se evalu6 la diferenciacion neuronal de estas células
progenitoras mediante el tratamiento con AraC. Ambos PRP provocaron una
disminucién en el porcentaje de células neuronales debido a un aumento de las
no neuronales. Estos datos indican que el PRP no contribuy6 a la diferenciacion
neuronal de células NT2 pero aumentd la supervivencia de las progenitoras,
posiblemente evitando la apoptosis producida por el tratamiento con AraC."%* Por
el contrario, otros autores reportaron el PRP como un promotor de diferenciacién
en células madre mesenquimales de médula dsea, tejido adiposo o papila apical
dentaria.'5-'87 Por otro lado, la capacidad del PRP para suprimir la apoptosis se
observo en otros tipos de células como los condrocitos, '8 los osteoblastos'®® y
las células del musculo esquelético.'® Curiosamente, las células neurales
progenitoras tratadas con PRP de donante joven mostraron un nucleo celular
mas grande en comparacion con los tratados con PRP de donante de edad
avanzada, lo que podria ser indicativo de procesos que ocurren antes de la
diferenciacion celular.71:172

Después de estudiar los procesos en las células progenitoras neurales, el
siguiente paso fue evaluar las células neuronales. Para obtener una evaluacion
mas profunda de los efectos del PRP en el sistema nervioso central, se
emplearon cultivos primarios de neuronas. Ninguno de los PRP modifico los
niveles de expresion de proteinas pre y postsinapticas analizadas. Sin embargo,
PRP joven podria jugar un papel en la estabilidad de la columna, ya que la

colocalizacion de los puntos pre y postsinapticos mostraron una tendencia al
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aumento y los puntos postsinapticos positivos para Homer aumentaron
significativamente con el tratamiento con PRP de donante joven. Homer es una
proteina de andamio postsinaptica y se ha informado que esta involucrada, junto
con la proteina Shank, en la ampliacion de las cabezas de la columna y la
promocion de su estabilidad.'”® Es dificil sefialar el mayor potencial terapéutico
del PRP joven con respecto al PRP envejecido con pocas moléculas, ya que la
accion biolégica del PRP se debe a la accion sinérgica de sus componentes. Sin
embargo, algunas moléculas deben mencionarse por su contribucion a la mejora
estos procesos bioldgicos.

Por lo tanto, estos resultados podrian explicarse al menos en parte por los
niveles mas altos de CCL-11 que se encuentran en el PRP de edad avanzada,
porque CCL-11 aumenta con la edad e interviene en procesos relacionados con
una disminucion de la neurogénesis. Trabajos de parabiosis realizados por
Villeda et al., en el que se unieron quirurgicamente ratones viejos y ratones
jovenes para compartir un sistema circulatorio, demostr6 que CCL-11, entre
otros, era una molécula clave en cerebro envejecido de los ratones jovenes
unidos a ratones viejos.'”#175 Ademas, debemos considerar la presencia de
GDF-11 en el grupo de PRP de donante joven pero no en el PRP de donante de
edad avanzada, donde los niveles fueron inferiores a lo esperado. Esta molécula
podria estar involucrada con la modulacién'’® sinaptica o con enfermedades
relacionadas con la edad.'” Ademas, el IGF se describié6 como un regulador
clave de neurogénesis, ayudando a promover la proliferacion y diferenciacion de
las células neuronales.'’®

Finalmente, la microglia es un componente importante del sistema
nervioso central, esencial para el neurodesarrollo y orquestar la respuesta
inmune y otros procesos como la sinaptogénesis y la muerte de células
neuronales.’”®'8 Como se observa en el presente estudio, el PRP de donante
joven, pero no el PRP de donante de edad avanzada, es capaz de aumentar la
expresion del marcador antiinflamatorio receptor de manosa en la microglia

