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RESUMEN

Mario Alberto Simental Mendia Fecha de Graduacion: Agosto, 2016
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular, Facultad de Medicina

Titulo de la Tesis: Evaluacion in vivo e in vitro del tratamiento con plasma rico en
plaquetas en osteoartrosis de rodilla.

Numero de paginas:
Area de Estudio: Terapia Celular.

Introduccidn. La osteoartrosis (OA) de rodilla es una enfermedad degenerativa y
progresiva del cartilago articular y se caracteriza por presentar un estado catabdlico en
el cartilago inducido por citocinas pro-inflamatorias. La infiltracién de plasma rico en
plaguetas (PRP) autdlogo se ha propuesto como una alternativa terapéutica, debido a
su contenido de citocinas biol6égicamente activas. Ademas, el PRP ha mostrado tener
propiedades anti-inflamatorias y regenerativas en cartilago articular dafado. Los
mejores resultados del uso de esta terapia se han obtenido en cartilago con un menor
grado de lesién y de OA. Objetivos. 1) Comparar la respuesta clinica a la infiltracién
con PRP y al tratamiento convencional en pacientes con OA leve, y 2) determinar el
efecto in vitro del PRP sobre la expresion de marcadores genéticos especificos y sobre
la matriz extracelular del cartilago. Materiales y Métodos. Se analizé un total de 65
pacientes con diagndstico clinico y radiografico de OA grado | y Il. Los pacientes se
aleatorizaron en dos grupos: a 32 se les traté con paracetamol (500 mg/8 h) por 6
semanas, y 33 recibieron 3 infiltraciones intra-articulares de PRP (una cada dos
semanas). Todos los pacientes fueron evaluados con la Escala Visual Analoga (EVA),
el indice de OA de Western Ontario and McMaster Universities (WOMAC) y la
encuesta de salud SF-12 al inicio del tratamiento y 6, 12 y 24 semanas después. Se
obtuvieron explantes de cartilago y PRP de 10 donadores que fueron sometidos a
cirugia de reemplazo articular de rodilla. Los explantes se cultivaron en frascos spinner
por hasta 28 dias, en agitacion constante y en presencia de interleucina-18 (IL-1B),
PRP o PRP/IL-1B. Se cuantificd la expresion de genes asociados a inflamacién y
degradacién de la matriz del cartilago (MMP-13, ADAMTSS5, IL-1B) y de aquellos
involucrados en la restauracion de la matriz extracelular (colageno tipo I, agrecano y
SOX09). Se realiz6 un analisis histoldgico de acuerdo a la escala de Mankin modificada
y a la cuantificacion del marcaje por inmunohistoquimica de colageno tipo Il y tipo I.
Resultados. Comparacién de la respuesta clinica a la infiltracion con PRP y del
tratamiento convencional. Ambos tratamientos mostraron una disminucién significativa
en la EVA desde la semana 6. La disminucién en el nivel de dolor de EVA fue mayor en
el grupo tratado con PRP. Los pacientes tratados con PRP tuvieron una mejoria
sostenida en la funcionalidad de la rodilla, al menos hasta las 24 semanas. Los
resultados de SF-12 indican una mejoria en la calidad de vida s6lo en el grupo tratado
con PRP a las 6, 12 y 24 semanas. Evaluacion del efecto in vitro del PRP sobre la
expresion de marcadores genéticos especificos y sobre la matriz extracelular del
cartilago. La expresién de los genes catabdlicos y el valor de la escala de Mankin
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fueron menores en los explantes tratados con PRP y PRP/IL-1B que en los tratados
con IL-1B. Se observo una mayor expresion de los genes involucrados en la sintesis de
matriz extracelular en los explantes tratados con PRP y PRP/IL-13 en comparacion con
el explantes tratados con IL-1B. Los explantes tratados con PRP y PRP/IL-18
mostraron una mayor presencia de proteoglicanos y colageno tipo Il, asi como una
menor presencia de colageno tipo |; estos explantes también tuvieron una mejor
integridad de la superficie y un incremento significativo en el nimero de condrocitos al
compararlos con los explantes tratados con IL-1B. Conclusiones. El tratamiento con
PRP present6 un mejor resultado clinico que el tratamiento convencional con
paracetamol, con una disminucion sostenida en los puntajes de las escalas EVA y
WOMAC y una mejor calidad de vida de los pacientes. Ademas, el PRP favorecié la
restauracion de la matriz extracelular en explantes de cartilago con OA leve y
disminuyd el efecto pro-inflamatorio de la IL-1B. El uso del PRP es una terapia
prometedora para el cartilago dafiado en OA temprana, ya que promueve la reparacién
de la matriz extracelular, disminuye la inflamacion y retrasa la degeneracién del
cartilago.

Dra. C. Herminia Guadalupe Martinez Rodriguez
Directora de Tesis
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1. INTRODUCCION

La osteoartrosis (OA) se considera una enfermedad articular degenerativa
caracterizada por destruccion del cartilago articular, hipertrofia del hueso en sus

margenes y cambios en la membrana sinovial."?

