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Resumen

Resumen

La artrosis (osteoarthritis, OA) es la patologia articular méas frecuente (afecta a un 15% de
la poblacién mundial), incapacitante y de etiologia incierta. La inflamacion crénica de bajo
grado tiene un papel fundamental en su desarrollo y progresion y culmina en el
desequilibrio entre el anabolismo y el catabolismo del cartilago articular, que tiene muy
baja capacidad de regeneracion.
El plasma rico en plaguetas (PRP) es un producto aut6logo con potencial terapéutico, pero
su eficacia clinica en la OA no se ha demostrado de forma concluyente. Esto se debe,
principalmente, a la falta de estandarizacién en los métodos de preparacion, con la
consecuente heterogeneidad de los derivados de PRP resultantes y, como resultado, a la
disparidad en los resultados tanto preclinicos como clinicos.
El objetivo de esta Tesis Doctoral fue estandarizar lisados de PRP en base a
concentraciones absolutas de plagquetas conocidas y, por lo tanto, con composicion
independiente de la concentracion basal de plaquetas del donante. Su posible utilidad en
tres indicaciones relevantes en la OA se testd en modelos in vitro con células
mesenquimales estromales (mesenchymal stromal cells, MSCs) o condrocitos OA (de
rodilla o cadera). En particular, las aplicaciones evaluadas fueron:

1. Terapia intraarticular con propiedades condrogenicas.

2. Soporte tridimensional bioactivo para la regeneracion de lesiones del cartilago.

3. Terapia intraarticular antiinflamatoria.
Los resultados en nuestros modelos mostraron que los derivados de PRP en forma de lisado
no solo no presentan capacidad condrogenica, sino que la inhiben y, en cambio, promueven
la diferenciacion al linaje osteogénico, con independencia de la dosis plaquetaria. En
cambio, cuando las MSCs estan embebidas en los geles de fibrina resultantes de la
activacion de los PRPs, el aumento de la concentracion de plaguetas resulta beneficioso.
Por otro lado, si se demostraron efectos anticatabolicos, antioxidantes y antiinflamatorios
al utilizar concentraciones de plaquetas muy inferiores a los valores fisioldgicos. Por el
contrario, el enriquecimiento plaquetario resultd proinflamatorio, especialmente en
condrocitos OA de cadera. Estos resultados moleculares se corroboraron, ademas, en un
modelo ex vivo de 21 dias con cartilago OA.
En conclusion, en este estudio se propuso una metodologia de estandarizacion novedosa
para la preparacion de derivados de PRP, basada en la concentracion absoluta de plaquetas,

demostrando que la estandarizacion de los productos de PRP es imprescindible para evaluar
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Resumen

sus efectos de manera objetiva. Este es, ademas, el primer estudio, que tengamos
conocimiento, en el que se comparan los efectos de PRPs sobre condrocitos de rodilla 'y de

cadera de manera separada.
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Resumo

Resumo

A artrose (osteoarthritis, OA) é a patoloxia articular mais frecuente (afecta a un 15% da
poboacion mundial), incapacitante e de etioloxia incerta. A inflamacidn crdnica de baixo
grao ten un papel fundamental no seu desenvolvemento e progresion e culmina no
desequilibrio entre o anabolismo e o catabolismo da cartilaxe articular, que ten moi baixa
capacidade de rexeneracion.
O plasma rico en plaquetas (PRP) € un produto autélogo con potencial terapéutico, pero a
stia eficacia clinica na OA non se ten demostrado de maneira concluinte. Isto débese,
principalmente, & falta de estandarizacion nos métodos de preparacion, coa consecuente
heteroxeneidade dos derivados de PRP resultantes e, como resultado, & disparidade nos
resultados tanto preclinicos coma clinicos.
O obxectivo desta Tese Doutoral foi estandarizar lisados de PRP en base a concentracions
absolutas de plaquetas cofiecidas e, polo tanto, con composicion independente da
concentracion basal de plaguetas do donante. A sua posible utilidade en tres indicacions
relevantes na OA testouse en modelos in vitro con células mesenquimais estromais
(mesenchymal stromal cells, MSCs) ou condrocitos OA (de xeonllo ou de cadeira). En
particular, as aplicacions avaliadas foron:

1. Terapia intraarticular con propiedades condroxénicas.

2. Soporte tridimensional bioactivo para a rexeneracion de lesidns da cartilaxe.

3. Terapia intraarticular antiinflamatoria.
Os resultados nos nosos modelos amosaron que os derivados de PRP en forma de lisado
non s6 non presentan capacidade condroxénica, sendn que a inhiben e, en cambio,
promoven a diferenciacion a linaxe osteoxénica, con independencia da dose plaquetaria.
En cambio, cando as MSCs estdn embebidas nos xeles de fibrina resultantes da activacion
dos PRPs, 0 aumento da concentracion de plaquetas resulta beneficioso. Por outro lado, si
se demostraron efectos anticatabdlicos, antioxidantes e antiinflamatorios ao empregar
concentraciéns de plaquetas moi inferiores aos valores fisioloxicos. Pola contra, o
enriquecemento plaquetario resultou proinflamatorio, especialmente en condrocitos OA de
cadeira. Estos resultados moleculares corroboraronse, ademais, nun modelo ex vivo de 21
dias con cartilaxe OA.
En conclusidn, neste estudio propuxose unha metodoloxia de estandarizacion novidosa
para a preparacion de derivados de PRP, baseada na concentracion absoluta de plaquetas,

demostrando que a estandarizacién dos produtos de PRP é imprescindible para avaliar 0s
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seus efectos de maneira obxectiva. Este é, ademais, o primeiro estudo, que tefiamos
cofiecemento, no que se comparan os efectos de PRPs sobre condrocitos de xeonllo e de

cadeira de maneira separada.
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Summary

Summary

Osteoarthritis (OA) is the most frequent joint pathology (it affects 15% of world
population), disabling and of uncertain etiology. Low-grade chronic inflammation has a
fundamental role in its development and progression and culminates in the imbalance
between the anabolism and the catabolism of articular cartilage, which has a poor
regeneration capacity.
Platelet rich plasma (PRP) is an autologous product with therapeutic potential, but its
clinical efficacy for OA has not been conclusively proved. This is mainly due to the lack
of standardization of preparation methods, the consequent heterogeneity in the resulting
PRP derivatives and, as a result, the disparity in both preclinical and clinical results.
The objective of this Doctoral Thesis was to standardize PRP lysates based on defined
absolute platelet concentrations and, thus, a composition independent from the basal
platelet concentration of the donor. Its potential application in three relevant indications for
OA was tested by means of in vitro models with mesenchymal stromal cells (MSCs) or OA
chondrocytes (from knee or hip). The evaluated applications were:

1. Intraarticular therapy with chondrogenic properties.

2. Tridimensional scaffold for the regeneration of cartilage injuries.

3. Intraarticular anti-inflammatory therapy.
The results of our models showed that PRP derivatives in lysate form do not only lack
chondrogenic capacity, but also inhibit it and, conversely, promote the differentiation to the
osteogenic lineage, independently of platelet dose. Instead, when MSCs are embedded in
the fibrin gels resulting from PRPs activation, the increase in platelet concentration is
beneficial. On the other hand, anti-catabolic, anti-oxidant and anti-inflammatory effects
were proved when using platelet concentrations much lower than physiological values.
Conversely, platelet enrichment was pro-inflammatory, especially in hip OA chondrocytes.
These molecular results were further corroborated in a 21-day ex vivo model with OA
cartilage.
In conclusion, this study proposed an innovative standardization methodology for the
preparation of PRP, based in absolute platelet concentration, and showed that the
standardization of PRP products is essential to objectively evaluate its effects. As far as we
know, this is also the first study that separately compares the effects of PRPs on knee and

hip chondrocytes.
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Introduccion

1 ESTRUCTURA DE LAS ARTICULACIONES. LA ARTICULACION
DIARTRODIAL

El aparato locomotor posibilita la interaccion con el medio a traves del movimiento y
sostiene y protege los demas drganos del cuerpo. Esta constituido por huesos,
articulaciones, musculos, tendones y ligamentos. Las articulaciones son las uniones entre
las superficies de contacto de dos o mas huesos y pueden clasificarse en tres grandes grupos,
en funcién de las caracteristicas histoldgicas del tejido que separa los huesos y del rango
de movimiento articular (de Toro, 2010):

- Atrticulaciones fibrosas (o sinartrosis): los huesos estan unidos directamente por

tejido conjuntivo fibroso y el grado de movilidad entre ellos es muy escaso o nulo.
Entre ellas se incluyen, por ejemplo, las lineas de sutura craneales.

- Articulaciones cartilaginosas (o0 anfiartrosis): las superficies 0seas estan unidas por

cartilago fibroso y ligamentos firmes y la movilidad es bastante limitada. A este
tipo pertenecen, por ejemplo, las sinfisis de los discos intervertebrales.

- Articulaciones sinoviales (o diartrosis) (Fig. 1): son las mas numerosas y se

caracterizan por la presencia de una cavidad articular, la cual determina un rango
de movimiento muy amplio. La cavidad articular esta delimitada por una céapsula
con membrana sinovial y las superficies 6seas estan recubiertas de cartilago hialino.
La articulacion sinovial es una estructura especializada en cuya funcionalidad participan
multiples elementos de tejido conectivo, organizados de manera que permiten la estabilidad
y movimiento del esqueleto. En toda articulacion sinovial se pueden encontrar los
siguientes elementos (Moore y Agur, 2003; Jiménez-Castellanos Ballesteros et al., 2002):

- Cartilago articular hialino: reviste los componentes &seos en contacto,

proporcionando una superficie lisa que reduce el coeficiente de friccidn articular y
absorbiendo una parte importante de las fuerzas de compresion soportadas por la
articulacion, disminuyendo asi la carga soportada por el hueso subcondral.

- Hueso subcondral: es hueso compacto que subyace al cartilago articular, aislandolo

de la vascularizacion e inervacion del hueso esponjoso.

- Medios de coaptacién: son piezas accesorias de fibrocartilago que facilitan la

congruencia de las superficies articulares. Incluyen los meniscos articulares (dos
anillos incompletos que se encuentran estabilizando las superficies articulares de la
rodilla), el disco articular (tabique que divide la cavidad articular en dos cAmaras

para aumentar la estabilidad y absorber tensiones, como en la articulacion
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temporomandibular) y el rodete articular (anillo que aumenta la cavidad articular y
la estabiliza, como en la articulacién coxofemoral).

- Medios de unién: pueden ser activos (musculos periarticulares y sus tendones) o

pasivos (ligamentos y elementos de tejido conjuntivo fibroso denso) y se encargan
de mantener la estabilidad articular, uniendo entre si los elementos 6seos. Entre los
segundos se incluye la céapsula articular y los ligamentos (capsulares,
intracapsulares y extracapsulares, en funcion de su localizacion con respecto a la
cavidad articular). La capsula articular es el principal elemento de proteccion de la
articulacion sinovial. Estd constituida por una membrana fibrosa que limita
internamente con la membrana sinovial, cerrando la cavidad articular. La membrana

fibrosa es un manguito resistente que constituye una prolongacion del periostio.
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Fig. 1: Anatomia de la articulacion de la rodilla. Imagen tomada y modificada de
http://kneeinjuryinfo.com/anatomy-of-the-knee.

- Membrana sinovial y liquido sinovial: es una membrana fina y transparente que

reviste el interior de la capsula articular y la superficie dsea intracapsular que no
estd cubierta por cartilago articular. Se encarga de secretar y regular el volumen y
contenido del liquido sinovial, que es esencialmente un filtrado de plasma,
transparente y viscoso debido al alto contenido en acido hialurénico (AH) y

lubricina, que lubrica la articulacion y nutre el cartilago (Cuervo-Aguilera, 2018;
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Welsch, 2009). Puede considerarse como parte de la c&psula articular (de Toro,
2010) pero, por su funcionalidad diferenciada, aqui se comenta
independientemente.

- Cavidad articular: es el pequefio espacio que queda comprendido entre las

superficies articulares y la membrana sinovial, estando ocupado por el liquido

sinovial.
1.1 El cartilago articular

El cartilago es un tipo de tejido conectivo especializado que cumple funciones de sostén.
Estd constituido por un Unico tipo celular, el condrocito, y una abundante matriz
extracelular (MEC), producida y mantenida por estas células. Se pueden diferenciar tres
grandes tipos de cartilago en el ser humano adulto (Welsch, 2009):

- Elastico: se encuentra en el pabellon auricular, la epiglotis y la laringe, entre otros
sitios.

- Fibroso: aparece en el anillo fibroso de los discos intervertebrales, los meniscos y
discos articulares, las zonas de insercidn tenddn-hueso y la articulacion
temporomandibular.

- Hialino: es el mas abundante y se localiza en las epifisis dseas de las articulaciones
sinoviales, por lo que también se conoce como cartilago articular. Otras ubicaciones
incluyen las vias respiratorias, el esterndn o ciertas partes del esqueleto nasal.

Existe un cuarto tipo de cartilago en el ser humano, el cartilago fetal, que se encuentra solo
durante la etapa inicial de desarrollo y se caracteriza por su alto contenido en condrocitos,
ademas de por presentar vasos sanguineos.

En el &mbito de este trabajo, nos centraremos en el cartilago articular hialino, un tejido de
apariencia lisa y blanquecina que cuenta con tan solo unos pocos milimetros de espesor (2-
4 mm) y que se caracteriza por ser avascular, aneural y alinfatico. Estas particularidades
determinan que el aporte de oxigeno y nutrientes, asi como la eliminacion de desechos
celulares, deban realizarse mediante difusion a través de la MEC desde el liquido sinovial

y, en menor medida, desde el hueso subcondral (Couceiro-Follente y Silva-Ribera, 2010).
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1.1.1 El condrocito

El condrocito es el unico componente celular del cartilago articular adulto y se encarga de
sintetizar y mantener las moléculas altamente especializadas de la MEC. Son células
redondeadas o poligonales que se encuentran en lagunas de la MEC y, aunque inicialmente
se creia que constituian unidades aisladas e independientes (Richter, 2009), recientemente
se ha demostrado que los condrocitos proximos se comunican entre si mediante
proyecciones citoplasmaticas (Mayan et al., 2015). Dada su relativa escasez con respecto a
la celularidad de otros tejidos, se dice que el cartilago articular es hipocelular; la densidad
celular en un condilo femoral es de 14,5+3,0-10° células/mm? entre los 20 y los 30 afios,
tendiendo a disminuir con la edad.

La naturaleza avascular del cartilago determina que los condrocitos se encuentren en un
ambiente con bajas concentraciones de nutrientes y una baja tension de oxigeno, que oscila
entre el 10% en la zona superficial y el 1% en la zona profunda. Por ello, la glucosa es su
principal fuente de energia y su metabolismo es pausado. A pesar de su relativa quiescencia,
los condrocitos mantienen un equilibrio entre los procesos anabolicos y catabdlicos de la
MEC y son capaces de responder a estimulos bioquimicos, estructurales o fisicos a través
de la sintesis de enzimas, factores de crecimiento (growth factors, GFs), citoquinas y
moléculas de la MEC. En esta capacidad de respuesta reside su gran importancia clinica,
ya que el balance de estimulos que reciben a través de la MEC puede alterar la homeostasis
articular de forma positiva o negativa. En general, la actividad mitotica reducida y la baja
tasa de actividad sintética determinan que la capacidad de auto-regeneracion del tejido sea
muy limitada (Caramés, 2018; Goldring et al., 2009).

1.1.2 La matriz extracelular. Propiedades y funcion del cartilago articular

Los condrocitos estan rodeados inmediatamente por la matriz pericelular, que es rica en
proteoglicanos y carece de fibrillas de colageno (COL). Alrededor de ella se encuentra la
matriz territorial, especialmente rica en COL de tipo VI y que forma una estructura tipo
capsula alrededor de los condrocitos, protegiéndolos del estrés mecanico. Mas alla de la
matriz territorial se encuentra el grueso de la MEC, que se denomina matriz interterritorial
(Caramés, 2018). Los componentes de la MEC determinan sus propiedades y caracteristicas
biomecanicas y, por lo tanto, su funcionalidad. EI componente principal es el COL de tipo
Il (COLII), aunque también se pueden encontrar COLs de tipo V, VI, IX y XI. El otro

componente principal de la MEC son los proteoglicanos, concretamente el agrecano
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(ACAN), aunque también se pueden encontrar diversos tipos de proteoglicanos sulfatados,
AH y otros componentes menos abundantes, pero no por ello menos importantes
estructuralmente, como el biglicano, la decorina, la fibronectina o el perlecano, entre otros
(Couceiro-Follente y Silva-Ribera, 2010) (ver Tabla 1).

Tabla 1: Componentes de la MEC del cartilago articular. Adaptada de Goldring et al. (2009).

MOLECULA FUNCION Y LOCALIZACION

COLs
Tipo 11 Componente principal de las fibras de COL. Fuerza de tension.
Tipo VI Red microfibrilar pericelular que une AH, biglicano y decorina.
Tipo IX Conexiones entre fibras. Fuerza de tension.
Tipo X Red hexagonal caracteristica de la zona hipertréfica y calcificada.
Tipo XI Nucleacion de las fibrillas de COL.
Proteoglicanos
ACAN Unién a AH estabilizada por proteina de union. Fuerza de compresion.
Perlecano Distribucion pericelular. Adhesién célula-MEC.
Biglicano Distribucion pericelular. Union a COLVI y TGF-p.
Decorina Distribucion interterritorial. Control de forma/tamafio de fibrillas y unién a COLII.
Otras moléculas
AH Retencion de ACAN en la MEC.
Proteina de union  Estabilizacion de la asociacion ACAN-AH.
COMP Distribucion interterritorial. Estabilizacion de la red de COL.
CILP Restringida a zona de transicion/profunda.
Fibronectina Adhesion celular a COL y proteoglicanos.
Lubricina Restringida a zona superficial. Lubricacion de la articulacion.
Proteinas de membrana
Ancorina ClI Adhesion a COLII.
Integrinas Uniodn célula-MEC a través de COLI, COLII, COLVI o fibronectina. Sefializacién
intracelular.

COMP: cartilage oligomeric matrix protein (proteina oligomérica de matriz de cartilago); CILP: cartilage
intermediate layer protein (proteina de capa intermedia de cartilago); TGF: transforming growth factor
(factor de crecimiento transformante).

Los COLs son las macromoléculas mas abundantes de la MEC (60-70% del peso seco) v,
entre ellos, el COLII es el mas abundante (90-95%). Estan formados por una triple hélice
constituida por tres cadenas polipeptidicas idénticas (en el caso de COLII, tres cadenas a-
1(11)) y forman un entramado tridimensional disefiado para inmovilizar los agregados de
proteoglicanos, descargar las fuerzas de traccién y proporcionar una alta resistencia a la
tension.

Los proteoglicanos, por su parte, son las segundas macromoléculas mas abundantes de la
MEC. Al igual que los COLs, son sintetizados por los condrocitos y estan intercalados entre
la malla de COL. El proteoglicano mas abundante es el ACAN, cuya estructura consiste en

un eje proteico central al que se unen numerosas cadenas laterales de glucosaminoglicanos
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(GAGs) mediante enlaces covalentes. Los GAGs son polisacaridos con numerosas cargas
negativas, las cuales les otorgan una naturaleza altamente hidrofilica y les permiten retener
grandes cantidades de agua; los mas comunes son el condroitin sulfato, el queratan sulfato
y el dermatén sulfato. EI AH enlaza cientos de cadenas de ACAN para formar grandes
complejos macromoleculares que quedan retenidos en la red de COL, impidiendo que
difundan hacia el espacio articular (Fig. 2).

Colageno tipo II

: N
B, P, T T A,
~ .

ST RESERS LS

Complejo de proteoglicanos

Fig. 2: MEC del cartilago articular hialino. Esquema de la estructura molecular del COLII, el ACANy los
complejos de proteoglicanos y su organizacién entrecruzada en la MEC. Imagen tomada y modificada de
Benito-Ruiz (2010).

Los proteoglicanos tienen una relevancia estructural critica, dado que son los responsables
del elevado grado de hidratacion del cartilago articular, cuyo contenido en agua puede
alcanzar el 75-80%. Asi, la presion osmatica generada por las numerosas cargas eléctricas
negativas de los proteoglicanos induce la entrada y retencién de una gran cantidad de agua.
Las fuerzas de compresion generadas durante el movimiento expulsan el agua de los
intersticios de la MEC, creando una resistencia debida a las fuerzas eléctricas que la
retienen. Una vez cesa la fuerza deformante, el agua es atraida de nuevo al interior de la
MEC, que recupera su forma original. Este mecanismo hidrodinamico, unido a la propia
consistencia de la MEC, proporciona una gran resistencia a la compresion y constituye,
ademas, el principal mecanismo de nutricién y oxigenacion de los condrocitos (Perera et
al., 2012; Couceiro-Follente y Silva-Ribera, 2010).

1.1.3 Estructura histolégica

En el cartilago articular maduro, los condrocitos constituyen un 2-5% del volumen total del
tejido y se encargan de sintetizar y mantener una MEC abundante y compleja, que

representa un 95-98% del peso seco total. Esta MEC esta formada por un 70-80% de agua
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y un 20-30% de lo que se denomina “peso seco”, en el que se incluye, a grandes rasgos, un

50% de COL, un 30-35% de proteoglicanos y un 15-20% de otras proteinas de matriz. No

obstante, el tejido no es homogéneo en todo su espesor, de tal forma que se pueden

diferenciar cuatro regiones, en las que la composicion, organizacion y propiedades de

mecénicas de la MEC, asi como la morfologia, tamafio y actividad metabdlica celular
varian con la profundidad (Caramés, 2018; Benito-Ruiz, 2010; Goldring et al., 2009) (Fig.

3):

Zona |, superficial o tangencial: estd en contacto con el liquido sinovial y supone

un 10-20% del espesor total del cartilago. Contiene numerosos condrocitos de
pequefio tamario, aplanados y dispuestos en paralelo a la superficie articular. Las
fibrillas de COL son muy finas y se orientan también en paralelo a la superficie,
mientras que el contenido en proteoglicanos es reducido. La parte mas superficial
de la zona | se denomina lamina splendens y es acelular, proporcionando una
superficie de muy bajo coeficiente de friccion que protege al cartilago frente a la
abrasion. Ademas, aporta resistencia a las fuerzas de cizallamiento, traccion y
compresion derivadas de la locomocion.

Zona |1, media o de transicion: representa un 40-60% del grosor total y contiene

condrocitos méas grandes Yy esféricos, menos numerosos Yy distribuidos
aleatoriamente, bien en solitario o bien en pequefios grupos. El contenido en
proteoglicanos aumenta y las fibras de COL son aqui mas gruesas y se orientan de
forma oblicua. Aporta resistencia a las fuerzas de compresion.

Zona |11, profunda o radial: constituye un 30% del volumen total del cartilago. Los

condrocitos son mas grandes, de morfologia eliptica y organizados en columnas
perpendiculares a la superficie articular. Es la region con mayor contenido en
proteoglicanos y menor contenido en agua. También tiene las fibras de COL mas
grandes, distribuidas de la misma forma que los condrocitos. Aporta también
resistencia a las fuerzas de compresion.

Zona 1V o calcificada: se ubica sobre el hueso subcondral y contiene cartilago

mineralizado, en el que los condrocitos son mas escasos, redondeados e
hipertréficos. Esta capa esta separada de la zona radial por el frente de calcificacion
o tidemark y carece de proteoglicanos. La funcion de este estrato consiste en anclar
el cartilago articular al hueso subcondral, adonde transmite las fuerzas de

compresion.
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A grandes rasgos, la densidad celular desciende progresivamente desde la zona superficial
hacia la zona profunda, al igual que el contenido en agua, que pasa de ser de un 75-80% a
un 65-70%. En la superficie hay también una mayor proporcion de COL en relacion al
contenido en proteoglicanos, pero esta situacion se invierte hacia la zona profunda. Al
mismo tiempo, el tamafio celular va aumentando, siendo los condrocitos de las zonas de

transicion y profunda dos veces mas grandes que los de la zona superficial (Goldring et al.,

2009).

Zona superfidal

Zona de transicion

Zona profunda

Zona caldficada

Fig. 3: Estructura del cartilago articular adulto. Esquema de la zonacion del cartilago articular, destacando
los cambios en el tamafo de los condrocitos, el didmetro de las fibrillas de COL y la composicion local
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2 LA ARTROSIS
2.1 Definicion

La Sociedad Internacional para la Investigacion de la Artrosis (Osteoarthritis Research
Society International, OARSI) define la artrosis (osteoarthritis, OA) como una patologia
caracterizada “por el estrés celular y la degradacion de la MEC, la cual es iniciada por
micro- y macro-lesiones que activan respuestas de reparacion maladaptativas, incluyendo
rutas proinflamatorias de inmunidad innata”. Se desconoce la etiologia exacta de la OA,
pero actualmente se acepta que se manifiesta en primer lugar como un trastorno molecular
(metabolismo articular anormal) seguido de alteraciones anatomicas y/o fisioldgicas
(degradacidn del cartilago, remodelacion del hueso, pérdida de la funcién articular normal)
que culminan en la enfermedad sintomatica (Kraus et al., 2015).

2.2 Alteraciones moleculares: inflamacion y OA

La OA es un desorden multifactorial en el que la inflamacion cronica de bajo grado
desempefia un papel critico en el desarrollo y progresion de la degeneracion articular,
aungue todavia no estéa claro si desemperia un papel causal en la patogenia de la enfermedad
0 bien es un efecto de un proceso mecanico/degradativo primario.

Los mediadores bioldgicos involucrados en los procesos patologicos de la OA incluyen
citoquinas, quimioquinas, GFs, adipoquinas, mediadores lipidicos como las
prostaglandinas y leucotrienos, 6xido nitrico (nitric oxide, NO) y proteinasas (Fig. 4). La
accion de estos mediadores activa la destruccion de la MEC, inhibe la sintesis de sus
componentes (y, por tanto, su reparacién) y promueve la apoptosis. De hecho, esta
ampliamente reconocido que, en la OA, ademas de la degradacion de la MEC, el cartilago
experimenta una pérdida significativa del nGmero de condrocitos debido a la muerte celular
por apoptosis, siendo marcadamente hipocelular con respecto al cartilago articular sano.
Asi, la pérdida de MEC y la muerte de los condrocitos crea un ciclo degenerativo en el que
la progresion de una agrava la otra, existiendo una correlacion directa entre el grado de
dafio en el cartilago y la apoptosis de los condrocitos (Hwang y Kim, 2015).

La interleuquina (IL) 1 beta (IL-1p) es la citoquina proinflamatoria méas caracteristica de la
OA, hecho que se conoce desde los afios 80 (Bunning et al., 1986; Hamerman y Klagsbrun,
1985). Otro dato que se conoce desde hace tiempo es que este mediador actla
habitualmente junto con el factor de necrosis tumoral alfa (tumor necrosis factor alpha,

TNFa), otra citoquina proinflamatoria cuya actividad en solitario es de 100 a 1.000 veces
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inferior a la de IL-1p (Attur et al., 2002), pero que, en conjunto, desencadenan efectos
sinérgicos para favorecer la destruccion de tejido e inhibir la reparacion (Pelletier et al.,
1991; Shinmei et al., 1990).

Synovium

Cartilage
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products
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Fig. 4. Mediadores bioldgicos implicados en la OA. Esta patologia se caracteriza por los niveles
intraarticulares incrementados de mediadores como IL-1B, TNFa, NO, PGE,;, MMP-13 e IL-6, entre otros.
Imagen tomada y modificada de Abramson et al. (2006).

El efecto sinérgico IL-1B/TNFa se debe a que, aun teniendo receptores de membrana
independientes y bien diferenciados, ambos mediadores activan el mismo grupo de rutas
de sefalizacion intracelular para producir efectos similares, incrementando la inflamacion
y el catabolismo articular. En concreto, tanto IL-1B como TNFo activan el factor nuclear
kB (nuclear factor kB, NF-xB), pieza clave de una de las principales rutas de transcripcion
de la OA. De esta manera se activa la expresion de la citoquina IL-6, la quimioquina IL-8
y, en un bucle de retroalimentacion positiva, la propia sintesis de las citoquinas IL-1p y
TNFo. Ademas, ambos mediadores inhiben la sintesis de los componentes de matriz COLII
y proteoglicanos, al tiempo que inducen la expresion de enzimas degradadoras.
Concretamente, los condrocitos activados producen las metaloproteasas de matriz (matrix
metalloproteinases, MMPs) MMP-1, MMP-3, MMP-13 y ADAMTS (a desintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs, proteina desintegrina y metaloproteasa con
motivos de trombospondina) de tipo 4 y 5, responsables de la degradacion de COL (en el

cartilago, MMP-13 es la mas relevante, ya que digiere especificamente COLII) y
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proteoglicanos (ADAMTS-4 y -5 se dirigen especificamente al ACAN) (Wojdasiewicz et
al., 2014; Blanco y Rego-Pérez, 2010; Monfort-Faure y Trujillo-Martin, 2010).

Por otra parte, otro de los efectos de IL-1p y TNFa es el aumento de los niveles de NO a
través de la activacion de la expresion de la isoforma inducible de su sintasa (nitric oxide
synthase 2, NOS2). Ambos mediadores inducen también la sintesis de mediadores lipidicos
(eicosanoides) y, en particular, de prostaglandina E> (PGE>). Esto es asi debido a la
sobreexpresion de sus enzimas de sintesis, la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la sintasa
microsomal de prostaglandina E o, simplemente, prostaglandina E sintasa (PTGES)
(Wojdasiewicz et al., 2014). Se sabe que el NO contribuye a la destruccion del cartilago
OA mediante la induccion de la expresion de MMPs, la inhibicion de la sintesis de COL y
proteoglicanos y la induccion de la apoptosis de los condrocitos en un mecanismo mediado
por la produccion de PGE> (Rahmati et al., 2016; Scher et al., 2007; Notoya et al., 2000).
En cuanto a PGEy, sus efectos sobre los condrocitos son complejos y parece ejercer una
doble funcién en el cartilago. De esta forma, la PGE: puede producir efectos anabdlicos
(inhibicion de la degradacion y activacion de la sintesis de las proteinas de la MEC) o
catabdlicos (promocion de la degradacion de la MEC, inhibicion de la proliferacion celular
y activacion de la apoptosis). Esto puede deberse a la existencia de cuatro receptores
diferentes para este mediador, a los que podria unirse con distintas afinidades para
desencadenar respuestas divergentes en funcion del contexto articular (Otsuka et al., 2009;
Goldring y Berenbaum, 2004; Coleman et al., 1994). Tanto PGE2> como NO contribuyen
significativamente al dolor sintomatico de la OA (Lee et al., 2013a).

El estrés oxidativo es otro de los procesos criticos en la progresion de la OA. Tanto IL-1p
como TNFa producen alteraciones en el funcionamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial, disminuyendo las reservas energéticas celulares en forma de adenosin
trifosfato (ATP, adenosine triphosphate). La IL-1B, ademas, estimula la formacion de
radicales libres de oxigeno, o especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS),
que dafian directamente el cartilago articular. EI NO es uno de los principales mediadores
de estrés oxidativo, siendo capaz de reaccionar con ROS para formar peroxinitrito (un
compuesto toxico para las células y tejidos) y aumentando la susceptibilidad de los

condrocitos a agentes oxidantes (Wojdasiewicz et al., 2014; Whiteman et al., 2004).
2.3 Alteraciones fisioldgicas y anatémicas en la OA

Como ya se ha comentado anteriormente, en la fisiopatologia de la OA estan involucrados

todos los tejidos que conforman la articulacién, resultando especialmente importantes el
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cartilago articular, la membrana sinovial y el hueso subcondral, dada su elevada actividad
proinflamatoria y procatabolica (Robinson et al., 2016). La teoria mas extendida sitda el
inicio de la enfermedad en el cartilago, donde el desequilibrio entre el anabolismo vy el
catabolismo de los condrocitos compromete la integridad de la MEC debido a la
combinacion de estimulos mecanicos y mediadores biologicos fuera de los rangos
fisiologicos (Martel-Pelletier et al., 2008).

Las articulaciones mas comunmente afectadas por la OA son las de las manos, columna
vertebral, rodillas, caderas y pies. Tradicionalmente, la patologia se caracteriza por el
deterioro y pérdida del cartilago articular, pero la concepcion de la enfermedad ha
cambiado y, actualmente, se reconoce que afecta a todo el conjunto de la articulacion:
provoca la fibrilacion y degradacion del cartilago articular, el engrosamiento del hueso
subcondral y la formacion de quistes, microfracturas y osteofitos, la inflamacion de la
membrana sinovial, la degeneracion de ligamentos y meniscos, la debilitacion de los
musculos y la hipertrofia de la capsula articular (Fig. 5). No consiste simplemente en una
degeneracion pasiva, sino que constituye un proceso activo debido al desequilibrio entre
los procesos de degradacion y reparacion tisular (catabolismo y anabolismo) (Fernandez-
Gutiérrez, 2018; Robinson et al., 2016; Arden et al., 2014).

Debilitacion y contractura de
igamentos y misculos

Dafio y pérdida de cartlago

Inflamacién de la
membrana sinovial

Crecimientos 6seos (osteofitos) y
desgaste

Cambios en el hueso subcondral
(esclerosis, quistes)

Musculo/ligamento
. Cartilago

D Membrana sinovial

D Hueso

D Crecimientos dseos

Fig. 5: Afectacion de una articulacion OA. Representacion esquematica de una rodilla OA y los principales
cambios experimentados por los distintos tejidos que la integran. Imagen tomada y modificada de Arden et
al. (2014).

La gran heterogeneidad en el grado de afectacion de los distintos componentes articulares
y en los cuadros clinicos de los pacientes, e incluso entre las distintas articulaciones de un
mismo paciente, complica la definicién de la enfermedad (Blanco y Tornero Molina, 2016).

De hecho, recientemente se ha propuesto una division fenotipica de la OA en base a su
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origen, grupo de edad afectado y localizacion principal. De esta forma se distinguirian los
fenotipos post-traumético, metabolico, de envejecimiento, genético y doloroso. No
obstante, todavia no se ha alcanzado un consenso en cuanto a la caracterizacion de cada
subgrupo (Arden et al., 2014).

2.4 Epidemiologia y coste socioeconémico

La OA es la patologia articular més frecuente, con una prevalencia de alrededor de un 15%
a nivel mundial. La sintomatologia incluye dolor, rigidez, crepitacion y, en estadios
avanzados, deformidad, inestabilidad y atrofia muscular. Por ello, la OA es ya una de las
diez enfermedades més incapacitantes en los paises desarrollados. Los factores de riesgo
para el desarrollo y progresion de esta patologia incluyen la edad (méas del 70% de los
mayores de 50 afios tienen signos radiologicos en alguna localizacién), el género (la
prevalencia es mayor entre las mujeres, sobre todo tras la menopausia), la obesidad
(especialmente correlacionada con el desarrollo de OA de rodilla), el grupo étnico, la
predisposicion genética, factores ocupacionales como el dafio o sobreuso articular y la
presencia de traumatismos y dafios previos en el cartilago (Fernandez-Gutiérrez, 2018;
Arden et al., 2014). Entre ellos, la edad es el factor de mayor relevancia. Considerando que
la poblacién mundial mayor de 60 afios aumentara un 10% en los proximos treinta afios, y
si bien el envejecimiento no conlleva ineludiblemente el desarrollo de OA, se ha predicho
que el alargamiento de la esperanza de vida y el incremento de los niveles de obesidad
convertiran a esta patologia en la cuarta causa de discapacidad a nivel global en el afio 2020
(Organizacién Mundial de la Salud, 2015; Kingsbury et al., 2014).

Ademas de su profundo impacto sobre la calidad de vida de las personas afectadas, la OA
estd también asociada a un considerable coste socioecondmico. Este coste es el resultado
acumulativo del absentismo laboral, los gastos médicos y los servicios sociales y
comunitarios. Aunque los datos disponibles sobre el impacto en la productividad laboral
son limitados, la Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) calcula un coste anual superior
a 4.700 millones de euros, equivalente al 0,5% del PIB, con un coste medio por paciente
de unos 1.500 euros (Fig. 6) (Loza et al., 2009).
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Fig. 6: Coste anual por paciente de la OA de rodilla y de cadera. Imagen tomada y modificada de Loza et
al. (2009).

2.5 Opciones terapéuticas

Actualmente, ninguno de los tratamientos disponibles para la OA cura la enfermedad.
Todos ellos son de tipo paliativo, dirigidos a aliviar el dolor y la inflamacion, pero no existe
ningun tratamiento eficaz que recupere las propiedades del cartilago articular o que, al
menos, detenga la progresion de la enfermedad. Cada paciente recibe un tratamiento
individualizado y ajustado a sus caracteristicas con el objetivo de controlar el dolor,
mantener la funcionalidad de la/s articulacion/es y reducir al maximo la progresion de la
enfermedad. La presencia o ausencia de comorbilidades ha permitido definir algoritmos de
tratamiento como el que se presenta en la Fig. 7.

Como se puede ver, la primera aproximacion es un tratamiento no farmacoldgico, en el que
se intenta evitar la progresion de la enfermedad mediante la reduccion de los factores de
riesgo. Generalmente, se recomienda hacer ejercicios moderados de fortalecimiento, usar
cufias en el calzado y apoyos durante la locomocion, perder peso y aplicar frio o calor para
aliviar el dolor. Cuando esta aproximacion no es suficiente, se aplican tratamientos
farmacoldgicos adecuados a la presencia o ausencia de comorbilidades de tipo
cardiovascular o gastrointestinal. Entre estos medicamentos se incluyen compuestos
sintomaticos de accién rapida, como los analgésicos (paracetamol, opiaceos débiles y

opiaceos fuertes) y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs, asociados a importantes
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efectos secundarios gastrointestinales, cardiovasculares y renales), y de accién lenta
(conocidos como SYSADOAs, symptomatic slow action drugs for osteoarthritis). Estos
ultimos pueden administrarse por via oral (condroitin sulfato, diacereina, glucosamina) o
por via intraarticular (AH). En casos de sinovitis aguda y en estadios tardios de la
enfermedad se recomienda aplicar inyecciones intraarticulares de glucocorticoides
(Blanco, 2018).

é Tratamiento basico h
Ejercicio moderado (caminar, tai-chi)
Fortalecer cuadriceps (ejercicios isométricos)
Ejercicios en el agua y natacion
Reducir peso
\_ Utilizar bastdn, calzado adecuado Y,
Riesgo cardiovascular | Sin riesgo Riesgo gastrointestinal
ﬁnalgésicos: \ 6nalgésicos: \ /SYSADOAs-. \
Paracetamol, codeina Paracetamol, codeina AH (intraarticular), sulfato de
glucosamina, condroitin sulfato (orales)
SYSADOASs: SYSADOASs:
AH (intraarticular), sulfato de AH (intraarticular), sulfato de AINEs (t6picos):
glucosamina, condroitin sulfato (orales) glucosamina, condroitin sulfato (orales) Capseicina, duloxetina, tramadol,
tapentadol
AINEs (topicos): AINEs (topicos):
Capseicina, duloxetina, tramadol, Capseicina Corticosteroides (intraarticulares)
tapentadol
AINEs (orales): Evitar AINEs (orales):
Corticosteroides (intraarticulares) Duloxetina, tramadol, tapentadol \Coxib+omeprazol /
Evitar AINEs (orales): Qorticosteroides (intraarticulares) /
Qaproxeno j

Fig. 7: Algoritmo terapéutico para la OA de rodilla. Gréafico tomado y modificado de Blanco (2018).

En los ultimos afios se han probado agentes de accion central y diversas terapias biologicas
pero, aunque su eficacia es buena, se han detectado mayores efectos adversos de lo
esperado (Hochberg, 2012). Asi mismo, existen numerosas terapias en fase de
investigacion que todavia necesitan mas evidencias para poder implantarse en la practica
clinica. Este es el caso, por ejemplo, de las terapias con células mesengquimales estromales
(mesenchymal stromal cells, MSCs), la ingenieria de tejidos (tissue engineering, TE) o el
plasma rico en plaquetas (PRP). En general, cuando la OA alcanza un estadio avanzado y
resulta muy sintomatica e incapacitante, se recurre a la cirugia de reemplazo protésico, o
artroplastia, para atenuar el dolor y recuperar la funcionalidad articular.