después de la inflamacion inducida por LPS e IFN-gamma. Esto sugiere que todo
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el equilibrio proinflamatorio/antiinflamatorio de la activacion de la microglia varia
segun la edad del donante de PRP y que el PRP de donante joven promueve un
fenotipo pro-regenerativo en la microglia. Anteriormente se informé que el PRP
es capaz de activar la microglia en un modelo de rata de lesion de la médula
espinal.’® Una vez mas, es dificil relacionar las mejoras provocadas por el PRP
de donante joven sobre el PRP de edad avanzada a una sola molécula. El efecto
antiinflamatorio del PRP es un proceso conocido mediado por varias moléculas
como IGF-1y otros factores de crecimiento, que estan implicados en la reduccion
de la activacion de NF-kB, 6xido nitrico, ciclooxigenasa y expresion del factor de
necrosis tumoral en el cerebro.'”® Varios estudios in vitro han indicado que este
factor de crecimiento tiene un efecto antiinflamatorio en astrocitos y microglia, 82
y promueve el fenotipo M2 en la microglia,'8® contribuyendo a la reparacion de
tejidos. TGF también es otro factor implicado en el efecto antiinflamatorio del
PRP,® y el PRP de donante joven presentd niveles mas altos que el PRP de
donante de edad avanzada. Ademas, como se menciond anteriormente, el perfil
mas proinflamatorio de PRP de edad avanzada, debido a su composicidon
molecular, puede contribuir a su menor capacidad antiinflamatoria en
comparacion con el PRP de donante de joven.

Estos resultados concuerdan con los hallazgos del primer trabajo, siendo
el efecto antiinflamatorio unos de los mecanismos de acciéon mas definidos del
PRP, el cual genera un ambiente positivo para los cambios en la estructura
tisular. Este efecto esta a su vez condicionado por la edad del donante de PRP,
cuyo efecto mas potente puede deberse una composicidén menos proinflamatoria
que la de los donantes de edad avanzada.

La principal limitacion de este estudio es inherente a los estudios in vitro
ya que los resultados obtenidos no siempre son faciles de traducir en resultados
clinicos. Sin embargo, algunos de los modelos celulares utilizados en este
trabajo provienen directamente de modelos animales, aportando conocimiento
mas proximo a la aplicacion clinica. Se necesitan mas estudios preclinicos y

clinicos para consolidar los resultados obtenidos en el presente estudio y
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avanzar en el campo de la patologia del SNC vy las potenciales herramientas
terapéuticas. Asi mismo, los resultados obtenidos en nuestros trabajos (Articulo
1y 2) sugieren continuar en las lineas de investigacion relacionadas con el uso
de PRP alogénicos que mas favorecen los procesos bioldgicos y conducen a la
reparacion de tejidos. Estos estudios deberian evaluar no soélo el potencial
terapéutico de estos PRP alogénicos sino también los aspectos relacionados con
las reacciones inmunes debido a la presencia de otras poblaciones celulares
como los leucocitos en algunos de los tipos de PRP. Algunos autores mostraron
resultados prometedores en estudios clinicos en pacientes con osteoartrosis y
no informaron problemas de inmunidad.'8®

En el tercer estudio, evaluamos si la aplicacion del PRP por via intradsea
mostraba una mayor eficacia que las infiltraciones intraarticulares en artrosis de
rodilla severas. Las infiltraciones intraarticulares de PRP son la modalidad
convencional para abordar el cartilago articular, la membrana sinovial y el liquido
sinovial, y han demostrado ser un método seguro y eficaz en la disminucion del
dolor y mejoria de la funcion articular en pacientes con artrosis moderada de
rodilla.'8-18 Sin embargo, en la artrosis de rodilla de grado avanzado, la via de
administracion de PRP es un elemento clave, debido a que la via intraarticular
de administracion es insuficiente para abordar el hueso subcondral, tejido cuyo
papel en la fisiopatologia y el progreso de la artrosis, especialmente en las
etapas tardias, es cada vez mas reconocido y se ha postulado como una diana
terapéutica clave.”86.190

En este trabajo de investigacion, ambos grupos fueron tratados con 3
infiltraciones intraarticulares de PRP semanalmente, y solo el grupo 10 se
sometid a una novedosa terapia local consistente en una combinacion de
infiltraciones intraarticulares e intradseas de PRP. La combinacion de
infiltraciones intraarticulares e intradbseas de PRP no mostré diferencias en
comparacion con el tratamiento control a los 2 meses, pero produjo una
significativa reduccidn del dolor y mejoria en la funcionalidad de la articulacion
de larodilla alos 6 y 12 meses después del tratamiento en paciente con artrosis
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de rodilla de grado avanzado, sin efectos adversos graves en ambas
modalidades de tratamiento.