Mas que una entidad patologica, la
OA debe ser vista como una enfermedad multifactorial, en donde intervienen factores
genéticos, mecanicos, metabdlicos y hormonales.?™ La integridad del cartilago articular
depende de un fino equilibrio homeostatico entre dos procesos dirigidos por los
condrocitos: el anabdlico y el catabdlico; el primero conduce a la formacion vy
renovacidn de nuevo tejido y el sequndo a la degradacion del cartilago. La biosintesis
llevada a cabo en el anabolismo, esta asociada con la secrecion de antagonistas de
citocinas, de inhibidores de proteasas y de produccion de matriz extracelular (MEC)
que es estimulada por citocinas y factores de crecimiento.> Durante el catabolismo
ocurren estimulos pro-inflamatorios caracterizados por la secreciéon de metaloproteasas
de matriz (MMPs), la supresién de la sintesis de la matriz cartilaginosa vy la inhibicién
de la proliferacion de los condrocitos, ademas el rol que desempefan los radicales
libres, él 6xido nitrico, las citocinas y algunos factores de crecimiento.>® En la OA, estos
estimulos pro-inflamatorios como la interleucina-18 (IL-18) son producidos en la
membrana sinovial y en los condrocitos. La IL-1B representa la citocina fundamental en
la induccién de las respuestas catabdlicas actuando directamente sobre los condrocitos
suprimiendo la sintesis de colageno tipo Il y de proteoglicanos, debilitando asi la matriz
del cartilago. Estimula la expresién de las MMPs como colagenasas y estromelisina e
induce la produccién de éxido nitrico.”® En general, la respuesta de los condrocitos
durante el proceso de la OA ocurre en cinco etapas: proliferacion y muerte celular,
cambios en la actividad sintética, cambios en la degradacién, modulacién fenotipica de
los condrocitos articulares y formacién de osteofitos.>'® Para combatir los efectos
adversos de este padecimiento, se han disefiado diferentes tratamientos basados en la
administracién de analgésicos, antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos,
suplementos como glucosamina y condroitin sulfato o infiltraciones intra-articulares con
acido hialurénico."'? Sin embargo, estas terapias estan dirigidas al control de los
sintomas y no estimulan una regeneracion del cartilago articular. En los ultimos afios,

se ha propuesto al plasma rico en plaquetas (PRP) como un tratamiento alternativo



para ayudar a combatir la progresion de la destruccion articular en enfermedades
degenerativas como la OA.™

El PRP es una fuente abundante de factores de crecimiento anabdlicos como el factor
de crecimiento transformante-p (TGF-@), factor de crecimiento parecido a insulina tipo |
(IGF-I), factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), entro otros, con propiedades condro-protectoras.'*'®
En concreto, pueden estimular la proliferacion celular de los condrocitos, promover la
sintesis de agrecano y colageno tipo Il, asi como disminuir los efectos catabdlicos de
citocinas inflamatorias como IL-18 y MMPs.'®'" Los resultados de los ensayos actuales
sugieren que el PRP puede tener potencial para mejorar la reparacion del cartilago,
atenuando los sintomas de la OA y mejorando la funcién articular, con un perfil de
seguridad aceptable.’' Sin embargo, hace falta mas evidencia clinica en el uso de
PRP como tratamiento en OA, asi como estudios aleatorizados con un grupo control,
heterogeneidad en el grado de la lesién dentro de los grupos de estudio y evidencia
cientifica en cuanto al mecanismo de accion del PRP.?° Estudios realizados in vitro en
explantes de cartilago con OA sugieren que el tratamiento con PRP reduce
significativamente la expresion de la metaloproteasa de matriz-13 (MMP-13) y la
concentracion de mediadores inflamatorios, al mismo tiempo que estimula la
produccion de acido hialurénico endogeno, disminuyendo de esta manera el
catabolismo del cartilago articular.?’ Nuestro objetivo principal en este proyecto fue
evaluar la respuesta clinica al tratamiento con PRP infiltrado en pacientes con OA leve
de rodilla e investigar el efecto sobre la expresion génica de marcadores especificos de
inflamacién y regeneracion articular y sobre la regeneracién de la MEC in vitro

mediante la adicién de PRP al cultivo de explantes de cartilago humano con OA.



2. ANTECEDENTES

2.1. Osteoartrosis
2.1.1. Definicién

La OA es una enfermedad crénica y degenerativa de las articulaciones, es la causa
mas frecuente de dolor y una de las causas principales de discapacidad y dependencia
de la poblacién adulta; lo cual genera grandes gastos en el area de la salud.?? La OA
es la lesibn mas comun del sistema esquelético; es una enfermedad lentamente
progresiva y degenerativa, caracterizada por la degeneracion erosiva del cartilago
articular, el hueso subcondral, los ligamentos, la cédpsula de la articulacién, la

membrana sinovial y los meniscos.?***

La OA se puede presentar en cualquier articulacién, pero es méas frecuente que ésta se
presente en las articulaciones que soportan el mayor peso del organismo o aquellas
articulaciones relacionadas con un trauma repetitivo, principalmente en la cadera y la
rodilla. Ocasionalmente estos traumatismos cronicos también se presentan en las

articulaciones de la mano, del pie y de la columna cervical y lumbar.?®

2.1.2. Epidemiologia

La OA es mas frecuente en el sexo femenino (2:1), aunque después de la menopausia
la relacion hombre/mujer es 1:1. Su frecuencia aumenta con la edad en hombres y
mujeres, de tal manera que, de acuerdo con los criterios radiograficos, el 30% de las
personas entre 45 y 60 anos de edad y mas del 80% de los mayores de 80 afos,

presentan OA en al menos una articulacion.?%

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, las lesiones musculoesqueléticas
son la causa mas comun de dolor severo a largo plazo y de incapacidad fisica, que
afectan a cientos de millones de personas alrededor del mundo.® A nivel mundial, la
OA es la cuarta causa de morbilidad en mujeres y la octava en hombres mayores de 60
afos.?”* En México, se estimo una prevalencia de OA en poblacién adulta de 2.3% en
un estudio realizado en la Ciudad de México en el afio 2002.% Sin embargo, para el



ano 2011, otro estudio que tomé en cuenta a 5 poblaciones de diferentes estados del
pais (Ciudad de México, Yucatan, Sinaloa, Chihuahua y Nuevo Lebn), reporté una
prevalencia promedio del 10.5%; presentdndose con mayor predominio en los estados
de Nuevo Ledn (16.3%), Chihuahua (20.5%) y Ciudad de México (12.8%).° De
acuerdo a los reportes estadisticos del Instituto Mexicano de Seguro Social (IMSS), la
OA constituye uno de los diez principales motivos de consulta en el primer nivel de