Las MSCs son células no especializadas que se auto-renuevan mediante divisién celular y
que, bajo ciertas condiciones, pueden diferenciarse en tipos celulares especializados.
Presentan dos grandes ventajas frente a las células madre embrionarias y fetales: no
plantean problemas éticos y, ademas, al ser obtenidas de forma autdloga, se evita la
induccion de una posible respuesta inmune (Mobasheri et al., 2009). Las MSCs fueron

aisladas inicialmente a partir de aspirados de médula 6sea (bone marrow, BM), pero desde
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entonces han podido obtenerse a partir de numerosos tejidos, incluyendo el periostio, el
musculo, la membrana sinovial y el tejido adiposo, entre otros (Roelofs et al., 2013). Las
distintas poblaciones de MSCs no son homogéneas, sSino que presentan una considerable
variabilidad fenotipica. Por este motivo, la International Society for Cellular Therapy ha
definido una serie de criterios que permiten identificarlas (Dominici et al., 2006):

- Capacidad de adherencia al plastico de los recipientes de cultivo.

- Expresion (y ausencia de expresion) de ciertos marcadores de superficie. En
concreto, mas de un 95% de la poblacion celular debe expresar CD73, CD90 y
CD105, mientras que mas de un 98% no debe expresar CD11b, CD14, CD19,
CD34, CD45, CD79a, ni HLA-DR.

- Capacidad de diferenciacién hacia osteoblastos, adipocitos y condroblastos.

La TE, por su parte, es una disciplina emergente de la medicina regenerativa que constituye
una alternativa prometedora para la reparacion de lesiones articulares. Plantea la
reconstruccion de los tejidos para recuperar su estructura y funcionalidad, empleando para
ello biomateriales constituidos por células, soportes tridimensionales y GFs (Zhao et al.,
2013; Hollander et al., 2006). En el caso del cartilago, las células empleadas pueden ser
condrocitos 0 MSCs; en la actualidad se tiende a usar mas estas Ultimas, ya que presentan
una serie de ventajas frente a los condrocitos, como puede ser su mayor disponibilidad y su
relativa facilidad de obtencion y cultivo (Vinatier et al., 2009). En cuanto a los soportes, se
buscan materiales biocompatibles, estructural y mecanicamente estables, que puedan
encapsular las células a trasplantar y que permitan la integracion con el tejido receptor
(Mobasheri et al., 2009). Estos materiales pueden ser polimeros artificiales (acido
poliglicdlico, acido polilactico) o polimeros naturales (alginato, gelatina, fibrina) (Anitua
et al., 2010). Los polimeros sintéticos presentan dos grandes limitaciones: las células
tienden a sufrir apoptosis (debido a la carencia de interacciones con la MEC) vy la tasa de
degradacion es constante, por lo que no puede adaptarse a las necesidades celulares
(Brower et al., 2011). Asi, se prefieren los soportes naturales para favorecer la viabilidad
celular e intentar asegurar el éxito de la terapia de regeneracion. Por Gltimo, los GFs pueden
administrarse durante el periodo de cultivo in vitro y/o ser incorporados en la estructura del
biomaterial. Esta segunda opcion es la mas apropiada, ya que posibilita la liberacion
controlada de GFs en el espacio y tiempo, alli donde las células los necesitan y durante un

periodo mas prolongado para mejorar la diferenciacion celular (Anitua et al., 2008).
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3 EL PLASMA RICO EN PLAQUETAS
3.1 La plaqueta

Las plaquetas, o trombocitos, son pequefios fragmentos citoplasmaticos, irregulares y
anucleados que proceden de la fragmentacién de los megacariocitos de la BM (Fig. 8),
origindndose en un proceso independiente de la division nuclear conocido como
endomitosis. Aun siendo anucleadas, las plaquetas son células metab6licamente activas y
contienen numerosos organulos funcionales como reticulo endoplasmatico, aparato de
Golgi y mitocondrias. Con un diametro de 2 a 3 um y una vida media de 7 a 12 dias, sus
funciones mas conocidas son la coagulacion y la hemostasia para evitar la pérdida de
sangre, pero no son las unicas. La fragmentacion de los megacariocitos es estimulada
fundamentalmente por la trombopoyetina y ocurre de manera continuada, asegurando una
produccion de unas 10! plaquetas/dia para poder mantener la poblacion plaquetaria en
sangre (Yun et al., 2016).

La mayoria de las funciones plaquetarias estan ligadas directamente a su activacion, un
proceso que ocurre de manera natural al producirse una lesién en la pared de un vaso
sanguineo. En condiciones normales, las plaquetas circulantes se encuentran en estado de
reposo y tienen un aspecto discoidal. Cuando se produce un dafio en el endotelio vascular,
el COL vy otras proteinas de matriz quedan expuestos en la lesion y provocan la activacion
de las plaquetas, las cuales adquieren una morfologia esférica y emiten numerosas
proyecciones citoplasmaticas (Fig. 9). La activacion supone el inicio de la agregacion
plaqueteria y la liberacion del contenido de sus granulos citoplasmaticos, lo que a su vez
produce el reclutamiento de méas plaquetas y la activacion de la cascada de coagulacion
para bloquear la pérdida de sangre mediante la formacion de un coagulo o trombo
(Dovlatova, 2015).

19



Introduccion

El citoplasma de las plaquetas presenta cuatro tipos de granulos: granulos o, granulos

densos, lisosomas y granulos T, estos ultimos descritos recientemente (Thon et al., 2012).

Fig. 8: Megacariocito y plaquetas. Las plaquetas en formacién se pueden ver como pequefios fragmentos
citoplasmaticos de apariencia granular en la periferia del megacariocito. Imagen tomada de
https://imagebank.hematology.org/image/1186/platelet-forming-megakaryocyte--1?type=upload

Fig. 9: Morfologia plaquetaria en estado de reposo (a, c) y activaciéon (b, d). Imagenes de microscopia
electrénica tomadas de Bettach et al. (2003) y Hughes et al. (2000).

En conjunto, las plaquetas contienen mas de 800 proteinas y moléculas diferentes,

incluyendo citoquinas, quimioquinas, proteinas de membrana, metabolitos, moléculas
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mensajeras, GFs y numerosas proteinas solubles (Di Michele et al., 2012). Cada tipo de
granulo tiene un contenido caracteristico (ver Tabla 2): los granulos o son los mas
abundantes y contienen una gran cantidad de proteinas, tales como factores hemostaticos
(fibrinbgeno, factor de von Willebrand (von Willebrand factor, vWF)), factores
angiogénicos (angiogenina, factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endothelial
growth factor, VEGF)) y antiangiogénicos (angiostatina, factor plaquetario 4), GFs como
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (platelet derived growth factor, PDGF)
y el factor béasico de crecimiento de fibroblastos (basic fibroblast growth factor, bFGF),
moléculas de adhesion e interaccion célula-célula y célula-MEC (P-selectina, integrinas),
proteasas (MMP-2, MMP-9) y citoquinas (TNFa, TNFg, IL-1B); los granulos densos
contienen pequefias moléculas hemostaticas no proteicas (catecolaminas como la
serotonina y la histamina, adenosin difosfato (ADP, adenosine diphosphate) y ATP, Ca?*,
Mg?*) y los lisosomas presentan hidrolasas, glicosidasas y otras proteinas con actividad
bactericida. El contenido granular se sintetiza ya en el megacariocito y es, precisamente,
este estado preformado lo que permite una réapida liberacion de mediadores tras la
activacion plaquetaria. No obstante, las plaquetas también pueden sintetizar proteinas con
su propia maquinaria de traduccion a partir del acido ribonucleico mensajero (ARNm) que
portan, derivado también de los megacariocitos. Estudios recientes indican que esta
actividad sintética estaria regulada por micro-ARNSs silenciadores, cuya accién se modula
con la activacion plaquetaria (Yun et al., 2016; Cimmino y Golino, 2013). Asi, ademas de
su ya citado papel en la coagulacion y la hemostasia, los trombocitos estan también
implicados en los procesos de vasoconstriccion, inflamacién, respuesta inmunoldgica,
angiogénesis y regeneracion tisular. Su participacion en numerosos mecanismos de
sefalizacidn fisioldgica determina, consecuentemente, su relacion con maltiples patologias
(Golebiewska y Poole, 2015; Idzko et al., 2015; Speth et al., 2015; Weyrich et al., 2014).
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Tabla 2: Contenido y funciones de los mediadores contenidos en los diferentes granulos citoplasmaticos
de las plaguetas.

Granulo Contenido Funciones
Fibrindgeno, vVWF, trombospondina,

Proteinas adhesivas . ) . g .
fibronectina, vitronectina, laminina 8

Proteinas

plasmaticas Albdmina, 1gG

VEGF, PDGF, bFGF, TGF-51, EGF, HGF,
GFs IGF, angiopoyetina, MMP-1, MMP-9,
angiostatina, TIMP-1, BMP-2, BMP-4

imioguin ia primari
Quimioguinas GRO-a, CXCL4, CXCL5, IL-8 Hemostasia primaria
proinflamatorias y secundaria,
Factores de Factor V/Va, factor XI, factor XIIlI, coagulacion,
a coagulacion protrombina, multimerina reparacion de la
Factores . - herida, inflamacién,
Do Plasmina, plasmindgeno S
fibrinoliticos angiogénesis,

Factores lobuli tiol . defensa inmunitaria
e a-macroglobulina, a,-antiplasmina
antifibrinoliticos 2 g 2-antip

Inhibidores de

Antitrombina, inhibidor C1, proteina S

coagulacion

Proteinas Precursores de los complementos C3 y C4,
inmunitarias inhibidor de C1, factor H, trombocidinas
Proteinas de Glicoproteina IIb/111a, GPVI, receptores Fc,
membrana PECAM, GPIb-I1X-V, P-selectina

ADP, ATP, serotonina, histamina, Ca2*, TXA,, pirofosfato,

. . I . L . Hemostasia primaria
o polifosfato, 5-hidroxitriptamina, P-selectina, integrina all-B3 P
Digestion celular,
. . . . fibrindlisis,
. Catepsinas, hexosaminidasa, B-galactosidasa, arilsulfatasa, - L
Lisosoma . L degradacion de
glucuronidasa, fosfatasa &cida . .
matriz, remodelacion
de vasculatura
T TLR9, PDI, VAMP-8 Defensa inmunitaria

IgG: inmunoglobulina G, EGF: endothelial growth factor (factor de crecimiento endotelial), HGF:
hepatocyte growth factor (factor de crecimiento de hepatocitos), IGF: insulin-like growth factor (factor de
crecimiento insulinico), TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinases (inhibidor tisular de metaloproteasas),
BMP: bone morphogenetic protein (proteina morfogénica dsea), GROa: growth-regulated oncogene a
(oncogén a regulado por el crecimiento), CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand (ligando de quimioguina
con motivo C-X-C), GP: glucoproteina, PECAM: platelet and endothelial cell adhesion molecule (molécula
de adhesion a plaquetas y células endoteliales), TXA-: tromboxano A, TLR: Toll-like receptor (receptor tipo
Toll), PDI: proteina disulfuro isomerasa, VAMP: vesicle-associated membrane protein (proteina de
membrana asociada a vesiculas).

La funcion plaguetaria esta asociada a la iniciacion de las cascadas de coagulacion
sanguinea y consiste en una serie compleja de procesos bioquimicos y celulares que se
pueden dividir en cuatro etapas: adhesion, activacidn, secrecion y agregacion. Las lesiones
en la pared del endotelio vascular exponen sus proteinas de matriz, las cuales unen el VWF
circulante y éste, a su vez, se une a las plaquetas. Al mismo tiempo, las plaquetas reconocen

y se unen directamente a las proteinas de matriz. Ambos procesos, directo e indirecto,
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constituyen la fase inicial de adhesién plaquetaria y activan rutas de sefializacion
intracelular que llevan a reforzar la adhesion y activar las plaquetas. En estas rutas de
sefializacion tiene un papel especialmente destacable el incremento en la concentracion
intracelular de Ca?* y provocan el cambio morfoldgico y la degranulacion caracteristicos
de la activacion plaquetaria. Comienza asi la etapa de secrecidn, en la cual las plaquetas
liberan el contenido de sus granulos citoplasmaticos e inician la sintesis de ROS y TXA..
Una vez estabilizado el coagulo, se inicia la etapa de agregacion, en la que las plaquetas
adheridas y activadas reclutan y activan mas plaquetas circulantes. La unién al fibrindgeno
y la conversion de protrombina en trombina activa permiten consolidar finalmente el
coagulo hemostético. Posteriormente, las propias plaquetas seran las encargadas de alterar
la estructura de la matriz de fibrina asi formada para coordinar la contraccion y retraccion
del coagulo (Swieringa et al., 2018; Vilahur et al., 2018; Yun et al., 2016; Cimmino y
Golino, 2013).

3.2 Aplicacion clinica de las plaquetas: el plasma rico en plaquetas

El uso terapéutico de los concentrados de plaquetas fue descrito originalmente por
Whitman et al. en 1997. No obstante, los pegamentos de fibrina derivados de la sangre ya
se empleaban treinta afios antes para sellar heridas y estimular su curacion (Matras, 1970).
La inclusion de las plaquetas en los preparados terapeuticos permitio abandonar los
tratamientos con GFs recombinantes, que tienen un elevado coste y un tiempo de
almacenamiento muy reducido. En cambio, los concentrados de plaguetas se obtienen
mediante procedimientos sencillos y de bajo coste, lo que permitio aplicar tratamientos con
concentraciones altas de GFs para la regeneracion de tejidos. En 1998, los concentrados de
plaquetas empezaron a ser conocidos como plasma rico en plaquetas, PRP, originalmente
definido como un volumen de plasma aut6logo con un contenido en plaquetas superior al
de la sangre periférica (Marx et al., 1998); en funcion del individuo y del momento, este
recuento oscila entre 150.000 y 400.000 plaquetas/ul para una persona sana. Desde

entonces, se han desarrollado multiples sistemas para su preparacion.
3.3 Metodologias de preparacion

Las metodologias de obtencion del PRP son muchas y muy variables. Resumidamente,
pueden ser manuales o automaticas, en sistemas abiertos o cerrados y basarse en una
centrifugacion simple, una centrifugacion doble o una filtracion selectiva de la sangre.

Ademas, la activacion de las plaguetas puede realizarse de forma mecéanica (mediante ciclos
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de congelacion-descongelacion) o quimica. En este Gltimo caso, se puede emplear trombina
para provocar una activacion rapida y una liberacion masiva de GFs, o bien se puede
recurrir a compuestos de calcio para conseguir una activacion lenta y una liberacion
progresiva a lo largo del tiempo. Otra opcion es aplicar directamente el PRP obtenido, sin
activar, para que sean los propios factores tisulares los que inicien el proceso (Fioravanti et
al., 2016; Dhurat y Sukesh, 2014).

Si consideramos todas estas posibilidades, entenderemos que la composicién del PRP es
altamente variable. Los eritrocitos suelen eliminarse, pero no siempre es asi. EI contenido
en leucocitos puede ser nulo, equivalente a la concentracion en la sangre periférica o varias
veces superior a la misma. En cuanto a las plaquetas, podemos encontrar desde preparados
sin plaquetas hasta concentrados con recuentos plaquetarios cinco, ocho o mas veces
superiores a los fisiologicos. En consecuencia, los GFs plasmaticos y plaquetarios pueden
estar presentes en concentraciones muy dispares. Todas estas variables influyen en la
respuesta biologica del tejido y, por lo tanto, en la eficacia del tratamiento (Anitua et al.,
2012; Dohan-Ehrenfest et al., 2009). De ahi que, en numerosos ambitos, no exista un
consenso acerca de la eficacia o ineficacia del PRP para el tratamiento de determinadas
condiciones patoldgicas (Zhang et al., 2016a; Rosello-Camps et al., 2015; Andia et al.,
2014).

Hoy en dia, ademas de los innumerables métodos “caseros” de preparacion, en el mercado
se pueden encontrar mas de una veintena de sistemas comerciales para obtener PRP con
unas caracteristicas “definidas”, que consisten en factores de enriquecimiento con respecto
a la composicion de partida (ver Tabla 3). Dada la elevadisima complejidad en su
composicion y las diferencias inter- e intra-individuo (Mazzocca et al., 2012), cada PRP es
anico y muy dificil, si no imposible, de caracterizar.

En este contexto, varios autores han propuesto hasta cinco sistemas de clasificacion, mas o
menos completos, para poder definir mejor el tipo de PRP en base a la especificacion de
ciertas variables que se consideran criticas: el factor de enriquecimiento plaguetario
(platelet enrichment factor, PEF), la presencia/ausencia de leucocitos, el método de
activacion y la descripcion detallada del protocolo de preparacion (ver Tabla 4) (Lana et
al., 2017; Magalon et al., 2016; Mautner et al., 2015; Mishra et al., 2012; DeLong et al.,
2012). No obstante, ninguna de estas clasificaciones se ha aceptado formalmente y las

descripciones del PRP siguen siendo muy heterogéneas.
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Tabla 3: Ejemplos de sistemas comerciales de preparacion de PRP.

. L I . Composicion
Nombre Sistema Circuito Procedimiento Activador PEF/LewETi
Accelerate PRP Manual SC CS Trombina 3-8x
Sport
ACP Manual C CS - 2-3x/No Leu/No Eri
Angel Auto C CS - 2-18x/Leu al gusto
BioCUE NI NI NI NI Equivalente a GPS Il
Cascade Manual SC CS CaCl, 5X
Centrepid Manual SC Cb - 5x/2-3x Leu
Equivalente a Pure
Cyclone NI NI NI - PRP I
Dr. PRP Manual SC CD - NI
GLO PRP Manual SC CD - 4-8x
GPS Il and 111 Manual SC CS - 3-9,3x/5x Leu
Kyocera Medical
PRP Kit Manual SC CD CaCl, NI
Magellan Auto C cD Trombina 2-13x
g CaCl,
Peak Auto C CS - 8x/4-6x Leu/(1/3) Eri
PRGF-Endoret Manual SC CS CaCl, 2-3X
PurePRPII Manual  C cD - OLOX37x
monocitos/No Eri
Regenexx-SCP Manual NI NI - 20-40x/Leu bajos/Eri
bajos
- _ 3
Regenkit Manual sc cs /gluconatode 1 2x/1,5x19 Leu/No
Ca Eri
Equivalente a Pure
Res-Q 60 PRP SA C CS - PRP I
Selphyl Manual SC CS CaCl; 1-2x
SmartPReP2 SAuto SC CD - 4-8x/3-4x Leu/1x Eri
Smith & Nephew . .
PRC NI NI Filtracion NI 4x
TropoCells Manual  Abierto CS - 4-5x/NI/No Eri

Auto: automatico; SAuto: semi-automatico; C: cerrado; SC: semi-cerrado; CS: centrifugacion simple; CD:
centrifugacion doble; Leu: leucocitos; Eri: eritrocitos; NI: no indicado.
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Tabla 4: Sistemas propuestos para la clasificacion de PRP.

Sls'Fe_ma Fj,e Variables
clasificacién
Tipo de PRP PEF
1: Leu aumentados, sin activar
Mishra et 2: Leu aumentados, _activad_o
al. 2012 3: Leu ausentes/minimos, sin A: [plaquetas]>5x basal
activar B: [plagquetas]<5x basal
4: Leu ausentes/minimos,
activado
P (plaquetas/ul) A (activacion) W (Leu)
PAW P1: [plaquetas]<basal
(DeLong et P2: basal<[plaquetas]<7,5-10° Si/no >basal
al, 2012)  p3: 7,5.10%<[plaquetas]<1,25-10° <basal
P4: [plaquetas]>1,25-10°
Maut ‘ [plaguetas] absoluta Leu [Eri] Activacion
autner e
Inclui 6filos si
al., 2015 células/pl+volumen inyectado netuir n:f;[/zo s sl % Si/no
Dosis invectada Eficiencia de captura  Pureza del Activacion
posis inyectada de plaquetas PRP -
A >90%
DEPA
(Magalon et A: [plaquetas]>5-10° A: >90% B: 70%-
o 92016) B: 3-10%[plaguetas]<5-10° B: 70%-90% 90% Sifng
K C: 10%[plaquetas]<3-10° C: 30%-70% C: 30%-
D: [plaquetas]<10° D: <30% 70%
D <30%
Método Activacion Eri  Centrifugacion PEF Imagen Leu Luz
MARSPILL
(Lanaetal.,
2017) Rico/ igi Rico/
Ma/Auto Si/lno CS/CD Si/no Si/no
pobre 6-8x pobre
8-10x

3.4 Marco legal para su obtencién y aplicacion

En el ambito legislativo, el PRP es considerado un medicamento de uso humano al que,
dadas sus caracteristicas y su forma de obtencidn, no se le pueden aplicar las regulaciones
de los medicamentos de produccion industrial y no se puede considerar como un
medicamento de terapia avanzada (segun lo establecido en el Reglamento 2007/1394/CE).
Por el contrario, el PRP se enmarca en el articulo 5 de la Directiva 2001/83/CE. Es decir,
se considera un medicamento elaborado de acuerdo con la prescripcion de un facultativo

reconocido para un paciente individual concreto bajo su responsabilidad directa. En el
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territorio nacional espafol, la normativa europea se transpuso mediante la Ley 29/2006, de
26 de julio, de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios.
Posteriormente, en el afio 2013, el INFORME/V1/23052013 de la Agencia Esparfiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) daba una visién concisa acerca de las
consecuencias de la consideracién del PRP como medicamento de uso humano y las

garantias minimas exigibles para su utilizacion en Espafia (ver Tabla 5).

Tabla 5: Garantias minimas para el uso del plasma aut6logo y sus fracciones.

Calidad de produccion
Sistema abierto: certificacién de instalaciones, produccion y control de calidad adecuados.
Sistema cerrado: seguir las instrucciones del kit comercial, que debera disponer de marcado CE para cada
uso.
Eficacia
Necesidad de ensayos clinicos para establecer niveles de evidencia adecuados en cada patologia y tipo de
PRP.
Listado en colaboracion con expertos de:
- Aplicaciones con evidencias suficientes para recomendar el tratamiento con uno o varios
tipos de PRP.
- Aplicaciones con beneficio/riesgo negativo en las que se recomienda no uso.
- Aplicaciones en las que se necesitan mayores evidencias para aceptar el uso.
Trazabilidad
Objetivo: aun siendo autélogo, impedir la transmision de enfermedades infecciosas (analiticas y requisitos
del Real Decreto 1088/2005).
Farmacovigilancia
Comunicacién a los Centros de Farmacovigilancia de cada Comunidad Auténoma de las sospechas de
reacciones adversas.
Informacion
Informacién minima al paciente sobre calidad, eficacia, ventajas sobre otras terapias, riesgos conocidos y
posibles reacciones adversas.

CE: Conformidad Europea

A pesar de que los pardametros de calidad y seguridad del proceso de obtencién y los
requerimientos sanitarios del producto estan muy bien delimitados, segun lo establecido en
la Directiva 2002/98/CE, la composicién final no esta estandarizada. Esto es asi tanto a
nivel de la AEMPS, como a nivel de la Union Europea y de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA) americana. Es decir, el contenido
del producto que se va a aplicar a los pacientes no estd definido y es el médico el
responsable ultimo de definir las caracteristicas del compuesto terapéutico que va a aplicar,
en funcion de su campo de trabajo y de las evidencias cientificas disponibles.

La aplicacién clinica del PRP tiene una trayectoria de largo recorrido en el ambito de la
odontologia (Suarez-Lépez Del Amo et al., 2015) y la cirugia maxilofacial (Simonpieri et

al., 2012). Posteriormente empez0 a aplicarse para tratar lesiones musculoesqueléticas. Su

27



Introduccion

uso en deportistas profesionales atrajo un gran interés y determind el inicio de una etapa de
intensa investigacion clinica y preclinica (Brossi et al., 2015). Asi, otros &mbitos médicos
en los que también se aplica el PRP son la cirugia cardiaca (Spartalis et al., 2015), la cirugia
pediatrica (Tavakolinejad et al., 2014a), la ginecologia (Dawood y Salem, 2018), la
urologia (Matz et al., 2018), la cirugia plastica (Sommeling et al., 2013) y la oftalmologia
(Anitua et al., 2016). Méas recientemente, la dermatologia ha empezado a desarrollar
terapias con PRP para curar heridas (Sclafani y Azzi, 2015), regenerar cicatrices (Zaleski-
Larsen et al., 2016) y tratar la alopecia (Singh y Goldberg, 2016). No obstante, en muchos
de estos &mbitos existen controversias acerca de la eficacia del PRP para indicaciones
especificas, lo que impide establecer su uso clinico rutinario. Este es el caso, por ejemplo,
de la dermatologia (Lynch y Bashir, 2016) o la odontologia (Mihaylova et al., 2017), entre

otros.
3.5 Indicaciones principales del PRP y sus derivados para el tratamiento de la OA

La aplicacion del PRP para el tratamiento de la OA ha ido ganando un interés creciente a
lo largo de la dltima década. El tratamiento puede realizarse con tres enfoques diferentes,
en funcion del tipo de defecto presente en el cartilago y el grado de progresion de la OA:
1) como agente inductor de proliferacion y diferenciacion condrogénica de las células a
nivel local, para reparar lesiones de pequefio tamafio en presencia o ausencia de OA; 2)
como soporte de MSCs para la TE del cartilago, para reparar lesiones de mayor tamafio en
presencia 0 ausencia de OA; y 3) como agente antiinflamatorio que permita frenar la
degeneracion del cartilago una vez establecida la patologia OA. A continuacion, se

presentan los hallazgos mas relevantes para cada indicacion.
3.5.1 EI PRP como agente regenerativo

La consideracién del PRP como potencial terapia para la regeneracion del tejido
cartilaginoso viene dada por su contenido en citoquinas anabdlicas. Especificamente, los
efectos condro-promotores y condro-protectores de los mediadores TGF-4, IGF, bFGF y
PDGF han sido descritos por numerosos autores. Estd ampliamente reconocido que
estimulan la proliferacion de condrocitos y MSCs. Ademas, promueven la sintesis de
ACAN y COLII, dirigen la condrogénesis de las MSCs, previenen la apoptosis y
disminuyen los efectos catabolicos de las MMPs y de citoquinas proinflamatorias como IL-
1B (Xie et al., 2014).
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En concreto, los estudios preclinicos in vitro indican de forma undnime un importante
efecto mitdgeno del PRP en condrocitos porcinos (Akeda et al., 2006), bovinos (Kaps et
al., 2002) y ovinos (Drengk et al., 2009) y se ha visto el mismo efecto en condrocitos
humanos procedentes de articulaciones sanas (Gaissmaier et al., 2005) y OA (Spreafico et
al., 2009). También las MSCs ovinas (Drengk et al., 2009) responden al estimulo del PRP
aumentando su proliferacion, al igual que las MSCs humanas (Mishra et al., 2009).
Ademas, en la mayoria de los casos, estas células se diferencian al linaje condrogénico. En
cambio, no hay tanta concordancia acerca de los efectos condrogénicos del PRP en
condrocitos. Asi, tanto en condrocitos animales como humanos, algunos estudios
encuentran un aumento en la expresion de marcadores de condrogénesis (COLII, ACAN,
SOX9) y la acumulacién de componentes de matriz (Spreafico et al., 2009; Akeda et al.,
2006), mientras que otros indican un efecto inhibitorio (Drengk et al., 2009; Kaps et al.,
2002).

Los efectos mitdgeno y condrogénico del PRP, junto con su capacidad para estimular la
migracion de las MSCs (Krger et al., 2012), sugieren su posible aplicacion intraarticular
para acelerar la reparacion de los defectos del cartilago. De hecho, en un modelo animal de
oveja para la reparacion de defectos condrales, la combinacion de la técnica de
microfractura (perforacion del hueso subcondral para permitir el sangrado y migracion de
las MSCs) con inyecciones de PRP mejoro la reparacion del tejido a los 3, 6 y 12 meses, Si
bien no se formé cartilago hialino (Milano et al., 2012). Hapa et al. (2013) encontraron una
mejora similar en un modelo de rata, mientras que Vaisman et al. (2012) no encontraron
beneficio en conejo.

A nivel clinico, la combinacién de la técnica de microfractura con la inyeccion
intraarticular de PRP para tratar lesiones osteocondrales de tobillo ha demostrado aportar
resultados significativamente mejores que la microfractura por si sola (Guney et al., 2015)
0 en combinacion con AH (Goérmeli et al., 2015; Mei-Dan et al., 2012). No obstante, la
eficacia parece ser inferior a la de la mosaicoplastia (autotrasplante de fragmentos de
cartilago) en términos de paliacion del dolor (Guney et al., 2016). El tratamiento
combinado con microfractura mas PRP también ha demostrado su efectividad para el

tratamiento de la OA de rodilla en pacientes de 40-50 afios (Lee et al., 2013b).
3.5.2 EI PRP como soporte en la ingenieria tisular del cartilago

Ademas de sus propiedades mitdgenas, condro-promotoras y condro-protectoras, derivadas

de los GFs, el PRP contiene también fibrindgeno y factores de coagulacion, por lo que
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puede activarse para formar un soporte tridimensional provisional de fibrina que permita
reparar las lesiones del cartilago (Xie et al., 2014).

La fibrina es una proteina formada por la polimerizacion del fibrindgeno plasmatico
durante el proceso natural de curacion de las heridas. El proceso de polimerizacion es
iniciado por la rotura proteolitica de una de las tres cadenas polipeptidicas que conforman
las moléculas de fibrindgeno, realizada por la enzima trombina (Mosesson, 2005). La red
tridimensional de fibrina asi obtenida es un producto biocompatible y biodegradable en el
que las plaquetas quedan atrapadas durante el proceso de coagulacion, pudiendo actuar a
modo de reservorio de GFs para la liberacién local de moléculas bioactivas. Se ha
demostrado que el uso de CaCl, para iniciar la polimerizacion promueve la formacion de
trombina nativa, imitando el proceso fisiolégico y permitiendo una liberacion mas
sostenida de GFs; esto puede ser de vital importancia para la adecuada regeneracion del
tejido y, ademas, evita el uso de trombina bovina, que se ha asociado con el desarrollo de
coagulopatias (Anitua et al., 2008).

En funcion del tipo de defecto presente en el cartilago, el PRP se puede aplicar como agente
terapéutico de reparacion acelular (gel de PRP solo), como soporte de condrocitos 0 MSCs,
0 bien combinado con otros polimeros (COL, acido glicdlico, &cido polilactico,
copolimeros) y condrocitos 0 MSCs para aportar una mejor reparacion del tejido (Zhu et
al., 2013). En cualquier caso, la coagulacion in situ del PRP permite rellenar
completamente el defecto a tratar, lo que puede aportar una mejor integracion del tejido de
reparacion con el tejido nativo (Fig. 10).

En general, diversas aproximaciones experimentales a la combinacién de los soportes de
PRP con MSCs de BM y de tejido adiposo (adipose tissue-derived MSCs, AT-MSCs) para
la reparacion del cartilago han aportado resultados prometedores (Moroz et al., 2013; Xie
et al., 2012; Fortier et al., 2011; Ho et al., 2010). No obstante, éste es un campo en
investigacion que todavia genera controversia, ya que también hay estudios que cuestionan
la idoneidad del PRP como soporte para la TE del cartilago (Liou et al., 2018; Xie et al.,
2014; Ma et al., 2012).
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Fig. 10: Ejemplo de reparacion de un defecto osteocondral con soportes de PRP. Las fotos representan
la apariencia macroscopica y microscopica (tincion azul de toluidina, AT) de los defectos osteocondrales
practicados en rodilla de conejo 6 semanas después de la cirugia en los grupos de tratamiento control (A),
solo PRP (B), PRP+AT-MSCs (C) y PRP+BM-MSCs (D). La combinacion de PRP y MSCs rellena por
completo los defectos y resulta en la formacién de un tejido similar al cartilago. La integracion con el cartilago
nativo es mejor cuando el PRP se combina con BM-MSCs. Las barras de escala representan 200 um. Imagenes
tomadas y modificadas de Xie et al. (2012).

3.5.3 EI PRP como agente antiinflamatorio

Otro hecho ampliamente descrito es que, entre los cientos de moléculas contenidas en las
plaquetas, se pueden encontrar también mediadores pro- y antiinflamatorios. EI contenido
significativamente superior en mediadores antiinflamatorios sugiere que el PRP podria
tener un efecto supresor de la inflamacion en la OA, con lo que protegeria el cartilago y
reduciria el dolor sintomatico (Woodel-May et al., 2011). Entre las moléculas
antiinflamatorias se incluyen, por ejemplo, los receptores solubles de TNFa (STNF-RI vy -
RII), las citoquinas IL-4, IL-10 e IL-13 y el receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra). Este
ultimo es una citoquina natural de la familia de IL-1p que se une a los mismos receptores,
pero que no induce ninguna respuesta intracelular. De esta manera, IL-1Ra es capaz de
inhibir los efectos de IL-1 al bloquear su interaccion con los receptores (Jacques et al.,
2006). La administracion terapéutica de IL-1Ra exdgeno se propuso inicialmente en los
afios 90 (Caron et al., 1996; Dinarello y Thompson, 1991), y desde entonces se han
desarrollado varios productos comerciales basados en el PRP y enriquecidos en IL-1Ra
(Barreto y Braun, 2016; O’Shaughnessey et al., 2011; Baltzer et al., 2009).

A nivel preclinico, los resultados de la aplicacion de PRP en modelos de OA in vitro y en
animales son dispares. Asi, algunos estudios encuentran efectos antiinflamatorios y
anticatabdlicos (Gilbertie et al., 2018; Simental-Mendia et al., 2018; Moussa et al., 2017,
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Yin et al., 2017; Osterman et al., 2015; Woodel-May et al., 2011), mientras que otros no
encuentran beneficios (Van Buul et al., 2011), o bien describen una agravacion de la
situacion inflamatoria y la destruccion del cartilago (Lee et al., 2016; Kisiday et al., 2012).
De manera mas relevante, los resultados en ensayos clinicos son también inconcluyentes.
Varios estudios han mostrado que las inyecciones intraarticulares de PRP producen una
reduccion en los indices de dolor y mejoras en las escalas de valoracion funcional de los
pacientes (Cole et al., 2017; Joshi-Jubert et al., 2017; Chen et al., 2016; Talay-Calis et al.,
2015; Hart et al., 2013; Lee et al., 2013Db). Por el contrario, otros ensayos no han encontrado
beneficios en la aplicacion del PRP al compararla con otros tratamientos. Por ejemplo,
Filardo et al. (2012) no encontraron diferencias entre las inyecciones intraarticulares de
PRP y de AH en la rodilla OA. En conjunto, el analisis pormenorizado de los diferentes
estudios disponibles en este ambito parece favorecer el PRP sobre otros tratamientos
intraarticulares, como el AH o el condroitin sulfato, para el tratamiento de la OA, pero su
eficacia clinica sigue siendo objeto de debate (Shen et al., 2017; Meheux et al., 2016; Laudy
et al., 2015; Anitua et al., 2014; Chang et al., 2014).

La enorme variabilidad en la composicion del PRP, derivada de los métodos de preparacion
dispares y de la “estandarizacion” inadecuada, se ha identificado como la causa mas
probable para estos resultados contradictorios, ademas de dificultar en gran medida la
comparacion entre estudios. Numerosos autores han sefialado la urgente necesidad de
estandarizar adecuadamente la composicion del agente terapéutico, el PRP, asi como la
dosificacion y frecuencia de aplicacion durante el tratamiento para poder alcanzar
conclusiones definitivas acerca de su eficacia clinica (Bennel et al., 2017; Degen et al.,
2017; Fitzpatrick et al., 2017; Moatshe et al., 2017; Pavlovic et al., 2016).
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Justificacion e hipétesis

El cartilago articular es un tejido conectivo especializado que estd constituido por una
pequefia proporcion de células (los condrocitos) inmersas en una compleja MEC que ellas
mismas sintetizan y mantienen. Al tratarse de un tejido avascular, su capacidad de
reparacion es muy limitada. Ademas, la carencia de inervacion determina que las lesiones
no produzcan ningln dolor y esto favorece el avance del defecto, que puede acabar
desencadenando OA.

La OA es la enfermedad reumatica mas prevalente a nivel mundial, con una elevada
incidencia en nuestra region. Es una patologia muy dolorosa e incapacitante, que deteriora
enormemente la calidad de vida de los pacientes afectados. Se trata de una dolencia
compleja y multifactorial, pero estd ampliamente aceptado el papel central de la
degeneracion del cartilago articular y la inflamacién en su establecimiento y evolucién. La
inflamacion crdnica de bajo grado es caracteristica del proceso OA. A nivel molecular, esta
patologia se define por niveles elevados de citoquinas como IL-1B y TNFa y por la
produccién anormal de mediadores inflamatorios, catabolicos y oxidantes como PGE»,
MMPs (MMP-13 y MMP-3, fundamentalmente) y NO. En conjunto, estos factores actdan
sinérgicamente para favorecer la degradacion del cartilago articular (Wojdasiewicz et al.,
2014; Blanco y Rego-Pérez, 2010; Monfort-Faure y Trujillo-Martin, 2010). Los
tratamientos existentes estan dirigidos al alivio sintomatico del dolor, pero no curan la
enfermedad ni frenan su progreso. Por ello, en Gltima instancia, es necesario realizar una
cirugia de reemplazo protésico para recuperar la funcionalidad de la articulacion.

En los dltimos afios se han ido desarrollando diversas alternativas terapéuticas dirigidas a
la reparacion de las lesiones del cartilago articular o a la resolucion del proceso
inflamatorio. Asi, la terapia celular con MSCs pretende solventar el problema de la baja
celularidad del cartilago hialino (mas acusada todavia en la OA), al tiempo que se evita el
rechazo inmunitario asociado a los alotrasplantes y los conflictos éticos asociados al uso de
células madre embrionarias. Por otra parte, la TE propone aproximaciones basadas en la
aplicacion de biomateriales, solos 0 en combinacion con GFs y/o células como las MSCs,
para reparar defectos en la articulacion. En lo referente a las terapias antiinflamatorias,
actualmente se estan investigando agentes terapéuticos alternativos como el sulfuro de
hidrogeno, con resultados prometedores a nivel experimental (Vela-Anero et al., 2017,
Burguera et al., 2014).

El PRP es un derivado sanguineo que ha despertado un gran interés para el tratamiento de
la OA en los ltimos afios, por su potencial como inductor de condrogénesis, como soporte

de TE y como agente antiinflamatorio. Esto se debe a su particular composicién, que lo
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hace enormemente atractivo en &mbitos muy dispares. Contiene GFs anabolicos (TGF-5,
IGF, bFGF, PDGF) que podrian proteger al cartilago frente a la degradacion de las MMPs
y promover la proliferacion celular y la diferenciacion condrogénica. También presenta una
proporcién importante de mediadores antiinflamatorios, que podrian ayudar a proteger el
cartilago y reducir el dolor en la OA. Ademas, la fibrina plasméatica es un producto
biocompatible y biodegradable que se puede aplicar como biomaterial de TE, con las
ventajas adicionales de aportar GFs y permitir la encapsulacion sencilla de células como
las MSCs (Xie et al., 2014; Zhu et al., 2013; Woodel-May et al., 2011). Actualmente hay
una gran controversia en cuanto a la eficacia del PRP en todos estos ambitos, debida en
gran medida a la elevada heterogeneidad en su composicién. Para poder alcanzar
conclusiones definitivas, es indispensable estandarizar la composicion del PRP y su
régimen de aplicacion clinica.

Por todo esto, para desarrollar este trabajo se ha planteado la hipotesis de que el PRP
estandarizado en funcién del nimero absoluto de plaquetas es un potencial tratamiento para
la OA.
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Objetivos

Teniendo en cuenta la hipotesis planteada, los objetivos generales de esta tesis son:

1. Estandarizar el PRP en funcion de la concentracion absoluta de plaquetas.

2. Determinar el potencial proliferativo y de diferenciacion de los PRPs estandarizados en
condrocitos y BM-MSCs.

3. Evaluar el potencial antiinflamatorio, anticatabdlico y antioxidante de los PRPs
estandarizados en condrocitos y cartilago OA.
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Material y métodos

1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de sangre se obtuvieron de donantes voluntarios sin patologias reumaticas.
Las muestras de tejido fueron donadas por pacientes sometidos a artroplastia 0 amputacién
de miembros inferiores en el Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC)
y el Hospital San Rafael de A Corufia. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Galicia (CAEIG) (Codigo Registro 2015/499). Todos los donantes
firmaron el correspondiente consentimiento informado (Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacion Biomédica) (ANEXO |. CONSENTIMIENTO INFORMADO) vy las
muestras se incluyeron en la Coleccion de Muestras para la Investigacion de Enfermedades
Reuméticas del Dr. Francisco Blanco Garcia, autorizada por el CAEIG (Cddigo Registro
2013/107) e inscrita en el Registro Nacional de Biobancos (Codigo Seccion Colecciones
C.0000424).