Durante los ultimos afos, varios estudios clinicos han reportado
resultados controvertidos sobre el uso del PRP intraarticular para la artrosis de
rodilla. Por un lado, algunos estudios concluyeron que en pacientes con artrosis
de rodilla de grado leve a moderado es seguro y mas eficaz que el acido
hialurénico o la solucion salina normal para aliviar el dolor y mejorar la
funcionalidad del paciente.'%.191.192 Por otro lado, la no superioridad del PRP
frente a otros tratamientos también ha sido demostrada por varios estudios.93.194
El analisis de los productos utilizados en los estudios sigue sufriendo
inconsistencias tanto en su preparacion como en su aplicacién, presentando
muchas variables, como el numero de plaquetas, método de activacion,
dosificacion y presencia de leucocitos, entre otras. Este ultimo ha sido unos de
los mas estudiados como responsable de la seguridad y eficacia del PRP.
Estudios in vitro e in vivo asocian la presencia de leucocitos en el PRP con los
efectos perjudiciales sobre los condrocitos, las células madre mesenquimales
subcondrales humanas, los osteoblastos y los sinoviocitos,'?® probablemente
debido a la liberacion de citoquinas catabdlicas (metaloproteinasa de matriz 9,
MMP-9) y proinflamatorias (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a),
mediadas por la activacion de la via del factor nuclear-kB (NF-«B).128.151 Estudios
clinicos que utilizaron PRP con leucocitos reportaron resultados tanto positivos
como negativos,'%19 y la presencia de leucocitos no parece provocar un
ambiente proinflamatorio en comparacién con el PRP sin leucocitos.%

A pesar de las controversias que generan el uso del PRP en la artrosis,
se ha publicado recientemente un trabajo del grupo trabajo ORthoBiologics
InitiaTive (ORBIT) de la European Society for Sports Traumatology, Knee
Surgery and Arthroscopy (ESSKA) en el que por primera vez se alcanza un
consenso basado en la evidencia clinica publicada. Dicho consenso recomienda
el uso del PRP intraarticular en la artrosis de rodilla por encima de otros

tratamientos intraarticulares como el acido hialurénico o los corticoides. Esta
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recomendacion se centra en las artrosis leves, siendo mas deébil en la artrosis de
grado mas avanzado, ya que en estos casos disminuiria la efectividad del
tratamiento.®19° En este sentido, la via de administracion podria ser un
elemento clave para mejorar el tratamiento en los casos de artrosis severa. La
via intraarticular de administracion de farmacos es insuficiente para abordar el
hueso subcondral, un tejido cuyo papel en la fisiopatologia y el progreso de la
artrosis de rodilla, principalmente en las etapas tardias, es cada vez mas
reconocido®200201 y se ha postulado como un objetivo fundamental para tratar
la artrosis de rodilla grave.?°9202 |_a mejora significativa en la puntuacion de dolor
del KOOS y de las medidas de resultado secundarias de las subescalas del
KOOS y WOMAC desde el inicio hasta los 6 y 12 meses que mostré el grupo 10
en comparacion del grupo IA en el presente trabajo, fue atribuido a la modalidad
de tratamiento adicional, es decir, las infiltraciones intradseas de PRP. La falta
de diferencia significativa a los 2 meses al comparar ambos grupos, a pesar de
la ligera mejoria en el grupo 10, puede deberse a que el PRP inicia su efecto al
segundo mes y su efecto real se observa progresivamente en el tiempo.2°3 Estos
resultados estan de acuerdo con el estudio piloto inicial anteriormente
mencionado, y en el que se inform6 de una reduccion significativa en la
puntuacién del dolor KOOS, una disminucion significativa del liquido sinovial (LS)
después de 1 semana de tratamiento y una mejora en la funcion de la articulacion
de la rodilla.'?