atencion médica.®

Clinicamente, esta condicidbn se caracteriza por dolor de la articulacién, rigidez,
limitacion del movimiento, crepitacion, efusion ocasional y grados variables de
inflamacién.?® Por otro lado, también se caracteriza por un desbalance de procesos
anabdlicos y catabdlicos;* lo que trae como consecuencia un dafio progresivo en el
cartilago y, en ultima instancia, la discapacidad del paciente. La década que inici6 en el
ano 2000 fue llamada “la década del hueso y la articulacion”, para fomentar la
investigacion en la prevencion, el diagndstico y el tratamiento de las lesiones

musculoesqueléticas tales como la OA.*®

2.2. Diagnéstico de la Osteoartrosis

El diagnéstico clinico de la OA es eminentemente clinico-radioldgico, se realiza con
base en una historia clinica completa y exploracién fisica dirigida. No se solicitan
estudios de laboratorio de forma rutinaria, ya que no existe una prueba diagndstica
especifica o patognomoénica para el diagnostico. La exploracion fisica es lo mas
importante; por lo que se debe hacer una revisién minuciosa de cada articulacion. La
exploracién debe ser realizada de manera general y sistematizada, abarcando diversos

aspectos segun la articulacion.

Existen diversas escalas para valorar clinicamente la funcién fisica de la articulacién de
la rodilla; las cuales se componen de diversas preguntas, que responden el paciente o
el médico, de acuerdo con el cuestionario. Entre ellas se pueden mencionar: el indice
WOMAC (Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index), el indice IKDC
(International Knee Documentation Comittee), el KOOS (Knee Injury and Osteoarhritis
Outcome Score), el KSS (Knee Society Score) y el OKS (Oxford Knee Score).®*



El WOMAC se utiliza para evaluar a los pacientes con OA de cadera o de rodilla
mediante 24 parametros, divididos en 3 areas: dolor, rigidez y funcionalidad fisica. El
WOMAC también se puede utilizar para monitorear el curso de la enfermedad o para

determinar la efectividad de medicamentos antirreumaticos.

La AOSSM (American Orthopaedic Society for Sports Medicine) y la ESSKA (European
Society of Sports Traumatology, Knee Surgery & Arthroscopy) se reunieron para formar
el IKDC, y desarrollar un método estandar para la nomenclatura y evaluacién de las
lesiones de ligamentos de la rodilla. La evaluacion de la IKDC combina sintomas y
signos de los pacientes. El IKDC gradua globalmente las lesiones articulares en A

(normal), B (cerca de lo normal), C (anormal) o D (severamente anormal).*

El cuestionario KOOS se desarroll6 como un instrumento para evaluar la opinion del
paciente sobre su rodilla y problemas asociados. EI KOOS consiste de 5 subescalas:
dolor, otros sintomas, funcion en la vida diaria, funcion en deportes y recreacion y
calidad de vida.*’

El KSS es la escala de la American Knee Society y se divide en dos partes, en la
primera parte se evalla la puntuacion de la rodilla (knee score) y en la segunda parte
se evalla la funcién de la rodilla (knee function). EI KSS es la escala de valoracién mas

usada internacionalmente en cirugias de prétesis de rodilla.®®

El OKS es la versién para la rodilla del Oxford-12 para la valoraciéon de artroplastias y
artrosis de rodilla. Es un cuestionario corto, practico y facil de aplicar, basado en
preguntas que responde el paciente. Una de las limitaciones del OKS, es que éste es
mas influenciable que el KSS por variaciones demograficas como la edad vy
condiciones médicas mayores coexistentes, debido a un componente funcional
incrementado, mientras que el KSS separa el estado de la rodilla del estado

funcional.®®

Por otro lado, la radiografia simple de la regién afectada es el método basico para el
estudio y diagnéstico de la OA. Los hallazgos radiogréaficos que se pueden encontrar
son los siguientes: disminucion asimétrica del espacio articular, formacién de hueso
subcondral (osteofitos), presencia de esclerosis subcondral y presencia de quistes
subcondrales.



2.3. Tratamiento de la Osteoartrosis

El tratamiento ideal para la OA es multidisciplinario y debe cumplir con los objetivos de
lograr anestesia, disminuir la discapacidad y mejorar la funcionalidad articular asi como
la calidad de vida del paciente con la menor toxicidad de los medicamentos.

El manejo farmacoldgico inicial, cominmente comienza con analgésicos, como el
paracetamol (el paracetamol constituye el farmaco de primera linea recomendado para

el manejo del dolor leve a moderado en OA),***'

agentes antiinflamatorios esteroideos,
y otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos.* Ademas, una gran variedad de
otros agentes farmacéuticos tales como glucosamina, condroitin sulfato y acido
hialurénico, se han propuesto como soluciones no invasivas para el tratamiento del
dolor,”® mejorando la movilidad de la articulacién, todos con tasas de éxito variables.
En cuanto al uso de los medicamentos antes mencionados, existen varios factores que
podrian representar una limitante para su correcta administracion, como la potencial
toxicidad cardiovascular y gastrointestinal, la gran variacion en la respuesta individual a
cada farmaco y la ausencia de datos clinicos claros, con respecto al potencial

terapéutico de estas sustancias."