En este estudio se aplica la denominacion de “células OA” o “tejido OA” a aquellos

obtenidos de pacientes con OA diagnosticada.
1.1 Obtencion de sangre periferica

La sangre periférica de 15 donantes voluntarios (96,3% mujeres y 3,7% hombres, con una
edad media de 34,3+7,7 afios (rango: 23-45 afos)), sin sintomas ni historial de OA, se
obtuvo mediante venopuncion braquial en tubos Vacuette® de 5 ml con una solucion
anticoagulante de citrato de sodio al 3,8% (Vacuette Espafia, Madrid, Espafia). Este
anticoagulante se seleccion6 debido a que inhibe de forma reversible la coagulacién
sanguinea y preserva la morfologia y actividad plaquetaria, frente a otros anticoagulantes,
como el &cido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) o la

heparina, que provocan una inhibicion irreversible.
1.2 Obtencion de cartilago articular

El cartilago articular se obtuvo de cabezas femorales de pacientes sometidos a artroplastia
de cadera, debido a OA o fractura, y de condilos femorales y platillos tibiales de pacientes
sometidos a artroplastia de rodilla 0 amputacién supracondilea. Tras una reseccion inicial
de laminas de cartilago de las piezas articulares, se obtuvieron explantes cilindricos de 6

mm de diametro con un sacabocados de biopsias (Kai Europe GmbH, Solingen, Alemania).
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1.3 Obtencion y cultivo de condrocitos articulares

El aislamiento de condrocitos se realizd segin el método de Blanco y Lotz (1995).
Resumidamente, las laminas de cartilago aisladas se trocearon mecanicamente en pequefios
fragmentos con un escalpelo, y éstos se sometieron a una digestién enzimatica secuencial.
En primer lugar, se incubaron 10 min a 37°C en agitacion en una solucion de tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid, Espafia) al 10% en medio Eagle modificado de
Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM) (Lonza Ibérica S.A.U.,
Barcelona, Espafia) con 1% penicilina/estreptomicina (P/E) (Gibco-ThermoFisher
Scientific, Madrid, Espafia). Una vez retirado el primer medio de digestion, los fragmentos
de cartilago se sometieron a una segunda digestion enzimética en una solucién de
colagenasa tipo 1V (Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid, Espafia) a 2 mg/ml en DMEM
con 5% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco) y 1% P/E (DMEM 5%), en la que se incubaron
en agitacion a 37°C durante toda la noche. La suspension celular resultante se centrifugo
10 min a 300 x g, se descarto el sobrenadante y las células se contaron, se sembraron en
frascos de cultivo (Corning Optical Communications S.L.U., Madrid, Espafia) en medio de
expansion (DMEM 10%, consistente en DMEM suplementado con 10% SBF y 1% P/E) y
se cultivaron a 37°C en una estufa humidificada y con un 5% de CO.. Una vez alcanzada
la confluencia, las células se despegaron del frasco de cultivo con una solucion de tripsina-
EDTA al 20% en suero salino (SS) (Fresenius Kabi Espafia S.A.U., Barcelona, Espafa), y
se resembraron en un mayor niumero de frascos de cultivo para su expansion (subcultivo).

Todos los experimentos se realizaron con condrocitos en pase 1.
1.4 Obtencion y cultivo de BM-MSCs

Todas las muestras de BM procedieron de cabezas femorales de pacientes sometidos a
artroplastia de cadera debida a OA o fractura. Se realizaron lavados del hueso esponjoso
con DMEM 5% con ayuda de una jeringa de 20 ml (Covidien Spain S.L., Madrid, Espafia)
y una aguja de 19G BD Microlance™ (BD Medical, Madrid, Espafia). La suspension celular
resultante se hizo pasar por un filtro de 41 um de poro (Merck Millipore, Madrid, Espafia)
y se centrifug6 10 min a 300 x g para descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado
celular en DMEM con 20% SBF y 1% P/E (DMEM 20%). Las células se sembraron en
frascos adherentes y se mantuvieron en cultivo a 37°C en atmésfera himeda al 5% en CO..
Tras 48 h, se retird el medio y se realiz6 un lavado con SS para eliminar las células no

adherentes antes de reemplazar el medio de cultivo. Cuando las células alcanzaron el 70-
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80% de confluencia, se realizaron subcultivos para evitar la diferenciacion de las MSCs. En
los dos subcultivos iniciales se realizo la técnica del pre-plating descrita por Richler y Yaffe
(1970), a fin de eliminar los macréfagos y fibroblastos existentes en los cultivos. Para ello,
las células se despegaron del frasco de cultivo con tripsina-EDTA 2x y se afiadi6 DMEM
5%. La suspension celular se mantuvo a 37°C vy, tras 15 min, se recogio, se centrifugd 10
min a 300 x g y se resembro el precipitado celular en DMEM 20%. De esta manera, los
fibroblastos y macrofagos, con mayor capacidad de adherencia, quedan adheridos al frasco
de cultivo desechado, seleccionando asi las BM-MSCs para su expansion. Todos los

experimentos se realizaron con células en pase 3-4.

2 PREPARACION DE PRP ESTANDARIZADO

El proceso de preparacion se resume en la Fig. 11. En condiciones de esterilidad, a cada
donante se le extrajeron aproximadamente 50 ml de sangre periférica y se realizd una
caracterizacion con un hemocitometro Haematology Analizer AcT diff-AL (Beckman
Coulter, Madrid, Espafia) para conocer su composicion basal. A continuacion, la sangre
entera se centrifugd 20 min a 200 x g en una centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coulter)
para separar la serie roja, la serie blanca y el plasma (Fig. 11. Centrifugacion diferencial).
Este ultimo se aspird cuidadosamente para no arrastrar glébulos blancos y se introdujo en
un nuevo tubo. Los plasmas de cada individuo se caracterizaron en el hemocitémetro y se
mezclaron. El pool se caracterizé nuevamente para confirmar los recuentos plaquetarios y
la ausencia de leucocitos, y se centrifugd 20 min a 1.500 x g para precipitar las plaquetas
que, a continuacidn, se resuspendieron en 1/10 del volumen inicial de plasma para generar
un concentrado de PRP. El excedente de plasma se deplecioné totalmente de plaquetas
mediante una centrifugacion de 10 min a 4.000 x g, obteniendo asi plasma pobre en
plaquetas (PPP) (Fig. 11. Preparacion de PRP y PPP).
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Centrifugacion diferencial Preparacion de PRPy PPP
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Fig. 11: Esquema del proceso de preparacion de los lisados de PRP.

Los recuentos plaquetarios del PRP y del PPP se verificaron en el hemocitometro v,
seguidamente, ambos se emplearon para preparar PRPs con concentraciones absolutas de
plaguetas conocidas. En concreto: 0,25; 0,50; 0,75; 1,50; 3; 6 y 15-10° plaquetas/ul (Fig.
11. Estandarizacidn). Estas suspensiones, e incluyendo también el PPP (0), se coagularon
a 37°C mediante la adicion de 50 pl de CaCly al 10% p/v por ml de plasma v,
posteriormente, se incubaron a 4°C para provocar la retraccion de los coagulos generados.
Finalmente, una centrifugacion de 10 min a 4.000 x g y a 4°C permitio separar los lisados
de PRP (L-PRP), o sueros, de los coagulos de fibrina (Fig. 11. Preparacion de lisados de
PRP estandarizado (L-PRP)). Estos L-PRPs se esterilizaron con un filtro de 0,22 um de
poro y se alicuotaron para almacenarlos a -80°C hasta su uso como suplementos de cultivo.
Los distintos L-PRPs asi generados se denotan como L-PRPO; L-PRPO0,25; L-PRPO,5; L-
PRPO0,75; L-PRP1,5; L-PRP3; L-PRP6 y L-PRP15, en funcidn de la concentracion absoluta
de plaquetas de su PRP de origen, siendo L-PRPO el correspondiente al PPP. Los PRPs
estandarizados destinados a la obtencion de geles de PRP (G-PRP) se mezclaron con BM-
MSCs y se activaron con CaCl,, de forma similar a los PRPs estandarizados destinados a la
obtencién de L-PRPs (Fig. 11. Geles).
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3 CONDICIONES EXPERIMENTALES Y ESTIMULOS EMPLEADOS

Las condiciones experimentales empleadas para cada estudio se detallan en la Tabla 6. En
funcion del tipo de estudio a realizar, las células se sembraron con la densidad adecuada en
placas de 6, 48 o 96 pocillos (Corning), en tubos de poliestireno de fondo cénico
(Laboquimia, Lardero, Espafia) o en chamber-slides Millicell® EZ SLIDES (Merck
Millipore) de 8 pocillos.

Para los experimentos en formato bidimensional, tras la siembra en medio de expansion se
dejé un periodo de adhesion y estabilizacion de 24 h antes de la aplicacion de los estimulos
correspondientes. Los explantes de cartilago se colocaron en placas de 48 pocillos y
también se estabilizaron durante 24 h en DMEM 10%. Seguidamente, se realizé un lavado
con SS'y las células o explantes se incubaron en condiciones basales (Basal, DMEM 10%)
0 en presencia de los diferentes estimulos. Los estimulos se administraron en medio
deplecionado (DMEM 0%, DMEM sin SBF y con P/E), excepto en los experimentos de
diferenciacion adipogénica y osteogénica de las BM-MSCs, en los que ademas se emplearon
los medios comerciales de diferenciacion apropiados (medio adipogénico, MAdipo, y
medio osteogénico, MOsteo).

Para los experimentos en formato tridimensional, es decir, la diferenciacion condrogeénica
de las BM-MSCs en formato pellet y en los G-PRPs, los estimulos se aplicaron
inmediatamente después de la siembra. En estos casos, de forma similar a los estudios de
diferenciacion adipogeénica y osteogeénica, los estimulos se administraron en DMEM 0% y
en medio comercial de diferenciacion condrogénica (MCondro). Los tiempos de

incubacion para cada tipo de estudio se detallan en la Tabla 6.
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Tabla 6: Condiciones experimentales empleadas en los distintos estudios.

Recipiente de Densidad
cultivo celular

Estimulos

Estudio

Viabilidad celular y proliferacion
Cuantificacion de celulas o, e g 10-10°c/p  Basal, DMEM 0% + (L-
y proteina total PRPO,75-15) 72h
AlamarBlue® Placa de 96 2,5-10% c/p ’
Diferenciacion adipogénica/osteogénica
gqRT-PCR Placa de 6 20-10*c/p Basal, MAdipo,
MOsteo, DMEM 0% +
_ (L-PRPO,75-3), ]
Tinciones histoquimicas Cha":jieg's"de 310°cp  MAdipo + (L-PRPO,75- 14 dias
3), MOsteo + (L-
PRPO,75-3)
Diferenciacion condrogénica convencional (pellet)
Basal, MCondro,
. Tubo de fondo DMEM 0% + (L- .
Todos los estudios c6nico 25-10% c/tubo PRP1,50-15), MCondro 21 dias
+ (L-PRPO0,75-3)
Diferenciacion condrogénica en biomaterial (G-PRP)
Todos los estudios Placa de 48 150-10* c/gel Basal, MCondro 21 dias
Inflamacion
gqRT-PCR Placa de 6 10-10% c/p
Western blot (WB) Placa de 6 30-10%c/p Basal, DMEM 0% + IL-
ELISA Placa de 96 5-10%clp 1B, DMEM 0% + IL-1p 48 h
Inmunocitoquimica Chan:jt;eg—sllde 3-10%c/p + (L-PRPO-19)
Histoquimica e Basal, DMEM 0% + IL- '
inmunchistoquimica Placa de 48 1 explante/p 18, DMEM 0% + IL-1p 21 dias
+ (L-PRPO,75 y 15)

c/p: células/pocillo, c/tubo: células/tubo, c/gel: células/gel, explante/p: explante/pocillo, Basal: DMEM
10%.

4 DIFERENCIACION CONDROGENICA, OSTEOGENICA Y ADIPOGENICA DE
MSCs

4.1 Diferenciacion condrogénica
4.1.1 Diferenciacion condrogénica en pellet

Se testd el potencial condrogénico de los distintos L-PRPs utilizando el método
convencional en pellet propuesto por Johnstone et al. (1998), con minimas modificaciones.
Se introdujeron 2,5-10° células en tubos de fondo conico de poliestireno y se centrifugaron
10 min a 300 x g. Se retir6 cuidadosamente el medio de expansion para no alterar el

precipitado celular y se afiadieron los distintos medios de estimulacion. Tras 24 h, se
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despego el precipitado celular del fondo del tubo mediante un golpe seco y se mantuvo el
cultivo durante 21 dias, renovando los medios cada 3 dias.

Las condiciones de estimulacion para el estudio de la induccion condrogénica fueron
DMEM 10% (control negativo de diferenciacién, C-), MCondro (control positivo de
diferenciacion, C+) y DMEM 0% + 10% de L-PRP1,5-15 (ver también Tabla 7). El
MCondro utilizado fue hMSC Chondrogenic Differentiation BulletKit™ Medium (Lonza)
suplementado con 10 ng/ml de TGF-$3 (ProSpec-Tany Technogene Ltd., Rejovot, Israel),
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se empled un total de n=5 donantes de
BM-MSCs.

Tabla 7: Medios utilizados para los estudios de induccién condrogénica en formato pellet.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion
C- (DMEM 10%)
C+ (MCondro) BM-MSCs 2,5-10° 21 dias

DMEM 0% + 10% L-PRP1,5-15

Para el estudio de la promocidn condrogénica, las condiciones de estimulacion fueron
DMEM 10% (C-), MCondro (C+) y MCondro + 10% de L-PRP1,5-15 (ver también Tabla

8). Para este estudio se empled un total de n=3 donantes de BM-MSCs.

Tabla 8: Medios utilizados para los estudios de promocion condrogénica en formato pellet.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion
C- (DMEM 10%)
C+ (MCondro) BM-MSCs 2,5-10° 21 dias

McCondro + 10% L-PRP1,5-15

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo, tres pellets de cada condicion se procesaron para
la realizacién de estudios de biologia molecular. En particular, para evaluar la
condrogénesis, se analizd la expresion de los genes COLII, ACAN vy region Y de
determinacion del sexo-caja 9 (SRY (sex determining region Y)-box 9, SOX9). Se analizaron
también los genes COLI, COLX y factor de transcripcion 2 relacionado con Runt (Runt-
related transcription factor 2, RUNX2) para evaluar el grado de hipertrofia y los genes
factor de transcripcion 1 con homeodominio POU de clase 5 (POU class 5 homeobox 1,
POUSF1) y homeodominio Nanog (NANOG) como marcadores de indiferenciacion
celular. Ademas, un pellet de cada condicidn se procesé para estudios histoquimicos y se

realizaron las tinciones de hematoxilina-eosina (H-E), tricomico de Masson (TM), AT, azul
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alcidn-acido peryddico de Schiff (AA-periodic acid Schiff (PAS)) y safranina O-verde
rapido (SO-fast green (FG)).

4.1.2 Diferenciacion condrogénica en gel de PRP

También se exploré el potencial del PRP como soporte tridimensional de MSCs para su
aplicacion en tratamientos de TE del cartilago que requieran capacidad para inducir la
condrogénesis y la sintesis de matriz, y se estudi6 el efecto de la dosis de plaquetas en la
diferenciacion condrogénica de la MSCs.

Esta parte del estudio se realiz6 durante una estancia predoctoral, entre septiembre y
diciembre de 2016, en el Stem Cell Lab (Facultad de Medicina, Universidad de Heidelberg,
Alemania), con el grupo de la Dra. Karen Bieback. Teniendo en cuenta la duracion de la
estancia y la disponibilidad de células en el laboratorio, se establecio una densidad celular
de 6:10° MSCs/ml y un tiempo final de cultivo de 21 dias.

Los G-PRPs se obtuvieron en estrictas condiciones de esterilidad mezclando un volumen
minimo de BM-MSCs de n=4 donantes en PRP sin activar. Se emplearon concentraciones
de 0,75; 1,5y 3-10° plaquetas/pl. Luego, se afiadieron 50 pl de CaClz por ml de PRP para
activar la coagulacion. Antes de que ésta se produjese, las suspensiones de PRP+MSCs se
repartieron en placas de 48 pocillos (250 ul/pocillo), haciendo duplicados de todos los tipos
de gel incluidos en cada experimento para poder realizar los distintos analisis.

Como control negativo se emplearon geles inertes de agarosa de punto de fusion bajo (Ag)
(Sigma-Aldrich) con BM-MSCs a la misma densidad celular que en los geles de PRP. Se
prepard una solucion de Ag al 2% p/v, que se esterilizd en autoclave y se alicuot6. Para
obtener los geles, se empled un termobloque para calentar las alicuotas a 65°C y dejarlas
enfriar lentamente hasta alcanzar los 37°C, manteniéndolas en todo momento en el
termobloqgue para evitar la solidificacion. Una vez alcanzada la temperatura fisioldgica, se
afiadieron las células resuspendidas en medio de expansion, mezclandolas en proporcién
1:1 para conseguir una concentracion final de Ag del 1%, y se repartieron las suspensiones
de la misma forma que los geles de PRP. Una vez consolidados todos los geles, se afiadieron
los medios de estimulacion apropiados, que en este caso fueron DMEM 10% (para probar
la capacidad intrinseca de los G-PRPs para inducir la diferenciacion de las MSCs
embebidas) o0 MCondro (para estudiar sus efectos como promotores de la condrogénesis).
El cultivo se mantuvo durante un total de 21 dias (Tabla 9), renovando los medios cada 3

dias.
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Tabla 9: Composicién de los geles y condiciones de cultivo para la determinacién de la concentracion

de plaquetas éptima.

Densi . .
. en5|dac_l . Densidad celular Medio de .
Matriz plaguetaria Tipo celular ) . Duracion
(células/ml) cultivo
(plaquetas/pl)
0,75-10° DMEM 10%
PRP 1,5-10° 6 (Induccién) .
3.105 BM-MSCs 6-10 MCondro 21 dias
Ag - (Promocién)

Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se retiraron los medios y se lavaron los geles con
SS. Uno de los duplicados de cada tipo de gel se proceso para la realizacion de estudios
moleculares. Se cuantifico la expresion de los genes COLII, ACAN y SOX9. También se
estudio la hipertrofia a través del gen COLI. El otro duplicado se proceso para la realizacion
de tinciones histologicas (H-E, TM, AT, AA-PAS, SO y SO-FG) e inmunohistoquimicas
(IHQ) (COLII 'y COLI).

4.2 Diferenciacion osteogénica

Para estudiar la diferenciacion osteogénica, se sembraron 2-10° ¢/p en placas de 6 pocillos
y 3-10* c¢/p en chamber-slides de 8 pocillos en medio de expansion. Tras 24 h, se
estimularon con los medios apropiados y se mantuvo el cultivo durante 14 dias, renovando
los medios cada 3 dias. Este estudio se repitié en n=4 donantes diferentes.

Para el estudio de la induccidén osteogénica, los estimulos fueron DMEM 10% (C-),
MOsteo (C+) y DMEM 0% + 10% de L-PRPO,75-3 (ver también Tabla 10). EI MOsteo
utilizado fue AMSC Osteogenic Differentiation BulletKit™ Medium (Lonza).

Tabla 10: Medios utilizados para los estudios de induccién osteogénica en formato 2D.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion
C- (DMEM 10%)
C+ (MOsteo) BM-MSCs
DMEM 0% + 10% L-PRP0,75-3

2-10° (placas 6 pocillos)
3-10* (chamber-slides 8 pocillos)

14 dias

Para el estudio de la promocion osteogénica, los estimulos fueron DMEM 10% (C-),
MOsteo (C+) y MOsteo + 10% de L-PRPO0,75-3 (ver también Tabla 11).
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Tabla 11: Medios utilizados para los estudios de promocion osteogénica en formato 2D.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion
C- (DMEM 10%) .
2-10° (pl I
C+ (MOsteo) BM-MSCs 0" (placas 6 pocillos) 14 dias

3-10* (chamber-slides 8 pocillos)

MOsteo + 10% L-PRPO,75-3

Una vez finalizado el periodo de diferenciacion, las células sembradas para analisis de
biologia molecular se lavaron con SS'y se continu6 con el protocolo descrito en el apartado
7.1.1. Para evaluar la osteogénesis se cuantifico la expresion de los genes RUNX2 y
fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase, ALP). Ademas, las células sembradas en
chamber-slides se procesaron para su tincion con rojo alizarina (Merck Millipore), tal y

como se describe en el apartado 11.9.
4.3 Diferenciacion adipogenica

La adipogénesis se estudid de manera similar a la osteogénesis, sembrando las células de
n=5 donantes en placas de 6 pocillos (a razén de 2-10° ¢/p) y en chamber-slides (a razon
de 3-10% ¢/p) en medio de expansion. Tras 24 h, se estimularon con los medios apropiados
y se mantuvo el cultivo durante 14 dias, renovando los medios cada 3 dias.

Para el estudio de la induccion adipogénica, los estimulos fueron DMEM 10% (C-),
MAdipo (C+) y DMEM 0% + 10% de L-PRPO,75-3 (ver también Tabla 12). EI MAdipo
utilizado fue AMSC Adipogenic Differentiation BulletKit™ Medium (Lonza).

Tabla 12: Medios utilizados para los estudios de induccién adipogénica en formato 2D.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion

C- (DMEM 10%)
C+ (MAdipo) BM-MSCs
DMEM 0% + 10% L-PRP0,75-3

2-10° (placas 6 pocillos)
3-10* (chamber-slides 8 pocillos)

14 dias

Para el estudio de la promocién adipogénica, los estimulos fueron DMEM 10% (C-),
MAdipo (C+) y MAdipo + 10% L-PRP0,75-3 (Tabla 13).

Tabla 13: Medios utilizados para los estudios de promocion adipogénica en formato 2D.

Condiciones Tipo celular Densidad celular Duracion
C- (DMEM 10%) 2-10° (placas 6 pocillos)
C+ (MAdipo) BM-MSCs P P 14 dias

3-10* (chamber-slides 8 pocillos)

MAdipo + 10% L-PRPO,75-3
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Una vez finalizado el tiempo de cultivo, las células destinadas a la extraccion de ARN se
lavaron con SS y se siguié el protocolo descrito en el apartado 7.1.1. Para evaluar la
adipogénesis se midio la expresion de los genes proteina 4 de unién a &cidos grasos (fatty
acid binding protein 4, FABP4) y receptor gamma activado por proliferadores de
peroxisomas (peroxisome proliferator activated receptor gamma, PPARy), mientras que
las células sembradas en chamber-slides se procesaron para su tincion con Qil-Red-O
(Sigma-Aldrich), segun se describe en el apartado 11.10.

5 ESTUDIOS DE POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO

Se estudio el potencial del PRP estandarizado como farmaco anticatabolico, antioxidante
y/o antiinflamatorio para tratar la OA. Para ello se emple6 un modelo in vitro en el que se
recrearon las condiciones inflamatorias de la OA estimulando condrocitos o cartilago OA
con IL-1B. Los condrocitos OA (n>3 donantes) se sembraron en medio de expansion en
placas de 6 pocillos, a razon de 1,5-10° ¢/p o de 3-10° c/p, para los estudios de expresion
génica y expresion proteica, respectivamente. También se sembraron 5-10* ¢/p en placas
de 96 pocillos para estudios de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA), y 3-10% ¢/p en chamber-slides de 8 pocillos para los
estudios de imnunocitoquimica (ICQ). En todos los casos, los estimulos se aplicaron 24 h
después de la siembra. Dichos estimulos incluyeron un control no inflamatorio (Basal,
cultivado en DMEM 10%), un control positivo de inflamacién (IL-1pB, cultivado en DMEM
0% suplementado con 5 ng/ml IL-1B) y ocho condiciones de co-estimulacion con 5 ng/ml
de IL-1B y 10% (v/v) L-PRPO0-15. El tiempo de estimulacion fue de 48 h.

Para estudiar si los L-PRPs podian ejercer efectos protectores en la MEC del cartilago, se
realizaron experimentos en los que se introdujeron discos de cartilago de n=5 donantes en
medio de cultivo y se estimularon con IL-1B y lisados seleccionados. Los explantes de
cartilago se incubaron en medio de expansion durante 24 h para su estabilizacion. Se
estimularon entonces con IL-1B vy los lisados (10% v/v: L-PRP0,75 o L-PRP15) y se
incubaron durante 21 dias en placas de 48 pocillos en 0,5 ml de medio (1 explante/pocillo),
renovando los medios cada 3 dias.

En los estudios de expresion genica se evaluaron genes marcadores de inflamacion (COX-
2, PTGES, IL-6, IL-8, IL-1B, TNFa e IL-1Ra), de estrés oxidativo (NOS2) y de catabolismo

de matriz cartilaginosa (MMP-13). Los ensayos de deteccion y cuantificacion de proteinas
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se dirigieron, mediante WB, a NOS2 y COX-2; mediante ELISA, a IL-6, IL-8, MMP-13,
TNFua, prostaglandina E> (PGE>) e IL-1Ra; y mediante ICQ, a NOS2, COX-2 y MMP-13.
En los estudios con explantes de cartilago se realizaron las tinciones histoldgicas SO y AT
para estudiar la degradacién de la MEC, junto con tinciones IHQ para detectar las enzimas
degradadoras MMP-3 y MMP-13.

6 ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR

La viabilidad celular de condrocitos y BM-MSCs se evalué mediante el ensayo cuantitativo
alamarBlue® (Invitrogen-ThermoFisher Scientific). Este método se basa en un indicador
colorimétrico, no citotoxico, permeable a las células e hidrosoluble que cambia de color en
respuesta a una reaccion quimica de reduccion. Es decir, la respiracion de las células en
crecimiento modifica el estado de oxidacion-reduccion del medio en el que se encuentran
y del indicador, que pasa de un estado oxidado (resazurina, azul) a un estado reducido
(resofurina, rojo).

Para este estudio, las células se sembraron en una placa de 96 pocillos, a razén de 2,5-10*
c/p, en medio de expansion y, tras 24 h, se estimularon con un 10% v/v de L-PRPO0,75-15
y se incubaron a 37°C durante 72 h. Pasado este tiempo, y en condiciones de oscuridad, se
afiadio un 10% (v/v) de alamarBlue® a cada pocillo y se incub6 a 37°C durante 4 h.
Finalmente, se cuantificd la absorbancia a 570 nm, con una longitud de onda de referencia
de 600 nm, en el espectrofotometro para placas NanoQuant Infinite® M200 (Tecan Ibérica
Instrumentacion S.L., Barcelona, Espafia). Cada condicion se ensayé por duplicado,
empleandose un total de n=3 donantes de condrocitos y n=4 donantes de BM-MSCs. Los
resultados se expresaron como porcentaje de alamarBlue® reducido, considerando los

valores obtenidos en la condicién Basal como el 100% (normalizado como 1).
7 ANALISIS DE EXPRESION GENICA
7.1 Extraccion de ARN

7.1.1 Células

Para extraer el ARN de las células tras los respectivos tiempos de estimulacion, éstas se
lavaron con SS y se afiadié 1 ml de TRI1zol™ (ThermoFisher). Tras romper las membranas

celulares con ayuda de la pipeta, se trasladd el contenido de cada pocillo a un tubo
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Eppendorf® y se incub6 5 min a temperatura ambiente para permitir la correcta separacion
de los complejos nucleoproteicos. A continuacion, se afiadieron 0,2 ml de cloroformo
(Sigma-Aldrich) y se mezclaron por agitacion para realizar una separacion trifasica de
ARN, &cido desoxirribonucleico (ADN) y proteinas. Tras una centrifugacion de 15 min a
12.000 x g y 4°C, se recuperd la fase acuosa superior (ARN) a un nuevo tubo Eppendorf®
de fondo cdnico de 1,5 ml, cuidando de no alterar la fase blanca intermedia (ADN) ni la
fase rosada inferior (proteinas). Se prosigui6 afiadiendo 1 pl de glicogeno (Sigma-Aldrich)
y 0,5 ml de isopropanol (Sigma-Aldrich) para precipitar el ARN mediante una incubacion
de 10 min a temperatura ambiente y una centrifugacion de 10 min a 12.000 x g y 4°C. Se
descarto la fase isopropilica y se lavd el ARN total con etanol al 75% y etanol absoluto
(Sigma-Aldrich), de forma consecutiva. Una vez eliminados los restos de alcohol por

evaporacion, se resuspendié el precipitado en 10 pl de agua.
7.1.2 Pellets

Para la extraccion de ARN, tres pellets de cada condicidn ensayada se introdujeron en un
tubo Eppendorf® de fondo redondo de 2,0 ml, se lavaron dos veces con tampon fosfato
salino (phosphate buffered saline, PBS) y se conservaron a -80°C. Se introdujeron dos
esferas de circonio de 5 mmy dos de 2 mm de diametro en cada tubo, y éstos se introdujeron
en el soporte de un Mixer Mill MM200 (Retsch GmbH, Haan, Alemania). EI conjunto se
congeld en nitrégeno liquido y se introdujo en el tambor del molino para desintegrar las
muestras. Se realizaron 3 ciclos de 90 s con una frecuencia de agitacion de 25 hercios,
congelando de nuevo en nitrégeno liquido entre ciclos.

Una vez finalizada la disgregacion, se afiadié 1 ml de TRIzol™ a cada tubo y se incub6 20
min en agitacién circular a temperatura ambiente. A continuacion, se recogid el
homogenizado a un nuevo tubo, separandolo de las esferas de circonio, se afiadieron 0,2 ml
de cloroformo y se hizo una separacion trifasica de ARN, ADN y proteinas. Tras una
centrifugacion de 15 min a 12.000 x g y 4°C, se recuperd la fase acuosa superior (ARN) a
un nuevo tubo Eppendorf® de fondo conico de 1,5 ml. Se afiadio 1 ul de glicogeno y 0,5
ml de isopropanol para precipitar el ARN mediante una incubacion de 48 h a -20°C y se
centrifugd 10 mina 12.000 x g y 4°C. Después de descartar el sobrenadante y lavar el ARN
total con etanol al 75% y etanol absoluto, de forma consecutiva, se dejaron evaporar los

restos de alcohol y se resuspendio el precipitado en 10 pl de agua.
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7.1.3 Geles

En el caso de los G-PRPs con BM-MSCs, el procesado para la extraccion de ARN se inicio
lavandolos con SS y extrayéndolos de la placa de cultivo con ayuda de unas pinzas de
microcirugia. A continuacién, se afiadié 1 ml de TRI1zol™ y se procedi6 a su disgregacion
con el homogenizador IKA T10 basic Ultra-Turrax® (ThermoFisher), manteniéndolos
siempre en hielo para evitar la degradacion del ARN. Tras una incubacion de 5 min a
temperatura ambiente, se afiadieron 0,2 ml de cloroformo y se hizo una separacion trifasica
de ARN, ADN Yy proteinas, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 7.1.1.

Por otra parte, en el caso de los geles de Ag con BM-MSCs, el procesado para la extraccion
de ARN se inici6 de la misma forma que el de los geles de PRP. Tras la homogeneizacion
con Ultra-Turrax® y la separacion trifésica, se afiadio 1/2 volumen de etanol absoluto a la
fase acuosa superior de ARN Yy se realiz6 un protocolo de extraccién con RNeasy® Mini
Kit (Qiagen, Madrid, Espafia). La mezcla se transfirio a una columna RNeasy® y se
centrifugd 15 s a 8.000 x g, quedando el ARN retenido en el filtro de la columna. Se
descarto el eluido y se afiadieron 0,7 ml de tampon RW1, centrifugando nuevamente 15 s
a 8.000 x g para lavar la columna. Se desechd el eluido y se lavé con 0,5 ml de tampdn
RPE, centrifugando 15 s a 8.000 x g y desechando el eluido dos veces, tras lo cual se
centrifugd 1 min a méxima velocidad para secar la membrana y se colocé la columna en un
Eppendorf® de 1,5 ml. Se afiadieron 10 pul de agua y se realizé una incubacion de 10 min
en hielo para resuspender el ARN, que se eluyd mediante una centrifugacién de 1 min a
8.000 x g. Para optimizar la recuperacion de ARN, el eluido se introdujo nuevamente en la

columna y se repitio la incubacion en hielo y la centrifugacion.
7.2 Cuantificacion y analisis de la calidad del ARN

Se comprobd la pureza y concentracion del ARN con un espectrofotometro NanoDrop™
1.000 (Thermo Scientific) y su integridad mediante un bioanalizador Agilent 2.100 (Agilent
Technologies, Madrid, Espafia). Con el espectrofotdémetro se midieron las absorbancias a
280, 260 y 230 nm para valorar la concentracion de ARN (A260), la contaminacion proteica
(razdn A260/A280) y la contaminacién con sales y/o alcoholes (razon A260/A230). Con el
bioanalizador se valor6 la integridad del ARN obtenido y se confirmé su concentracion, en
base a la definicion de las bandas electroforéticas correspondientes a las subunidades

ribosomales 5S, 18Sy 28S, y a la intensidad de la fluorescencia emitida, respectivamente.
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7.3 Sintesis de ADN complementario

Una vez obtenido y analizado el ARN total, se realizo la retrotranscripcion del ARNm a
ADN complementario (ADNCc). Paraello, 500 ng de ARN total fueron tratados previamente
con 0,5 unidades (U) de DNasa I (Roche) y 0,5 ul de tampén con MgClz en un volumen
final de 8 pl, que se alcanz6 afadiendo el volumen necesario de agua. La mezcla se incub6
durante 30 min a 37°C y luego se inactivo el enzima afiadiendo 0,5 pl de una solucion de
EDTA, incubando 10 min a 65°C.

Finalizado el tratamiento con DNasa |, se afiadieron 1,5 pl de SuperScript® VILO™
(Thermo Scientific) a cada tubo para realizar la transcripcion reversa del ARNm. La mezcla
se incubd 10 min a 25°C y 90 min a 42°C, forzando la terminacion con una incubacion de
5 min a 85°C. Las muestras de ADNc fueron almacenadas a -20°C hasta el momento de la
realizacion de los andlisis de expresion génica mediante reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa a tiempo real (quantitative real time polymerase chain reaction,
qRT-PCR).

7.4 Cuantificacion de la expresion génica mediante gRT-PCR

El analisis de expresion génica mediante qRT-PCR se realizo cargando el ADNc en una
placa de 96 pocillos junto con los cebadores y las sondas TagMan® especificos que se
muestran en la Tabla 14. Los cebadores utilizados se disefiaron utilizando la aplicacion de
Roche para disefio de ensayos (www.universalprobelibrary.com). Cada reaccion contenia
2 ul de ADNc, 5 ul de LightCycler® 480 Probes Master, 0,35 ul de cebadores directo y

reverso, y sonda en una concentracion de 200 nM. En el termociclador LightCycler® 480

System (Roche) se utilizd6 un programa de amplificacion consistente en un ciclo de
preincubacion de 10 min a 95°C; hasta 45 ciclos de amplificacién de 10 s a 95°C, 30 s a
60°C, y 1 sa 72°C; y un ciclo de atemperacion de 20 s a 40°C.

Para analizar la expresion de los genes de interés indicados para cada estudio particular, se
realizé en primer lugar un analisis de estabilidad de expresion de una bateria de seis genes
de referencia con muestras de ADNc de entre cinco y diez de las condiciones ensayadas en
cada estudio. Los genes valorados fueron hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(hypoxhanthine-guanine phosphoribosyltransferase, HPRT), proteina ribosomal L13A
(ribosomal  protein  L13A, RPL13A), gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH), proteina de unién a la caja TATA
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(TATA box binding protein, TBP), beta-actina (B-ACT) y porfobilindgeno desaminasa
(PBGD) (Tabla 15).

Para determinar los genes de expresiones mas estables se utiliz6 el algoritmo geNORM
(Vandesompele et al., 2002), y los genes seleccionados (niimero minimo de dos, indicados
en la Tabla 16) se emplearon para normalizar los niveles relativos de expresion de todos
los genes de interés en cada caso particular en el programa gBase+ (Biogazelle NV, Gent,

Bélgica, www.biogazelle.com/gbaseplus).
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Tabla 14: Listado de cebadores y sondas utilizados en los experimentos de gqRT-PCR.

Sec. Ref. Cebador directo (5’ - 3°) Cebador reverso (5’ —3°)
ACAN NM_001135.3 CGGTCTACCTCTACCCTAACCA GAGAAGGAACCGCTGAAATG #38 93
ALP NM_000478.5 CCTGCCTTACTAACTCCTTAGTGC CGTTGGTGTTGAGCTTCTGA #37 114
coLl NM_000088.3 CTGGCCCCATTGGTAATGT ACCAGGGAAACCAGTAGCAC #1 86
COoLX NM_000493.3 CACCTTCTGCACTGCTCATC GGCAGCATATTCTCAGATGGA #6 91
coLll NM_001844.4 TGGTGCTAATGGCGAGAAG CCCAGTCTCTCCACGTTCAC #4 94
COX-2 NM_000963.2 CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC ~ #23 96
FABP4 NM_001442.2 CCACCATAAAGAGAAAACGAGAG GTGGAAGTACGCCTTTCAT #31 70
IL-1B NM_000576.2 TACCTGTCCTGCGTGTTGAA TCTTTGGGTAATTTTTGGGATCT #78 76
IL-1Ra NM_173841.2 CCCTCCCCATGGCTTTAG TGAGTCAGCATTGTCTTCACCT #10 77
IL-6 NM_000600.3 GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA CTGCAGCCACTGGTTCTGT #40 130
IL-8 NM_000584.3 GAGCACTCCATAAGGCACAAA ATGGTTCCTTCCGGTGGT #7290
MMP-13 NM_002427.2 CCAGTCTCCGAGGAGAAACA AAAAACAGCTCCGCATCAAC #7385
NANOG NM_024865.3 GAGATGCCTCACACGGAGAC AGGGCTGTCCTGAATAAGCA #69 70
NOS2 NM_000625.4 GCTGCCAAGCTGAAATTGA GATAGCGCTTCTGGCTCTTG #68 73
POU5F1  NM_001285986.1 TGAAGAACAAGTGCCAAATAGC GCGGCTATACAAAGTGGACAA #42 75
PPARy ~ NM_001330615.1 TGAGAGGGCCAAGCAAAG ATAAATCACACGGCGCTCTT #13 104
PTGES NM_004878.4 CTGGGATGACAGGCATGAAT GACTCACATGGGAGCCTTTT #83 69
RUNX2  NM_001024630.3 GTGCCTAGGCGCATTTCA TGACTGGCGGGGTGTAAG #41 104
SOX9 NM_000346.3 GTACCCGCACTTGCACAAC TCGCTCTCGTTCAGAAGTC #61 72
TNFo NM_000594.2 GCAACAGGACATTGAGCAAG TGGACTTGGAACCATGGTAGT #29 123

Sec. Ref.: secuencia de referencia, UPL: sonda Universal Probe Library (libreria universal de sondas), nt:
nucleétidos amplificados.

Tabla 15: Listado de cebadores y sondas empleados en las pruebas de estabilidad de expresion de genes
de referencia.

Sec. Ref. Cebador directo (5’ - 3°) Cebador reverso (5’ - 3”)
18S NR_146119.1 CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG #17 110
B-ACT NM_001101.3 AGAGCTACGAGCTGCCTGAC GGATGCCACAGGACTCCA #11 135
GAPDH NM_002046.4 AGCCACATCGCTCAGACAC GCCCAATACGACCAAATCC #60 66
HPRT NM_000194.2 TGATAGATCCATTCCTATGACTG CAAGACATTCTTTCCAGTTAAA 429 127
TAGA GTTG
PBGD NM_000190.2 AGCTATGAAGGATGGGCAAC TTGTATGCTATCTGAGCCGTCTA #25 70
RPL13A NM_012423.2 CAAGCGGATGAACACCAAC TGTGGGGCAGCATACCTC #28 95
TBP NM_003194.4 GCCCATAGTGATCTTTGCAGT CGCTGGAACTCGTCTCACTA #67 139

Tabla 16: Genes de referencia empleados en los distintos experimentos.