Se ha demostrado que las inyecciones intradseas de PRP en humanos
son eficaces en varias afecciones, como en pseudoartrosis o0 autoestimulacién
de la médula 6sea en cresta iliaca.?%42% A pesar de estos resultados
prometedores, la regeneracion Osea basada en el uso del PRP genera
controversia debido a estudios con resultados contradictorios. Como en el caso
del cartilago, distintas variables que influyen en la preparacion y aplicacién de
PRP, implican el uso de distintos productos y, por tanto, distintos resultados.?%”
Una revision sistematica realizada por Roffi y cols.,2®® mostro el beneficio del
PRP en estudios preclinicos, mientras que en los estudios clinicos presentd mas
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limitaciones al respecto, lo que sugiere la dificultad de traducir y optimizar el uso
del PRP para la curacion 6sea en la practica clinica. Sin embargo, las
infiltraciones intradseas de PRP en este trabajo no pretenden regenerar hueso,
sino estimular el hueso subcondral para mejorar el entorno biologico articular.
Zhen y cols.?2®® demostraron que al inhibir la sefalizacion del factor de
crecimiento transformante- (TGF-B) en una poblacién especifica de células
madre mesenquimales presentes en el hueso subcondral (células madre
mesenquimales nestin-positivas) se redujo la gravedad de la artrosis.?®® De
hecho, estudios previos han demostrado que la disminucién de las células madre
mesenquimales en el LS, en artrosis de bajo grado, sugieren mejoria clinica.?'®
Por lo tanto, es razonable especular que, al administrar PRP directamente en el
hueso subcondral, la presencia simultanea de TGF-B1 secretado por las
plaquetas, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), asi como los
factores de crecimiento plasmaticos como el factor de crecimiento insulinoide-1
(IGF-1) y factor de crecimiento hepatocitario (HGF), podrian tener un efecto
modulador en la via de sefalizacion de TGF-B.%82%° Esto podria reducir la
presencia de células madre mesenquimales y probablemente podria estar
relacionado con la reduccion del tejido fibroneurovascular del hueso subcondral
en la artrosis de rodilla, una explicacion que es paralela al mecanismo
antifibrético ya informado en varios fenotipos celulares,?'" contribuyendo asi a la
modulacion del tejido fibroneurovascular aberrante, alivio del dolor y la
hiperalgesia.?'> En este sentido, Muifios-Lépez y cols.?’® mostraron que las
infiltraciones intradseas de PRP, no asi las intraarticulares, reducian la presencia
de células madre mesenquimales en LS. Ademas de estos efectos que
ocurrieron en el hueso subcondral, la infiltracion intraarticular de PRP suprimio
el efecto de NF-«xB en las células intraarticulares inflamadas, lo que conduciria a
la reduccion de las citoquinas proinflamatorias que de otro modo podrian
contribuir al dolor al estimular la hiperalgesia y sensibilizar nociceptores
articulares a otros estimulos.?'4215 Este efecto antiinflamatorio no sélo favorece