Otra modalidad de tratamiento recurrente son los agentes tépicos, los cuales sélo han
mostrado ser dtiles a corto plazo y para controlar dolor leve moderado.** Por otra parte,
la glucosamina, el condroitin sulfato y las infiltraciones intra-articulares de acido
hialuronico tampoco han mostrado su efectividad claramente. Al final, ninguno de los
tratamientos que actualmente se encuentran disponibles puede ser considerado como

un procedimiento ideal para curar o aliviar la condropatia crénica severa u OA.*5

2.4. Terapias Alternas para el Tratamiento de la Osteoartrosis

En el pasado, la terapia contra la OA no tomaba en cuenta las verdaderas causas ni
los mecanismos patogénicos por los cuales se desarrolla esta condicion, enfocandose
principalmente en tratar los sintomas, en vez de interferir con la progresion del dafo al
cartilago.?? Desde hace algunos afios este enfoque ha ido cambiando, y una variedad
de técnicas enfocadas en la reparacion del tejido se han desarrollado, en un intento por
mejorar las capacidades auto-regenerativas del cartilago articular; estas técnicas

comunmente se prueban en defectos osteocondrales articulares para determinar su



eficacia.*’*® Asi, diversos procedimientos quirtirgicos se han desarrollado y aplicado
clinicamente en pacientes con el fin de tratar de reparar el dafo del tejido articular. La
microfractura es el procedimiento mejor estudiado, con el cual se ha logrado
incrementar la recuperacion del cartilago, estimulando la médula 6sea subcondral en la
vecindad de los defectos articulares.*”*® Sin embargo, esta propuesta se ha visto
limitada por la pobre calidad del tejido formado en la reparacién, el cual va desde tejido
fibroso hasta la formacion de un tejido mas parecido al cartilago hialino. Por otro lado,
el implante de condrocitos autélogos ha recibido mucha atencién por su potencial como
un tratamiento novedoso para la reparacion del cartilago dafiado, y se ha convertido en
el procedimiento quirirgico que se basa en el uso de células mas ampliamente
utilizado para la reparacion de los defectos articulares del cartilago.’®*' El uso de esta
técnica ha presentado algunas limitaciones debido a que su aplicacién es ideal solo
para la reparacion de lesiones focales y no de grandes defectos articulares.

Otra area de investigacion que ha tenido un gran auge en los ultimos afos, como
alternativa en cuanto al tratamiento de los defectos articulares se refiere, es la
ingenieria de tejidos. Este es un campo interdisciplinario que combina conocimientos
de las ciencias biolégicas y la ingenieria con el objetivo de restaurar, mantener o
aumentar la funcion del tejido. Dentro del contexto de la medicina regenerativa, la
combinacién de andamios biocompatibles, con células, representa una alternativa

promisoria como herramienta terapéutica.>

La investigacion actual se ha enfocado en descubrir nuevos métodos para estimular la
reparacion del cartilago articular. En particular, de los conocimientos mas recientes que
se tienen sobre la biologia de tejidos, destaca la compleja regulaciéon que ofrecen los
factores de crecimiento con respecto a la estructura normal del tejido y a la respuesta
que se presenta cuando ocurre el dafio tisular.’® La influencia de estos factores de
crecimiento en la reparacion del cartilago ha sido ampliamente investigada en estudios

tanto in vitro como in vivo.>*%®



2.5. Plasma Rico en Plaquetas
2.5.1. Definicion

La terapia con plasma rico en plaquetas (PRP) es un método simple, de bajo costo y
minimamente invasivo. Actualmente, en la mayoria de los casos, el PRP se define
Unicamente por la cantidad absoluta de plaquetas y no por la de otros componentes. El
rango de concentracion normal de plaquetas en sangre es de 150,000 a 350,000
plaquetas/uL,> mientras que, generalmente se acepta que la concentracion de
plaguetas en el PRP, es de 2 a 4 veces mayor que su concentracion normal en

sangre.*®

La logica detras del uso del PRP es que las plaquetas son las primeras en actuar en el
sitio de la lesién, liberando diversas moléculas bioactivas que desempefian un papel

fundamental en el proceso de cicatrizacién.>®

2.5.2. Plaquetas

Las plaquetas son células anucleadas, tradicionalmente caracterizadas como efectores
principales del proceso de hemostasia, el cual estd mediado por la liberacion de
proteinas durante su activacién. Las plaguetas contienen distintas estructuras
intracelulares, tales como glucégeno, lisosomas y granulos (densos y alfa). En
particular, los granulos alfa almacenan y secretan diversos tipos de proteinas, las
cuales se pueden subdividir de acuerdo a sus propiedades funcionales. Asi, podemos
encontrar proteinas de adhesion, factores de coagulacion, factores fibrinoliticos,
proteasas y anti-proteasas, factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas,
glicoproteinas de membrana y proteinas antimicrobianas, entre otras. La Tabla 1
compendia los factores contenidos en los granulos alfa de las plaquetas y sus
funciones. En la Tabla 1 las proteinas se encuentran clasificadas en grupos, aunque

algunas de ellas podrian desarrollar diversas funciones.'®



Tabla 1. Contenido de los granulos alfa de las plaquetas y sus categorias funcionales.'®

Categoria

Proteinas

Proteinas de
adhesion

Factores de
coagulacion y
proteinas asociadas
Factores
fibrinoliticos y
proteinas asociadas

Proteasas y anti-
proteasas

Factores de
crecimiento,
citocinas y

quimiocinas

Proteinas basicas y
otras

Proteinas
antimicrobianas

Glicoproteinas de
membrana

Otras

VWF' + pro-péptido, fibrinégeno, fibronectina, vitronectina,
trombospondina 1, laminina 8

Factor V/Va®, Factor XI, multimerina, gas6°, proteina S*, cininégeno de
alto peso molecular, antitrombina, inhibidor de la via del factor tisular

Plasmindgeno, PAI-I°, u-PA®, osteonectina, a2 antiplasmina,
glicoproteina rica en histidina, TAFI", a2 macroglobulina

Inhibidor tisular de metaloproteasas 4, metaloproteasa 4, inhibidor
plaquetario de FIX®, proteasa nexina 2, inhibidor de C1°, a1 antitripsina

PDGF'®, TGF''-B1y -2, EGF', IGF-1"®, VEGF'* (A y C), bFGF'®, FGF-
2, HGF'® |IL-8"7, MIP-1a'®, CXCL5'®, MCP-3%, angiopoyetina 1, IL-1B?",
IGF BP-3%, proteina quimiotactica de neutréfilos

PF4%, tromboglobulina B, proteina basica de plaquetas, péptido
activador de tejido conectivo Ill, péptido activador de neutréfilos 2,
endostatinas