Experimento Genes de referencia empleados

Adipogeénesis GAPDH, HPRT

Osteogeénesis HPRT, RPL13A
Condrogénesis en pellet RPL13A, TBP
Condrogénesis en gel HPRT, PBGD

Inflamacidn B-ACT, GAPDH
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8 ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA Y LIPIDICA MEDIANTE ELISA
8.1 Cuantificacion proteica de IL-6, IL-8, MMP-13, TNFa ¢ IL-1Ra

Los sobrenadantes recuperados tras la co-estimulacion de condrocitos con IL-1f y los
distintos L-PRPs durante 48 h se emplearon para cuantificar la cantidad secretada de IL-6,
IL-8, MMP-13 y TNFa mediante kits comerciales de ELISA. También se cuantificé IL-1Ra
en los lisados y medios suplementados. En cada caso se siguieron las instrucciones
especificadas por el fabricante, que se explican brevemente a continuacion.

La cantidad secretada de 1L-6 y MMP-13 se cuantificd con los kits Human IL-6 DuoSet®
ELISA y Human Total MMP-13 DuoSet® ELISA (R&D Systems — Bio-Techne, Lille,
Francia). En ambos casos, se recubrié el fondo de los pocillos de una placa de 96 pocillos
con el anticuerpo de captura frente a IL-6 o0 MMP-13. Posteriormente, se afiadieron los
sobrenadantes a evaluar y los estandares para la elaboracion de la curva estandar. La
cantidad de proteina unida al anticuerpo se determind mediante el sistema estreptavidina-
biotina y la reaccion colorimeétrica peroxidasa-sustrato, determinando la densidad dptica a
450 nm en el lector NanoQuant Infinite® M200 y aplicando una correccion a 570 nm.

La cantidad secretada de IL-8 y la cantidad de IL-1Ra presente en los distintos lisados se
cuantificd con los kits Human IL-8/CXCL8 Quantikine® ELISA y Human IL-1ra/IL-1F3
Quantikine® ELISA (R&D Systems). En este caso, los Kits incluyen una placa de 96 pocillos
pre-tapizada con el anticuerpo de captura frente a IL-8 o IL-1Ra, por lo que se afiadieron
los sobrenadantes, medios o L-PRPs a evaluar y los estandares. La cantidad de proteina
unida al anticuerpo se determind mediante la reaccion colorimétrica peroxidasa-sustrato,
midiendo la densidad dptica a 450 nm con correccion a 570 nm.

En el caso de TNFa, la determinacién se hizo con un kit Magnetic Luminex® Assay (R&D
Systems), que incluye unas microparticulas conjugadas con el anticuerpo de deteccién de
TNFo. Los sobrenadantes y estandares se incubaron con las microparticulas y se empleo
un sistema de deteccion biotina-estreptavidina-ficoeritrina para cuantificar la cantidad de
proteina unida al anticuerpo en el analizador Luminex® MAGPIX (R&D Systems).

En todos los casos, la curva estandar se ajustd a una curva de regresion logistica de cuatro
parametros mediante el programa GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla,
California, EE. UU.), excepto para TNFa, que requirid una curva de regresion logistica de
cinco parametros. Los resultados se expresaron como ng/ml de cada una de las proteinas

de interés.
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8.2 Cuantificacion fosfolipidica de PGE>

La produccién de PGE:> se cuantific6 mediante un ELISA competitivo especifico
(Prostaglandin E2 ELISA Kit — Monoclonal, Cayman Chemical, Michigan, EE. UU.), con
un rango de 7,8-1.000 pg/ml y una sensibilidad de 15 pg/ml. Los sobrenadantes
recuperados tras la co-estimulacion de condrocitos con IL-1f y los distintos L-PRPs
durante 48 h se emplearon para cuantificar la cantidad secretada de PGE>. El ensayo se
realiz6 siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, que se basa en la competicién
entre PGE: y un conjugado PGE;-acetilcolinesterasa (trazador) por una cantidad limitada
de anticuerpo monoclonal anti-PGE>. Dado que la concentracién del trazador se mantiene
constante en todos los pocillos y es la concentracion de PGE: la que varia, la cantidad de
trazador que es capaz de unirse al anticuerpo en un pocillo sera inversamente proporcional
a la concentracion de PGE: en dicho pocillo. La densidad dptica resultante de esta reaccion
fue analizada a 612 nm y los datos obtenidos se compararon con una curva estandar
realizada con reactivos propios del kit. La curva estandar se ajusto a una curva de regresion
logistica de cuatro parametros con el programa GraphPad Prism y los resultados se

expresaron como ng/ml.

9 ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA MEDIANTE WESTERN BLOT

La expresion de las proteinas NOS2 y COX-2 en los condrocitos co-estimulados con IL-13
y los distintos L-PRPs durante 48 h se analiz6 mediante esta aproximacion. A continuacion,

se detallan los pasos seguidos para realizar esta técnica.
9.1 Extraccidn y cuantificacion de proteinas celulares totales

Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se lavaron dos veces con SS vy las
proteinas totales se obtuvieron mediante disrupcion mecanica en un tampon de lisis (ver
Tabla 17). A continuacion, las muestras se hirvieron 5 min a 100°C, se cuantificaron con

Nanodrop® 1.000 a través de A280 y se almacenaron a -80°C hasta su posterior utilizacion.
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Tabla 17: Tampones y colorantes empleados en la técnica de WB.

Tampoén Composicion
Tris-HCI 0,2 M a pH 6,8, glicerol al 20%, SDS al 2%, PMSF 0,1 mM al 1%, coctel
comercial de inhibicion de proteasas al 1%
Tris-HCI 0,2 M a pH 6,8, glicerol al 50%, SDS al 10%, -mercaptoetanol al 10%,
azul de bromofenol al 0,1% (Bio-Rad, California, EE.UU.)
Electroforesis Tris-base 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1%
Tris-base 50 mM, glicina 40 mM, SDS al 0,57%, metanol al 10% (VWR Chemicals,
Llinars del Vallés, Espafia)

Lisis

Carga (5X)

Transferencia

Lavado Tris-base 20 mM a pH 7,5, NaCl 500 mM, Tween®-20 al 0,05%
Blogueo Leche desnatada al 5% en tamp6n de lavado
Azul de Azul de bromofenol 15 mM, Tris-base 49 mM
bromofenol
Rojo Ponceau Ponceau al 0,1%, acido acético al 5%

Tris: tris(hidroximetil)aminometano, SDS: dodecil sulfato sédico (sodium dodecil sulphate), PMSF: fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (phenylmethylsulfonyl fluoride). Todos los reactivos sin casa comercial especificada
proceden de Sigma-Aldrich.

9.2 Separacion electroforética SDS-PAGE

La separacion de las proteinas extraidas se realizdé en funcion de su peso molecular
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (sodium
dodecyl sulfate polyacrilamyde gel electrophoresis, SDS-PAGE) de 1,5 mm de grosor. Se
empleo un gel concentrador de acrilamida al 4% vy, a continuacion, un gel separador al 8%
(ver Tabla 18). Se cargaron 20 ug de cada extracto proteico en una relacion 1:4 con un
tampdn de carga (ver Tabla 17). Previamente, esta mezcla se hirvio 5 min a 100°C y se
introdujo en hielo para evitar la renaturalizacion proteica. La electroforesis se desarroll6 a
120 V durante 90 min usando el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) y el tampdn

de electroforesis descrito en la Tabla 17.

Tabla 18: Composicion de los geles empleados en la separacién electroforética SDS-PAGE.

Componente Casa comercial Gel concentrador (4%) Gel separador (8%0)
Acrilamida/bisacrilamida 30:2,6 Bio-Rad 400 pl 2,66 ml
H,O - 2,2ml 5,34 ml
Tris-HCI 2M, pH 8,8 Sigma-Aldrich - 1,88 ml
Tris-HCI 1M, pH 6,8 Sigma-Aldrich 375 ul -
SDS al 10% Sigma-Aldrich 30 ul 100 pl
PSA al 20% (Bio-Rad) Sigma-Aldrich 12 ul 25 ul
TEMED Sigma-Aldrich 3ul 12 ul

PSA: persulfato amoénico, TEMED: N,N,N’N’-tetrametiletilenodiamina. Todos los reactivos sin casa
comercial especificada proceden de Sigma-Aldrich.
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9.3 Transferencia a membrana

Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de difluoruro de polivinilideno
(polyvinylidene difluoride, PVDF) (Merck-Millipore) de aproximadamente el mismo
tamafo que el gel. Previamente, las membranas se equilibraron mediante incubaciones
sucesivas de 5 min en metanol, agua y nuevamente metanol. A continuacién, la membrana,
el gel resultante de la electroforesis y dos esponjas absorbentes se sumergieron durante 15
min a 4°C en tampon de transferencia (ver Tabla 17). La transferencia tuvo lugar a 20 V
durante 60 min empleando un Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad). Una vez finalizada la transferencia, la membrana se tifid con rojo Ponceau
(Sigma-Aldrich) para confirmar que la transferencia se habia desarrollado correctamente y
se lavo con tampon de lavado (ver Tabla 17) para realizar la inmunodeteccion de las

proteinas de interés.
9.4 Inmunodeteccion

Para evitar uniones inespecificas, la membrana se traté con tampon de bloqueo (ver Tabla
17) durante 1 h atemperatura ambiente en agitacion continua. Posteriormente, la membrana
se incubd con el anticuerpo frente a la proteina de interés, el anticuerpo primario (Tabla
19), en tampon de bloqueo a 4°C y en agitacion circular durante toda la noche. Transcurrido
este tiempo, y tras lavar la membrana (cinco lavados de 6 min), se incub6 con el anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa en tampon de blogueo durante 1 h a temperatura
ambiente. El anticuerpo secundario es un anticuerpo contra las inmunoglobulinas 1gG del
animal en el que se desarrollo el anticuerpo primario y conjugado con la enzima peroxidasa
(Tabla 19). De nuevo, se realizaron cinco lavados de 6 min, y finalmente se detect6 la banda
proteica correspondiente a la proteina de interés empleando el sustrato quimioluminiscente
Luminata™ Classico Western HRP Substrate (Merck-Millipore). La reaccion se basa en
que la peroxidasa ligada al anticuerpo secundario unido a la membrana es capaz de
transformar el sustrato en un compuesto que emite luz y que, por lo tanto, puede ser
visualizado empleando una camara de revelado (Amersham™ Imager 600, GE Healthcare,
Madrid, Espafia). En todos los casos, se utilizo la alfa tubulina (a-tub) como control de
carga, ya que su expresion en la célula es alta y no se encuentra alterada por ninguno de los

estimulos empleados.
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Tabla 19: Listado de anticuerpos y diluciones empleados en los andlisis de expresion proteica mediante
WB.

Proteina  Animal Isotipo Casa comercial Dilucion
COX-2 Rato6n 9G2B R&D Systems® 1:250
Monoclonal
. 1gG1
NOS2 Raton R&D Systems® 1:100
Monoclonal
IgG1 . .
a-tub Rato6n 96 Sigma-Aldrich® 1:3.000
Monoclonal
— . IgG 1:500 (NOS2, COX-2)
Anti- E Health
nti-ratdbn  Oveja Monoclonal GE Healthcare® 1:3.000 (-tub)

9.5 Cuantificacién y analisis de los datos

Para cuantificar la cantidad de proteina detectada mediante esta técnica, se calculd la
intensidad de la sefial emitida por cada banda mediante el programa informatico
ImageQuant 5.2 (Molecular Dynamics, California, EE. UU.). Este programa asigna un
valor arbitrario de sefial de quimioluminiscencia a una region de la imagen seleccionada
por el usuario, en la que se encuentra la banda de la proteina de interés. Posteriormente, se
corrigieron los valores obtenidos dividiendo este valor por el adquirido para su control de
carga, la a-tub, en el mismo experimento. Finalmente, los datos se expresaron como el
numero de veces la expresion proteica respecto al control positivo (estimulacién solo con

IL-1pB), designado como 1.

10 ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA MEDIANTE
INMUNOCITOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

10.1 Tincion inmunocitoquimica

Se analizo la expresion proteica intracelular de NOS2, COX-2 y MMP-13 empleando el
sistema de deteccion Dako REAL™ EnVision Peroxidase/DAB+ (Dako, Glostrup,
Dinamarca). Los condrocitos sembrados en chamber-slides de 8 pocillos y co-estimulados
durante 48 h con IL-1p y los distintos L-PRPs, se lavaron dos veces con PBSapH 7,6 y se
fijaron segln se describe en la Tabla 20.

Tras un lavado con PBS, se realizé un pretratamiento para la desenmascaracion epitopo-
antigénica, segun lo indicado en la Tabla 20, y se lavd de nuevo con PBS. La actividad de

la peroxidasa enddgena se inhibié utilizando el inhibidor comercial Dako REAL™
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Peroxidase-Blocking Solution (Dako) durante 10 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizé un nuevo lavado con PBS y se incubaron todos los pocillos, a
excepcion del control negativo, con el anticuerpo primario durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 min con PBS y se incubaron
todos los pocillos, incluido el control negativo, con el anticuerpo secundario incluido en el
Kit de deteccién durante 1 h a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, y tras tres
lavados de 10 min con PBS, se afiadi6 el cromdgeno 3,3-diaminobenzidina tetraclorhidrato
(DAB; 1/50), que acta como sustrato de la peroxidasa para formar un producto de color
marrén que sirve como indicador de la cantidad de anticuerpo unido y, por tanto, de la
cantidad de proteina de interés en la célula. Transcurridos 3-5 min, la reaccion se detuvo
con agua destilada, se desmontaron las chamber-slides y se realizé una contratincion con
hematoxilina de Harris (Panreac) durante 1 min, para localizar las reacciones proteina-
anticuerpo dentro del contexto celular. Tras un aclarado en agua corriente y agua destilada,
se realizo la deshidratacion de las preparaciones en alcoholes de gradacion creciente (70°,
96° y 100°) y el aclarado en xileno (Panreac Applichem, Barcelona, Espafia). Los
portaobjetos se montaron con la resina sintética DPX (Leica Biosystems, Barcelona,
Espafia) y un cubreobjetos. Las células se visualizaron en el microscopio Olympus BX61,

acoplado a una camara digital Olympus DP70 (Olympus Iberia S.A.U., Barcelona, Espafia).

Tabla 20: Listado de anticuerpos empleados en las tinciones IHQ e I1CQ.

Proteina  Isotino® Casa Fijacion Fijacién Pretratamiento Dilucién  Dilucidén
P comercial IHQ ICQ IHQ ICQ
F3,7- Condroitinasa )
ACAN IgG Abcam® 4% - ABC pH 6,0 1:50 -
F3,7- .
CoLl IgG1 Abcam® 4% - Proteinasa K 1:100 -
F3,7- Condroitinasa )
coLl IgGlx Abcam® 4% - ABC pH 8,0 1:25
Acetona  TRITON® X- )
COX-2 IgG2B  R&D Systems® - 4°C 100 0,1% - 1:50
ParaF
NOS?2 lgG1  R&D Systems® - 4% TRITON® X- - 1:200
o 100 0,1%
4°C
Merck- F3,7- Condroitinasa )
MMP-3~ 19G2B  \jillipore® 4% ; ABC pH 6,8 1:25 ;
F37. ParaF
MMP-13  IgGlk  ThermoFisher® 4% 4% Proteinasa K 1:50 1:40
4°C

* Todos son anticuerpos monoclonales de raton. F: formaldehido, ParaF: paraformaldehido.
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10.2 Tincion inmunohistoquimica

En los G-PRPs con BM-MSCs y los explantes de cartilago co-estimulados con IL-1B y los
distintos L-PRPs, ambos previamente fijados e incluidos en parafina como se describe en
el apartado 11.1, se analiz0 la presencia de las proteinas COLII, COLI (geles), MMP-3 y
MMP-13 (explantes) empleando el sistema de deteccion Dako REAL™ EnVision
Peroxidase/DAB+ (Dako, Glostrup, Dinamarca).

El protocolo se inicié una vez rehidratadas las muestras. A continuacion, se realizé un
pretratamiento enzimatico para la desenmascaracion epitopo-antigénica (Tabla 20) y se
lavd con PBS. Tras este lavado, se inhibié la peroxidasa enddgena con la solucién de
bloqueo y se continud el protocolo ya descrito en el apartado 10.1.

11 ANALISIS HISTOQUIMICOS
11.1 Procesado histoldgico

Los pellets, los G-PRPs+BM-MSCs y los discos de cartilago se fijaron en formaldehido al
3,7-4% (Panreac Quimica S.A.U., Barcelona, Espafia) durante 24 h, se deshidrataron con
alcoholes de gradaciones crecientes (70°, 96° y absoluto) y se incluyeron en parafina. Este
proceso se realizd en el inclusor automatico Spin Tissue Processor STP 120 (Especialidades
Médicas Myr S.L., Tarragona, Espafia) y luego se realizd la formacion de los blogues en
un centro modular de inclusion Leica EG1150 (Leica Mycrosystems S.L.U., Barcelona,
Espafia). Para realizar las tinciones se obtuvieron secciones de 4 um con un microtomo
Leica RM2155 (Leica Mycrosystems), se desparafinaron (10 min a 37°C), se aclararon con
xileno (10 min) y se rehidrataron en una secuencia de alcoholes decrecientes (absoluto, 10
min; 96°, 10 min; 70° 10 min) seguida de 10 min en agua destilada. Una vez que las

secciones estuvieron rehidratadas se procedio con los protocolos de las distintas tinciones.
11.2 Procesado citoldgico

Las chamber-slides destinadas a las tinciones Oil-Red-O y rojo alizarina se lavaron dos
veces con PBS frio para eliminar los restos de medio de cultivo. Seguidamente, se fijaron
con paraformaldehido al 3,7-4% en PBS durante 10 min a 4°C y se siguieron los protocolos

de tincion descritos en los apartados 11.9 y 11.10.
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11.3 Hematoxilina-eosina

La tincién H-E permite valorar la estructura y morfologia general de los tejidos. La eosina

es un colorante acido que tifie estructuras del citoplasma, y la hematoxilina es un colorante

béasico que tifie el nacleo celular.

Reactivos:

Eosina (Panreac) al 0,7% en agua destilada.
Hematoxilina de Harris.

Protocolo de tincion:

Los portaobjetos se sumergieron en hematoxilina de Harris durante 5 min. Después se

realiz6 un lavado con agua destilada de 5 min y en agua corriente. Tras una inmersion en

eosina de 1 min, se deshidrataron con pases (lavados breves) en alcoholes (96° y absoluto)

y un lavado en xileno (10 min) y se montaron con DPX.

11.4 Tricomico de Masson

Las coloraciones tricromicas tifien las fibras de COL, que tienen afinidad por los colorantes

acidos debido a su rigueza en grupos cationicos.

Reactivos:

Solucion de alumbre férrico: Sulfato amoénico férrico (Merck) al 5% en agua
destilada.
Solucion de hematoxilina de Weigert: Se mezclan las soluciones A y B a partes
iguales.
o Solucion A: 1 g de hematoxilina férrica (Panreac) en 100 ml de alcohol
absoluto.
o Solucién B: 4 ml de cloruro férrico (Merck) al 20% y 1 ml de HCI (VWR
Chemicals) en 95 ml de agua destilada.
Solucién de &cido picrico: Acido picrico (Sigma-Aldrich) a saturacion en alcohol
de 96°.
Solucion de fucsina de Ponceau: 700 ml de la solucion A 'y 450 ml de la B.
o Solucién A: 0,5 g de fucsina acida (Merck) y 1 ml de &cido acético (Merck)
gue se enrasan a un litro con agua destilada.
o Solucién B: 1 g de Ponceau xilidina (Merck) y 1 ml de &cido acético que se
enrasan a un litro con agua destilada.
Acido fosfomolibdico (Merck) al 1%.
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- Soluci6n de azul de anilina: Acido acético al 2,5% y azul de anilina (Sigma-Aldrich)
a saturacion.

Protocolo de tincion:

Los portaobjetos se sumergieron en el alumbre férrico durante 30 min vy, tras ello, en
hematoxilina férrica de Weigert (10 min) para continuar con la solucion de &cido picrico (6
min). A continuacion, las preparaciones pasaron 8 min por fucsina de Ponceau, seguido de
5 min en &cido fosfomolibdico y 12 min en azul de anilina. Finalmente, se lavaron los
portaobjetos en agua, se deshidrataron con pases en alcohol y xileno, y se montaron con
DPX.

Cuando se utiliza la tincion TM, el COL adquiere un color azul intenso, el tejido conjuntivo

verde, los nucleos se tifien de azul-negro y el citoplasma de rosa.
11.5 Safranina O

La SO es un colorante que indica la presencia de GAGs sulfatados (tales como el condroitin
sulfato y el queratan sulfato), haciendo que la muestra adquiera mayor o menor intensidad
de rojo en funcion de la cantidad de GAGs presentes.
Reactivos:

- Acido acético al 1%: 1 ml de 4cido acético glacial en 99 ml de agua destilada.

- Solucién de safranina O al 0,1%: 0,1 g de safranina O (Sigma-Aldrich) en 100 ml

de &cido acético glacial.

- Solucién de hematoxilina férrica de Weigert.
Protocolo de tincion:
Los portaobjetos se sumergieron 7 min en hematoxilina férrica de Weigert, tras lo cual se
lavaron 5 min en agua destilada y se pasaron a la SO durante 15 min. A partir de ahi, se
deshidrataron, se aclararon y se montaron con DPX.
Con esta tincién, los nucleos se tifien de negro y la MEC del cartilago se tifie de tonalidad
naranja-roja en funcion del contenido en GAGs (cuanto mayor contenido, mayor es la

intensidad de la tincion).
11.6 Safranina O-fast green

Mientras la SO detecta GAGs sulfatados, el FG tiene mayor afinidad por las moléculas de

fibrindgeno, lo que permite diferenciar claramente los depdsitos de nueva sintesis de MEC
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entre la matriz de los geles de PRP. Por otra parte, los nucleos celulares se tifien de negro
con la hematoxilina férrica.

Reactivos:

- Acido acético al 1%.

- Solucion de hematoxilina férrica de Weigert.

- Solucion de safranina O al 0,1%.

- Solucion de fast green al 0,05%: 0,5 gr de fast green (Sigma Aldrich) y 1 | de agua

destilada.

Protocolo de tincion:
Los portaobjetos se tifieron 10 min con hematoxilina férrica de Weigert y se lavaron 10
min en agua corriente. A continuacion, se tifieron 5 min con FG, se lavaron 10-15 s con
acido acético y se sumergieron 5 min en SO. Finalmente, se deshidrataron, se aclararon y

se montaron con DPX.
11.7 Azul alcian-periodic acid Schiff

La técnica de PAS oxida los tejidos mediante el acido peryddico, o a veces el acido cromico,
para aumentar el nimero de grupos carbonilo, es decir, grupos aldehidos o grupos cetdnicos
en los tejidos. Después se aplica el reactivo de Schiff, que se une a esos grupos y los detecta.
Por ejemplo, polisacaridos simples como el glucogeno, los mucopolisacaridos neutros y las
mucoproteinas son compuestos PAS positivos; en cambio, los mucopolisacaridos acidos
(tales como el condroitin-4-sulfato y el AH) son PAS negativos.
El AA, por su parte, es un colorante basico que se une a los grupos &cidos de los
mucopolisacaridos acidos, dando lugar a la formacion de un compuesto salino entre ambos,
sobre todo cuando el pH es suficientemente acido. A un pH de 2,5, que es el que se ha
utilizado, el AA colorea los mucopolisacaridos acidos, tanto sulfatados como no sulfatados.
En cambio, a un pH aproximado de 1, el AA solo colorea los mucopolisacéridos sulfatados,
y a un pH aproximado de 0,5, solamente los mucopolisacaridos acidos sulfatados mas
ionizables.
Reactivos:

- Solucidn de azul alcian: 1g de azul alcian (Panreac) en 97 ml de agua destilada y 3

ml de acido acético glacial.
- Acido pery6dico (Sigma-Aldrich) al 0,5% en agua destilada.
- Reactivo de Schiff (Merck).
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- Bisulfito sodico (Merck) al 2% en agua destilada.

- Hematoxilina de Harris.
Protocolo de tincion:
Los portaobjetos se sumergieron 30 min en AA, tras lo cual se lavaron en agua destilada y
se cubrieron con &cido peryodico durante 10 min. Se lavaron de nuevo con agua destilada
y se pasaron al reactivo de Schiff de 10 min a 1 h, dependiendo de la maduracién del
reactivo. Sin lavar, se sumergieron 10 min en bisulfuro sddico. Tras este paso, se lavaron
en agua corriente caliente, después fria, y se realiz6 una contratincién con hematoxilina de
Harris para, finalmente, deshidratar, aclarar y montar con DPX.
Con la tincién AA-PAS, los mucopolisacéridos &cidos se tifien de azul, los nacleos se
observan en una tonalidad violacea y los mucopolisacaridos neutros presentan una

tonalidad rosa-fucsia debido a la reaccién con el PAS.
11.8 Azul de toluidina

El AT es un colorante metacromatico, es decir, que cambia de color al tefiir determinadas
estructuras. La estructura responsable del cambio recibe el nombre de cromotropa, para
distinguirla de las restantes que se colorean normalmente (ortocromaticas). La
metacromasia esta ligada esencialmente a la presencia de cargas electronegativas
dispuestas con un determinado patron de densidad en la superficie de las estructuras
cromotropas. La distancia minima entre éstas debe ser de 0,5 nm. Asi, el AT cambia su
color azul por un color rojizo al contactar con los proteoglicanos, estructuras ricas en
lugares anionicos de la MEC. Sin embargo, los nacleos y los citoplasmas adquieren la
propia tonalidad del colorante, azul.
Reactivos:
- Tampdn acetato a pH 4,2:
o Solucién A: 2,7 g de acetato de sodio (Sigma-Aldrich) en 100 ml de agua
destilada.
o Solucién B: 1,1 ml de acido acético 0,5 M y 100 ml de agua destilada.
Mezclar 30 ml de la solucién A (pH 4,2) y 90 ml de la solucion B.
- Solucién al 0,2% de azul de toluidina (Merck) en tampén a pH 4,2.

- Solucién acuosa al 4% de molibdato de amonio (Panreac).

70



Material y métodos

Protocolo de tincion:
Los portaobjetos se sumergieron 5 min en AT y se lavaron, primero con tampén de acetato
acético a pH 4,2 y después con agua destilada. Luego se trataron 10 min con molibdato de

amonio, se deshidrataron, se aclararon y se montaron con DPX.
11.9 Rojo alizarina

El rojo alizarina S (sal sodica de acido 3,4-dihidroxi-9,10-dioxo-2-antracenosulfonico) es
un derivado de la antraquinona que se emplea para identificar precipitados calcicos, ya que
se une al calcio en un proceso de quelacion para generar un producto birrefringente de color
naranja-rojo intenso.
Reactivo:

- Solucién de rojo alizarina S: 2 gr de rojo alizarina y 100 ml de agua destilada.

Ajustar el pH a 4,1-4,3.

Protocolo de tincion:
La chamber-slide fijada se lavé con PBS y se tiid 5 min en rojo alizarina S al 1% en
hidroxido de potasio previamente filtrado. Finalmente, las preparaciones se lavaron con
PBS, se deshidrataron en acetona y acetona-xileno, se aclararon en xileno y se montaron
con DPX.

11.10 Oil-Red-O

El Oil-Red-O (1-[2,5-dimetil-4-(2,5-dimetilfenilazo)fenilazol]-2-naftol) es un colorante
que tifie lipidos homofasicos, es decir, aquellos que se encuentran en estado puro y son de
caracter neutro. Esta misma caracteristica es la que hace que se concentren en un territorio
particular de la célula, por ejemplo, una gota de grasa en el citoplasma celular.
Reactivos:
- Solucién madre: 100 ml de alcohol isopropilico al 60% (60 ml de isopropanol
(Panreac) y 40 ml de agua destilada) y 0,5 gr de Oil-Red-O.
- Solucién de trabajo: 60 ml de solucién madre y 40 ml de agua destilada. Dejar
reposar durante 10 min vy filtrar en un bafio a 56°C.
- Hematoxilina de Gill 11 (Merck).
Protocolo de tincion:
Las chamber-slides fijadas se lavaron suavemente con alcohol isopropilico al 60% y se
tifieron 20 min en la solucion de trabajo. Se lavaron con alcohol isopropilico al 60% y con

agua destilada y se hizo una contratincién sumergiéndolos 3 min en hematoxilina de Gill
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I11. Se lavaron 5 min en agua destilada y 5 min en agua corriente para provocar el viraje de
la tincion. Las preparaciones se deshidrataron en acetona y acetona-xileno, se aclararon en
xileno y se montaron con DPX.

En esta tincion se detectan los lipidos intracelulares tefiidos de tonalidades rojizas intensas,
mientras que los nucleos celulares adquieren un color azul debido a la contratincion con

hematoxilina de Gill 111,
11.11 Analisis de imagen por microscopia

Los portaobjetos se visualizaron por microscopia Optica en un microscopio Olympus BX61
equipado con una camara digital Olympus DP70 (Olympus Espafia S.A., Madrid, Espafa).

12 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los experimentos, salvo que se indique lo contrario, se realizaron con tejido o células
de, al menos, tres donantes diferentes (n > 3) y con duplicados o triplicados técnicos en
cada experimento. Los resultados estan expresados como mediazerror estandar (EE). En
los experimentos de qRT-PCR, las graficas se representan como datos individuales, pero
los valores de expresion relativa se calcularon con el programa gBase+ con la media
geométrica de todos ellos y estan expresados como la media geométricatEE, segln el
método 222Ct (Livak y Schmittgen, 2001).

En todos los casos, el analisis estadistico se realizd con los programas SPSS 18.0 (IBM
Analytics, Nueva York, EE.UU.) y GraphPad Prism v.5. Para los diferentes estudios, se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via seguidos de un test de Bonferroni de
comparaciones multiples, excepto en los casos en los que no se supero el test Shapiro-Wilk
de normalidad o el test de homocedasticidad de Bartlett o de Levene. En estos casos, los
datos se analizaron con metodologias no paramétricas, concretamente, la prueba de
Kruskal-Wallis seguida del test de Dunn de comparaciones multiples. En todos los casos,

las diferencias se consideraron significativas cuando el p-valor fue inferior a 0,05 (p<0,05).
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Resultados

1 ESTANDARIZACION DE LA COMPOSICION DEL PRP

Se realizd un total de 33 extracciones de sangre periférica de 15 donantes (los datos
epidemioldgicos se encuentran en 1.1 Obtencion de sangre periférica). Las composiciones

medias en condiciones basales y post-centrifugacion se resumen en la Tabla 21.

Tabla 21: Caracterizacion basal y post-centrifugacion de las muestras de sangre empleadas en el
estudio. Se indican las concentraciones por pl de cada tipo celular.

Plaquetas Leucocitos Eritrocitos
MediatEE ~ 236+8-10° 5,01+0,25-10° 3,98+0,07-10°
Rango 148-335-10° 3,05-7,80-10° 3,27-4,70-10°
Media+tEE  458+13-10° 0,09+0,01-10°  1,60,2-10
Rango 320-577-10° 0,00-0,30-10° 0,0-8,0-10

Basal

Post-centrifugacion

De acuerdo con el planteamiento propuesto, la estandarizacion del PRP en base a la dosis
absoluta de plaquetas, se establecié una curva de dosis con un rango de 0 a 15-10°
plaquetas/ul. Para comprobar que los efectos observados no se debian a diferencias en la
cantidad de proteinas, se caracterizo el contenido proteico total los L-PRPs, que aparece
recogido en la Tabla 22. Se realiz6 un analisis de Kruskal-Wallis y no se encontraron
diferencias significativas (p=0,48). Por tanto, todos los L-PRPs contenian una media de
41,7+0,4 mg/ml de proteina, como se puede apreciar en la Fig. 12.

Tabla 22: Contenido proteico de los PRPs preparados con distintas concentraciones absolutas de
plagquetas. La concentracién de proteina se expresa como media * EE.

L-PRP 0 0,25 0,5 0,75 15 3 6 15

[Proteina]
41,3+0,7 43,8419 41,9+0,4 40,8+0,1 41,4+1,1 425+1,4 41,3+0,1 41,1+0,1

(mg/ml)
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Fig. 12: Contenido proteico total de L-PRPO-15.

75



Resultados

Adicionalmente, la presencia y concentracion de IL-1Ra en los L-PRPs se cuantifico
mediante un ELISA especifico. Como se puede observar en la Fig. 13, la concentracién de
IL-1Ra fue esencialmente homogénea en todos los L-PRPs, con independencia de la
concentracion de plaquetas. En promedio, los L-PRPs mostraron un contenido de 97,7+2,2
pg/ml de IL-1Ra, con un rango de 91,5£5,9 pg/ml a 109,3+0,5 pg/ml.

La cuantificacion de IL-1Ra se realizé también en los medios de cultivo suplementados con
un 10% de L-PRPO-15 tras una incubacion de 48 h a 37°C, en ausencia de IL-1p, para
verificar la presencia de la proteina a tiempo final en los experimentos realizados (Fig. 14).
La proteina pudo detectarse a las 48 h, siendo L-PRP0,25 y L-PRP1,5 los que presentaron

las concentraciones méaxima (8,4+1,5 pg/ml) y minima (5,4+0,2 pg/ml), respectivamente.
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Fig. 13: Cuantificacion de la citoquina antiinflamatoria IL-1Ra en L-PRPO0-15.
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Fig. 14: Cuantificacién de la citoquina antiinflamatoria IL-1Ra en los medios de cultivo suplementados
con un 10% de L-PRPO-15 tras 48 h.

Por tanto, los L-PRPs se estandarizaron en funcion de la concentracion absoluta de
plaquetas (0-15-10° plaquetas/ul) y se demostré que presentaban un contenido homogéneo
en proteina total y en IL-1Ra. Ademas, se constato la permanencia de IL-1Ra en los medios

de cultivo tras 48 h de incubacioén.
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2 EFECTOS DEL PRP SOBRE LA PROLIFERACION Y LA VIABILIDAD
CELULAR

Los condrocitos y las BM-MSCs se estimularon durante 72 h con medio DMEM 0%
suplementado con un 10% de L-PRPO0,75-15 y con una condicion Basal de DMEM 10%,
para comparar los efectos sobre la proliferacion y la viabilidad celular respecto al cultivo
con SBF que se usa de manera rutinaria para estas células. Se estudié la proliferacion en
base al nimero de células y el contenido total de proteina, y la viabilidad celular a tiempo
final utilizando el reactivo de alamarBlue®.

En ambos tipos celulares se observé un aumento de la proliferacién, siguiendo un patrén
cercano a la dosis-dependencia tanto para el nimero de células (Fig. 15A y Fig. 16A, para
condrocitos y BM-MSCs, respectivamente) como el contenido proteico (Fig. 15B y Fig.
16B, para condrocitos y BM-MSCs, respectivamente). En el caso de los condrocitos (n=3),
el nimero de células aumento entre un 1,64+0,15 para L-PRPO0,75 y un 2,93£0,29 para L-
PRP15, aunque solamente se detectaron diferencias significativas para este ultimo
(p=0,0249). Tampoco se encontraron diferencias significativas en el contenido proteico.
En lo referente a las BM-MSCs (n=4), el nimero de células fue significativamente mayor
que en la condicién Basal para las estimulaciones con L-PRP1,5 (2,08+0,16, p<0,05), L-
PRP3, L-PRP6 (2,23+0,22 y 2,36+0,27, respectivamente, p<0,01) y L-PRP15 (2,82+0,26,
p<0,001), mientras que el contenido proteico total solo aumento significativamente cuando
las células fueron estimuladas con L-PRP15 (2,92+0,69, p<0,01).

Por otro lado, la estimulacién con los L-PRPs produjo un ligero aumento de la viabilidad
celular, tanto en condrocitos (Fig. 15C) como en BM-MSCs (Fig. 16C), aunque las
diferencias no fueron significativas ni se aprecio un efecto dosis-dependiente.

El aumento de la proliferacién celular también se vio reflejado en las imagenes de
microscopia Optica de condrocitos (Fig. 15) y BM-MSCs (Fig. 16) tras las 72h de
estimulacion con los L-PRPs. En estas imagenes también se aprecia un aumento dosis-
dependiente de la densidad celular.

En definitiva, no se afectd la viabilidad de los condrocitos ni BM-MSCs estimulados con
L-PRP0,75-15 vy, al mismo tiempo, ambos tipos celulares mostraron una respuesta

proliferativa aproximadamente dependiente de dosis.
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Fig. 15: Efecto de los L-PRPs en la proliferacion y viabilidad de condrocitos humanos OA. El recuento
celular (A), la proteina total (B) y la cantidad de alamarBlue® reducido (C) tras la estimulacién con un 10%
de L-PRPO0,75-15 en DMEM 0% durante 72 h se normalizaron frente a la condicién Basal, cultivada en
DMEM 10%. Imagenes de microscopia optica (D) tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 pm.
*diferencia significativa con respecto a Basal (p<0,05).
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Fig. 16: Efecto de los L-PRPs en la proliferacion y viabilidad de BM-MSCs. El recuento celular (A), la
proteina total (B) y la cantidad de alamarBlue® reducido (C) tras la estimulacion con un 10% de L-PRPO,75-
15 en DMEM 0% durante 72 h se normalizaron frente a la condicién Basal, cultivada en DMEM 10%.
Imagenes de microscopia dptica (D) tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 pm. *diferencia
significativa con respecto a Basal (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001).
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3 DIFERENCIACION DE BM-MSCs ESTIMULADAS CON L-PRP
3.1 Estudios de condrogénesis en formato tridimensional en pellet

El efecto de los L-PRPs sobre la diferenciacién condrogénica se valoro tras 21 dias de
cultivo en un modelo de diferenciacion en pellet con BM-MSCs, tal como se describié en
el apartado 4.1.1 de Material y Métodos. Para valorar el grado de diferenciacion alcanzado
se emplearon técnicas moleculares (QRT-PCR) y tinciones histoquimicas (H-E, TM, AA-
PAS, AT y SO-FG). En primer lugar, se estudié su capacidad de induccién condrogénica,
es decir, la capacidad de inducir la condrogénesis por si mismos, comparando la
diferenciacion producida por los L-PRP1,5-15 frente a la inducida por un MCondro con
TGF-/43 (C+), y la producida espontaneamente por el propio formato tridimensional de
cultivo sin estimulos condrogénicos (C-, cultivado en DMEM 10%) (n=5). En segundo
lugar, se estudid su capacidad para promover la condrogénesis, es decir, potenciar de

manera sinérgica los efectos del MCondro al combinarlos (MCondro+L-PRP0,75-3) (n=3).
3.1.1 Induccion condrogénica en formato de pellet

Los resultados de los analisis de biologia molecular de los pellets estimulados con los L-
PRPs se presentan en la Fig. 17. Se analizd la expresion de SOX9 como factor de
transcripcion implicado en el inicio de la condrogénesis y de COLIl y ACAN como
marcadores especificos de sintesis de MEC por los condrocitos. Los analisis indicaron que
la expresion de los tres genes se veia incrementada en C+ con respecto a C- (Fig. 17A-C).
Los L-PRPs, en cambio, no indujeron la expresion de COLII ni de ACAN (Fig. 17A, B), si
bien la expresion de SOX9 (Fig. 17C) aparecio significativamente incrementada con
respecto a C+ bajo el estimulo de L-PRP1,5. Este mismo L-PRP indujo también levemente
la expresion de COLII. Al mismo tiempo, la expresién del gen de hipertrofia COLI se vio
incrementada en C+ y fue significativamente inferior en L-PRP1,5 (Fig. 17D).

En el caso de RUNX2, no hubo diferencias entre los distintos estimulos empleados (Fig.
17E). Por ultimo, no hubo influencia significativa en los genes de indiferenciacion
POUSF1 y NANOG, aunque tendieron a aumentar con L-PRP1,5 (Fig. 17F, G). En
conjunto, los analisis de biologia molecular indicaron que las dosis altas de plaquetas
tienden a inhibir la condrogénesis, mientras que la dosis inferior L-PRP1,5 podria estar

induciendo una diferenciacion mas tardia y en la que no se produce hipertrofia, tal como
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indican la expresion elevada de SOX9 (condrogénesis temprana), la expresion moderada de
COLII (condrogénesis tardia) y la baja expresion de COLI (hipertrofia).
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Fig. 17: Expresion génica en pellets de BM-MSCs cultivados durante 21 dias en DMEM 0%
suplementado con un 10% de L-PRP1,5-15, en comparacion con MCondro (C+) o DMEM 10% (C-).
Se analizaron los marcadores de condrogénesis COLII (A), ACAN (B) y SOX9 (C), asi como los marcadores
de hipertrofia COLI (D) y RUNX2 (E) y los marcadores de indiferenciacién POU5F1 (F) y NANOG (G). Los
niveles de expresion se normalizaron frente a C+. *diferencia significativa con respecto a C- (*p<0,05,
***n<0,0001), “diferencia significativa con respecto a C+ (*p<0,05, ##p<0,0001).