la reduccion del dolor, sino que también podria influir en otros procesos
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biologicos relacionados con la OA de rodilla, como la senescencia celular.?'6:217
Finalmente, una cantidad significativa de cannabinoides endogenos incluidos en
el PRP podrian actuar como ligandos para los receptores cannabinoides 1 (CB-
1) y 2 (CB-2) de los condrocitos, sinoviocitos y células 6seas de las pacientes
con artrosis, contribuyendo asi a la reduccion del dolor y la inflamacion al actuar
sobre el sistema cannabinoide enddgeno.2'821°
Independientemente de cuanto del efecto terapéutico de la infiltracion
intraarticular e intradsea de PRP sea placebo, existe una amplia evidencia in vitro
e in vivo que sugiere que la intervencion del PRP en la artrosis de rodilla es algo
mas que una intervencién simulada donde el PRP cumpliria con los requisitos de
un placebo ideal.’”® Como ejemplo, las técnicas de estimulacion de la médula
0sea, y las infiltraciones intraéseas de PRP como una de ellas, han demostrado
inducir una reparacion tisular similar al cartilago y reparar defectos condrales,?%°
lo que hace que la aplicacion de PRP sea una terapia modificadora de estructura.
Sin embargo, y previo al tratamiento de PRP, primero retirariamos el liquido
sinovial y después infiltrariamos PRP intraarticularmente. Esto plantea la
pregunta acerca de cuanto del efecto terapéutico de las infiltraciones
intraarticulares es respuesta placebo o efecto fisiologico tras la extraccion del LS
con moléculas mediadoras y sefializadoras del dolor ademas de la inyeccion de
un liquido mediante una aguja en la articulacién de la rodilla.?2'-224
Este estudio presenta algunas limitaciones. Primero, las particularidades
de este nuevo tratamiento han impedido un mejor disefio del estudio que hubiera
generado resultados y conclusiones mas solidas. Sin embargo, los resultados
obtenidos permiten considerar nuevos y mas profundos estudios basados en
este campo. En segundo lugar, se incluy6 en el estudio un numero relativamente
pequefio de pacientes. En tercer lugar, desde el punto de vista del investigador,
existe una falta de seguimiento de los cambios estructurales en el hueso
subcondral a través de imagenes de resonancia magnética 3-T, estudios
histolégicos e inmunohistoquimicos y citometria de flujo, lo que podria sugerir

una intervencion de enfermedad modificadora de estructura.
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Seran necesarios mas estudios para aumentar nuestro conocimiento
sobre las infiltraciones intradseas de PRP, con el fin de conocer si se puede
modificar la evolucion de la enfermedad. Asi mismo, nuestros estudio sugieren
continuar las lineas de investigacion relacionadas con el uso de PRP alogénicos
de donante joven, para mejorar la eficacia de estos tratamientos asi como la

posibilidad de disminuir la senescencia celular.
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SECCION II 7. CONCLUSIONES

1. Las infiltraciones intradéseas de PRP previenen in vivo la adipogénesis y
la osteoclastogénesis de la médula 6sea asociadas al envejecimiento y

diversas patologias, manteniendo una estructura 6sea mas sana.

2. El efecto biologico in vivo de las infiltraciones intradseas de PRP en la
meédula 6sea es mayor cuando procede de donante joven, el cual muestra
ademas una composicion molecular de perfil menos proinflamatorio que

el PRP obtenido de donantes de edad avanzado.

3. En cultivos celulares, el PRP, actua como procesos de modulacion para
las células del SNC, reduciendo la apoptosis de las células progenitoras
neurales, estabilizar las sinapsis neuronales y disminuir la inflamacion de

la microglia.

4. El efecto del PRP de donante joven tiene un mayor efecto sobre los
cultivos del SNC, posiblemente debido a una composicion molecular
diferente, presentado el PRP de donantes de edad avanzada niveles mas
altos de moléculas inherentes al envejecimiento, la inflamacion y
condiciones patoldgicas cronicas. Por lo tanto, la composicion molecular
del PRP, condicionada por la edad del donante, afecta a la magnitud de

la respuesta biologica.

5. En el estudio clinico, las infiltraciones intraarticulares de PRP en la artrosis
de rodilla severa no mejoraron la sintomatologia del paciente, La
combinacion de infiltraciones intraarticulares e intradseas de PRP no fue

clinicamente superior a las intraarticulares a los 2 meses.
6. Las infiltraciones combinadas intraarticulares e intradseas de PRP

mostraron una mayor reduccién del dolor y una mejoria en la funcionalidad

articular alos 6 y 12 meses.

125



126