Trombocidinas

allbp3®, avp3®, GPIb*®, PECAM-I?’, CD40L?, factor tisular, P-
selectina, receptores para agonistas primarios

Condroitin sulfato-4, albdmina, inmunoglobulinas

'WWF, factor de Von Willebrand; “V/Va, Factor V/Factor V activado; *Gas-6, Proteina especifica
del gen de la detencién de crecimiento; 4Proteina S, Proteina plasmatica dependiente de
vitamina K; °Inhibidor del activador del plasmindgeno-I; ®Activador del plasmindégenourocinasa;
"TAFI, Inhibidor de fibrindlisis activado por trombina; °FIX; Factor IX; °C1, Proteina del sistema
del complemento tipo 1; '’PDGF, Factor de crecimiento derivado de plaquetas; ''TGF, Factor de
crecimiento transformante;'’EGF, Factor de crecimiento endotelial; "IGF-1, Factor de
crecimiento parecido a insulina tipo I; VEGF, Factor de crecimiento vascular endotelial;
“bFGF, factor de crecimiento basico de fibroblastos; '°HGF, Factor de crecimiento de
hepatocitos; '’IL-8, Interleucina 8; "®MIP-1a, Proteina inflamatoria de macréfagos-1 alfa;
'¥CXCL5, Quimiocina 5 con motivo CXC; *°MCP-3, quimiocina especifica de monocitos-3; *'IL-
1B, interleucina 1B; 2IGF BP3, Proteina 3 de union al factor de crecimiento parecido a insulina;
23PF4, factor plaquetario 4; 24O(IIbBB, Glicoproteina llb/llla; 25avB3, Integrina alfa V/integrina beta
3; ®GPlb, Glicoproteina Ib; ’PECAM-I, Molécula plaquetaria de adhesion celular endotelial;
?8CD40L, Ligando del grupo de diferenciacién 40.



Se ha reportado que algunas de las proteinas bioactivas que liberan las plaquetas son
responsables de atraer macrofagos, células madre mesenquimales y osteoblastos, que
no solo facilitan la remocién del tejido necrético dentro de una lesién, sino que también
participan en funciones bioldgicas avanzadas que van desde la cicatrizacion de

heridas, hasta el crecimiento tumoral.®®

El hecho de que las plaquetas secreten factores de crecimiento y metabolitos activos
lleva a pensar que su uso puede tener una influencia positiva en situaciones clinicas
que requieren una rapida cicatrizaciéon y regeneracion tisular. Ademas, la presentacion
de los factores de crecimiento unidos a las plaquetas o en un andamio de fibrina puede

dar como resultado una mejor actividad con respecto a las proteinas recombinantes.'®

2.6. El PRP como Terapia para la Regeneracion de Tejidos

Ya se ha experimentado con este tipo de terapia en diferentes campos de la medicina
para probar su potencial para aumentar la regeneracién de tejidos.””®' El PRP se
puede obtener como parte de uno de los componentes de la sangre y como ya se
menciond, es una fuente natural de multiples factores de crecimiento autélogos, que se
encuentran almacenados y son liberados por las plaquetas.®® Esta terapia ha ganado
atencion alrededor del mundo como una de las modalidades biolégicas que
eventualmente puede tener diversas aplicaciones clinicas, dado su facil aislamiento,
disponibilidad y la ausencia de reacciones inmunologicas o transmision de
enfermedades. Las aplicaciones clinicas estan comenzando a ser exploradas,
actualmente se pueden incluir el tratamiento de lesiones en tendones y ligamentos, asi

como en la terapia dental."®%%-°

El PRP autélogo se us6 por primera vez en 1987, después de una cirugia de corazén
abierto, para evitar la excesiva transfusién de componentes sanguineos homélogos.®®
El PRP se popularizé después dentro del campo de las cirugias plasticas vy
maxilofaciales en la década de 1990, como un medio para la liberacion de factores de
crecimiento.®” La cirugia de implantes dentales con regeneracién ésea guiada, es una
de las situaciones en las que, una especie de gel rico en plaquetas, claramente acelera
la osificaciébn después de la extraccion de una pieza dental y/o alrededor de los
implantes de titanio utilizados. Por su parte, el uso de esta terapia en ortopedia
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comienza temprano en la década del 2000 con el uso del PRP en injertos de hueso,
para incrementar la fusion espinal y la consolidacién de las fracturas. Aunque el debate
continGia con respecto al potencial beneficio del PRP para la recuperacion del hueso,®®
un creciente numero de evidencias a nivel de laboratorio apoya el uso de las

infiltraciones de PRP para el tratamiento de lesiones musculares y de tendones.®*"?

2.7. EI PRP en la Regeneracion del Cartilago Articular
2.7.1. Caracteristicas generales del cartilago articular

El cartilago articular es el tejido conectivo altamente especializado de las articulaciones
moviles, cuya principal funcion es proveer una superficie articular con una baja friccion
y un eficiente soporte contra la carga mecanica. El cartilago es un tejido avascular y
aneural, desprovisto de drenaje linfatico, que posee una capacidad regenerativa
intrinseca muy baja,” por lo que las lesiones producidas en el cartilagoson dificiles de
tratar y en la actualidad contindan siendo un reto para los cirujanos ortopedistas.