3.1.2 Promocidn condrogénica en formato de pellet

Posteriormente, una vez identificada la ausencia de una influencia positiva del
enriquecimiento en la concentracion de plaquetas en la diferenciacion condrogénica, el

estudio de promocidon compard la diferenciacion experimentada al suplementar el MCondro
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con L-PRP con dosis bajas de plaquetas (L-PRPO0,75-3) frente al MCondro (C+) y el control
sin estimulos (C-).

Nuevamente, se vio que los L-PRPs inhibian la expresion de COLII y ACAN (Fig. 18A,
B), mientras que SOX9 (Fig. 18C) aparecia regulado positivamente. Se inhibieron también
los genes de hipertrofia COLI, RUNX2 y COLX (Fig. 18D-F), mientras que se mantuvieron
los niveles de expresion de POU5SF1 y NANOG (Fig. 18G, H).

En este caso se realizaron también tinciones histoquimicas para verificar los resultados de
expresion génica a nivel tisular. La tincion H-E (Fig. 19A-E) demostro la capacidad de las
células para formar pellets de morfologia redondeada en las condiciones ensayadas, si bien
con L-PRPO0,75 fueron mas inestables y no llegaron a adquirir un formato esférico (Fig.
19C). En el C+, las células sintetizaron una densa MEC rica en COL (TM, Fig. 19G) y
GAGs (AA-PAS, AT y SO-FG, Fig. 19L, Q y V); algunas adquirieron incluso la morfologia
redondeada de los condrocitos y aparecieron en cavidades similares a las lagunas
condrocitarias del cartilago (Fig. 20C+, 7). Diferenciaciones similares, aunque en menor
grado, se encontraron con L-PRP1,5 (Fig. 19D, I, N, Sy X, y Fig. 20.1,5) y L-PRP3 (Fig.
19E, J, O, T e Y, y Fig. 20.3), mientras que L-PRP0,75 (Fig. 19C, H, M, R, W vy Fig.
20.0,75) mostré una matriz laxa y con poco contenido en COL o GAGs, resultando muy
similar a C- (Fig. 19A, F, K, P, Uy Fig. 20C-).

En definitiva, tanto los resultados de biologia molecular como la histologia demostraron
que, en un modelo de diferenciacién condrogénica en pellet de 21 dias, los L-PRPs no
indujeron ni promovieron la condrogénesis de manera significativamente superior al C+,
inhibiendo los estimulos del MCondro. No obstante, los L-PRPs parecieron tener el efecto

beneficioso de inhibir la hipertrofia celular.
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Fig. 18: Expresion génica en pellets de BM-MSCs cultivados durante 21 diasen MCondro suplementado
con un 10% de L-PRPO0,75-3, en comparacién con MCondro (C+) o DMEM 10% (C-). Se analizaron los
marcadores de condrogénesis COLII (A), ACAN (B) y SOX9 (C), asi como los marcadores de hipertrofia
COLI (D), RUNX2 (E) y COLX (F) y los marcadores de indiferenciacion POU5F1 (G) y NANOG (H). Los
niveles de expresion se normalizaron frente a C+. *diferencia significativa con respecto a C- (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto a C+ (*p<0,05, #p<0,01, ##p<0,0001).
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Fig. 19: Tinciones histoquimicas de los pellets de BM-MSCs cultivados durante 21 dias en DMEM 10%
(C-), MCondro (C+) o MCondro mas 10% de L-PRPO0,75-3. Ademas de la tincidn general H-E (A-E), se
realizaron tinciones especificas para valorar la produccion de matriz cartilaginosa en funcién de la presencia
de COL (TM, F-J) y GAGs (AA-PAS, K-O; AT, P-T; y SO-FG, U-Y). Imégenes de microscopia Optica
tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 um.
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Fig. 20: Detalles de la tincion TM de los pellets de BM-MSCs cultivados durante 21 diasen DMEM 10%
(C-), MCondro (C+) o MCondro mas 10% de L-PRPO0,75-3. Las fibras de COL se pueden observar, tefiidas
de azul, en C+, MCondro+L-PRP1,5 y MCondro+L-PRP3, que también presentan células similares a
condrocitos (1), pero no en C- o MCondro+L-PRP0,75. Imagenes de microscopia Optica tomadas a 20x. La
barra de escala representa 100 pm.
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3.2 Estudios de osteogénesis

La osteogénesis, y el efecto del L-PRP sobre la misma, se valoré en un modelo de 14 dias
de cultivo en placa o chamber-slide con las BM-MSCs de n=4 donantes. Para ello se empled
la técnica de gRT-PCR y la tincién histoquimica rojo alizarina. De la misma forma que para
la condrogénesis, se estudié en primer lugar la capacidad de induccion osteogénica,
comparando la diferenciacién producida por L-PRPO0,75-3 con la producida en el MOsteo
(C+) y el control sin estimular en DMEM 10% (C-). Posteriomente, se estudi6 su capacidad
para promover la osteogénesis, es decir, potenciar los efectos del MOsteo al utilizarlos en
combinacion (MOsteo+L-PRPO0,75-3).

3.2.1 Induccion osteogénica

Los analisis de biologia molecular indicaron que, en C+, la expresion del gen ALP se veia
incrementada con respecto a C-, mientras que la expresion de RUNX2 se mantenia
inalterada (Fig. 21). Por su parte, los L-PRPs promovieron la expresion de ambos genes en
mayor medida que C+, si bien las diferencias no llegaron a ser significativas. Asimismo,
no se detectaron diferencias entre las distintas dosis de plaquetas testadas.
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Fig. 21: Expresion génica de los marcadores de osteogénesis RUNX2 (A) y ALP (B) en BM-MSCs
cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-), MOsteo (C+) o DMEM 0% mas 10% de L-PRPO,75-
3. No se detectaron diferencias significativas entre las distintas condiciones.

La tincion rojo alizarina (Fig. 22) evidenci6 una intensa deposicién de precipitados calcicos
en C+ (Fig. 22C+), estando estos ausentes en C- y en L-PRP0,75 (Fig. 22C- y 0,75). Con
L-PRP1,5y L-PRP3 (Fig. 22.1,5y 3), la coloracion rojiza era incipiente y parecia aumentar

con la dosis de plaquetas.
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Fig. 22: Tincién rojo alizarina de las BM-MSCs cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-),
MOsteo (C+) 0o DMEM 0% mas 10% de L-PRPO0,75-3. La intensidad de la coloracion rojiza es proporcional
a la cantidad de depositos de fosfato calcico. Imagenes de microscopia Optica tomadas a 10x. La barra de
escala representa 200 pm.

3.2.2 Promocion osteogénica

La promocidn osteogénica se estudié comparando la diferenciacion experimentada por las
células al suplementar el MOsteo con L-PRP con las mismas dosis de plagquetas que las ya
empleadas en los experimentos de induccion (L-PRPO,75-3), frente al MOsteo (C+) y el
control sin estimular (C-).

En este caso, los genes RUNX2 y ALP no se vieron modulados significativamente,
mostrando expresiones equivalentes a la de C+ (Fig. 23A, B). No obstante, la expresion de
RUNX2 tendi6 a ser ligeramente inferior en L-PRP0,75-3, mientras que ALP mostro una
ligera tendencia a incrementarse en L-PRP1,5 y L-PRP3. Asi, los anélisis de gRT-PCR
indicarian una mayor progresion de la osteogénesis bajo la influencia de los L-PRPs.

La tincion rojo alizarina (Fig. 24), por su parte, indicd una diferenciacion osteogénica
equivalente a C+ (Fig. 24C+) en L-PRPO0,75 (Fig. 24.0,75), mientras que los depositos
calcicos adquirieron tonalidades mas intensas con L-PRP1,5 y L-PRP3 (Fig. 24.1,5y 3).
Por tanto, los L-PRPs actuaron en sinergia con el MOsteo para promover una diferenciacion
osteogénica de las BM-MSCs mas intensa, un efecto que podria verse favorecido al
incrementar la dosis de plaquetas, de acuerdo con los depoésitos calcicos detectados por
histoquimica.

En conclusion, los resultados de biologia molecular y la histologia demostraron que, en un

modelo de diferenciacion osteogénica de 14 dias, los L-PRPs indujeron levemente y
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promovieron la osteogénesis, actuando sinérgicamente con el MOsteo. Este efecto parecio

aumentar con la dosis de plaquetas.
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Fig. 23: Expresion génica de los marcadores de osteogénesis RUNX2 (A) y ALP (B) en BM-MSCs
cultivadas durante 14 diasen DMEM 10% (C-), MOsteo (C+) o0 MOsteo mas 10% de L-PRP0,75-3. No
se detectaron diferencias significativas entre las distintas condiciones.

Fig. 24: Tincién rojo alizarina de las BM-MSCs cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-),
MOsteo (C+) o MOsteo més 10% de L-PRPO0,75-3. Se puede apreciar que la intensidad de la coloracién
rojiza, proporcional a la cantidad de depésitos de fosfato calcico, parece aumentar con L-PRP-1,5y L-PRP3,
con respecto a C+. Imagenes de microscopia Optica tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 um.

3.3 Estudios de adipogénesis

Los efectos inductor y promotor del L-PRP sobre la adipogénesis de las BM-MSCs de n=5
donantes se valoraron tras 14 dias de cultivo en placa o chamber-slide, mediante de gRT-

PCR vy la tincién histoquimica Oil-Red-O.
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3.3.1 Induccion adipogénica

Los experimentos de induccion adipogénica compararon la diferenciacion inducida por L-
PRPO0,75-3 con la experimentada por las células cultivadas en MAdipo (C+) o en DMEM
10% (C-, sin estimular).

La expresion de los genes FABP4 y PPARy (Fig. 25A, B) aumento significativamente en
C+ con respecto a C-. Los L-PRPs, en cambio, inhibieron significativamente la expresion
de dichos genes, mostrando en ambos casos niveles de expresion significativamente

inferiores a C+. No se detectaron diferencias en funcién de la dosis plaquetaria.
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Fig. 25: Expresion génica de los marcadores de adipogénesis FABP4 (A) y PPARy (B) en BM-MSCs
cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-), MAdipo (C+) o DMEM 0% mas 10% de L-PRPO,75-
3. *diferencia significativa con respecto a C- (**p<0,01, ***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto
a C+ ("p<0,0001).

La tincion Oil-Red-O (Fig. 26) demostro la presencia de numerosas gotas lipidicas, tefiidas
de color rojo, en C+ (Fig. 26C+). Por el contrario, en C- y L-PRPO0,75-3 (Fig. 26C- y 0,75-
3), las gotas lipidicas estaban practicamente ausentes. De esta forma, la tincion
histoquimica apoyaba los resultados obtenidos en los anélisis de gRT-PCR, mostrando con
L-PRPO0,75-3 una leve diferenciacion adipogénica que no diferia de la espontanea

experimentada por las BM-MSCs en C-, debida a la confluencia celular.
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Fig. 26: Tincién Oil-Red-O de las BM-MSCs cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-), MAdipo
(C+) o DMEM 0% mas 10% de L-PRPO0,75-3. Las vacuolas lipidicas aparecen como pequefias gotas de
color rojo, muy abundantes en C+ y ausentes 0 muy escasas con L-PRP0,75-3. Imégenes de microscopia
optica tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 pum.

3.3.2 Promocion adipogénica

En los experimentos de promocion adipogénica se empled6 MAdipo suplementado con L-
PRPO0,75-3, MAdipo (C+) y DMEM 10% (C-). Se compard la diferenciacion adipogénica
experimentada por las células al suplementar el MAdipo con L-PRP con las mismas dosis
de plaquetas que las ya empleadas en los experimentos de induccion (L-PRPO,75-3), frente
aC+yC-.

Los andlisis de gRT-PCR indicaron que la expresion tanto de FABP4 como de PPARy
aumento significativamente en C+ con respecto a C- (Fig. 27A, B). La expresion de FABP4
(Fig. 27A) con L-PRPO0,75-3 fue significativamente inferior a la de C+ y, con L-PRP1,5y
L-PRP3, equivalente a la de C-. En el caso de PPARy (Fig. 27B), la expresidon con L-
PRPO,75-3 fue equivalente a la de C-, siendo significativamente inferior a la de C+ con L-
PRP3. Asi, en este caso, los L-PRPs no actuaron en sinergia con el MAdipo, sino que, al
contrario, inhibieron su efecto diferenciador. No se detectaron diferencias en funcion de la
dosis de plaquetas.

La tincidon Oil-Red-O mostrd la presencia de gotas lipidicas con L-PRPO0,75-3 (Fig. 28.0,75-
3). Si bien dichas gotas eran mas numerosas que en C-, también eran mas escasas que en
C+. Por tanto, la tincién histoquimica mostro un efecto inhibidor de la adipogénesis con L-

PRPO,75-3, coincidiendo con los resultados obtenidos en las pruebas de biologia molecular.
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En resumen, tanto los resultados de biologia molecular como la histologia demostraron que,

en un modelo de diferenciacién adipogénica de 14 dias, los L-PRPs no indujeron ni

promovieron la adipogénesis de manera significativamente superior al C+. En cambio, los

L-PRPs inhibieron los estimulos del MAdipo, con independencia de la dosis de plaquetas.
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Fig. 27: Expresion génica de los marcadores de adipogénesis FABP4 (A) y PPARy (B) en BM-MSCs
cultivadas durante 14 dias en DMEM 10% (C-), MAdipo (C+) o MAdipo mas 10% de L-PRPO0,75-3.
*diferencia significativa con respecto a C- (*p<0,05, ***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto a

C+ (*p<0,05, #p<0,01, ##p<0,0001).
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con respecto a C+. Imagenes de microscopia Optica tomadas a 10x. La barra de escala representa 200 um.
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4 DIFERENCIACION CONDROGENICA DE MSCs INCLUIDAS EN G-PRP

Se explord el potencial del PRP como soporte tridimensional de BM-MSCs de n=4 donantes
para su aplicacién en tratamientos de TE del cartilago, aprovechando la capacidad de
coagulacién de los PRPs para preparar geles tridimensionales con las MSCs embebidas in
situ (ver Fig. 29A), tal como se describio en el apartado 4.1.2 de Material y Métodos.

Esta parte del estudio se realizd durante la estancia predoctoral en el Stem Cell Lab
(Facultad de Medicina, Universidad de Heidelberg), con el grupo de la Dra. Karen Bieback.

4.1 Estabilidad de los biomateriales

La apariencia de los G-PRPs preparados se muestraen la Fig. 29. Su estabilidad fue variable
y, mientras algunos se mantuvieron integros durante todo el periodo de estudio (Fig. 29B,
C), en otros casos se desestabilizaron y se soltaron de las paredes del pocillo de cultivo
(Fig. 29D). En la Fig. 30 se muestra la tincién H-E de uno de los geles en los que se produjo
dicha desestabilizacién. Como se puede apreciar, en estos geles se encontraron regiones
con importantes aglomeraciones celulares en las que se produjo una intensa remodelacion
de la MEC. Se pudieron identificar lo que podrian ser distintos tipos de células, entre ellos
los condrocitos, mas pequefios y redondeados e incluidos en pequefias lagunas de la matriz
(flecha azul 1), los fibrocitos, de morfologia alargada (flecha verde 1), o los progenitores

hematopoyéticos, con un gran nucleo redondeado y muy coloreado (flecha roja 1).

Fig. 29: Apariencia de los G-PRPs con BM-MSCs a tiempo final de cultivo. A muestra la disposicion
tridimensional de las BM-MSCs en distintos planos en un G-PRP. B y C muestran un gel integro en las etapas
previas a su inclusion en parafina para el andlisis histomorfol6gico. En D se puede ver un gel desestabilizado
en el que se ha producido la lisis y retraccion de la matriz. Imagenes obtenidas con un microscopio invertido
Nikon Eclipse TS100 y una cdmara digital Olympus X-42.

Para caracterizar mejor la matriz presente en estos geles se emplearon tinciones
histoquimicas e IHQs. Las tinciones histoquimicas TM (Fig. 31A) y SO-FG (Fig. 31B)
confirmaron la presencia de una matriz muy remodelada, que resultd ser rica en
proteoglicanos y fibras coldgenas. Para eliminar la posible interferencia del colorante FG,

se realizd una tincion sencilla de SO, la cual confirmd la riqueza de la matriz en
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proteoglicanos (Fig. 31C). Por IHQ se demostro la presencia de numerosas fibras de COLII
(Fig. 31D), especialmente en la regidn periférica, pero tambien en el interior de los geles.
Ademas, se realizd una tincion IHQ para COLI que mostro la presencia de este tipo de COL
en la zona mas externa de los geles, asi como en algunas células de la region interna (Fig.
31E).
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Fig. 30: Tincién H-E de un G-PRP con BM-MSCs desestabilizado tras 21 dias de cultivo. En la region
ampliada se pueden apreciar células similares a condrocitos, sefialadas con flechas azules (1), de morfologia
redondeada e incluidas en cavidades en la matriz tipo laguna condrocitaria. Imagenes de microscopia dptica
tomadas a 10x (la barra de escala representa 200 um) y 20x (la barra de escala representa 100 pm).
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Fig. 31: Tinciones histoquimicas (A-C) e IHQs (D-E) de un G-PRP con BM-MSCs desestabilizado tras
21 dias de cultivo. Las tinciones TM (A) y COLII (D) muestran una matriz rica en COL y, en particular, la
deposicién de COLII de nueva sintesis. Las tinciones SO-FG (B) y SO (C) indican la presencia de
proteoglicanos y COLI (E) muestra la presencia de algunas fibras de COLI. Imagenes de microscopia Optica
tomadas a 20x. La barra de escala representa 100 pm.

4.2 Viabilidad celular en los biomateriales

Se comprobo la viabilidad de las células en el interior de los G-PRPs a lo largo del
experimento utilizando el test de alamarBlue®. Las BM-MSCs se mantuvieron viables y
proliferaron en los geles, tal como refleja el incremento en la reduccion del reactivo

alamarBlue® hasta los 7 dias, para después mantenerse estables (Fig. 32).
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Fig. 32: Actividad celular de las BM-MSCs en los G-PRPs a lo largo del tiempo de cultivo.

4.3 Influencia de la concentracion de plaquetas en la induccidn de la condrogénesis

Se estudid el efecto de la concentracion de plaquetas en el G-PRP sobre la diferenciacion

condrogénica de las BM-MSCs. Se emplearon concentraciones de 0,75; 1,5 y 3-10°
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plaquetas/ul. Para evaluar el efecto de los GFs contenidos en el G-PRP, se incluyé como
control un biomaterial inerte de Ag con BM-MSCs a la misma densidad celular que en los
G-PRPs y se realizé una valoracién global de la expresion génica de COLII, ACAN, SOX9
y el marcador de hipertrofia COLI (Fig. 33) y de las tinciones histoquimicas H-E, TM (Fig.
34), AA-PAS y SO (Fig. 35).

Los G-PRPs no mostraron en los resultados de expresion génica mejoras significativas de
la diferenciacion condrogénica frente a la Ag (Fig. 33). En general, la condrogénesis tuvo
lugar en todos los geles testados, pero fue mejor en aquellos cultivados en MCondro.
Ademas, la modificacion de la concentracién plaquetaria en los G-PRPs tampoco influyo
significativamente en la diferenciacion experimentada por las BM-MSCs. No obstante, si
se observo una tendencia positiva en SOX9 (Fig. 33A) y COLII (Fig. 33B) con el
incremento de la concentracion de plaquetas, mientras que ACAN (Fig. 33C) y COLI (Fig.
33D) no se vieron influenciados. Por otra parte, el marcador de hipertrofia COLI aparecio
ligeramente incrementado en todos los G-PRPs cultivados en MCondro, indicando una
posible hipertrofia.

En cambio, en las tinciones se observaron efectos diferentes. La tincion H-E (Fig. 34A-H)
revelo que las BM-MSCs se distribuyeron uniformemente en las matrices de fibrina y, en
algunos casos, formaron agrupaciones de mayor o menor extension (Fig. 34B, H). La
condensacion celular tuvo lugar tanto en los geles cultivados en MCondro (Fig. 34H) como
en aquellos cultivados en DMEM (Fig. 34B), si bien se encontraron mas cominmente y
ocuparon volimenes mayores en los primeros. Los geles en los que se encontrd
condensacion de MSCs presentaron una matriz bastante remodelada y se desestabilizaron
estructuralmente. En cuanto a la morfologia celular, las MSCs de los geles cultivados en
MCondro adquirieron un aspecto redondeado y formaron estructuras similares a lagunas
condrocitarias en la matriz de fibrina (Fig. 34E-H, 1); en cambio, la mayoria de las MSCs
de los geles cultivados en DMEM mantuvieron una morfologia alargada y fibroblastica, y
s6lo unas pocas presentaron una morfologia similar a la de los condrocitos (Fig. 34A-D, 1).
En lo que respecta a los controles inertes (Fig. 34A, E), las BM-MSCs se distribuyeron
homogéneamente en la matriz de Ag y presentaron morfologias redondeadas, tanto en los
biomateriales cultivados en MCondro (Fig. 34E, 1) como en aquellos cultivados en DMEM
(Fig. 34A, 1). Aunque las BM-MSCs formaron estructuras similares a lagunas

condrocitarias, en ninguno de ellos se aprecid una remodelacion de la matriz.
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Las tinciones TM (Fig. 341-P), AA-PAS (Fig. 35A-H) y SO (Fig. 35I-P) confirmaron la
remodelacidn de la matriz de fibrina mediante la formacion de una matriz de nueva sintesis,
rica en proteoglicanos y fibras coldgenas. Como ya se intuia con la tincion H-E, esta
remodelacién fue mas intensa en los geles cultivados en MCondro, en algunos de los cuales
se formd una nueva matriz densa y similar a la MEC del cartilago (Fig. 34P, Fig. 35H, P).
La concentracién de plaquetas no tuvo una influencia clara, pero la MEC de los geles con
3-10° plaquetas/ul parecié tener una mejor calidad (Fig. 34P, Fig. 35H, P). En los controles
de Ag no se encontré MEC cartilaginosa de nueva formacion (Fig. 341, M, Fig. 35A, E, I,
M).

Por tanto, las BM-MSCs incluidas en G-PRPs se diferenciaron hacia el linaje condrogénico
en mayor grado que las incluidas en Ag, siendo la concentracion superior de plaquetas la
que aportd mejores resultados globales. Los geles cultivados en MCondro expresaron mas
los genes de diferenciacion condrogénica y formaron matrices ricas en proteoglicanos y
fibras colagenas. Los procesos de condensacion celular y remodelacion de la matriz

produjeron una desestabilizacion estructural de los geles.
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Fig. 33: Expresion génica de marcadores de condrogénesis en BM-MSCs incluidas en geles de Ag o de
PRP con 0,75; 1,5 0 3-10° plaquetas/ul y cultivadas en DMEM 10% o0 en MCondro durante 21 dias.
Resultados normalizados frente al biomaterial de Ag cultivado en DMEM 10%. *diferencia significativa entre
las condiciones sefialadas (p<0,05).
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5 POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO DEL L-PRP EN CONDROCITOS Y
CARTILAGO OA

Se realizaron estudios para evaluar el potencial del PRP como agente antiinflamatorio,
anticatabolico y/o antioxidante para tratar la OA. Para ello, tal como se describi6 en el
apartado 5 de Material y Métodos, se utilizaron condrocitos y cartilago OA en un modelo
de inflamacion in vitro, utilizando IL-1p (5 ng/ml) como estimulo proinflamatorio y ocho
condiciones de co-estimulacién (10% (v/v)) con L-PRP0-15. Ademas, se incluyé un control
sin IL-1p cultivado en DMEM 10% (Basal).

5.1 Efectos del L-PRP sobre la expresion génica de mediadores proinflamatorios en
condrocitos OA

Se estudiaron los efectos de los distintos L-PRPs sobre la expresion génica de los
principales mediadores implicados en la progresion de la enfermedad, incluyendo aquellos
que contribuyen a la inflamacién crénica (IL-6, TNFa, IL-8, IL-1B y lasenzimas de sintesis
de PGE;, COX-2 y PTGES), la destruccion del cartilago (MMP-13) y el aumento de las
especies reactivas de nitrogeno (NOS2). También se evalud la influencia en los niveles de

IL-1Ra. Se analizaron por separado condrocitos de rodilla y de cadera (n>3).
Efecto sobre la expresion de IL-6

La estimulacion de los condrocitos OA de rodilla (OAr) y OA de cadera (OAc) con IL-1
supuso un incremento significativo en la expresion de IL-6 con respecto a la condicién
Basal sin estimular. En todos los casos, los L-PRPs redujeron de forma significativa la
expresion génica de esta citoquina en ambos tipos articulares. En promedio, la expresion
de IL-6 se vio inhibida en proporciones similares en ambos tipos articulares, siendo de un
64,5%3,6% en condrocitos OAr (Fig. 36A), y de un 66,8+4,7% en condrocitos OAc (Fig.
36B). Sin embargo, los condrocitos OAr y OAc mostraron tendencias ligeramente
diferentes al ser co-estimulados con los distintos L-PRPs. En los condrocitos OAr, el
aumento en la dosis plaquetaria resulté en una mayor inhibicién de la expresion de IL-6,
siendo maxima al ser co-estimulado con L-PRP6 (79,2+2,9%) y minima con L-PRPO
(51,2+19,2%). Solamente con L-PRP3 y L-PRP6 se alcanzaron valores de expresién no
significativamente diferentes del Basal. En cambio, los condrocitos OAc mostraron una
tendencia opuesta, siendo las dosis plaquetarias inferiores las que produjeron un mayor

efecto antiinflamatorio; en este caso, la co-estimulacion con L-PRPO resulté en una
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inhibicion maxima del 80,4+1,8%, mientras que el efecto minimo se encontr6 con L-PRP6
(49,6+13,0%). No obstante, en ninguno de los dos casos se encontraron diferencias
significativas entre las distintas dosis de plaquetas testadas.

Por lo tanto, los condrocitos procedentes de articulaciones OAr y OAc mostraron tendencias
opuestas en la co-estimulacion con IL-1p méas L-PRPO-15. Los L-PRPO0-0,75,
correspondientes a las cuatro dosis inferiores de plaquetas testadas, fueron mas efectivos
en condrocitos OAc, mientras que L-PRP1,5-15, correspondientes a las cuatro dosis
plaquetarias superiores, mostraron un mayor efecto antiinflamatorio al ser aplicados a

condrocitos OAr.
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Fig. 36: Expresién genica del marcador IL-6 en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con IL-
1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo
IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicion estimulada con
solo IL-1p. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001), *diferencia
significativa con respecto a IL-1p (*#p<0,0001).

Efecto sobre la expresion de IL-8

El estimulo de IL-1B provoco un incremento significativo de la expresion de IL-8 con
respecto a la condicion Basal no estimulada, tanto en condrocitos OAr como en condrocitos
OAc (Fig. 37). La adicién de L-PRPO0-15 produjo efectos diferenciales en funcion del tipo
articular. En condrocitos OAr (Fig. 37A), todos los L-PRPs mostraron un efecto
antiinflamatorio moderado, con un promedio de 39,6+1,6%, teniendo L-PRP3 un efecto
inhibidor maximo (45,0+12,4%) y L-PRPO0,25 un efecto inhibidor minimo (34,7+16,9%),
aunque las diferencias no fueron significativas respecto al valor de IL-1pB. En cambio, en
condrocitos OAc (Fig. 37B), aungue las concentraciones inferiores (L-PRP0-0,75) también
inhibieron moderadamente la expresion de IL-8 (53,3+£3,0% de media, valor maximo
61,6+6,6% (L-PRPO0)), se encontré una drastica inversion de efecto antiinflamatorio a

efecto proinflamatorio al aumentar la dosis plaquetaria. Asi, las dosis superiores (L-

99



Resultados

PRP1,5-15) promovieron la expresion de IL-8 de manera significativa en un promedio de
161,3+8,0% (respecto al valor de la condicion IL-1p), siendo L-PRP3 el lisado con un
efecto proinflamatorio mas acusado (176,7+41,3%).

Resumiendo, los condrocitos procedentes de articulaciones OAr y OAc mostraron
tendencias desiguales en la co-estimulacion con IL-1B méas L-PRPO0-15. En los condrocitos
OAr, todos los L-PRPs mostraron indistintamente un efecto inhibidor moderado. En los
condrocitos OAc, las concentraciones plaquetarias inferiores (L-PRP0-0,75) mostraron
también un efecto antiinflamatorio moderado y sin diferencias entre dosis, mientras que el

aumento de dicha dosis (L-PRP1,5-15) produjo un destacado efecto proinflamatorio.
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Fig. 37: Expresién genica del marcador IL-8 en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con IL-
1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo
IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicion estimulada con
solo IL-1pB. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001).

Efecto sobre la expresion de TNFa

Tomando como referencia la condicidon Basal sin estimular, la expresion de TNFa se vio
incrementada significativamente tras la estimulacion de los condrocitos OAr y OAc con IL-
1B (Fig. 38). La co-estimulacién con L-PRPO-15 redujo apreciablemente la expresion de
este marcador proinflamatorio en ambos casos y, de nuevo, con respuestas particulares para
cada tipo articular. En condrocitos OAr, los L-PRPs produjeron una inhibicién media del
86,4+2,8% (Fig. 38A). El efecto antiinflamatorio maximo fue con L-PRP3 (92,2+4,9%) y
el minimo con L-PRPO (69,5+18,2%) pero no se detectaron diferencias significativas entre
las distintas dosis. Para los condrocitos OAc (Fig. 38B), se observé una tendencia diferente,
siendo L-PRPO,5 la dosis mas efectiva (94,4+1,4%). L-PRP0-0,75 aportaron reducciones

mayores y L-PRP1,5 fue la dosis que menos efecto antiinflamatorio mostro (69,4+14,2%).
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De esta manera, en los condrocitos OAc se detectd una tendencia dosis-dependiente
positiva, aumentando la expresién de TNFa con el incremento de la dosis de plaguetas.

En definitiva, respecto a la expresion del marcador TNFe, la co-estimulacion con los L-
PRPs mostr6 una tendencia caracteristica para cada tipo articular en lo referente a la
influencia de la dosis plaquetaria, siendo las dosis inferiores mas efectivas en condrocitos
OAc, y no habiendo diferencias entre dosis en condrocitos OAr.
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Fig. 38: Expresion génica del marcador TNFa en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicion estimulada
con solo IL-1B. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001), *diferencia significativa con
respecto a IL-1pB (**p<0,0001).

Efecto sobre la expresion de IL-1

En el caso del marcador IL-1B, la expresion génica aument6 significativamente con
respecto a la condicion Basal tras la estimulacion de los condrocitos OAr y OAc con IL-1p,
tal y como se esperaba (Fig. 39). La co-estimulacion con L-PRP0-15 mostr6 resultados
diferenciados en funcion del tipo articular. En los condrocitos OAr, la co-estimulacion con
L-PRPO0-15 no alterd significativamente la expresion de este marcador en ningln caso,
mostrando tan solo una leve tendencia hacia la inhibicién dependiente de dosis (Fig. 39A).
Por otra parte, en los condrocitos OAc, la co-estimulacion con L-PRP0-0,5 result6 en una
reduccion media del 91,4+1,3%; L-PRPO0,75 no modifico la expresion y L-PRP1,5-15
promovieron la expresion de IL-1p un 496,9+48,5% (Fig. 39B).

Por consiguiente, la co-estimulacion de condrocitos OAr con IL-13 més L-PRP0-15 no
modulé la expresion de IL-1B en ningun caso, mientras que la co-estimulacion de
condrocitos OAc evidencio un efecto antiinflamatorio de las dosis inferiores (L-PRP0-0,5)

y un efecto proinflamatorio de las dosis superiores (L-PRP1,5-15).
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Fig. 39: Expresién génica del marcador IL-1p en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicién estimulada
con solo IL-1p. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05, **p<0,01), *diferencia significativa
con respecto a IL-1pB (*p<0,01), diferencia significativa con respecto a L-PRP15 (®p<0,05).

Efecto sobre la expresion de IL-1Ra

También se estudio mediante qRT-PCR la expresion de IL-1Ra inducida por IL-18 en los
condrocitos, en este caso de rodilla, en las condiciones ensayadas (Fig. 40).
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Fig. 40: Expresion génica del marcador IL-Ra en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo IL-1p y la
condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicién estimulada con solo IL-1p.
*diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto a IL-1p
(**p<0,0001).

Como se puede ver, la IL-1p indujo significativamente la expresion de IL-1Ra con respecto
a la condicion Basal sin estimular. La co-estimulacion con los lisados L-PRP0-15
disminuyo significativamente su expresion en todos los casos, con independencia de la

concentracién de plaquetas.
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Efecto sobre la expresion de las enzimas de sintesis de PGE2: COX-2 y PTGES

En el caso de la PGE2, los anélisis de biologia molecular se centraron en dos de las
principales enzimas implicadas en su ruta de sintesis: COX-2, la enzima inducible que
cataliza la primera reaccion de la ruta de sintesis de prostanoides a partir del acido
araquiddnico en condiciones inflamatorias, y PTGES, la enzima que cataliza la sintesis de
PGE: a partir de la prostaglandina Hz producida por COX-2.

La expresion de COX-2 y PTGES en condrocitos OAr y OAc estimulados con IL-1p
aumentd significativamente con respecto a la condicion Basal (Fig. 41 y Fig. 42). En los
condrocitos OAr, la co-estimulacion con L-PRPO0-15 redujo significativamente la expresion
de ambas enzimas, con independencia de la dosis plaquetaria. En promedio, la expresion
de COX-2 se vio reducida en un 85,8+0,5% (Fig. 41A), mientras que la expresion de
PTGES disminuyd de forma mas moderada (56,8+2,9%) (Fig. 42A). En ninguno de los dos
marcadores se pudo identificar una influencia clara de la concentracion de plaquetas. Por
otra parte, la expresion de COX-2 también se vio reducida significativamente tras la co-
estimulacion de los condrocitos OAc con L-PRPO-15 (Fig. 41B), mostrando una inhibicion
media del 86,8+5,3%. El efecto antiinflamatorio fue maximo con L-PRP15 (99,5+0,2%) y
minimo con L-PRP3 (57,7+£8,5%), y no se pudo identificar ninguna tendencia en funcion
de la dosis plaquetaria. En el caso de PTGES, se detectd una tendencia dosis-dependiente
positiva (Fig. 42B): los lisados L-PRPO-1,5 redujeron significativamente su expresion con
respecto a IL-1B, pero el efecto inhibidor se perdid con L-PRP3-15. La inhibicion fue
méaxima con L-PRPO (77,7£0,3%) y minima con L-PRP6 (24,9+12,7%).

En definitiva, la expresion génica de las enzimas COX-2 y PTGES fue inhibida
significativamente en condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-1f y L-PRPO-15, si
bien los lisados L-PRP3-15 no resultaron antiinflamatorios en el caso de los condrocitos
OAc.
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Fig. 41: Expresion génica del marcador COX-2 en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicién estimulada
con solo IL-1p. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001), *diferencia
significativa con respecto a IL-1B (*#p<0,0001).
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Fig. 42: Expresién génica del marcador PTGES en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicion estimulada
con solo IL-1B. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001), *diferencia significativa con
respecto a IL-1p (**p<0,01, ##p<0,0001).

Efecto sobre la expresién de MMP-13

La estimulacion de condrocitos OAr y OAc con IL-1p resulté en un incremento significativo
en la expresion de MMP-13 con respecto a la condicién Basal sin estimular. La co-
estimulacion con los lisados L-PRPO-15 inhibié de manera significativa la expresion de
este marcador en ambos tipos articulares, con independencia de la dosis plaquetaria. En
condrocitos OAr se observé una reduccién media del 95,7+0,2% (Fig. 43A), y en
condrocitos OAc fue del 90,7+2,8% (Fig. 43B). En los condrocitos OAr no se detectd
ninguna tendencia apreciable en funciéon de la dosis plaquetaria. Por su parte, en los
condrocitos OAc si se detectd una tendencia dosis-dependiente positiva, aumentando la

expresion de MMP-13 con el incremento de la concentracion plaquetaria; L-PRPO produjo
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una inhibicion méaxima (97,9+0,8%), mientras que a partir de L-PRP3 se fue perdiendo en
cierta medida el efecto antiinflamatorio y L-PRP15 mostré la inhibicion mas débil
(74,416,0%).

Por tanto, la expresién del marcador catabélico MMP-13 se redujo significativamente tanto
en condrocitos OAr como en condrocitos OAc co-estimulados con IL-1p y los distintos L-
PRPs. En condrocitos OAr no se pudo identificar ninguna tendencia a nivel de expresion
génica y todos los L-PRPs mostraron un efecto anticatabdlico equivalente. En los
condrocitos OAc, los resultados mostraron una ligera tendencia dosis-dependiente positiva,
aunque todos los L-PRPs aportaron inhibiciones significativas con respecto a la condicién
con solo IL-1p.
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Fig. 43: Expresion génica del marcador MMP-13 en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicion estimulada
con solo IL-1B. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05, ***p<0,0001), “diferencia
significativa con respecto a IL-1p (¥#p<0,0001), ®diferencia significativa con respecto a L-PRP15 (?p<0,05,
%p<0,01, *2p<0,0001).

Efecto sobre la expresion de NOS2

En condrocitos OAr y OAc estimulados con IL-1B, la expresion de NOS2 aumentd
significativamente con respecto a la condicion Basal no estimulada, tal y como era de
esperar (Fig. 44). La co-estimulacion con L-PRPO0-15 redujo dréstica y significativamente
la expresion de este marcador en ambos tipos articulares, con independencia de la
concentracion de plaquetas, alcanzando practicamente los niveles basales. La reduccién
media fue del 99,1+0,2% en condrocitos OAr y del 99,0+0,1% en condrocitos OAc.
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Fig. 44: Expresion génica del marcador NOS2 en condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. Resultados normalizados frente a la condicién estimulada
con solo IL-1p. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001), *diferencia significativa con
respecto a IL-1p (*#p<0,0001).

5.2 Efectos del L-PRP sobre la secrecion de mediadores proinflamatorios en
condrocitos OA

A la vista de los resultados encontrados sobre la influencia de la co-estimulacion con los
L-PRPs en la expresion génica, se estudid su correspondencia con la abundancia proteica
de dichos mediadores en el medio de cultivo celular. Se analizaron por separado
condrocitos de rodilla y de cadera (n>3). Dado que la mayoria de los mediadores estudiados
estan presentes en el plasma sanguineo, en todos los casos se incluyeron, como controles
de matriz, todos los medios utilizados para estimular las células. Dichos medios se
incubaron en ausencia de células en todas las réplicas experimentales y las cuantificaciones
resultantes, en caso de que los mediadores fuesen detectables, se emplearon para corregir

las cuantificaciones correspondientes a la secrecion celular.
Efecto sobre la secrecion de la citoquina IL-6

Se cuantifico la produccion de IL-6 en condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-1B y
los distintos L-PRPs (L-PRP0-15) (Fig. 45). Para ello se empled un kit comercial de ELISA.
La produccion Basal de IL-6 fue minima: 0,24+0,11 ng/ml en condrocitos OAr (Fig. 45A)
y 2,031£0,96 ng/ml en condrocitos OAc (Fig. 45B). La estimulacion con IL-1p, tal y como
se esperaba, indujo la sintesis de esta citoquina en los condrocitos de ambos tipos
articulares, alcanzando los 288,9+75,3 ng/ml en condrocitos OAr y los 171,6£25,6 ng/ml
en condrocitos OAc.