El cartilago articular esta integrado por una poblacion celular relativamente baja
(condrocitos, <5%), un 60-85% de fluido intersticial y una MEC sélida, compuesta de
alrededor de 15-22% de colageno tipo Il y de 4-7% de proteoglicanos y otras
proteinas.”’® El cartilago articular es un tejido que se conforma de 3 capas, las cuales
varian en el didmetro y orientacion de las fibras de colageno, y en forma y densidad de
los condrocitos, de acuerdo con la profundidad del cartilago en el entorno mecanico. La
capa superficial estd en contacto con las superficies articulares, las fibras de coldgeno
estan dispuestas de forma paralela con respecto a la superficie, el flujo de liquido es
alto y las tensiones de compresién pueden alcanzar hasta un 50% mas en
comparacion con las zonas méas profundas.”®’” Los condrocitos en esta capa tiene una
forma aplanada con una ubicacién paralela a la superficie y se encuentran sometidos al
flujo del fluido y la consolidacién de la matriz.”” Después, los condrocitos de la zona
media experimentan poca tensién y poco flujo de fluidos y principalmente estan bajo
presion hidrostatica, son de forma redondeada y producen grandes cantidades de
glicosaminoglicanos y colageno tipo Il en una orientacién aleatoria.”” Por ultimo, en la
zona profunda, las fibras forman conjuntos mas gruesos que son perpendiculares a la
superficie articular y anclan el cartilago al hueso en la linea de calcificacion
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(tidemark).” La densidad celular en el cartilago maduro disminuye de alrededor de 60
células/cm® en la capa superficial a cerca de 10 células/cm® en la zona profunda, un

resultado de la alta tasa de sintesis de MEC.”®

Cambios biolégicos, incluidos cambios biomecanicos y metabdlicos, asi como
traumatismos, pueden llevar a la pérdida de la homeostasis del tejido, dando como
resultado una disminucion acelerada de la superficie articular, lo que puede dar lugar a

la presencia de artrosis en una etapa final.*®

2.7.2. Investigaciones sobre el uso del PRP en la regeneracion del cartilago

articular

Se han realizado algunos estudios in vitro, en los que se intenta mostrar el potencial
uso del PRP para promover la regeneracion del cartilago, en donde se ha visto que se
incrementa la proliferacion celular; asi como la expresién de algunos marcadores
condrogénicos (RUNX-2, SOX9 y agrecano) en células madre mesenquimales
cultivadas en presencia de PRP.” Ademas, se ha observado que el PRP estimula la
migracion y diferenciacion de células progenitoras subcondrales humanas, asi como su
capacidad para inducir la produccion de proteoglicanos y colageno tipo Il en la MEC
formada.®® El PRP también se ha probado en defectos osteocondrales en modelos
animales, con la adicién de &cido polilactico glicdlico (PLGA)®' o en combinacién con
condrocitos en un andamio tridimensional,® dando como resultado una mejoria en la
regeneracion de cartilago articular con respecto a sus controles. Aunado a esto, se ha
propuesto que el PRP podria ser utilizado como un acarreador aut6logo para inyectar y

fijar condrocitos en el sitio del defecto en el cartilago articular.®®

Algunos otros trabajos, también muestran el potencial uso del PRP para promover la
regeneracién del cartilago.”®®'%® Esto debido a que en el PRP se pueden encontrar
concentraciones terapéuticas de varios factores de crecimiento importantes, que
juegan un papel fundamental en procesos de condrogénesis, tales como el factor de
crecimiento parecido a insulina tipo 1 (IGF-1), hormona de crecimiento humano (hGH),
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF), proteina morfogenética de hueso 2 (BMP-2), proteina

morfogenética de hueso 4 (BMP-4) y proteina morfogenética de hueso 7 (BMP-7).84°
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2.7.3. Evaluacion del PRP en modelos in vitro de OA

Los modelos de cultivo in vitro para la OA se han usado comUnmente para tratar de
comprender mejor los mecanismos patolégicos de la enfermedad, asi como para
evaluar biomarcadores y estrategias terapéuticas. Los principales modelos usados
para el estudio in vitro de la OA son los cultivos de explantes, cultivos en monocapa
(incluyendo los co-cultivos) y los cultivos en 3D. Los modelos basados en el cultivo de
explantes presentan la principal ventaja de que pueden ser usados para examinar la
respuesta de las células en su MEC natural, sin que el fenotipo celular se vea
alterado.®® Ademas, ya que se sabe que los explantes de cartilago en cultivo pueden
permanecer viables por largos periodos,®” se ha podido evaluar el efecto de

alternativas terapéuticas y otras modalidades de co-cultivos.®*°

Por estas razones, diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de explorar
los efectos de la terapia del PRP en OA desde diversos puntos de vista. Pereira et al.
2013 reportaron que el PRP es capaz de mantener el fenotipo condrocitico y que
ayuda a resolver el proceso pro-inflamatorio en condrocitos humanos cultivados en
monocapa. Matuska et al. 2013°' mencionan que un derivado del PRP (autologous
protein solution, APS) tiene el potencial de prevenir la pérdida del cartilago asociada a
los efectos pro-inflamatorios de IL-1a o TNF-a en explantes de cartilago bovino.
También se ha visto que el PRP promueve una mejor restauracion en el cartilago y el
hueso subcondral en comparacion con el acido hialurénico en defectos creados en
rodillas de conejos.”? De manera mas reciente, se concluyé que el PRP estimula la
produccién de acido hialurénico y disminuye el catabolismo del cartilago® y que
ademas es capaz de modificar favorablemente la expresion de marcadores
involucrados en la degradacion del cartilago asociada a inflamacién® en un modelo de
co-cultivo de cartilago y membrana sinovial humanos bajo un ambiente pro-inflamatorio

inducido por la IL-1.

A pesar de sus importantes contribuciones, algunas de las desventajas que presentan
estas investigaciones son el uso de tejidos y modelos animales, la evaluacion de los
efectos del PRP a tiempos cortos (desde algunas horas hasta 3 o 4 dias), y que los
cultivos se retan en ambientes pro-inflamatorios agudos. Debido a esto, seria
importante analizar el efecto del PRP en explantes de cartilago con OA, en cultivos
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prolongados bajo un ambiente pro-inflamatorio crénico, tratando de simular el ambiente

articular de un paciente que es tratado con infiltraciones intra-articulares de PRP.

2.8. Estudios Clinicos sobre el uso de PRP como Tratamiento para la
Osteoartrosis

La mayoria de los estudios clinicos, actualmente disponibles en la literatura médica,
apoyan el uso del PRP para el tratamiento de las lesiones de cartilago en rodilla u OA,
aplicandolo en forma de infiltraciones intra-articulares. En todos estos estudios, los
investigadores se han valido del uso de escalas clinicas o indices (WOMAC, IKDC,
KOOS, NRS, EVA entre otras) para valorar y medir el efecto del tratamiento.

En la Tabla 2 se muestra un resumen de las principales investigaciones realizadas
hasta ahora.'®?%"% Se trata de estudios muy heterogéneos, en cuanto al tipo de
afeccidn de los pacientes, quienes fueron tratados de acuerdo a su grado de OA. La
mayoria de ellos presentaba grados de OA de I-lll o de I-1V); el intervalo de aplicacion
de las infiltraciones fue desde 1 semana hasta 1 mes; el numero de aplicacién de las
infiltraciones fue de 1 a 4 y el predominio de periodos de evaluacion fue de corto a
mediano plazo. A pesar de la heterogeneidad de las condiciones de dichos estudios, se
puede apreciar que en la mayoria de estos ensayos, el PRP ofrece mejores resultados
en comparacion con las otras estrategias de tratamiento empleadas; principalmente en

comparacion con el acido hialurdénico.

En ocho de los estudios realizados en pacientes con OA infiltrados con PRP, se
presentan los resultados acerca de series de casos 0 ensayos comparativos no

aleatorizados, 8:22:94-98.103

lo que presenta una de las principales desventajas al
momento de evaluar el PRP como terapia. Sin embargo, en todos los estudios
mencionados se pudo observar que esta aproximacion terapéutica es segura y que
mejora la sintomatologia de los pacientes tratados. El resto de las publicaciones
corresponden a ensayos mas recientes en donde se compara el tratamiento con PRP
con respecto al tratamiento con acido hialurénico en pacientes tratados de manera
aleatoria. El primero tiene mejores resultados que el segundo en la disminucion del
dolor, mejora de la funcion articular y mejora de la calidad de vida. Solo en tres de los

estudios no hubo diferencias significativas entre grupos.'®'%'% | 3 evidencia clinica de
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este tipo de estudios es mas relevante y se confirma la seguridad de la terapia

propuesta. El numero de pacientes tratados por grupo varia ampliamente de 9 a 94.

Tabla 2. Ensayos clinicos sobre la aplicacion de la terapia con PRP en OA de rodilla.

Evaluacion
Referencia Tipo de estudio clinica gfd(?l;’ e Resultado
(tiempo)
Sanchez M, Retrospectivo, WOMAC* I, 1L My IV Reduccioén en el porcentaje de
et al. 2008 observacional (5 semanas) (n= WOMAC atribuido al
o PRP? (3 aplicaciones) 30/grupo) tratamiento con PRP.
o AH?® (3 aplicaciones)
KonE, etal. Serie de casos IKDC®, EVA® |1l llly IV Mejora significativa de la
2010% e PRP (3 aplicaciones) (12 meses) (n=91) evaluacion clinica. Disminuyé a
los 12 meses.
Filardo G, et  Serie de casos IKDC, EVA I, 1L My IV Disminucién en mejoras
al. 2011'® o PRP (3 aplicaciones) (24 meses)  (n =90) obtenidas al afio de
seguimiento. Resultados
mejores que lo obtenido antes
del tratamiento.
Kon E, etal.  Prospectivo, comparativo IKDC, EVA LAL Ly IV Mayor eficacia y durabilidad en
2011% o PRP (3 aplicaciones) (6 meses) (n= disminucion del dolor y
e LW AH (3 50/grupo) recuperacion de funcién
aplicaciones) articular con PRP.
e HW®AH (3
aplicaciones)
Wang- Prospectivo, no WOMAC, ALy 1V Mejora en funcion, calidad de
Saegusa A, aleatorizado EVA, SF-36° (n = 261) vida y disminucién del dolor.
etal. 2011* o PRP (3 aplicaciones) (6 meses)
Napolitano Serie de casos WOMAC, [, 1yl Mejora de los parametros
M, et al. ¢ PRP (3 aplicaciones) NRS' (n=27) evaluados. Disminucién del
2012% (6 meses) dolor después de primera
aplicacion.
Filardo Gé et Prospectivo, comparativo IKDC, EVA I 10, Ny 1V Mejora significativa en
al. 2012° e PRP a (3 aplicaciones) (12 meses) (n= evaluaciones. Resultado similar
» PRP b (3 aplicaciones) 72/grupo) en ambos grupos.
Spakova T, Prospectivo, aleatorizado WOMAC, LNy IV Mejores resultados en
etal. 2012 o PRP (3 aplicaciones) ~ NRS (n= evaluaciones clinicas para el
o AH (3 aplicaciones) (6 meses) 60/grupo) grupo tratado con PRP.
Cerza F, et Aleatorizado, controlado WOMAC I, 1y 1l Mejora significativa en la escala
al. 2012'® ¢ PRP (4 aplicaciones) (6 meses) (n= WOMAC al final del estudio, en
e AH (4 aplicaciones) 60/grupo) pacientes tratados con PRP (p
<0.001).
Sanchez M,  Aleatorizado, controlado WOMAC I, 1yl Mayor porcentaje de
etal. 2012"" o PRP (3 aplicaciones) =~ OMERACT- (n=89;n=  respondedores en el grupo de
o AH (3 aplicaciones) OARSI" 87) PRP (14.1% mas que AH;
(6 meses) p=0.044).
Vaquerizo V, Aleatorizado, controlado WOMAC I, Ny IV El tratamiento con PRP fue
et al. 201310é e PRP (3 aplicaciones) OMERACT- (n= significativamente mas eficiente
e AH (1 aplicacién) OARSI 48/grupo) y el rango de respondedores
Indice fue significativamente mayor
Lequesne que con AH.
(12 meses)
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Jang SJ, et Serie de casos IKDC, EVA I, 1yl Mejora clinica y menor dolor a
al. 2013'® e PRP (1 aplicacién) (12 meses) (n=65) los 6 meses, tiende a disminuir
al afio. Menor efecto a edad
avanzada.
Patel S, et Aleatorizado, doble ciego EVA, I, 1y 1l Mejora clinica en ambos
al. 2013'"° e PRP (1 aplicacién) WOMAC (6 (n=27;n= grupos de PRP con respecto a
e PRP (2 aplicaciones) meses) 25; n = 26) Placebo. Sin diferencias entre
¢ Placebo (1 aplicacién) grupos de PRP. Mejores
resultados en pacientes con
OA leve.
Raeissadat Aleatorizado, controlado WOMAC, LA, Ny IV Mejoria en dolor y
SA, et al. o PRP (2 aplicaciones) SF-36 (n=87;n= funcionalidad en ambos
2015'% ¢ HA (3 aplicaciones) (12 meses) 73) grupos. El PRP fue mejor. Los
pacientes con grado Il
mostraron mayor mejoria.
Filardo G, et  Aleatorizado, controlado IKDCé EQ- I, 1y 1l Ambos tratamientos
al. 2015'% e PRP (3 aplicaciones) VAS'™, (n=94;n= incrementaron funcién de
o HA (3 aplicaciones) KOOS'", 89) rodilla y disminuyeron
Tenger sintomas. Sin diferencia entre
score, grupos.
(12 meses)
Forogh B, et  Aleatorizado, doble ciego EVA, KOOS, |yl PRP disminuye dolor por mas
al. 2015'%® e PRP (1 aplicacion) ROM'™ (n=21;n=  tiempo, alivia sintomas e
e Corticosteroide (6 meses) 20) incrementa calidad de vida a
corto plazo comparado con
Corticosteroide.
Gormeli G, Aleatorizado, doble ciego EQ-VAS, I 10, Ny 1V Evaluaciones de aplicacion
etal. 2015'® « PRP (1 aplicacion) IKDC (6 (n=44;n= triple mejor que en otros
e PRP (3 aplicaciones) meses) 39;n=39;n  grupos. Sin diferencia entre
e AH (1 aplicacién) = 40) aplicacién tnica de PRP y AH.
e Placebo (1 aplicacion) Mejores resultados clinicos con
triple PRP en OA temprana.
Kavadar G; Aleatorizado EVA, 11 Mejoria significativa en escalas
etal. 2015 o PRP (1 aplicacion) WOMAC, (n=33;n= evaluadas en los 3 grupos. La
e PRP (2 aplicaciones) TUG™ 32;n =33) aplicacion triple fue la mas
e PRP (3 aplicaciones) (6 meses) efectiva. Sin diferencia en el
valor de WOMAC.
Paterson KLé Aleatorizado, doble ciego EVA, KOOS, llylll Mejora en funcion de rodilla,
etal. 2016'” o PRP (foto-activado) KQoL'® (n=10;n= dolory calidad de vida con
e AH (12 9) PRP. No hubo diferencia con el
semanas) grupo AH.