En los condrocitos OAr, los L-PRPs con dosis bajas de plaquetas (L-PRP0-0,5) inhibieron

moderadamente los efectos de IL-1f, reduciendo la concentracion de esta citoquina a
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valores entre 108,6+22,3 ng/ml (L-PRPO) y 190,4+40,7 ng/ml (L-PRPO,5). En condrocitos
OAc también se observo un descenso moderado, reduciéndose la concentracion de IL-6 a
entre 130,2+72,1 ng/ml (L-PRPO) y 139,4+91,9 ng/ml (L-PRPO,5), si bien la variabilidad
inter-donante detectada fue elevada. En cambio, los L-PRPs con concentraciones
plaquetarias superiores mostraron efectos diferentes y presentaron la misma tendencia en
ambos tipos articulares: o bien no tuvieron efecto inhibitorio apreciable (L-PRPO,75 en
condrocitos OAr (211,8+25,2 ng/ml) y L-PRP1,5 en condrocitos OAc (314,9+58,7 ng/ml),
por ejemplo), o bien actuaron en sinergia con IL-1f para inducir una respuesta inflamatoria
exacerbada (L-PRP6-15 en condrocitos OAr (652,4+77,8-752,3+80,7 ng/ml) y L-PRP3-15
en condrocitos OAc (425,8+53,5-662,0+£102,1 ng/ml)). Es decir, la produccién de IL-6 en
condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-1B y L-PRP0-15 mostr6 una tendencia
dosis-dependiente positiva, disminuyendo el efecto inhibitorio y aumentando la sintesis con

el aumento de la concentracion plaquetaria.
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Fig. 45: Cuantificacién de la citoquina IL-6 secretada por condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-
estimulados con IL-1p (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la
estimulacion con solo IL-1p y la condicién Basal sin estimular. *diferencia significativa con respecto a
Basal (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto a IL-1p (*p<0,05, #p<0,01,
###3<0,0001), °diferencia significativa con respecto a L-PRP15 (3p<0,05, p<0,01, **p<0,0001), ®diferencia
significativa con respecto a L-PRP6 (°p<0,05, *p<0,01, **°p<0,0001).

Efecto sobre la secrecion de la citoquina IL-8

La produccién de IL-8 se cuantificé mediante un kit comercial de ELISA especifico en
condrocitos OAr co-estimulados con IL-1f y L-PRPO0-15. La produccion Basal de IL-8 fue
de 0,09+0,04 ng/ml y la estimulacion con IL-1f indujo significativamente su sintesis hasta
los 2,5+0,1 ng/ml (Fig. 46). Al igual que se observo para la expresion génica de este

marcador, la co-estimulacion con los lisados L-PRP0-15 no tuvo ningdn efecto.
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Fig. 46: Cuantificacion de la citoquina IL-8 secretada por condrocitos OAr co-estimulados con IL-1f
(5ng/ml) més un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con solo IL-
1B y la condicion Basal sin estimular. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001),
adiferencia significativa con respecto a L-PRP15 (?p<0,05), diferencia significativa con respecto a L-PRP6
(°p<0,05).

Efecto sobre la secrecion de la citoquina TNFo

Se empled un kit comercial de ELISA especifico para cuantificar la produccion de TNFa en
condrocitos OAr co-estimulados con IL-1f y L-PRP0-15. No se detecto produccion Basal
de TNFo en las condiciones ensayadas y la estimulacion con IL-1B indujo

pronunciadamente su sintesis, alcanzando los 461,0+49,5 ng/ml (Fig. 47).

Fkk
35004

HHH#

3000+

2500+

20004

15004

[TNFa] (ng/ml)

10004

500+

> R O H b P e > 6 6
T N Vo7 Vo W

DMEM 0% + IL-1B + L-PRP

Fig. 47: Cuantificacion de la citoquina TNFa secretada por condrocitos OAr co-estimulados con IL-1p
(5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo IL-
1B y la condicion Basal sin estimular. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001),
#diferencia significativa con respecto a IL-1p (*p<0,01, ##p<0,0001).

La co-estimulacion con L-PRPO0-0,75 no modul6 significativamente la sintesis de TNFa
(respecto a la condicion con IL-1p), si bien pudo apreciarse una suave tendencia de
modulacién positiva con L-PRP0,25-0,75. Sin embargo, L-PRP1,5-15 aumentaron de
manera pronunciada y significativa la sintesis de esta citoquina, que alcanz6 los

2.404,0£362,1 ng/ml en la condicion co-estimulada con L-PRP15.
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En definitiva, la produccion de TNFo en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1B y L-
PRPO-15 mostr6 una tendencia dosis-dependiente positiva, aumentando la sintesis con el
aumento de la concentracion plaquetaria. Este resultado esta claramente en contraposicion
con la respuesta detectada a nivel de expresidn génica, en la que todas las dosis plaquetarias
redujeron significativamente la expresién de TNFa y no se aprecié ninguna tendencia

dependiente de la dosis.
Efecto sobre la secrecion de PGE»

Se emple6 un kit comercial de ELISA competitivo para cuantificar la sintesis del mediador
fosfolipidico PGE> en condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-1p y los distintos L-
PRPs (L-PRP0-15) (Fig. 48). La produccion Basal de PGE> fue de 0,02+0,01 ng/ml en
condrocitos OAr (Fig. 48A), y de 2,8+1,8 ng/ml en condrocitos OAc (Fig. 48B).

La estimulacion con IL-1B aumento la sintesis de PGE> a 6,6+2,1 ng/ml en condrocitos
OAr vy, en condiciones de co-estimulacion, ninguno de los lisados L-PRP0-15 disminuyé
su produccion. L-PRP0-0,5 no tuvieron efectos significativos, mientras que L-PRP0,75-15
produjeron un efecto sinergico con IL-1p y aumentaron significativamente la produccion
de PGE:. Asi, la produccion de PGE: oscil6 entre 12,5+2,5 ng/ml (L-PRPO) y 156,3+28,4
ng/ml (L-PRP15).
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Fig. 48: Cuantificacion de la PGE: secretada por condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1p (5 ng/ml) més un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicién Basal sin estimular. *diferencia significativa con respecto a Basal (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,0001), “diferencia significativa con respecto a IL-1p (*p<0,05, #p<0,01, ##p<0,0001),
adiferencia significativa con respecto a L-PRP15 (?%p<0,0001), °diferencia significativa con respecto a L-
PRP6 (°p<0,05, ®*p<0,01, "*p<0,0001).

En condrocitos OAc se observo una tendencia muy parecida: la estimulacion con IL-13
aumento la sintesis de PGE> a 12,1+3,0 ng/ml y, en condiciones de co-estimulacion, los
valores oscilaron entre 59,3+41,8 ng/ml (L-PRPO) y 236,5£65,0 ng/ml (L-PRP15).
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En definitiva, la produccion de PGE; en condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-1f
y L-PRPO0-15 mostrd una tendencia dosis-dependiente positiva en ambos tipos articulares,
aumentando la sintesis con el aumento de la concentracion plaquetaria. Las tendencias
encontradas en los analisis de expresion génica de las enzimas COX-2 y PTGES se
contraponen a estas cuantificaciones de PGE: obtenidas mediante ELISA, ya que ambas
disminuyeron significativamente en la co-estimulacion con L-PRPO0-15.

Efecto sobre la secrecion de MMP-13

La produccion de MMP-13 se cuantifico en condrocitos OAr y OAc co-estimulados con IL-
1B y L-PRPO-15 (Fig. 49). Para ello se emple6 un kit comercial de ELISA para MMP-13
total, es decir, para todas las formas de MMP-13 que se pueden encontrar presentes de
forma natural en el ser humano: la pro-enzima inactiva, la MMP-13 madura activa, y la
MMP-13 capturada por el inhibidor TIMP-1. La produccion Basal de MMP-13 en
condrocitos OAr (Fig. 49A) y en condrocitos OAc (Fig. 49B) fue de 3,0+1,2 ng/ml y de
11,5+6,7 ng/ml, respectivamente. En los condrocitos de ambos tipos articulares, la
estimulacion con IL-1p provocd un marcado y significativo incremento en la produccion
de MMP-13, que alcanzd los 31,2+6,4 ng/ml en condrocitos OAr y los 52,3£21,9 ng/ml en
condrocitos OAc. La sintesis de MMP-13 fue modulada negativamente al co-estimular las
celulas con L-PRPO-15 en ambos casos.

La alta variabilidad de la respuesta en los condrocitos OAc (por ejemplo, 16,4+12,5 ng/ml
(L-PRPO) y 33,8+28,3 ng/ml (L-PRP0,25) como valores extremos) no permitié diferenciar
una influencia clara de la dosis plaquetaria. Sin embargo, ésta es evidente en los condrocitos
OAr, en los que el aumento de la concentracion de plaquetas va reduciendo paulatinamente
el efecto anticatabdlico. Asi, en los condrocitos OAr co-estimulados con IL-1p mas L-
PRPO0-15, la produccion de MMP-13 oscilé entre los 4,6+0,6 ng/ml (L-PRPO) y los
22,2+4,9 ng/ml (L-PRP15), aunque solo perdi6 la significacion respecto a la condicion con
solo IL-1p para los L-PRPs de concentraciones mas altas, L-PRP6 y L-PRP15.

Por lo tanto, la produccion de MMP-13 en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1B y L-
PRPO-15 mostré una inhibicion del efecto catabolico de la IL-1B con todas las dosis
plaquetarias testadas, excepto L-PRP6 y L-PRP15, y con una tendencia dosis-dependiente
positiva, mientras que en condrocitos OAc la alta variabilidad no permitié detectar

diferencias significativas.
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Fig. 49: Cuantificacion de la MMP-13 secretada por condrocitos OAr (A) y OAc (B) co-estimulados con
IL-1p (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicién Basal sin estimular. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001),
#diferencia significativa con respecto a IL-1B (*p<0,01, ##p<0,0001).

5.3 Efectos del L-PRP sobre la expresion proteica de enzimas involucradas en el

proceso inflamatorio en condrocitos OA
Efecto sobre la expresion de NOS2

La modulacion del mediador proinflamatorio NOS2 en la co-estimulacion de los
condrocitos OAr y OAc con IL-1B y los lisados L-PRP0-15 se comprobd mediante
diferentes técnicas de analisis proteico. No fue posible realizar la cuantificacion del NO
producido por la enzima con el reactivo de Griess, ya que los L-PRPs interfirieron con las
mediciones. En primer lugar, se empleo la técnica de WB para cuantificar la cantidad de
enzima producida por los condrocitos. En las Fig. 50 y Fig. 51 se muestra un ejemplo
representativo de una imagen de WB (A) vy la cuantificacion por densitometria (B) para
condrocitos OAr (Fig. 50, n=4) y OAc (Fig. 51, n=3), respectivamente. Tanto en
condrocitos OAr como en condrocitos OAc, la estimulacion con IL-1f aumentd
significativamente la cantidad de NOS2. En ambos tipos articulares, la co-estimulacién con
L-PRPO0-15 inhibi6 significativamente la expresion de esta enzima, alcanzando
practicamente los niveles basales, con independencia de la dosis de plaquetas. En
condrocitos OAr, la inhibicién media fue del 76,3+2,3%, mientras que en condrocitos OAc
fue del 83,8+2,4%. En ninguno de los dos casos se detectaron diferencias significativas

entre las distintas dosis de plaquetas testadas.
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Fig. 50: Cuantificacion de la NOS2 intracelular sintetizada por condrocitos OAr co-estimulados con IL-
1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con solo
IL-1B y la condicién Basal sin estimular. (A) Imagen representativa de una membrana de WB, MP:
marcador de peso molecular; (B) densitometria. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001),
#diferencia significativa con respecto a IL-1p (*p<0,05).
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Fig. 51: Cuantificacion de la NOS2 intracelular sintetizada por condrocitos OAc co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. (A) Imagen representativa de una membrana de WB, (B)
densitometria. *diferencia significativa con respecto a Basal (***p<0,0001), *diferencia significativa con
respecto a IL-1p (*p<0,05, #p<0,01, ##p<0,0001).

Es decir, en condrocitos OAry OAc co-estimulados con IL-1f mas L-PRP0-15, la expresion
proteica de NOS2 fue inhibida significativamente en todos los casos y no se detectd ninguna
tendencia clara asociada a la dosis plaquetaria. Tampoco se observaron diferencias en los
efectos sobre condrocitos OAr u OAc.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en las pruebas de expresion génica
y se confirmaron también mediante estudios de ICQ, como se puede observar en las Fig.
52 y Fig. 53 para condrocitos OAr y OAc, respectivamente.

Tal y como se esperaba, la estimulacion de ambos tipos celulares con IL-1f resulté en un
mayor numero de células positivas para NOS2, ademas de una mayor intensidad de la sefial
(en color marrén) en comparacion con el control Basal sin estimular. Esta positividad se

redujo en gran medida en las condiciones de co-estimulacién con L-PRPO-15, tanto en
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condrocitos OAr (Fig. 52C-J) como en condrocitos OAc (Fig. 53C-J), con independencia

de la concentracion de plaquetas.
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Fig. 52: Tincion ICQ de NOS2 intracelular en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml) mas
un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo IL-18 y la
condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia dptica tomadas a 20x. La barra de escala representa

100 pm.
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Fig. 53: Tincién ICQ de NOS2 intracelular en condrocitos OAc co-estimulados con IL-1f (5 ng/ml) mas
un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulaciéon con solo IL-18 y la
condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia dptica tomadas a 20x. La barra de escala representa
100 um.

Efecto sobre la expresion de COX-2

La técnica de WB se emple6 también para comprobar la modulacion a nivel proteico del
marcador COX-2 en condrocitos co-estimulados con IL-1f y L-PRP0-15. Como se puede
observar en las Fig. 54 y Fig. 55 para condrocitos OAr (n=4) y OAc (n=3), respectivamente,
la positividad observada en las membranas (Fig. 54A y Fig. 55A,para OAr y OAc,
respectivamente) y cuantificada por densitometria (Fig. 54B y Fig. 55B, para OAr y OAc,
respectivamente) confirmd el incremento en la cantidad de COX-2 en ambos tipos celulares

al estimularlos con IL-1B, en comparacion con la condicién Basal sin estimular.
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Fig. 54: Cuantificacion de la COX-2 intracelular sintetizada por condrocitos OAr co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRP0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. (A) Imagen representativa de una membrana de WB, (B)
densitometria. No se detectaron diferencias significativas entre las distintas condiciones ensayadas.
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Fig. 55: Cuantificacion de la COX-2 intracelular sintetizada por condrocitos OAc co-estimulados con
IL-1B (5 ng/ml) mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con
solo IL-1p y la condicion Basal sin estimular. (A) Imagen representativa de una membrana de WB, (B)
densitometria. No se detectaron diferencias significativas entre las distintas condiciones ensayadas.

La co-estimulacion con L-PRPO-15 inhibié en mayor o menor medida la expresion proteica
de la enzima en ambos tipos articulares, si bien la elevada variabilidad entre donantes
impidi6 observar diferencias significativas. En el caso de los condrocitos OAr (Fig. 54), la
reduccion fue modesta y la media fue de un 36,1+3,8%, siendo minima con L-PRPOQ
(19,5+10,8%) y maxima con L-PRP3 (52,5%4,7%). La inhibicion fue mas evidente en los
condrocitos OAc (Fig. 55) y se pudo identificar una leve tendencia dosis-dependiente
positiva, con un incremento paulatino de la positividad al aumentar la dosis plaquetaria,
aungue tampoco resulté en diferencias estadisticamente significativas.

Por lo tanto, la co-estimulacion con IL-18 y L-PRP0-15 en condrocitos OAr y OAc inhibio
la expresidn proteica de COX-2, confirmando los resultados obtenidos mediante qRT-PCR.

Estos resultados también se comprobaron mediante estudios de 1CQ (Fig. 56 y Fig. 57).
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Fig. 56: Tincion ICQ de COX-2 intracelular en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con solo IL-1p y la
condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia dptica tomadas a 20x. La barra de escala representa
100 um.

Como era de esperar, en comparacion con la condicién Basal, la estimulacion con IL-1
resulté en un mayor nimero de condrocitos OAr y OAc positivos para COX-2, que ademas
presentaron una mayor intensidad (color marrén). Las condiciones co-estimuladas con los
L-PRPs presentaron una positividad reducida en gran medida en ambos tipos articulares.
No obstante, el efecto antiinflamatorio fue inferior con los lisados L-PRP3-15 en
condrocitos OAr (Fig. 56H-J), y los lisados L-PRP6-15 en condrocitos OAc (Fig. 571-J).
Asi, las tinciones 1CQs apoyaron tanto las pruebas de qRT-PCR como las cuantificaciones
de COX-2 por WB.
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Fig. 57: Tincion ICQ de COX-2 intracelular en condrocitos OAc co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo IL-1p y la
condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia éptica tomadas a 20x. La barra de escala representa
100 um.

Efecto sobre la expresién de MMP-13

En el caso del marcador MMP-13, la cuantificacidn proteica mediante ELISA y el analisis
de gRT-PCR se confirmaron mediante un estudio de 1CQ (Fig. 58 y Fig. 59). Como era
esperable, en comparacion con la condicion Basal sin estimular, la estimulacion con IL-1
produjo un mayor numero de células OAr y OAc positivas, en las que, ademas, la
positividad fue mayor (color marrén). La co-estimulacion con L-PRP0-15 redujo en gran
medida la sefial positiva, con aparente independencia de la dosis plaguetaria para ambos

tipos articulares.
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Fig. 58: Tincién ICQ de MMP-13 intracelular en condrocitos OAr co-estimulados con IL-1f (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacion con solo IL-1p y la

condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia éptica tomadas a 20x. La barra de escala representa
100 um.
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Fig. 59: Tincion ICQ de MMP-13 intracelular en condrocitos OAc co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0-15 en DMEM 0% durante 48 h, frente a la estimulacién con solo IL-1p y la
condicién Basal sin estimular. Imagenes de microscopia dptica tomadas a 20x. La barra de escala representa
100 um.

5.4 Efectos del L-PRP sobre la degradacion inflamatoria de la matriz en explantes de

cartilago OA

El efecto de los L-PRPs sobre la degradacion de la MEC en explantes de cartilago OA en
condiciones inflamatorias se estudié mediante un modelo de 21 dias de cultivo en placa.
Para recrear las condiciones inflamatorias que se encuentran en una articulacion OA, los
explantes de n=5 donantes se estimularon con 5 ng/ml de IL-1B. A tiempo final, la
integridad de la MEC en los explantes se valord con las tinciones histoquimicas SO y AT

y las tinciones IHQ para MMP-3 y MMP-13, las dos principales enzimas responsables de
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la degradacién de la MEC del cartilago en la OA. Se compar6 la degradacion producida por
la IL-1p con la degradacion de los explantes estimulados con IL-1f mas los distintos lisados
(L-PRPO,75 y L-PRP15) y el control sin estimular en DMEM 10% (Basal).

La tincion SO (Fig. 60), especifica para GAGs, mostr6 una pérdida moderada de GAGs en
los explantes estimulados con IL-1f, aunque con diferencias entre los distintos donantes.
La region interterritorial, inmediatamente circundante a los condrocitos, se tiid con mayor
intensidad que el resto de la matriz en la condicion Basal, desapareciendo estas tonalidades
intensas en los explantes estimulados con IL-1pB. La co-estimulacion de los explantes con
L-PRPO,75 y L-PRP15 los protegi6 parcialmente de la pérdida de GAGs ocasionada por la
IL-1B vy, si bien en ningln caso se alcanzaron tonalidades equivalentes a la de la condicion
Basal, en el tejido co-estimulado con L-PRPO,75 si se recuperd la tincion interterritorial.

Fig. 60: Tincién SO en explantes de cartilago OA co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml) mas un 10% de
L-PRPO0,75 0 L-PRP15 en DMEM 0% durante 21 dias, frente a la estimulacion con solo IL-1p y la
condicion Basal sin estimular. Imégenes de microscopia éptica tomadas a 10x. La barra de escala representa
200 pm.

La tincién AT (Fig. 61), dirigida a componentes metacromaticos como los proteoglicanos,
principalmente AH, también mostré diferencias entre las distintas condiciones ensayadas.
Se detect6 una pérdida superficial de proteoglicanos, evidenciada por la decoloracion de
violeta a blanquecino, en los explantes estimulados con IL-1p. Este efecto se bloqued
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parcialmente en los explantes co-estimulados con L-PRPO,75, mientras que L-PRP15 no

parecio mostrar efectos protectores.

Fig. 61: Tincion AT en explantes de cartilago OA co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml) mas un 10% de
L-PRPO0,75 o L-PRP15 en DMEM 0% durante 21 dias, frente a la estimulacién con solo IL-1p y la
condicion Basal sin estimular. Imagenes de microscopia 6ptica tomadas a 10x. La barra de escala representa
200 um.

La tincion IHQ para MMP-3 (Fig. 62) mostré un marcado incremento en la positividad en
la condicion estimulada con IL-1p. La co-estimulacion con L-PRPO,75 y L-PRP15 redujo
apreciablemente la intensidad de la sefial, que se aproximo a los niveles detectados en
Basal, especialmente en el caso de L-PRPO0,75. Un efecto similar se observo en la tincion
IHQ para MMP-13 (Fig. 63), en la que también se puede ver como la positividad se
incrementa al estimular el cartilago con IL-1p y la sefial se reduce bajo la influencia de L-
PRPO0,75 y L-PRP15, igualando la condicion Basal.
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Fig. 62: Tinciéon IHQ para MMP-3 en explantes de cartilago OA co-estimulados con IL-1p (5 ng/ml)
maés un 10% de L-PRPO0,75 o L-PRP15 en DMEM 0% durante 21 dias, frente a la estimulacién con solo
IL-1p y la condicidn Basal sin estimular. Imagenes de microscopia optica tomadas a 10x. La barra de escala

representa 200 pm.

Fig. 63: Tincion IHQ para MMP-13 en explantes de cartilago OA co-estimulados con IL-1B (5 ng/ml)
mas un 10% de L-PRPO0,75 o L-PRP15 en DMEM 0% durante 21 dias, frente a la estimulacién con solo
IL-1P y la condicion Basal sin estimular. Iméagenes de microscopia éptica tomadas a 10x. La barra de escala

representa 200 um.

122



DISCUSION







Discusion

1. ESTANDARIZACION DEL PRP EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE
PLAQUETAS

En la actualidad, existen numerosas metodologias de preparacion de PRPs, tanto a nivel de
laboratorio, como comercial. En todos ellos, el principal pardmetro de caracterizacion del
PRP resultante es el PEF. No obstante, si consideramos que el recuento basal de plaquetas
de una persona sana oscila entre 1,5-10° y 4,0-10° plaquetas/pl, y que estos trombocitos
contienen las moléculas y GFs que se postulan como potenciales responsables de los
efectos terapéuticos del PRP, el PEF no es el parametro de estandarizacion mas apropiado,
ya que equivale a la aplicacion de dosis terapéuticas de plaquetas altamente heterogéneas
entre pacientes. Existen, ademas, multitud de trabajos que evalGan la eficacia de estos
productos en diversas aplicaciones y de manera reiterada se concluye que la falta de
estandarizacion de los productos empleados es el principal factor que impide comparar
estudios y establecer de manera concluyente su eficacia. A mayores, en la literatura
tampoco hay consenso sobre cual seria la mejor forma de estandarizar el tratamiento (Levy
et al., 2018; Chahla et al., 2017).

En esta tesis se ha intentado dar respuesta a esta demanda desarrollando un sistema de
estandarizacion en el que el derivado de PRP resultante no depende de la concentracion
basal del paciente. Para ello, hemos propuesto un cambio de enfoque que implica considerar
el PRP como un farmaco convencional, para asi establecer una composicion, dosificacion
e indicaciones con eficacia clinica demostrada, al margen del contaje basal de plaquetas de
los pacientes. El parametro de estandarizacion seleccionado ha sido la concentracion
absoluta de plaquetas y hemos trabajado con el concepto de curvas de dosis, equiparables
a las que se emplean en los estudios preliminares de cualquier farmaco convencional para
probar sus efectos. Para comprobar la validez de esta aproximacién, hemos evaluado el
efecto de este parametro sobre tres indicaciones especificas relacionadas con la
fisiopatologia de la OA:

1. Terapia intraarticular con propiedades condrogénicas.

2. Soporte tridimensional bioactivo para la regeneracion de lesiones del cartilago.

3. Terapia intraarticular antiinflamatoria.

Para las aplicaciones 1 y 3, los PRPs con distintas concentraciones de plaquetas se
coagularon y se utilizo el lisado obtenido tras la retraccion del coagulo formado (L-PRP).
Por el contrario, para su aplicacion como soporte de TE, el PRP estandarizado se activé una

vez combinado con las MSCs.
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Para realizar la estandarizacion se puso a punto un protocolo en el que, de manera resumida,
se aislo PPP y un pellet de plaquetas por separado para, posteriormente, combinarlos y
preparar PRPs con concentraciones de plaquetas absolutas conocidas.

En el caso de las dos primeras aplicaciones, las dosis utilizadas fueron 0,75; 1,5; 3,6 y
15-10° plaquetas/ul. En el caso de la terapia antiinflamatoria, la curva de dosis incluyd, en
el extremo inferior, el lisado de PPP (0 plaquetas/pl), considerando la posibilidad de que
los factores plasmaticos, y no los plaquetarios, fueran los responsables de los efectos
observados. Y en el extremo superior de la curva, la dosis superior de plaquetas fue de
15-10° plaquetas/pl, equivalente a un PEF de unas 5 veces la concentracion media de
plaquetas en la sangre periférica. De esta forma, nuestro PRP estandarizado cubre el rango
de concentraciones de sistemas comerciales como ACP (Arthrex), Cascade (MTF
Biologics), o GPS Il 'y I11 (Biomet) (ver Tabla 3), a la vez que incluye dosis sub-fisioldgicas,
menos comunes en este tipo de estudios.

Por otra parte, en vistas a su aplicacion como terapia antiinflamatoria en la OA, se decidi6
trabajar con PRP sin leucocitos con el fin de evitar los potenciales efectos proinflamatorios
de sus proteasas e hidrolasas acidas (Anitua et al., 2008). Aungue hay estudios que apuntan
a que la inclusion de leucocitos en los preparados de PRP no supone un perjuicio para la
eficacia del tratamiento en el sistema musculoesquelético, tanto a nivel experimental
(Giusti et al., 2018; Van Buul et al., 2011) como en ensayos clinicos (Yerlikaya et al.,
2017; Mariani et al., 2016; Riboh et al., 2016), otros sefialan que genera un ambiente
adverso y promueve la sintesis de mediadores inflamatorios (Rubio-Azpeitia et al., 2016;
Zhang et al., 2016b; Cross et al., 2015; Braun et al., 2014). Como Yya se ha sefialado, la
gran heterogeneidad en los protocolos de preparacion del PRP impide hacer una
comparacion directa entre los distintos estudios, por lo que hemos optado por la opcion mas
conservadora. Ademas, la inclusién de leucocitos tampoco seria adecuada para los estudios
de TE, ya que se ha demostrado que los leucocitos liberan elastasas que alteran la
estabilidad de la matriz de fibrina (Anitua et al., 2015; Andia et al., 2012).

En la practica totalidad de las extracciones de sangre realizadas para la preparacion de PRP,
los donantes fueron mujeres; sin embargo, la literatura confirma que el sexo del donante no
afecta a la concentracién de plaquetas ni de GFs (Markopoulou et al., 2009). Al definir
nuestro protocolo de preparacion de los L-PRPs, optamos por la activacion con calcio,
principalmente, para evitar la presencia de restos celulares que podrian contener antigenos

de superficie inmunolégicamente activos, algo frecuente cuando se realiza una activacion
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mediante ciclos de congelacion-descongelacion (Renn et al., 2015; von Hundelshausen et
al., 2007). Ademas, el uso de calcio permite imitar el proceso fisiologico de coagulacion y
resulta en una liberacion sostenida de GFs, siendo interesante para la aplicacion del PRP
en TE (Anitua et al., 2008).

La seleccion de una concentracion de 10% (v/v) de L-PRP en el medio de cultivo se baso
en que es la concentracion estandar de SBF en experimentos in vitro con los tipos celulares
utilizados en esta tesis y, ademas, es la que se usa preferentemente en la literatura en
experimentos in vitro con derivados de PRP. Por otra parte, en la practica, el aumento de
la concentracion de plaquetas de partida en cada lisado es esencialmente equivalente a un
aumento de volumen de lisado de concentracion Gnica en el medio de cultivo.

Existe alguna otra propuesta de estandarizacion novedosa. Por ejemplo, se ha utilizado el
TGF-$1 como factor principal del lisado de PRP para su dosificacion (Wu et al., 2011).
Los autores cuantifican su concentracion en el lisado, hacen una curva de dosificacion y
evallan quée concentracion da lugar a mejor regeneracion y efectos antiinflamatorios.
Recientemente, también se ha propuesto la estandarizacion del PRP en funcion de su
contenido total de proteinas (Kieb et al., 2017). Tras la liofilizacion del lisado obtenido a
partir de concentrados de plaquetas de varios donantes, la mayor o menor dilucion de este
producto en polvo permitiria aplicar concentraciones ajustadas de GFs concretos. Este
trabajo también introduce la concepcion del PRP como un producto alégeno de facil
produccidn y aplicacion a gran escala, lo que deberia ser investigado en mas profundidad.
Sin embargo, en nuestros PRPs estandarizados, la cuantificacion de proteinas totales ha
demostrado ser homogénea para todos los preparados, conteniendo todos ellos una media
de 41,74+0,36 mg/ml de proteina, por lo que la concentracion de proteina podria no ser una

buena variable de estandarizacion.
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2. EFECTO DEL PRP ESTANDARIZADO SOBRE LA PROLIFERACION Y LA
VIABILIDAD CELULAR

Es bien conocido que el PRP contiene GFs, tales como IGF-1, PDGF, HGF, VEGF, EGF
0 bFGF, con efecto mitégeno sobre diversos tejidos y tipos celulares. Por ello, la
posibilidad de emplear el PRP y otros hemoderivados humanos como suplementos de
cultivo de origen humano, frente a los sueros de origen animal, se estudia desde hace
décadas.

En este estudio, los condrocitos mostraron una respuesta proliferativa positiva al ser
estimulados con L-PRPs con concentraciones crecientes de plaquetas, encontrandose
cantidades progresivamente mayores de células y proteinas. La actividad celular aparecio
solo ligeramente incrementada con respecto al cultivo en FBS, manteniéndose por tanto la
viabilidad. La respuesta de las BM-MSCs a la estimulacion con los lisados mostré patrones
similares a los de los condrocitos en las tres variables analizadas, pero mas pronunciados.
Otros estudios han aportado también evidencias del efecto mitogeno del PRP en células de
tejidos articulares. Por ejemplo, la proliferacion de las células de menisco aumentd
significativamente con suero y con PRP (Thrombocyte Concentrate N-W, composicion no
especificada) (Freymann et al., 2016), al igual que la de los condrocitos estimulados con
un lisado comercial de plaquetas (Stemulate™, Cook Regentec, composicion no
especificada) (Sykes et al., 2018), con lisado de PRP (9,2-37,6-10° plaquetas/ul) (do
Amaral et al., 2015), o con lisados de plaquetas obtenidos a partir de PRP (14,6+2,9-10°
plaquetas/ul), pero, en cambio, no con suero o con lisados de PPP (0,3+0,1-10°
plaquetas/ul) (Spreafico et al., 2009). También las MSCs proliferaron méas con este tipo de
suplementos: por ejemplo, se describio este efecto en AT-MSCs estimuladas con medio
condicionado con membranas de plasma ricas en fibrina (composicién no especificada)
(Souza et al., 2017), con suero AB y lisado de PRP obtenido a partir de sangre AB (20-
30-10° plaquetas/ul) (Kocaoemer et al., 2007) y con otros lisados de PRP de composicion
no especificada (Tavakolinejad et al., 2014b). Borghese et al. (2016) encontraron también
una efectividad mayor de un lisado de PRP deplecionado en leucocitos (composicion no
especificada) para expandir AT-MSCs y BM-MSCs. En este ultimo tipo celular, se ha
descrito un aumento en la tasa de proliferacion al emplear lisado de PRP (9,2-37,6-10°
plaquetas/ul) (do Amaral et al., 2015), lisado de plaquetas obtenidas por aféresis
(composicién no especificada) (Ben Azouna et al., 2012) y PRP sin activar (PEF 7x)

(Mishra et al., 2009). En los casos en los que si se especifica la composicién del PRP,
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algunas de las dosis de plaquetas ensayadas estarian incluidas en nuestro rango de estudio,
corroborando en parte, por lo tanto, nuestros resultados.

No obstante, en otros tipos celulares también se pueden encontrar ejemplos del efecto
contrario. En osteoblastos dentales, el medio condicionado con PRP (kit GLO PRP) no
ejercio efectos mitdgenos (Kobayashi et al., 2017), mientras que el crecimiento de los
queratinocitos resulté inhibido bajo el influjo de los GFs de un lisado de plaquetas
(composicidn no especificada) (Bayer et al., 2018) y del PRP (4,8-10° plaquetas/ul; 0,3-10°
leucocitos/pl) (Stessuk et al., 2016). Dhillon et al. (2015) también describieron un efecto
inhibitorio al estimular células de ligamento anterior cruzado con PPP y PRP
(composiciones no especificadas).

Por otro lado, en la bibliografia no se encuentran referencias en las que se estudie el efecto
de la dosis de plaquetas sobre la proliferacion celular. Solo un estudio hace referencia al
numero de plaquetas en relacion con la proliferacion de fibroblastos de piel, membrana
sinovial y tendon, describiendo una tendencia dosis-dependiente positiva similar a la
descrita en nuestro estudio al estimular todos los tipos celulares con lisados de PPP
(0,16+0,01-10° plaquetas/ul), PRP2x (4,0£0,4-10° plaquetas/ul) y PRP4x (7,7+1,0-10°
plaquetas/ul) (Anitua et al., 2009).

Por el contrario, en los ensayos que hacen alusion a la influencia de la “dosis” sobre la
respuesta proliferativa, se entiende la dosis como porcentajes crecientes del suplemento de
PRP en el medio de cultivo, aunque no siempre se especifica la composicion del PRP.
Estudios con condrocitos mostraron una proliferacion dependiente de dosis al estimularlos
con un 1%, 5% o 10% de lisados de plaquetas obtenidos a partir de PRP (14,6+2,9-10°
plaquetas/ul) (Spreafico et al., 2009), y también con un 1%, 2,5%, 5% y 10% de lisado de
PRP (9,2-37,6-10° plaquetas/ul) (do Amaral et al., 2015). Lo mismo se puede aplicar a las
AT-MSCs y BM-MSCs estimuladas con un 2,5%, 5%, 10% y 20% de lisado de PRP
deplecionado en leucocitos (composicion no especificada) (Borghese et al., 2016), con un
1%, 2,5%, 5% y 10% de lisado de PRP (9,2-37,6-10° plaquetas/ul) (do Amaral et al., 2015),
0 con un 10% y 15% de lisado de PRP (composicion no especificada) (Tavakolinejad et
al., 2014b). Por el contrario, otros autores describen una respuesta dosis-dependiente
negativa en AT-MSCs, fibroblastos y queratinocitos bajo el estimulo de un 10%, 25%, 50%
y 100% de PRP (4,8-10° plaquetas/pl; 0,3-10% leucocitos/ul) (Stessuk et al., 2016), asi como
en MSCs de tenddn de conejo estimuladas con un 2%, 5% y 10% de lisados de PRP rico en
leucocitos (PEF 3x, leucocitos 4x) (Zhang et al., 2016b). En ambos estudios, los

porcentajes mas bajos de suplementacion son los que inducen una mayor respuesta
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proliferativa y, en este Ultimo caso, la tendencia dosis-dependiente negativa detectada se
asocid a un incremento en la produccion de mediadores inflamatorios, posiblemente debido
a la presencia de leucocitos en el PRP, ya que no se encuentra el mismo efecto con las

mismas concentraciones de lisados de PRP puro sin leucocitos (PEF 3x).
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3. INDICACION 1: TRATAMIENTO INTRAARTICULAR PARA FAVORECER
LA CONDROGENESIS

Dado que nuestro interés prioritario es la reparacion de los dafios en el cartilago articular
asociados a la OA, nuestro objetivo en esta parte se dirigi6 en primer lugar a la
diferenciacion al linaje condrogénico. Para ello, se llevaron a cabo estudios in vitro para
determinar la capacidad de los L-PRPs estandarizados para inducir (por si mismos) o
promover (en accidn sinérgica con un medio de diferenciacion comercial), la diferenciacion
condrogénica, primero en un modelo clasico de pellet y, adicionalmente, utilizando el PRP
como soporte bioactivo para MSCs vy, asi mismo, evaluar la influencia de la dosis
plaquetaria.

En nuestras condiciones, ninguno de los lisados ensayados indujo, ni tampoco promovio la
condrogénesis en formato pellet. En general, no se observd ninguna tendencia clara
asociada a la dosis plaquetaria y en todos los casos se inhibié la condrogénesis,
encontrandose expresiones disminuidas de los marcadores COLII y ACAN. Observando
las tinciones histoquimicas, la matriz de los pellets cultivados con MCondro mas los lisados
es mas laxa y contiene menos proteoglicanos y fibras colagenas, si bien la estabilidad se
mantiene.

La capacidad del PRP para mejorar la condrogénesis de las MSCs es objeto de intensa
investigacion en la actualidad y se pueden encontrar estudios con pellets, micromasas® y
biomateriales, con resultados diversos y poco concluyentes. Empleando el formato en
micromasa y un tiempo de cultivo de 21 dias, se encontrd un efecto inductor de la
condrogénesis en AT-MSCs estimuladas con medio condicionado con membranas de
plasma ricas en fibrina (Souza et al., 2017) y con un 5% o 15% de lisado de PRP (Pakfar
et al., 2017). También se han descrito efectos similares en MSCs de cordon umbilical
estimuladas con un 5% de lisado de plaquetas preparado a partir de PRP (Hassan et al.,
2018). En ninguno de estos tres casos se especificd la composicién; no obstante, los
métodos de obtencion del PRP de Souza et al. y Hassan et al. son completamente diferentes
al nuestro, siendo solo equiparable el de Pakfar et al., que es, ademas, el Unico estudio en
el que se incluye un control positivo de diferenciacion en MCondro. En este sentido, hay
que sefialar que el método de obtencion del PRP probablemente determine que éste tenga

un caracter mas pro- o anti-condrogénico. Los granulos alfa de las plaquetas contienen

! Las micromasas difieren de los pellets en el método de preparacion, que no se basa en una centrifugacion,
sino en la formacion de microgotas con una solucién concentrada de MSCs.
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cantidades importantes de los GFs TGF-f, bFGF e IGF, que desempefian un papel muy
relevante en la induccién y mantenimiento del fenotipo condrogénico (Zhu et al., 2013;
Danisovic et al., 2012). Pero el PRP contiene también una gran proporcion de GFs con
actividades diversas, como VEGF y PDGF, dos de los factores angiogénicos mas potentes,
que pueden competir con la diferenciacion condrogénica (Chung et al., 2015; Kon et al.,
2010). El balance entre los distintos GFs determinara el caracter pro- o anti-condrogénico
del PRP y este equilibrio estaré afectado, sin duda, por el método de obtencion.

En linea con nuestros resultados, en condrocitos cultivados en pellet se describié una
disminucién del contenido en GAGs y COL total ante el estimulo de un 10% de lisado
comercial de plaquetas (Stemulate™, Cook Regentec) (Sykes et al., 2018), también
observada en células de menisco cultivadas en pellet con un 5% de PRP (Thrombocyte
Concentrate N-W) (Freymann et al., 2016). Cuando el PRP se utiliza como suplemento de
cultivo para la diferenciacion condrogénica en biomateriales, algunos estudios sugieren que
la condrogénesis solo se produce en una ventana terapéutica determinada (do Amaral et al.,
2015) o en combinacion con otros GFs como TGF-43 (Elder y Thomason, 2014), y otros
encuentran inhibiciones de la diferenciacion similares a la descrita en nuestro trabajo, tanto
en BM-MSCs como en AT-MSCs encapsuladas en alginato o alginato:PRP 1:3 y cultivadas
en MCondro con un 5% de PRP (PEF 2,5x) (Liou et al., 2018). Entre todos estos estudios,
solamente do Amaral et al. (2015) estudiaron el efecto de la suplementacion con distintas
dosis de PRP y encontraron que solo la suplementacion con un 2,5% de PRP mejoraba la
condrogénesis de las BM-MSCs, mientras que las dosis altas inhibian la diferenciacion.
Dado que, a la vista de los resultados anteriores, el producto desarrollado no conduce a una
condrogénesis satisfactoria en este formato, nos planteamos si, alternativamente, se podria
estar favoreciendo la diferenciacion a otro linaje mesodérmico, en particular el osteogénico
o el adipogénico.

En los estudios de osteogénesis, todos los L-PRPs resultaron en una ligera induccién y
promocion. No se detectaron diferencias significativas dependientes de la dosis de
plaquetas en la expresion de los marcadores RUNX2 y ALP, tanto en condiciones de
osteoinduccién como de osteopromocion. La tincion rojo alizarina, en cambio, mostr6 una
induccion osteogeénica retardada con respecto al MOsteo y una pequefia influencia positiva
dependiente de la dosis de plaquetas; también puso de manifiesto una accion sinérgica con

el MOsteo en los cultivos de osteopromocion.
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En este sentido, el efecto positivo del PRP en la diferenciacion osteogénica ha sido descrito
por multiples autores. Por ejemplo, en AT-MSCs estimuladas con un 10% o 15% de PRP
(composicién no especificada), se encontr6 una mejora dosis-dependiente de la
mineralizacion, aunque no se llegd a igualar la estimulacién con solo MOsteo
(Tavakolinejad et al., 2014b). También se encontré mayor promocion osteogénica en MSCs
de pulpa dental y de ligamento periodontal al estimularlas con PRP (PEF 4-8x) (Otero et
al., 2017). Diversos estudios preclinicos de reparacion de defectos 6seos han mostrado
también resultados muy satisfactorios: en varios estudios con modelos de conejo se ha
encontrado un mayor volumen de hueso de nueva formacion al utilizar soportes de fosfatos
calcicos, con o sin BM-MSCs, y diversos PRPs (0,02-10,56-10° plaquetas/ul) (Hasan et al.,
2018; Yu et al., 2017; Jeong et al., 2016).

Por otro lado, no se observo induccidn o promocion adipogénica con ninguno de los lisados.
De igual manera que para la condrogénesis, se identificO un efecto represor, con
independencia de la dosis de plaguetas. Estos resultados concuerdan con otros descritos
previamente con AT-MSCs y MSCs de membrana sinovial (Liao et al., 2015; Amable et al.,
2014; Lee et al., 2014). En el primer estudio se obtuvieron lisados de PRP a partir de
concentrados comerciales de plaquetas (>10-10° plaquetas/ul) y se testaron suplementos
del 5%, 10%, 15% y 20%, siendo los resultados independientes de la dosis (Liao et al.,
2015). Estos resultados pueden deberse a que, entre las numerosas moléculas bioactivas
que se encuentran en el PRP, hay también varias que ejercen efectos anti-adipogénicos que
se encuentran en proporciones elevadas, como los GFs TGF-41, EGF y PDGF (Liao et al.,
2015), ademas de componentes bioquimicos de la sangre como el hidroxicolesterol. Este
altimo ha demostrado inhibir los marcadores PPARy, FABP4 y lipoproteina lipasa en
preadipocitos y BM-MSCs, en las que también promueve la expresién de marcadores

osteogénicos como ALP y osteocalcina (Moseti et al., 2016).
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4. INDICACION 2: SOPORTE CON MSCs PARA APLICACIONES DE
INGENIERIA TISULAR DEL CARTILAGO

Como segunda indicacion, en esta tesis se ha indagado el potencial del PRP como soporte
de MSCs en terapias de TE dirigidas a la regeneracién de cartilago hialino. En lo
concerniente a la OA, esta aproximacion permitiria, ademas de un tratamiento regenerativo
de los dafios ocasionados por la patologia, un tratamiento preventivo de su desarrollo
mediante la reparacion de los defectos condrales debidos a traumatismos que, con el
tiempo, acabarian dando lugar a la enfermedad degenerativa.

En nuestros experimentos utilizamos la aproximacion de resuspender las MSCs
directamente en PRP y activarlo a continuacion, incorporando asi las células en la matriz
de fibrina del G-PRP. Como se mencioné anteriormente, estos experimentos se realizaron
durante una estancia en el Stem Cell Lab (Facultad de Medicina de la Universidad de
Heidelberg, Alemania) y, teniendo en cuenta la duracion de la estancia y la disponibilidad
de células en este laboratorio, se decidi6 utilizar una concentracion celular de 6-10°
MSCs/ml y mantener el cultivo durante 21 dias para evaluar la progresion de la
condrogénesis.

Como primera medida, se verifico que las células embebidas eran viables durante los 21
dias que duraron los experimentos.

Aunque la mayoria de los G-PRPs conservaron su estabilidad, también se observaron casos
de pérdida de integridad. Esta inestabilidad estructural se produjo de manera aleatoria y no
se pudo asociar a ningun parametro concreto. Algunos autores han encontrado una
degradacion completa de biomateriales de fibrina en un plazo de unas dos semanas (Chien
et al., 2012). Sin embargo, en nuestro estudio, ninguno de los G-PRPs llegd a degradarse
por completo y los analisis histomorfoldgicos mostraron regiones en las que se produjo una
elevada condensacion celular y una intensa remodelacion de la matriz de fibrina. Por lo
tanto, la inestabilidad de los G-PRPs podria atribuirse, en nuestro caso, no solo a la
fibrindlisis, sino a un desequilibrio entre la degradacion de la matriz de fibrina, la tasa de
sintesis de nuevas moléculas de matriz de cartilago y la migracion celular.

Posteriormente, se valoro la influencia de la dosis plaquetaria en el potencial condrogénico
del G-PRP sobre las BM-MSCs, frente a la condrogénesis experimentada por estas células
en un biomaterial inerte de Ag, un material muy empleado como soporte en los estudios de
TE de cartilago (Zhao et al., 2013). En general, la condrogénesis en G-PRP fue equivalente

a la de los soportes de Ag a nivel de expresion génica, aungue a nivel histoldgico la
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estructura parecia ser mejor. En todos los casos se expresaron los marcadores de
condrogénesis SOX9, ACAN y COLII y se pudieron detectar células similares a
condrocitos.

En la bibliografia se pueden encontrar estudios contradictorios acerca de la idoneidad del
PRP como soporte para la TE del cartilago, indicando unos que las matrices de PRP son
adecuadas para inducir la condrogeénesis (Ho et al., 2010), y otros que este tipo de soportes
tiene un efecto inhibidor de esta diferenciacion (Ma et al., 2012). Como ya se ha indicado
previamente, el PRP contiene GFs tanto pro- como anti-condrogénicos y es probable que
el balance entre ellos, afectado por el método de preparacion, determine que la
diferenciacion vaya en uno u otro sentido. También hay que tener en cuenta que los soportes
de PRP se desarrollaron inicialmente para la regeneracion 6sea (Yamada et al., 2004) v,
posteriormente, empezd a estudiarse la posibilidad de aplicarlos a la regeneracion del
cartilago (Wu et al., 2007).

En los ultimos afios se han empezado a barajar otras posibilidades para mejorar la
condrogénesis, como el uso de biomateriales compuestos, en los que el PRP se combina
con otro material de mayor consistencia como el AH (Liu et al., 2017) o el COL (Zhang et
al., 2016c), o el uso del PRP como suplemento condrogénico de diferenciacion empleando
otros materiales como soporte (Beigi et al., 2018; Kriiger et al., 2014). En este sentido, en
lo referente al efecto de la concentracion de plaquetas, nuestros resultados sugieren que la
mas elevada (3-10° plaquetas/ul) daria lugar a una mejor induccion condrogénica.

En definitiva, los derivados de PRP desarrollados en este trabajo no parecen apoyar el uso
del PRP como soporte celular en si mismo para la regeneracion del tejido cartilaginoso,
aungue si cabria considerar la posibilidad de usarlo como suplemento adyuvante para otros

soportes tridimensionales.
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5. INDICACION 3: TERAPIA INTRAARTICULAR ANTIINFLAMATORIA

ElI PRP se emplea a nivel clinico desde hace varias décadas para tratar lesiones y patologias
muy diversas (Marx et al., 1998; Whitman et al., 1997). Su uso estad muy extendido en el
ambito de las lesiones y patologias asociadas al sistema musculoesquelético (Sengul et al.,
2017; Yan et al., 2017; Namazi y Mehbudi, 2016; Reurink et al., 2015). Sin embargo,
actualmente todavia hay un gran debate acerca de su eficacia. Por ejemplo, en el caso de la
resolucion de lesiones musculares y de ligamentos, una reciente revision de la biblioteca
Cochrane concluyd que en la actualidad no hay suficiente evidencia sobre la eficacia clinica
del PRP que apoye su uso para tratar estas lesiones (Moraes et al., 2014).

En el caso de la OA, existen diversos estudios clinicos que concluyen que el PRP ofrece
mejoras significativas respecto a otros tratamientos intraarticulares, en particular en las
escalas de dolor y funcionalidad, aunque también hay otros en los que el tratamiento no
aportd mejoras significativas (Tabla 23). Pero los estudios sistematicos y metaanalisis
existentes concluyen de manera generalizada que el nivel de evidencia es, de momento,
bajo para afirmar que el PRP y sus derivados sean clinicamente eficaces para mejorar la
sintomatologia de la OA (Shen et al., 2017; Meheux et al., 2016; Laudy et al., 2015; Anitua
et al., 2014; Chang et al., 2014). Y de nuevo, la conclusion alcanzada por todos ellos es
recurrente: hay una necesidad acuciante de estandarizar la composicion del agente
terapéutico, asi como la dosificacion y frecuencia de aplicacion durante el tratamiento.

En este sentido, en la tercera indicacion relacionada con el proceso patologico de la OA se
investigd el potencial de los derivados de PRP como tratamiento intraarticular
antiinflamatorio. El objetivo fue testar el efecto de la dosificacion de plaquetas al preparar

los L-PRPs sobre diversos mediadores inflamatorios y catabdlicos que caracterizan la OA.
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Tabla 23: Ejemplos de ensayos clinicos que valoran la eficacia del PRP como tratamiento intraarticular.

Estudio Caracteristicas  Control(es) Parametros Resultados principales
Tasa de respuesta significativamente mayor para todos
Vaquerizo et al. (2013) PRGF- LP-PRP AH WOMAC, indice de Lequesne y los pardmetros, incluyendo dolor, rigidez vy
RCT Endoret CS/CaCl, (Durolane) efectos adversos a 24 y 48 semanas  funcionalidad fisica a 24 y 48 semanas en el grupo
PRGF-Endoret
WOMAC, VAS, satisfaccion y Mejoras significativas en todos los parametros en los
Patel et al. (201 . LP-PRP PRP >
ate etRaCT( 013) Customizado cs/cacl Sali efectos adversos antes y a 6 dos grupos tratados con PRP hasta el final de
atlz alino semanas, 3y 6 meses seguimiento (6 meses).
Filardo et al. (2012) Customizado LR-PRP AH IKDC, EQ-VAS, escala de Tegner Mejora clinica significativa con inyecciones de PRP
RCT CDI/NI (Hyalubrix)  yKOOS antesya?2,6y12meses hasta un afio después del tratamiento.
Cerza et al. (2012) ACP LP-PRP AH (Hyalgan) WOMAC antes y a 4, 12 y 24 Resultado clinico significativamente mejor con ACP,
RCT CS/No yalg semanas con WOMAC bajo de forma sostenida.
Tasa de respuesta (50% de disminucion del dolor de
Sanchez et al. (2012) PRGF- LP-PRP AH (Euflexxa) WOMAC, indice de Lequesne y rodilla desde el inicio hasta la semana 24)
RCT Endoret CS/CaCl, efectos adversos a 6 meses significativamente mayor en el grupo PRGF-Endoret
que en el de AH.

Kon.et al. (201.1) _ LR-PRP AH (HMK)  WOMAC, VAS y total a1, 3, 6 12 Resultados clinicos efectivos a 1 mes en todos los
Estudio prospectivo Customizado CD/CaCl AH (LMK meses grupos, manteniéndose en PRP y AH a los 6 meses.
comparativo atlz ( ) PRP fue significativamente superior a los 12 meses.

AH (Ostenil  IKDC, KOOS, EQ-VAS, escala de IKDC significativamente mejor a los 12 meses con
D tal. (2017 L LR-PRP ' ' S S
uymus;ci ( ) Ycellbio Kit CS/IN Plus) Tegner, ROM, satisfaccion y respecto al inicio para PRP y AH. No se encontraron
0 Gas 0zono efectos adversos a 2, 6 y 12 meses  diferencias significativas entre ambos grupos.

RCT: randomized clinical trial (ensayo clinico aleatorizado), LR: leukocyte-rich (rico en leucocitos), LP: leukocyte-poor (pobre en leucocitos), HMW: high molecular weight
(alto peso molecular), LMW: low molecular weight (bajo peso molecular), WOMAC: Western Ontario & McMaster Universities Osteoarthritis Index (indice de OA de las
universidades de Western Ontario y McMaster), VAS: visual analog scale (escala visual analégica), IKDC: International Knee Documentation Committee (comité internacional
de documentacién de la rodilla), EQ: escala de valoracion de calidad de vida Euro-Qol, KOOS: Knee Injury and Osteoarthritis Outcome Score (puntuacién de resultados de
dafio en la rodilla y OA), ROM: range of motion (rango de movimiento).



Discusion

Para ello, se realizaron estudios in vitro en los que se estimularon condrocitos (o explantes
de cartilago) OA de rodilla o de cadera con la citoquina IL-1B, para simular el proceso
inflamatorio cronico que sucede en la articulacion in vivo, y se co-estimularon con un 10%
(v/v) de los L-PRPs en el medio de cultivo.

Tal como se menciond en la introduccidn, la IL-1B es la citoquina proinflamatoria que
caracteriza el estado patoldgico de la articulacion OA. Es capaz de estimular la sintesis de
otras citoquinas (7NFa, 1L-6, IL-8), PGE,, compuestos oxidantes (NO y otras ROS) y
mediadores catabdlicos (MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4), ademas de bloquear la
sintesis de componentes estructurales clave de la MEC (COLII, ACAN) (Wojdasiewicz et
al., 2014; Goldring et al., 2011; Weinberg et al., 2007; Kobayashi et al., 2005) e inducir la
muerte de los condrocitos por apoptosis (Charlier et al., 2016; Blanco et al., 1995).
Adicionalmente, IL-1p es capaz de auto-regular positivamente su propia ruta de sintesis,
en un bucle de retroalimentacion positiva (Wojdasiewicz et al., 2014).

Respecto a los mediadores evaluados, el factor TNFa tiene funciones redundantes a la IL-
1B y actua sinérgicamente para amplificar la respuesta inflamatoria. Estas dos citoquinas,
producidas por los condrocitos, las células mononucleadas, los osteoblastos y el tejido
sinovial, inducen la produccion de otros factores proinflamatorios y catabolicos, como la
IL-6, y quimioquinas como IL-8. IL-6 es también un factor proinflamatorio clave en la OA.
Aumenta el numero de células inflamatorias en el tejido sinovial, provoca una
amplificacion de los efectos de la IL-1B para activar la sintesis de MMPs e inhibe la
produccién de proteoglicanos (Fernandes et al., 2002). Por su parte, 1L-8 parece mediar los
efectos catabolicos de TNFo (Facchini et al., 2005) y estimula la hipertrofia de los
condrocitos (Cecil et al., 2005).

En nuestro modelo, como se esperaba, la estimulacion con 5 ng/ml de IL-1p result6 en el
incremento de todos los marcadores de inflamacidn, estrés oxidativo y catabolismo
seleccionados para hacer los estudios. En concreto, se vio un claro efecto proinflamatorio
en la expresidn y/o sintesis proteica de las citoquinas IL-6, IL-8 y TNF«, asi como la propia
IL-1B, laenzima MMP-13, la PGE: y sus enzimas de sintesis, COX-2 y PTGES, y la enzima
NOS2. La Fig. 64 incluye los resultados obtenidos en este apartado de forma esquematica

para facilitar la lectura de la discusion.
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Fig. 64: Expresion génica y secrecion/expresion proteica de los marcadores inflamatorios incluidos en
el estudio. Se muestran, para condrocitos OAr (Rodilla, izquierda) y OAc (Cadera, derecha), los analisis de
gRT-PCR para IL-6 (Ra, Ca), IL-1p (Rb, Cb), TNFa (Rc, Cc), IL-8 (Rd, Cd), COX-2 (Rh, Cf), PTGES (Ri,
Cg), MMP-13 (RI, Cj) y NOS2 (Rn, CI), la cuantificacién mediante ELISA de IL-6 (Re, Ce), TNFa (Rf), IL-
8 (Rg), PGE; (RK, Ci) y MMP-13 (Rm, Ck), y la cuantificacién mediante WB de COX-2 (Rj, Ch) y NOS2

(Ro, Cm).
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Respecto a las citoquinas proinflamatorias, analizando en primer lugar los experimentos
realizados en condrocitos OA de rodilla, se observo que los anélisis de expresion génica
mostraron un efecto inhibitorio en todos los marcadores analizados (excepto IL-1p), siendo
dosis-dependiente para IL-6 (Fig. 64Ra), e independiente para TNFo. (Fig. 64Rc) e IL-8
(Fig. 64Rd). Mientras que, por el contrario, los anlisis de sintesis proteica mostraron bien
que las dosis inferiores fueron beneficiosas en el caso de IL-6 (Fig. 64Re), bien un efecto
proinflamatorio dependiente de dosis (a partir de L-PRPO,75) para TNFa (Fig. 64Rf), o
bien no provocaron ningun efecto en el caso de IL-8 (Fig. 64Rg).

Por otra parte, en condrocitos OA de cadera, los analisis de expresion génica mostraron,
claramente, un efecto antiinflamatorio para L-PRP0-0,75 (Fig. 64Ca-d), mientras que L-
PRP1,5-15 indujeron un efecto proinflamatorio en IL-1p (Fig. 64Cb) e IL-8 (Fig. 64Cd),
lo que también vino apoyado por los analisis de sintesis de IL-6 (Fig. 64Ce).

Diversos autores han estudiado los efectos de diferentes preparaciones de PRP sobre la
produccidn de estos marcadores en distintos modelos de inflamacidn, describiendo efectos
antiinflamatorios similares a los encontrados en nuestro estudio. Por ejemplo, la
administracion intraarticular de PRP (sin activar y conteniendo hasta 10-10° plaquetas/ul)
resultd en una reduccion de la presencia de las proteinas IL-6, IL-1y TNFa en el cartilago
y la membrana sinovial en un modelo de artritis inflamatoria en cerdo (Lippross et al.,
2011). Por otra parte, en células de tendon estimuladas in vitro con IL-1f y con 10% de
lisado de PRP (PEF 2,3+0,7, sin leucocitos), se observo una disminucion en la expresion y
sintesis de IL-6 e IL-8 (Andia et al., 2015). También se describié un efecto antiinflamatorio
del PRP en una linea inmortalizada de sinoviocitos estimulados con TNFa; el producto
utilizado, PRGF, se prepar0 a partir de PRP con un PEF de 8-10. La produccion de TNFa,
IL-1B e IL-6 se redujo, encontrandose en este tipo celular una mayor efectividad con la
dosis inferior de suplementacion (5% vs. 10%) en el medio de cultivo (Tohidnezhad et al.,
2017). Moussa et al. (2017), por su parte, identificaron una reduccion progresiva de la
expresion génica de IL-6 al estimular condrocitos OA de rodilla con un 5%, 10% y 20% de
PRP (composicion no especificada).

Por el contrario, en sinoviocitos de rata con artritis reumatoide in vitro, el tratamiento con
PRP (composicion sin especificar) indujo la expresion génica de IL-6 e I1L-8 respecto a la
condicidn sin tratamiento y la tratada con dexametasona, aunque si redujo la expresion de
IL-1B, TNFo e IL-17a (Tong et al., 2017). También se ha descrito que la estimulacion con
un 25% de lisado de PRP (12,3+0,6-10° plaquetas/pl, 1,4+0,3-10° leucocitos/ul) o PPP
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(0,09+0,03-10° plaquetas/ul, 0,05+0,02-10° leucocitos/pl) tras 48 h de estimulacion con IL-
1P aumentaba la produccién de IL-6 en sinoviocitos equinos respecto a los valores con solo
IL-1P (Gilbertie et al., 2018).

Se observan, por lo tanto, resultados contradictorios entre los diferentes estudios que hacen
que resulte complicado compararlos entre si y con nuestros resultados. Existen diferencias
tanto en los modelos de inflamacién utilizados, como con respecto al tipo de artritis, de
células y, de manera relevante, de PRP utilizado. Unicamente hemos encontrado un estudio
en el que se utilizaron condrocitos humanos OA de rodilla en los que se estudian estos
parametros, y la mayoria de los estudios utilizaron sinoviocitos procedentes de modelos de
inflamacion aguda. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Moussa et al.,
cuyo modelo in vitro es el que mas se parece al nuestro, pero Unicamente proporcionan
datos de expresion génica de IL-6, por lo que no conocemos los efectos de su PRP en la
abundancia de la citoquina. En el trabajo de Gilbertie y colaboradores también observan un
aumento en la produccion de IL-6 al estimular condrocitos OA con medio condicionado
procedente de sinovocitos estimulados con IL-1B y un 25% de lisado de PRP o PPP. En
cualquier caso, al considerar estos mediadores de manera global, nuestros resultados
muestran que, tanto en condrocitos de rodilla como de cadera, los L-PRPs mas efectivos
son los procedentes de PRP con concentraciones bajas de plaquetas, y en todo caso,
inferiores a 0,75-10° plaquetas/pl.

En lo referente a los niveles de PGE: y su ruta de sintesis, los resultados de los analisis de
expresion génica, ELISA, WB e ICQ también fueron ligeramente diferentes en condrocitos
de rodilla y de cadera. Tras la co-estimulacion con IL-1p y L-PRPO-15, en el caso de la
rodilla, todos los lisados inhibieron la expresion de las enzimas COX-2 (Fig. 64Rh) y
PTGES (Fig. 64Ri), con independencia de la dosis de plaquetas. En el caso de COX-2,
también se observo este efecto en las preparaciones de las ICQs, aunque el analisis por WB
no mostrd diferencias significativas (Fig. 64Rj). Para los condrocitos de cadera, las
concentraciones inferiores fueron mas efectivas (Fig. 64Cf-h). Sin embargo, la
cuantificacion de PGE> mediante ELISA mostro que la produccion y secrecion de PGE> no
se modulé a la baja con ninguno de los lisados, ni en condrocitos de rodilla (Fig. 64RK) ni
de cadera (Fig. 64Ci). Por el contrario, se produjo una respuesta proinflamatoria
dependiente de dosis, en linea con los resultados ya discutidos en los analisis de citoquinas.
Las prostaglandinas pueden contribuir a la patogénesis de la OA de manera diferente a su

capacidad de promover la vasodilatacion y dolor caracteristicos en los tejidos
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vascularizados, pero, aunque el cartilago es avascular, conviene recordar que en la OA
intervienen todos los tejidos de la articulacion, incluyendo la membrana sinovial y el hueso
subcondral. En el cartilago, la PGE-: tiene importantes efectos catabdlicos y anti-anabdlicos,
aumentado la expresion de MMP-13 y ADAMTS-4 activadas por IL-1p, e inhibiendo la
sintesis de proteoglicanos (Attur et al., 2008).

Diversos estudios han evaluado la modulacion de la ruta de sintesis de PGE: en presencia
de derivados de PRP y en diferentes modelos de inflamacién in vitro, y han descrito
resultados que corroboran los hallados en nuestro estudio. Por ejemplo, se aprecié una
inhibicion en la expresion génica de COX-2 y PTGES en la linea inmortalizada de
condrocitos articulares normales humanos Ibpva55 estimulados con un lisado procedente
de PRP (~18-10° plaquetas/pl, sin co-estimulo proinflamatorio) (Bendinelli et al., 2010).
De nuevo, el estudio de Moussa et al. (2017) en condrocitos primarios de rodilla también
mostré un efecto inhibidor dosis-dependiente en la expresion de COX-2. Y en condrocitos
OA de rodilla encapsulados en esferas de alginato y en presencia de IL-1p (10 ng/ml), la
suplementacion del medio con 1% o 10% de lisado de PRP (PEF de 6-7,8, activado con
CaCly) resulto en una inhibicion en la expresion de PTGES (van Buul et al., 2011). Sin
embargo, los ejemplos anteriores unicamente evaluaron la expresion génica de estas
enzimas, por lo que no conocemos si estos tratamientos, ademas de reducir la expresion de
COX-2 y PTGES, dan efectivamente lugar a una reduccion en la sintesis de la
prostaglandina. Por otra parte, si se observo un efecto inhibidor, tanto sobre la expresion
de COX-2 como en la produccion de PGE», en un modelo de dafio mecénico in vitro con
condrocitos bovinos, al afiadir de manera simultanea un 10% de lisado de PRP (20-10°
plaquetas/ul; 7,5-10° leucocitos/ul). Sin embargo, este efecto se perdid al afiadir el lisado
24 0 48 h tras la estimulacion mecéanica (Xie et al., 2015).

Por el contrario, también encontramos dos trabajos en los que el tratamiento con PRP no
da lugar a mejoras en este mediador. En una linea de condrocitos humanos inmortalizados
estimulados con IL-1B y TNFa, se aplicd un tratamiento con un lisado de PRP y no se
encontré una reduccion en COX-2, aunque si una recuperacion de la expresion de SOX9,
COLII y ACAN, v la deposicion de COLII y proteoglicanos (Wu et al., 2011). En un
modelo in vitro de inflamacidén endometrial bovina, se utilizé un lisado de PRP (10-10°
plaquetas/ul, sin leucocitos), para, por un lado, estimular células endometriales
directamente y, por otro, contrarrestar la inflamacién inducida por un tratamiento con

lipopolisacarido (LPS). La adicion de un 5% de lisado indujo, en el primer caso, la
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expresion de COX-2 (hasta 16 veces el control). En el segundo caso, tanto la expresion de
COX-2 como la produccion de PGE: a las 48 h fueron superiores a la condicion estimulada
con solo LPS, aunque si se observaron reducciones en la expresion de NOS2 e IL-8 (Marini
et al., 2016). En nuestro modelo, de forma similar, la PGE: sigue elevada a las 48 h a pesar
de las reducciones en expresion de sus enzimas principales de sintesis. Esto podria deberse,
en parte, a un efecto dual ya descrito en condrocitos articulares humanos estimulados con
IL-1a (Pereira et al., 2013), segun el cual, tras una actividad proinflamatoria transitoria
inicial, se produce una resolucion del estado inflamatorio. Es posible que esto se aplique
de igual modo a los niveles de IL-6, IL-8 y TNFa que hemos detectado a las 48 h, que
podrian ser el remanente de un efecto proinflamatorio inicial, secretados al medio de cultivo
y todavia no degradados, mientras que los analisis de expresién génica indicarian un efecto
antiinflamatorio tras 48 horas de co-estimulacion. En este sentido, seria interesante estudiar
la evolucion de la secrecion de estos marcadores a tiempos mas largos, p.ej. 72 h, para
verificarlo.

Otro factor a tener en cuenta podria ser un aumento en la biodisponibilidad de glutation
(GSH). El GSH es un cofactor necesario para la sintesis de PGE> (Park et al., 2006) y se ha
demostrado, en un modelo in vitro de envejecimiento por exposicion a radiacion UVB, no
solo que el PRP contiene GSH (Radha et al., 1985), sino que puede inducir su sintesis (Jia
et al., 2017). La estimulacion de las células expuestas a radiacion con PRP con un PEF de
4 indujo un aumento de 2,7 veces los niveles basales de GSH. Por lo tanto, el incremento
en el nimero de plaquetas en el PRP inicial podria haber resultado en un incremento dosis-
dependiente de la concentracion de GSH en los L-PRPs, que a su vez habria dado lugar a
un aumento de la actividad de las enzimas de sintesis de PGE, a pesar de la reduccion en
su abundancia.

A mayores, hay que tener en cuenta que el calcio es también un cofactor que puede
aumentar la actividad de ciertas enzimas como la fosfolipasa A2 (PLA2, phospholipase
A2), encargada de liberar acido araquidénico (ARA) de las membranas plasmaticas para
que esté disponible para la sintesis de prostaglandinas (Park et al., 2006). En nuestro
modelo, el PRP se activd con una solucion acuosa de CaCl; al 10% (p/v), lo que también
podria haber influido en los niveles finales de PGE3.

En cuanto al mediador MMP-13, en nuestro estudio observamos que todos los L-PRPs
redujeron su expresion génica tanto en condrocitos OA de rodilla (Fig. 64RIl) como de

cadera (Fig. 64Cj), con independencia de dosis en los primeros y una ligera pérdida de
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efecto en los segundos. Los resultados de ELISA y de ICQ corroboraron este efecto en los
condrocitos OA de rodilla (Fig. 64Rm), mientras que, en el caso de los condrocitos OA de
cadera, la alta variabilidad no permiti6 ver diferencias significativas (Fig. 64CKk).

Las proteasas son las principales responsables de la degradacion del cartilago y se ha visto
que, mientras que en el cartilago sano se expresan a niveles muy bajos y participan en la
remodelaciéon y renovacion del tejido, en el cartilago OA estan sobreexpresadas por la
accion de las citoquinas proinflamatorias (IL-1p y TNFa, fundamentalmente) y tienen un
papel critico en el desarrollo y progresion de la enfermedad. En las etapas iniciales, se
produce un incremento en la expresion de las agrecanasas, seguido de un aumento en las
MMPs (van Meurs et al., 1999). La MMP-13, también conocida como colagenasa 3, es una
de las proteasas mas relevantes en la OA, ya que es capaz de degradar tanto la matriz de
COLII como el ACAN vy, ademas, su actividad es inducida por distintas vias catabodlicas.
En concreto, se conoce la presencia de sitios de union para el factor de transcripcion AP-1
(activation protein 1, proteina de activacion 1) en el promotor del gen que codifica MMP-
13; este factor de transcripcion es activado por diversos GFs y citoquinas, como TGF-p,
bFGF y TNFo. Ademas, se ha demostrado la participacion del factor de transcripcion NF-
kB en la regulacion de la expresion de MMP-13, de manera que su inhibicion suprime los
efectos activadores de MMP-13 mediados por IL-1 (Mueller y Tuan, 2011; Yan y Boyd,
2007).

Otros autores han descrito efectos anticatabolicos in vitro similares al de nuestro estudio al
emplear condrocitos tratados con PRP o con alguno de sus derivados (Moussa et al., 2017,
Woodel-May et al., 2011), y algunos han encontrado también un efecto pro-anabolico
(Gilbertie et al., 2018; Yinet al., 2017). Otros, en cambio, no encontraron efecto modulador
de MMP-13, a pesar de haber detectado un efecto pro-anabdlico (van Buul et al., 2011), e
incluso se ha descrito un efecto catabdlico al estimular células de menisco con IL-1a y PRP
(40-10° plaquetas/pl) (Lee et al., 2016). No hay, hasta donde tenemos conocimiento,
estudios que relacionen la dosis de plagquetas con el efecto del PRP sobre el catabolismo de
la matriz cartilaginosa. Tan solo en el trabajo de Moussa et al. (2017), como vimos, se hace
referencia a un efecto dosis-dependiente, describiendo una disminucion de MMP-13 al
aumentar el porcentaje de suplemento de PRP en el medio. No obstante, cabe recordar que
no proporcionan una caracterizacion del PRP empleado.

Por altimo, el NO es otro de los grandes mediadores oxidantes y catabdlicos inducidos por

IL-18 en la OA (Wojdasiewicz et al., 2014). Entre sus funciones, cabe destacar su
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participacion en la supresion de la sintesis de GAGs y COLII, ademéas de aumentar la
actividad de las MMPs, activar la sintesis de IL-1B y TNFa, y mediar la activacion de la
apoptosis en los condrocitos (Rahmati et al., 2016; Blanco et al., 1995). Respecto a su ruta
de sintesis, tras la co-estimulacion de condrocitos OA de rodilla y de cadera con IL-1p,
todos los L-PRPs redujeron acusadamente tanto la expresion génica (Fig. 64Rn, para
condrocitos OAr, y Fig. 64Cl, para OAc) como la presencia en los lisados proteicos (WB)
(Fig. 64Ro, para OAr, y Fig. 64Cm, para OAc) y en las células (ICQ) de la enzima NOS2,
con independencia de la dosis plaquetaria. Debido a la interferencia del L-PRP con el
reactivo de Griess disponible en el laboratorio y las limitaciones técnicas debidas al
anticoagulante empleado, no fue posible cuantificar la produccién del NO derivado de la
actividad de NOS2.

No hay muchos estudios que describan el efecto del PRP o sus derivados sobre la expresion
de NOS2 o la produccion de NO en condrocitos o células articulares, pero, en lineas
generales, los resultados de otros modelos concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio
en su capacidad inhibidora sobre esta ruta oxidativa. En un modelo de co-cultivo de
explantes de cartilago y membrana sinovial OA in vitro que se estimularon con IL-1p, la
adicion de PRP bajo en leucocitos (PRPLp=ACP Arthrex; 4,3+0,2-10° plaquetas/pl;
1,0+0,1-10% leucocitos/ul) o PRP rico en leucocitos (PRPrp=GPS Il Biomet; 8,2+1,0-10°
plaquetas/ul; 23,0+1,4-10% leucocitos/pl) resulté en ambos casos en la inhibicion de la
produccién de NO (Osterman et al., 2015). También, empleando condrocitos bovinos en
un modelo de dafio mecanico, se demostrd la capacidad de un lisado de PRP (20-10°
plaquetas/ul; 7,5-10° leucocitos/ul) para inhibir tanto la expresion de NOS2, como la
sintesis de NO (Xie et al., 2015). Ademas, se encontrd un incremento en la expresion de
los marcadores anabdlicos COLII y ACAN. En cambio, en condrocitos OA de rodilla
incluidos en esferas de alginato y tratados con IL-1p y PRP (PEF 6-7,8; leucocitos 5,9-
7,2X), no se encontré una modulacion de la produccion de NO (van Buul et al., 2011).
Adicionalmente, realizamos experimentos ex vivo para corroborar los resultados obtenidos
in vitro con condrocitos articulares a 48 h con discos de cartilago articular a medio plazo
(21 dias). Los resultados de estos experimentos sugieren que las concentraciones bajas de
plaquetas en el L-PRP tienen efectos protectores sobre la matriz del cartilago y reducen la
expresion de MMPs inducida por IL-1pB, mientras que en los L-PRPs con concentraciones

muy elevadas de plaquetas se pierde este efecto. Por tanto, estos experimentos ratifican los
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resultados obtenidos in vitro y la capacidad anticatabdlica de los L-PRPs de bajas
concentraciones de plaquetas.

Otros autores también han observado un efecto perjudicial de concentraciones elevadas de
plaguetas en explantes de cartilago equinos (Kisiday et al., 2012). En el trabajo
mencionado, los explantes se estimularon con un 50% de seis tipos de PRP diferentes,
obtenidos mediante kits comerciales y protocolos caseros. Las concentraciones superiores
de plaquetas probadas fueron de unas 7,3+1,0-10° plaquetas/ul, lo que se encontraria entre
los L-PRP6 y L-PRP15 de nuestro trabajo. Se vio que, tanto en presencia como en ausencia
de IL-1B, el incremento en la concentracion de plaquetas disminuia la sintesis de MEC en
el cartilago (reflejado como una reduccion en la incorporacion de prolina-3H y sulfato-*S)
al tiempo que incrementaba la expresién de ADAMTS-4. Estos resultados concuerdan, por
lo tanto, con los obtenidos en nuestro trabajo.

Por el contrario, también se encuentra algun estudio en donde los lisados de PRP con
concentraciones elevadas de plaguetas no resultaron perjudiciales. En explantes de
cartilago co-estimulados durante 28 dias con IL-1B y un 10% de lisado de PRP (9,1+2,0-10°
plaquetas/pl), se detecto una reduccion en la expresion de mediadores catabolicos (MMP-
13, ADAMTS-5, IL-1pB) y un incremento en la expresion de marcadores anabolicos (COLII,
ACAN, SOX9) y en la deposicion de COLII con respecto a los explantes estimulados solo
con IL-1B (Simental-Mendia et al., 2018). Y la presencia de PRP.p (4,3+0,2-10°
plaquetas/ul) o PRPwp (8,2+1,0-10° plaquetas/ul) redujo la expresion de ADAMTS-5
(proteasa que degrada proteoglicanos), al tiempo que se detectaba un incremento en la
expresion de ACAN, en explantes de cartilago y membrana sinovial en un modelo de co-

cultivo estimulado con IL-1B (Osterman et al., 2015).
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6. MEDIADORES Y RUTAS IMPLICADAS EN LOS EFECTOS BIOLOGICOS DE
LOS DERIVADOS DE PRP DESARROLLADOQOS

Una vez establecidos los efectos biolégicos de los productos desarrollados, una segunda
fase deberia incluir una caracterizacion minuciosa y estudios funcionales para identificar
las moléculas responsables y las rutas moleculares implicadas. Estos estudios se encuentran
fuera del alcance de esta tesis. Sin embargo, como primera aproximacion en este sentido y
considerando que, tal como se ha destacado, la IL-1p es la principal citoquina
proinflamatoria implicada en la progresion de la OA, seleccionamos el antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra) como principal candidato a mediador de los efectos observados.
IL-1Ra es una citoquina natural de la familia de IL-1p que se une al receptor de IL1, pero
que no induce ninguna respuesta intracelular. Es decir, IL-1Ra inhibe los efectos de IL-1 al
bloguear su interaccion con los receptores (Jacques et al., 2006). La administracion
terapéutica de IL-1Ra exdgeno se propuso inicialmente en los afios 90 (Caron et al., 1996;
Dinarello y Thompson, 1991), y desde entonces se han desarrollado varios productos
comerciales basados en el PRP y enriquecidos en IL-1Ra (Barreto y Braun, 2016;
O’Shaughnessey et al., 2011; Baltzer et al., 2009).

Nos propusimos por tanto caracterizar el contenido en IL-1Ra en los L-PRPs preparados,
asi como su expresion en los condrocitos OA en condiciones inflamatorias, para evaluar su
posible influencia en los efectos antiinflamatorios, antioxidantes y anticatabolicos
observados en nuestro trabajo.

En general, las concentraciones detectadas fueron bajas y no se observaron diferencias entre
los L-PRPs como resultado de la concentracion creciente de plaquetas. Si se pudo confirmar
su presencia en los medios de cultivo suplementados a tiempo final (48 h), experimentando
una degradacion de alrededor de un 30%.

La concentracion de IL-1Ra en nuestros L-PRPs se encuentra dentro del rango descrito en
la literatura (Barreto y Braun, 2016; Wright-Carpenter et al., 2004; Meijer et al., 2003). Se
ha descrito que una proporcion minima IL-1:1L-1Ra de 1:10 es necesaria para que IL-1Ra
pueda inhibir eficazmente la actividad proinflamatoria de IL-1p (Granowitz et al., 1991).
Dado que la concentracion de IL-1f administrada como estimulo proinflamatorio fue de 5
ng/ml, la proporcion experimental 1L-1B:1L-1Ra seria, aproximadamente, 50:1. En estas
condiciones, la modulacion antiinflamatoria mediada por IL-1Ra seria, en teoria,
inoperativa. No obstante, se ha sefialado que la proporcién IL-1:1L-1Ra 1:10 solo seria

aplicable en estudios in vitro, en sistemas sencillos en los que Unicamente se usan estas dos
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citoquinas para estimular las células, pero no cuando se utiliza un producto complejo como
el PRP (O’Shaughnessey et al., 2011). En esta situacion, lo mas probable es que los
diversos factores antiinflamatorios contenidos en el preparado actlen coordinadamente
para suprimir la inflamacion.

En cualquier caso, se ha descrito que la expresion de IL-1Ra es indetectable en condrocitos
OA en cultivo no estimulados, pero aumenta significativamente bajo el influjo de IL-1p
(Palmer et al., 2002). La disminucion de los niveles de expresion de IL-1Ra al co-estimular
con los L-PRPs detectada en nuestros experimentos, por tanto, podria apuntar hacia un
efecto antiinflamatorio ejercido por los L-PRPs, aunque otra posibilidad seria que alguno
de los mediadores inflamatorios inducidos por IL-1B estuviese inhibiendo la expresion de
IL-1Ra. Por ejemplo, se ha demostrado que la elevada produccion de NO inducida por IL-
1B modula negativamente la expresion de IL-1Ra (Pelletier et al., 1996). No obstante, en
nuestro estudio se detect6 una supresion casi completa de NOS2, por lo que esta posibilidad
parece poco probable.

Alternativamente, a la vista de nuestros resultados, también destaca como candidato
probable la IL-10. Las IL-4, -10 y -13 son las principales representantes del grupo de
citoquinas antiinflamatorias implicadas en la patogénesis de la OA. En particular, se ha
demostrado que IL-10 ejerce efectos condroprotectores en el curso de la OA y que esta
implicada en la estimulacion de la sintesis de COLII y ACAN. También se ha visto que es
responsable de la inhibicién de las MMPs, responsables de la destruccion del cartilago
(Wojdasiewicz et al., 2014; Wang y Lou, 2001). Segun el esquema presentado en la Fig.
65, la IL-10 inhibiria de manera preferencial, respecto a los efectos de IL-4 y -13, la
produccién de MMPs y NOS2, por lo que un aumento de IL-10 podria también explicar los
efectos diferenciales que encontramos entre los mediadores proinflamatorios y MMP-13 y
NOS2. De hecho, otros autores han demostrado un aumento en la concentracion intracelular
de esta citoquina (y de TGF-£ también) al estimular condrocitos OA con concentraciones
crecientes de PRP (Moussa et al., 2017).
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IL-4 IL-10 IL-13
1
PLA2 — ARA
MMP-1 NOS2 PGH, <« COX-2
ADAMTS-4 MMP-3 l l
ADAMTS-5 MMP-13 NO PTGES — PGE:
Condrocitos MEC
Expresion de proteoglicanos Proliferacion celular
Expresionde COLII Inhibicion de apoptosis

Fig. 65: Esquema de los efectos antiinflamatorios y condroprotectores de IL-4, 1L-10 e IL-13 en el
cartilago articular en el proceso OA. PGH,: prostaglandina H. sintasa. Imagen tomada y adaptada de
Wojdasiewicz et al., 2014.

Los efectos diferenciales observados en los distintos marcadores también podrian deberse
a los diferentes mecanismos moleculares que puedan estar participando en las respuestas
de estimulacion-inhibicion descritas en nuestro trabajo. La modulacion del factor de
transcripcion NF-«B es, con toda probabilidad, una de las principales rutas implicadas. Se
ha descrito un papel critico de NF-xB en la activacion de IL-6, actuando posiblemente en
combinacion con el factor de transcripcion AP-1 y el adenosin monofosfato ciclico (CAMP,
cyclic adenosine monophosphate) (Luo y Zheng, 2016; Wojdasiewicz et al., 2014), y
también de IL-8, en la que podria sinergizar con los factores de transcripcion AP-1 'y
C/EBP-S (CCAAT/enhancer binding protein g, proteina de union a CCAAT/promotor)
(Takahashi et al., 2015). También activa la expresiéon de TNFo y la propia IL-1P
(Wojdasiewicz et al., 2014), asi como COX-2 (Chun y Surh, 2004), PTGES (Park et al.,
2006), NOS2 (Takahashi et al., 2015; Pautz et al., 2010; Schmidt et al., 2010), MMP-13 y
ADAMTS-4 (Mueller y Tuan, 2011). Las diferencias observadas entre los distintos
marcadores podrian atribuirse a mecanismos especificos de modulacién. Por ejemplo, en
el caso de COX-2 y PTGES, la expresion es inducida en ambos casos por NF-«B, pero
mediante rutas independientes para regular su expresion coordinada (Park et al., 2006), lo
que permitiria explicar las respuestas distintas al tratamiento con los L-PRPs. La
participacion de otras rutas de transcripcién de sefiales y GFs determinaria también

respuestas particulares. Ademas de lo que se acaba de describir para IL-6 e IL-8, la
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expresion de COX-2 esta regulada también por IL-6 y CAMP, mientras que en el caso de
MMP-13 entran en juego la ruta AP-1y los GFs BMP-7, IGF-1 y TGF-p.

En definitiva, este trabajo es el primero, hasta donde tenemos conocimiento, en describir la
estandarizacion de un derivado de PRP en base a la concentracion absoluta de plaquetas.
Los efectos biolégicos encontrados son, por tanto, independientes de los niveles basales de
plaquetas del paciente o donante.

Evaluando los resultados obtenidos de manera conjunta, se puede afirmar que, en las
condiciones de nuestros modelos de OA in vitro y ex vivo, la efectividad de los derivados
de PRP preparados para inducir la condrogénesis es dudosa en forma de soporte bioactivo
para TE, aunque parece que si podrian aplicarse como suplemento condrogénico en forma
de lisado. Por otra parte, los L-PRPs preparados con concentraciones bajas de plaquetas
ejercen efectos anticatabdlicos, antioxidantes y antiinflamatorios. Es mas, el lisado que
presenta mejores propiedades es el resultante de la activacion de PPP, lo que sugiere que
estos efectos terapeuticos derivarian preferencialmente de factores plasmaticos (HGF, IGF-
1, etc.) y que el enriquecimiento en plaguetas no aporta ningun beneficio adicional, sino
que, por el contrario, resulta perjudicial en la respuesta proinflamatoria inicial, empeorando
de manera dosis-dependiente.

Adicionalmente, este efecto es mas acusado en condrocitos de cadera. Cabe destacar que
nuestro trabajo también es el primero en evaluar los efectos de un derivado de PRP de
manera independiente sobre condrocitos procedentes de tejido de rodilla y de cadera. La
practica totalidad de la literatura disponible se centra en células, tejido o pacientes con OA
de rodilla, y en ningin caso se hacen comparaciones entre los comportamientos de las
articulaciones por separado. Sin embargo, ya se pueden encontrar algunos estudios clinicos
que indican que la OA de rodilla y la OA de cadera son dos patologias diferenciadas. Por
ejemplo, en un estudio observacional comparativo se concluy6 que los pacientes con OA
de cadera muestran una progresién mas rapida de la enfermedad, presentando sintomas méas
severos y cambios radiol6gicos mas acusados que los pacientes con OA de rodilla, y en un
periodo de tiempo mas corto (Le Marshall et al., 2013). Dabare et al. (2017) también
sefialan un comportamiento diferencial de los dos tipos articulares, siendo los pacientes con

OA de cadera mas propensos a requerir una cirugia de reemplazo protésico. Por lo tanto, la
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realizacion de estudios preclinicos diferenciando las dos articulaciones es cada vez mas
relevante para identificar las diferencias moleculares de cara al desarrollo de dianas

terapéuticas.
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CONCLUSIONES

1. La estandarizacion en funcién de la concentracion absoluta de plaquetas permitid
evaluar de forma objetiva los efectos de los L-PRPs resultantes en modelos de OA in

vitro.

2. Los L-PRPsy G-PRPs no alteraron la viabilidad celular y aumentaron su proliferacion.

3. Los L-PRPs inhibieron, de manera independiente de dosis, la condrogénesis y la

adipogénesis de las BM-MSCs, pero estimularon la diferenciacién osteogeénica.

4. Los G-PRPs indujeron la condrogénesis de las BM-MSCs de manera dosis-dependiente.

5. El L-PRP de dosis bajas de plaquetas (0-0,5) mostro propiedades antiinflamatorias e
inhibid la expresion génica de los marcadores IL-6, IL-8, TNFa, COX-2 y PTGES. En
cambio, las dosis altas de plagquetas fueron proinflamatorias y estimularon la secrecion
de IL-6, TNFa y PGE> de manera dosis-dependiente.

6. El L-PRP mostro propiedades anticatabolicas e inhibié drasticamente la expresion
génica y la secrecion proteica de MMP-13 en condrocitos OA, ademas de proteger la
MEC del cartilago OA frente a la degradacion inflamatoria y reducir la presencia de
MMP-3 y MMP-13.

7. El L-PRP mostrd propiedades antioxidantes y redujo en gran medida la expresion
génica y la abundancia proteica intracelular de NOS2 en condrocitos OA, de manera

independiente de la dosis de plaquetas.

8. Los L-PRPs indujeron respuestas diferentes en condrocitos OA de rodilla y de cadera,

siendo los condrocitos de cadera los mas sensibles a las dosis altas de plaquetas.
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CONCLUSIONS

1. Standardization according to absolute platelet concentration allowed the objective
evaluation of the effects of the resulting L-PRPs in in vitro OA models.

2. L-PRPs and G-PRPs did not influence cell viability and increased cell proliferation.

3. L-PRPs dose-independently inhibited chondrogenesis and adipogenesis of BM-MSCs
but did stimulate osteogenic differentiation.

4. G-PRPs dose-dependently induced the chondrogenesis of BM-MSCs.

5. L-PRP of low platelet doses (0-0.5) showed anti-inflammatory properties and inhibited
the gene expression of the markers IL-6, IL-8, TNFa, COX-2 and PTGES. Conversely,
high platelet doses were pro-inflammatory and dose-dependently stimulated the
secretion of IL-6, TNFa and PGE..

6. L-PRP showed anti-catabolic properties and drastically inhibited MMP-13 gene
expression and protein secretion in OA chondrocytes. It also protected the MEC of OA
cartilage against inflammatory degradation and reduced the presence of MMP-3 and
MMP-13.

7. L-PRP showed anti-oxidant properties and largely reduced the gene expression and
intra-cellular protein abundance of NOS2 in OA chondrocytes in a platelet dose-

independent manner.

8. L-PRPs induced different responses in knee and hip OA chondrocytes. Hip

chondrocytes were more sensitive to high platelet doses.
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ANEXO |I. CONSENTIMIENTO INFORMADO

'8 XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
:i: CONSELLERIA DE SANIDADE d(jé\fl%%

Xerencia Xestion Integrada

A Corunia BIOBANCO A CORUNA

DOCUMENTO DE INFORMACION
PARTICIPANTE EN INVESTIGACION BIOMEDICA

TITULO LiNEA DE INVESTIGACION: COLECCION DE MUESTRAS PARA LA INVESTIGACION DE ENFERMEDADES REUMATOLOGICAS.
IDENTIDAD RESPONSABLE: DR. FRANCISCO JAVIER BLANCO GARCIA.

SERVICIO MEDICO / GRUPO DE INVESTIGACION: SERVICIO DE REUMATOLOGIA.

CENTRO HOSPITALARIO: XERENCIA XESTION INTEGRADA A CORURNA (XXIAC). — INSTITUTO INVESTIGACION BIOMEDICA A CORUNA
(INIBIC)

FINALIDAD DE LA PARTICIPACION.-

Le invitamos a colaborar en la Linea de investigacion de de las enfermedades reumatoldgicas, es decir, patologias reumaticas
y/o del aparato locomotor.

Las muestras obtenidas para el diagndstico o control de las enfermedades una vez empleadas con esta finalidad, resultan también
utiles y necesarias para ser utilizadas en investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos obtenidos en los ultimos afios
en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Toda investigacion biomédica requiere recoger datos y muestras bioldgicas de personas afectadas por la patologia a estudiar y de
personas no afectadas por dicha enfermedad, para analizarlas y obtener conclusiones para conocer mejor y avanzar en el
diagndstico y/o tratamiento de las enfermedades que se van a investigar.

El objetivo principal de esta Linea de investigacion es poder utilizar estas muestras en los distintos proyectos de investigacion en
los que participe el responsable de la misma, el Dr. Francisco Javier Blanco Garcia y cualquier otro personal adscrito o colaborador
del Grupo de Investigacion del Servicio de Reumatologia del CHUAC - XXIAC y/o del INIBIC; siempre y cuando, dichos estudios se
enmarquen en el andlisis de las patologias reumatoldgicas en general, y particularmente enfermedades reumaticas y/o del aparato
locomotor.

Debe saber que la realizacion de los proyectos de investigacion en los que se utilicen muestras humanas, sera previamente
autorizada por el Comité de Etica competente.

La finalidad principal de esta investigacién es progresar en el conocimiento de la patologia a estudiar y en su prevencion,
diagndstico, prondstico y tratamiento, tanto médico como quirurgico.

Toda la informacién que le facilitamos en este documento y la actividad del Grupo de investigacion y el Biobanco estan reguladas
por la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de Diciembre, de Proteccién de Datos de Cardcter Personal (LOPD), |a Ley 14/2007, de 3 de Julio
de Investigacion Biomédica (LIBM), el Real Decreto 1716/2011, de 11 de noviembre.

Su participacion es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar. Puede negarse
a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos. Su no-
participacion o retirada posterior del consentimiento no afectara en modo alguno a su atencién sanitaria presente o futura.
Antes de firmar el consentimiento puede preguntarnos cualquier duda que le surja o consultar con terceras personas.

MUESTRAS BIOLOGICAS E INFORMACION ASOCIADA. RIESGOS.-

MUESTRAS BIOLOGICAS (Sangre, Liquidos Bioldgicos, Tejidos) que se le han obtenido durante su atencién sanitaria en este centro

hospitalario y que ya no es necesario utilizarlas para la finalidad por la que se obtuvieron.

El responsable guardara y dispondra de estas muestras sobrantes para realizar los estudios de investigacion biomédica. Las
muestras y la informacion asociada a las mismas se almacenaran en las areas establecidas para tal fin, dentro de las instalaciones
de la Xerencia Xestién Integrada A Corufia, bajo la responsabilidad del Dr. Francisco Javier Blanco Garcia.

Es muy importante subrayar que, para la obtencion de las muestras, no se le sometera a ninguna prueba ni riesgo adicional a
los que deriven de su adecuada atenciéon médica.

La donacion de estas muestras no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por motivos de salud,
siempre que estén disponibles y no hayan sido anonimizadas.

INFORMACION CLINICA que, junto con los resultados de los estudios realizados en las muestras, nos permita extraer conclusiones
utiles para el manejo de las enfermedades. Para el buen desarrollo de los estudios de investigacion, es necesario
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obtener datos clinicos relativos al donante de las muestras, por lo que necesitaremos acceder a su historia clinica para recabar la
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informacion que sera conservada junto a la muestra. (Mds informacién en el apartado de Confidencialidad.)

En caso de ser necesaria alguna informacion o muestra adicional, y siempre que usted nos lo autorice en la hoja de
consentimiento, la institucidn sanitaria se podria poner en contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracion.

CONDICIONES DE LA DONACION.-

La donacidn y utilizacién de muestras bioldgicas humanas sera gratuita, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro
ningln beneficio econdmico por la misma. Usted renuncia a cualquier derecho de naturaleza econdmica, patrimonial o potestativa
sobre los resultados o potenciales beneficios econdémicos que puedan derivarse de las investigaciones que se realicen con la
muestra que cede.

Tampoco obtendrd ningun otro beneficio directo para su salud como resultado de su donacién. Sin embargo, los conocimientos
obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

La titularidad de los resultados de la investigacion corresponderad al investigador y a la Institucién donde se realice la investigacion.

CONFIDENCIALIDAD.-

Toda la informacion referida a usted sera considerada confidencial y tratada en base a las indicaciones establecidas en la normativa
indicada al inicio de este documento. Tal informacién sélo estara disponible para el personal autorizado, el cual tiene el deber
legal de guardar secreto. Sus muestras y sus datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero de datos de

la Xerencia Xestion Integrada A Coruiia (XXIAC).

Para garantizar la confidencialidad de su identidad (asegurar que la informacion de su muestra no se relaciona con su identidad),
su muestra solo ira identificada, desde su entrada en la investigacion, con un cédigo. Sélo este cddigo, y nunca su identidad
aparecerd en el material con el que se trabaje. La relacion entre su cédigo y su identidad, quedard custodiada por el personal
autorizado, en una base de datos que cumple todos los requisitos legales exigidos. De esta manera podemos asegurar que
cualquier informacidn que se obtenga a partir de sus muestras, permanezca confidencial pero pueda ser asociada a sus datos, por
si fuera informacién de interés clinico.

La cesion de las muestras y los datos asociados a las mismas, a los investigadores colaboradores con esta investigacion, se realizara
de manera codificada (se mantendra por el investigador responsable en este centro el vinculo que relaciona su identidad con la
muestra cedida). A todos ellos se les exigira que nos garanticen que trabajaran con el mismo nivel de proteccidn de datos exigido
por la normativa espafiola.

Por otro lado, es posible que los resultados de las investigaciones sean publicados en la literatura cientifica, pero entendiendo
estos resultados como los obtenidos de la totalidad de las muestras, no los resultados individuales. Si este fuera el caso, su
identidad permanecera completamente confidencial y nunca formara parte de ninguna publicacion.

Con su aceptacion a participar con esta linea de investigacion de la insuficiencia cardiaca usted accede a que esta informacion
pueda ser transferida en las mencionadas condiciones. Usted puede no autorizarnos a realizar las cesiones aqui indicadas,
indicando su decisidn en el apartado correspondiente de la hoja del consentimiento informado.

Puede ejercitar los DERECHOS ACCESO, RECTIFICACION, CANCELACION Y/O OPOSICION (DERECHOS ARCO) que le reconoce la
normativa espafola, dirigiendo su solicitud por escrito junto a una copia de su DNI (con el fin de garantizar que el ejercicio de
estos derechos es realizado por la persona autorizada para ello) a:
o ENTREGA EN PERSONA, en la Secretaria del Servicio de Reumatologia de la XXIAC, a la atencién del Dr. Francisco Javier
Blanco Garcia.
e CORREO POSTAL: Dr. Francisco Javier Blanco Garcia. Consultas Externas Reumatologia. Planta 32, Hospital Universitario
A Coruiia. Xerencia Xestion Integrada A Corufia. As Xubias, 84. A Corufia. 15006
e  CORREO ELECTRONICO: Fblagar@sergas.es

Usted puede contactar con el responsable de la Linea de investigacion de insuficiencia cardiaca, D. Francisco J. Blanco Garcia si le

surge cualquier duda sobre su participacion en esta investigacion, en el Teléfono: 981 17 63 99 / 981 17 63 06. En todo momento
se pondran los medios necesarios para facilitarle la informacion mas adecuada.
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Si usted decide REVOCAR SU CONSENTIMIENTO, debera hacernos llegar, de cualquiera de las maneras descritas anteriormente,
a la atencion del responsable de esta investigacion D. Francisco Javier Blanco Garcia, la hoja de revocacidn totalmente cubierta y

w28 XUNTA DE GALICIA qsll] SERVIZO

:i: CONSELLERIA DE SANIDADE GALEGO

de SAUDE

firmada que aparece al final de este documento.
Usted debe saber que la revocacidn tendrd efectos a partir del momento en que se formalice y no afectara a los datos resultantes
de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo hasta ese momento.

RESTRICCIONES DE USO DE LA MUESTRA.-

Usted puede indicarnos si quiere establecer algln tipo de restriccion sobre sus muestras y datos, en relacion a su posible uso en
determinados proyectos de investigacidn o en cuanto a determinadas cesiones. Para ello dispone de un apartado especifico en la
hoja de firma del consentimiento informado.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS DE LA INVESTIGACION.-

La evaluacion de los resultados se hard sélo por grupos (por ejemplo, hombres / mujeres, grupos de edad, diagndsticos, etc.) y no
de forma individual. Debe comprender que los resultados de valor que se pudieran obtener provendrian del estudio de multiples
muestras, y en ningun caso de la suya exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, si es que los hay, sélo seran conocidas cuando se haya
completado la investigacion.

El responsable de la investigacion tendrd a disposicion de los participantes la informacion sobre los proyectos de investigacion en
los que se utilicen las muestras y datos.

En determinadas circunstancias el Comité de Etica competente podra decidir si es necesario contactar con el participante para
facilitarle informacién de manera individualizada.

Las diferentes investigaciones en las que se utilicen sus muestras y datos pueden requerir la realizacion de estudios de biologia
celular y genéticos, y a partir de ellos se puede obtener informacion que puede ser relevante para su salud o la de su familia. En
los estudios genéticos se puede descubrir informacion no buscada, lo que se denominan hallazgos inesperados. Cuando esto se
produzca, los resultados obtenidos seran validados y analizados por profesionales para determinar si son fiables en un porcentaje
6ptimo que aconseje su comunicacion a las personas afectadas.

Usted debe saber que tiene derecho a conocer, o no, la informacién obtenida con el analisis de sus muestras.

En el caso de que usted decida no ser informado, la ley establece que cuando la informacion obtenida sea necesaria para evitar
un grave perjuicio para la salud de sus familiares, un Comité de expertos estudiara el caso y debera decidir entre la conveniencia
o no de informar a los afectados o a sus representantes legales.

DESTINO FINAL DE LA MUESTRA

Cuando asi lo determine la persona responsable de la Linea de investigacion con la que usted accedid a colaborar con sus muestras
y datos, y siempre que asi lo autorice en la hoja de firma del consentimiento informado, las muestras sobrantes junto a los datos
asociados seran depositadas en el Biobanco A Coruiia.

Los Biobancos son bancos de almacenamiento de muestras de origen humano para su utilizacidn en investigaciones nacionales o
internacionales dentro del campo de la biomedicina. Su funcionamiento se centra en gestionar, bajo criterios de seguridad, calidad
y eficiencia; la recepcién, procesamiento, almacenamiento y posterior cesidn de muestras a los investigadores solicitantes, para
que utilicen las mismas en sus proyectos de investigacidn; siempre y cuando, éstos cumplan todos los requisitos éticos y legales
exigibles para este tipo de practicas.

El Biobanco guardara y dispondrd de estas muestras sobrantes para realizar los estudios de investigacion biomédica. Las muestras
y la informacidn asociada a las mismas se almacenardn en las areas establecidas para tal fin, dentro de las instalaciones del (indicar
el Centro del que depende el Biobanco), bajo la responsabilidad de la Direccién del Biobanco A Corufia.

La cesion de las muestras y los datos asociados a las mismas, a los investigadores solicitantes de las muestras, comunitarios (paises
miembros de la Unidn Europea) o extracomunitarios (no miembros), se efectuard con caracter general de manera anénima o
disociada, es decir, sélo se cedera la muestra asociada a datos genéricos, sin que se pueda identificar por medios razonables su
identidad. En las investigaciones en las que se considere necesario para el desarrollo de las mismas, a propuesta del investigador
responsable y previa autorizacién del comité de ética competente, podran enviarse sus muestras codificadas (se mantendra por
el biobanco el vinculo que relaciona su identidad con la muestra cedida). A todos ellos se les exigird que nos garanticen que
trabajaran con el mismo nivel de proteccidn de datos exigido por la normativa espafiola.
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El Biobanco A Corufia asume como propio todo lo descrito en los apartados previos de este documento en relacién a la

XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
CONSELLERI{A DE SANIDADE GALEGO
de SAUDE

confidencialidad, los posibles hallazgos, etc.
El biobanco podra repercutir Gnicamente los costes de obtencidn, procesado y envio de las muestras a los
investigadores/instituciones que las solicitaron.

BIOBANCO A CORUNA
TITULAR DIRECCION CIENTIFICA: Angel Concha Lépez
TELEFONO DE CONTACTO: 981 17 64 37. CORREO ELECTRONICO: BioBanco.CHUAC@sergas.es

CIERRE DEL BIOBANCO.-

De producirse un eventual cierre del biobanco o revocacién de la autorizacién para su constitucién y funcionamiento, la
informacion sobre el destino de las muestras estara a su disposicion en la pagina web del Biobanco y/o Centro Hospitalario
http://www.inibic.es/inv_apoyo biobanco.htmly en el Registro Nacional de Biobancos para Investigacién Biomédica del Instituto

de Salud Carlos IIl (ISC IIl), con péagina web www.isciii.es, con el fin de que pueda manifestar su conformidad o disconformidad con
el destino previsto para las muestras.

Muchas gracias por su colaboracion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE MAYOR DE EDAD

"ol XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
:i: CONSELLERIA DE SANIDADE dgék\EUGDOE

(Espacio para colocar la etiqueta con los datos del donante muestra)
Yo, (Nombre y apellidos del participante manuscritos) he leido
la hoja de informacién y pude hacer todas las preguntas que consideré necesarias, y acepto participar en la Linea de

investigacion de enfermedades reumatoldgicas con mis muestras y datos para que se utilicen en las condiciones que me han

informado.

RESTRICCIONES DE USO (usted podra indicarnos cruzando la correspondiente casilla las restricciones de uso que considere. En
caso de no marcar ninguna casilla entenderemos que NO manifiesta ninguna condicion de uso).

NO autorizo a que consulten y obtengan informacién de mi historia clinica.

NO acepto que contacten conmigo cuando sea necesario.

NO quiero ser informado de los resultados de las investigaciones que sean de interés para misalud.
NO autorizo la cesion de mis muestras y datos de manera codificada (disociada).

NO autorizo la cesion de mis muestras y datos fuera de la Unién Europea.

O o o o o g

NO autorizo el depdsito en el Biobanco A Coruiia de mis muestras y datos en las condiciones indicadas en la hoja de

informacién

Si acepta que se contacte con usted cuando sea necesario, por favor indique su Teléfono / E-mail de contacto:

Firma del participante Firma de la persona que informa
Identidad del participante: ......cccccevevrirrnienrnnnenne Identidad de la persona que informa: ........cccceeevesccrnrenernesnnnns

Firma del testigo

Confirmo el consentimiento verbal del participante, el cual lo autoriza a firmar en su nombre

Identidad del tESHIZ0: ...uueeeereeeerrere st s e e e e serassasssssess esres e esessessssassnssnssns sessessessns snssnssnsses DN oeeeeeeeeeesnesensseseesessessesassnssnnsns
Solo se firmard en aquellos casos en los que el participante no pueda leer y/o escribir y delegue la firma en el testigo.

Firma del representante legal
Identidad representante legal: .......ccoeevveveirceeseeseesessessssnnsenssnssnnens DNI: .........
Solo se firmard en aquellos casos en los que el participante esté incapacitado legalmente.

EN e - TP de ...de....

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina.
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
CONSELLERI{A DE SANIDADE GALEGO
de SAUDE

N T D Iy 4 2 - TPt CON DN ettt
Revoco / anulo el consentimiento prestado en fecha: .......ccoecieeeecececee e e

Y no deseo proseguir la donacion voluntaria realizada al
con esta fecha por finalizada.

0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LAS MUESTRAS.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

(oY 0 I 4 = R CON DN ottt
En calidad de: (sefiale la opcion aplicable a su caso)

[]  Testigo que firma en lugar

[]  Representante legal

A8 D./DRIA: cetiictieieecieete ettt ettt ettt e ae et et e e e reeere e e e reebeenreeanas CONDNI v ,
Revoco / anulo el consentimiento prestado en fecha: .........ccceeveeecneceeecec e
Y no deseo proseguir la donacion voluntaria realizada al.........cccceeveevieeviecceeiececee e (nombre del Centro Sanitario), que doy

con esta fecha por finalizada.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LAS MUESTRAS.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
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ANEXO Il. PRODUCCION CIENTIFICA
ARTICULOS

Relacionados con la tesis

1. L Gato-Calvo, T Hermida-Gémez, C Ruiz-Romero, EF Burguera, FJ Blanco.
Proliferative and anti-inflammatory effects of platelet rich plasma releasates on knee
osteoarthritic chondrocytes in vitro. [Enviado a Current Pharmaceutical Biotecnology]

2. L Gato-Calvo, J Magalhaes, C Ruiz-Romero, FJ Blanco, EF Burguera. Platelet rich
plasma in osteoarthritis treatment: a review of current evidence. Ther Adv Chronic Dis.
DOI 10.1177/ 2040622319825567

Relacionados con otras lineas del grupo de investigacion

1. A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, L Gato-Calvo, C Vaamonde-Garcia, S Diaz-
Prado, R Meijide-Failde, FJ Blanco, EF Burguera. Long term effects of hydrogen sulfide
on the anabolic-catabolic balance of articular cartilage in vitro. Nitric Oxide. 2017; 70:42-
50.

CAPITULOS DE LIBRO

1. EF Burguera, L Gato-Calvo, C Rodriguez-Pereira, FJ Blanco, JC Silva Magalhaes.
Regenerative medicine approaches for osteoarthritis. En: SM Group. Osteoarthritis. ISBN:
978-1-944685-73-7.

PROCEEDINGS DE CONFERENCIAS

Relacionados con la tesis
1. L Gato-Calvo, T Hermida-Gomez, J Magalhaes, C Ruiz-Romero, FJ Blanco, EF

Burguera. Chondrogenic potential of standardised platelet rich plasma on osteoarthritic
mesenchymal stromal cells. Osteoarthritis Cartilage. 2018; 26(Suppl 1):S313

2. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, EF Burguera, FJ Blanco. Anti-inflammatory effects
of standardirzed platelet-rich plasma releasates in knee and hip OA chondrocytes [abstract].
Arthritis Rheumatol. 2017; 69(Suppl 10)
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3. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, C Ruiz-Romero, FJ Blanco, EF
Burguera. Proliferative and anti-inflammatory effect of platelet-rich plasma on
osteoarthritic chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage. 2017; 25(Suppl 1):S270-S271

4. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, J NUfiez-Amboage, C Ruiz-Romero,
FJ Blanco, EF Burguera. In vitro chondrogenic potential of mesenchymal stromal cells
embedded in fibrin gels. Osteoarthritis Cartilage. 2016; 24(Suppl 1):S510-S511

Relacionados con otras lineas del grupo de investigacion

1. EF Burguera, A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, P Filgueira-Fernandez, L Gato-
Calvo, R Meijide-Failde, FJ Blanco. SAT0056 Osteoarthritis severity is reduced by intra-
articular administration of hydrogen sulfide. Ann Rheum Dis. 2018; 77(Suppl 2):892

2. A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, P Filgueira-Fernandez, L Gato-Calvo, EF
Burguera, R Meijide-Failde, FJ Blanco. Intra-articular administration of hydrogen sulphide
ameliorates severity of experimental osteoarthritis. Osteoarthritis Cartilage. 2018; 26(Suppl
1):5287-S288

3. N Gomez-Prieto, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Ruiz-Romero, R Meijide-Failde,
FJ Blanco, EF Burguera. Anti-oxidant effects of sulfurous spring water on osteoarthritic
chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage. 2016; 24(Suppl 1):S495-S496

4. A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Ruiz-Romero, R Meijide-Failde, FJ Blanco, EF
Burguera. Reduced hydrogen sulfide synthesis in the joint, a new player in the pathogenesis
of osteoarthritis [abstract]. Arthritis Rheumatol. 2015; 67(Suppl 10)

5. EF Burguera, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, FJ Blanco, R Meijide-Failde. El sulfuro
de hidrégeno inhibe los procesos de catabolismo inducidos por interleukina 1beta en el
cartilago hialino humano. 1V Cibap Boi. Balnea. 2015; 10:303-304. Serie de monografias.
F Maraver, L Vela, WJ Ankli (Eds.). ISBN: 978-84-606-9368-0

6. A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Ruiz-Romero, R Meijide-Failde, FJ Blanco, EF
Burguera. Endogenous hydrogen sulfide production is reduced in OA cartilage. Possible
contribution to the pathogenesis of OA. Osteoarthritis Cartilage. 2015; 23(Suppl 2):A311

COMUNICACIONES ORALES

Relacionadas con la tesis

1. L Gato-Calvo. Fundamentos del PRP y su aplicacion en reumatologia. Céatedra

Biolbérica de Ingenieria Tisular y Terapia Celular. A Corufia, 18 de noviembre de 2015.
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2. L Gato-Calvo, EF Burguera, FJ Blanco. Geles de fibrina y células madre
mesenquimales para regeneracion de cartilago. 1l Foro da Rede Galega de Biomateriais.
San Simén, Vigo, 09 de octubre de 2015.

Relacionadas con otras lineas del grupo de investigacién

1. EF Burguera, A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, P Filgueira-Fernandez, L Gato-
Calvo, C Vaamonde-Garcia, FJ Blanco, R Meijide-Failde. Administration of intra-articular
hydrogen sulphide reduces the severity of osteoarthritis in vivo. 43 World Congress of the
International Society of Medical Hydrology (ISMH). Amarante, Portugal, 10-13 de junio
de 2018.

2. EF Burguera, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Vaamonde-Garcia, FJ Blanco, R
Meijide-Failde. Efectos anti-catabdlicos del sulfuro de hidrogeno en tejido articular
artrosico. Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hidrologia Médica. Amarante,
Portugal, 10-13 de junio de 2018.

3. EF Burguera, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, FJ Blanco, A Fioravanti, R Meijide-
Failde. Efectos anti-inflamatorios de las aguas minero-medicinales en artrosis. VV Congreso
Iberoamericano de Peloides 2017. Badajoz, 11-14 de junio de 2017.

4. A Vela-Anero, EF Burguera, L Gato-Calvo, FJ Blanco, R Meijide-Failde. Efectos
anticatabolicos del sulfuro de hidrogeno en tejido articular artrosico. I Congreso
Internacional del Agua. Ourense, 23-24 de septiembre de 2015.

5. EF Burguera, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, FJ Blanco, R Meijide-Failde. El sulfuro
de hidrégeno inhibe los procesos de catabolismo inducidos por interleukina 13 en el
cartilago hialino humano. IV Congreso Iberoamericano de Peloides. Lleida, 01-03 de julio
de 2015.

COMUNICACIONES A CONGRESOS

Relacionadas con la tesis

1. Potencial de diferenciacion del plasma rico en plaquetas estandarizado en células
estromales mesenquimales artrosicas. L Gato-Calvo, EF Burguera, FJ Blanco. Jornada
BiolntegraSaude 2018. Vigo, 29 de mayo de 2018. Pdster.

2. Propiedades condrogénicas y anti-inflamatorias de una formulacion estandarizada

de plasma rico en plaquetas. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, C Ruiz-
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Romero, FJ Blanco, EF Burguera. XLIV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Reumatologia. A Corufia, 22-25 de mayo de 2018. Pdster.

3. Chondrogenic potential of standardised platelet rich plasma on osteoarthritic
mesenchymal stromal cells. L Gato-Calvo, T Hermida-Gomez, J Magalhaes, C Ruiz-
Romero, FJ Blanco, EF Burguera. OARSI 2018 World Congress on Osteoarthritis.
Liverpool, Reino Unido, 26-29 de abril de 2018. Pdster.

4. Anti-inflammatory effects of standardized platelet-rich plasma releasates in knee
and hip OA chondrocytes. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, C Ruiz-Romero,
FJ Blanco, EF Burguera. 2017 ACR/ARHP Annual Meeting. San Diego, California, 03-08
de noviembre de 2017. Pdster.

5. Standardization of platelet-rich plasma as a therapeutic agent in osteoarthritis. L
Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, C Ruiz-Romero, FJ Blanco, EF Burguera. |
Jornada Cientifica IBEROS. Oporto, Portugal, 05 de julio de 2017. Poster.

6. Efectos proliferativos y anti-inflamatorios del plasma enriquecido en plaguetas en
condrocitos humanos OA de cadera y de rodilla. L Gato-Calvo, EF Burguera, FJ Blanco.
Jornada BiolntegraSaude 2017. A Corufia, 30 de mayo de 2017. Poster.

7. Efectos proliferativos y anti-inflamatorios del plasma rico en plaquetas en
condrocitos OA. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, C Ruiz-Romero, FJ
Blanco, EF Burguera. XLIII1 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Reumatologia.
Bilbao, 23-26 de mayo de 2017. Pdster.

8. Proliferative and anti-inflammatory effect of platelet-rich plasma on osteoarthritic
chondrocytes. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, C Ruiz-Romero, FJ Blanco,
EF Burguera. OARSI 2017 World Congress on Osteoarthritis. Las Vegas, Estados Unidos,
27-30 de abril de 2017. Poster.

9. Proliferative and anti-inflammatory effect of PRP on OA chondrocytes and
synoviocytes. L Gato-Calvo, FJ Blanco, EF Burguera. 1% Jornadas de Estudiantes en
Ingenieria Biomédica JEIB 2016. Barcelona, 06-08 de julio de 2016. Pdster. Special
Mention Poster Award.

10.  Proliferative and anti-inflammatory effect of PRP on OA chondrocytes and
synoviocytes. L Gato-Calvo, FJ Blanco, EF Burguera. Jornada BiolntegraSaude 2016.
Santiago de Compostela, 12 de mayo de 2016. Poster.

11. In vitro chondrogenic potential of mesenchymal stromal cells embedded in fibrin

gels. L Gato-Calvo, A Vela-Anero, E Lourés-Fraga, JL Nufiez-Amboage, C Ruiz-Romero,
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FJ Blanco, EF Burguera. OARSI 2016 World Congress on Osteoarthritis. Amsterdam,
Holanda, 31 de marzo-3 de abril de 2016. Poster.

12.  Geles de fibrina y células madre mesenquimales para regeneracion de cartilago. L
Gato-Calvo, E Lourés-Fraga, JL Nufiez-Amboage, FJ Blanco, C Ruiz-Romero, EF
Burguera. 9" Annual Conference of CIBER-BBN. Valencia, 30 de noviembre-1 de
diciembre de 2015. Poster.

13.  Determinacién de la densidad celular éptima en biomateriales de fibrina para su
diferenciacion condrogénica. L Gato-Calvo, EF Burguera, E Lourés-Fraga, JL Nufiez-
Amboage, FJ Blanco. Jornada BiolntegraSaude 2015. Vigo, 16 de junio de 2015. Péster.
14.  Invitro chondrogenic differentiation of mesenchymal stem cells in fibrin scaffolds.
EF Burguera, L Gato-Calvo, A Vela-Anero, G Orive, FJ Blanco. 8" CIBER Annual

Conference. Girona, 10-11 de noviembre de 2014. PGster.

Relacionadas con otras lineas del grupo de investigacién

1. Osteoarthritis severity is reduced by intra-articular administration of hydrogen
sulfide. EF Burguera, A Vela-Anero, T Hermida-Gomez, P Filgueira-Fernandez, L Gato-
Calvo, R Meijide-Failde, FJ Blanco. EULAR 2018 Annual European Congress of
Rheumatology. Amsterdam, Holanda, 13-16 de junio de 2018. Pdster.

2. La administracion intra-articular de sulfuro de hidrogeno mejora la severidad de un
modelo experimental de artrosis. EF Burguera, A Vela-Anero, T Hermida-Goémez, C
Vaamonde-Garcia, P Filgueira-Fernandez, L Gato-Calvo, R Meijide-Failde, FJ Blanco.
Jornada BiolntegraSaude 2018. Vigo, 29 de mayo de 2018. Poster.

3. La administracion intra-articular de sulfuro de hidrogeno mejora la severidad de un
modelo experimental de artrosis. EF Burguera, A Vela-Anero, T Hermida-Gémez, P
Filgueira-Fernandez, L Gato-Calvo, R Meijide-Failde, FJ Blanco. XLIV Congreso
Nacional de la Sociedad Espafiola de Reumatologia. A Corufia, 22-25 de mayo de 2018.
Poster.

4. Intra-articular administration of hydrogen sulphide ameliorates severity of
experimental osteoarthritis. A Vela-Anero, T Hermida-Gémez, P Filgueira-Fernandez, L
Gato-Calvo, EF Burguera, R Meijide-Failde, FJ Blanco. OARSI 2018 World Congress on
Osteoarthritis. Liverpool, Reino Unido, 26-29 de abril de 2018. Poster.

5. Efectos anti-inflamatorios de aguas mineromedicinales sulfuradas en condrocitos

articulares. N Gomez-Prieto, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, R Meijide-Failde, FJ Blanco,
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EF Burguera. Jornada BiolntegraSaude 2016. Santiago de Compostela, 12 de mayo de
2016. Poster.

6. Anti-oxidant effects of sulfurous spring water on osteoarthritic chondrocytes. N
GOmez-Prieto, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Ruiz-Romero, R Meijide-Failde, FJ
Blanco, EF Burguera. OARSI 2016 World Congress on Osteoarthritis. Amsterdam,
Holanda, 31 de marzo-03 de abril de 2016. Poster.

7. Reduced hydrogen sulfide synthesis in the joint, a new player in the pathogenesis
of osteoarthritis. A Vela-Anero, L Gato-Calvo, C Ruiz-Romero, R Meijide-Failde, FJ
Blanco, EF Burguera. 2015 ACR/ARHP Annual Meeting. San Francisco, Estados Unidos,
06-11 de noviembre de 2015. Poster.

8. Efectos de las aguas mineromedicinales sulfuradas en condrocitos articulares in
vitro. N Gomez-Prieto, EF Burguera, A Vela-Anero, L Gato-Calvo, FJ Blanco, R Meijide-
Failde. I Congreso Internacional del Agua. Ourense, 23-24 de septiembre de 2015. Poster.
9. Evaluation of biometals modified by UV nanosecond Nd:YVO4 laser. Effects on
cell viability. EF Burguera, MP Fiorucci, L Gato-Calvo, J Magalhaes, AJ Lopez, S Pozo-
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