'OA, Osteoartrosis; “PRP, Plasma rico en plaquetas; °AH, Acido Hialurénico; “WOMAC,
Western Ontario and McMaster Universities Index of Osteoarthritis; °IKDC, International Knee
Documentation Comitee; °EVA, Escala Visual Analoga; 'LW, Low Weight, ®HW, High Weight;
°SF-36, SF-36 Health Survey; '°NRS, Numeric Rating Scale; ''OMERACT-OARSI,
Rheumatology Committee and Osteoarthritis Research Society International Standing
Committee for Clinical Trials Response Criteria Initiative; '*EQ-VAS, EuroQol Visual Analog
Scale; *KOOS, Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score; '*ROM, passive Ranges of
Motions; "*TUG, Timed-Up and Go test; '®KQoL, Quality of Life scale.
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3. JUSTIFICACION

La motivacién para realizar este estudio surgié de la gran inquietud que existe en
cuanto a la aplicacién del PRP en patologias asociadas a la degeneracién del cartilago
articular y en la cantidad de resultados controversiales que se encuentran en la
bibliografia cientifica con respecto a este tema.

Ademas, la limitada capacidad de regeneracion del cartilago articular ya conocida
incrementa la importancia de encontrar nuevos tratamientos contra las alteraciones

degenerativas articulares, y de constatar su seguridad y eficacia.

Terapias emergentes, como la del PRP, deben ser objeto de estudio e investigacién y
en caso de demostrarse su seguridad y sus efectos benéficos, con la suficiente
evidencia clinica y cientifica que lo apoye, considerar su aplicacion como una

alternativa para el sistema terapéutico actual.
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4. HIPOTESIS

Evaluacion in vivo

1) El tratamiento con infiltraciones de PRP en rodillas de pacientes con OA leve,

es mas efectivo que el tratamiento convencional con paracetamol.
Evaluacion in vitro

2) La adicién de PRP al cultivo de explantes de cartilago con OA leve, modifica la
expresion de genes involucrados en la sintesis y degradacién de la MEC, asi

como en su histologia.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el tratamiento con PRP in vivo en pacientes con OA de rodilla grado 1 o ll, e in
vitro en explantes de cartilago con OA grado | o Il

Objetivos Especificos

e Comparar la efectividad clinica del tratamiento con PRP en pacientes con OA
leve de rodilla y del tratamiento convencional.

e Analizar la concentraciobn de plaquetas, del antagonista del receptor de
interleucina-1 (IL-1ra) y del factor de crecimiento transformante-p (TGF-B) en
las preparaciones de PRP.

e Evaluar los cambios en la expresion de genes relacionados con la sintesis y
degradacién de MEC en cultivos de explantes de cartilago con OA leve tratados
con PRP.

e Evaluar los cambios histolégicos en cultivos de explantes de cartilago con OA
leve tratados con PRP.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estudio Clinico (Evaluacion in vivo del Tratamiento con PRP)
6.1.1. Pacientes y disefio del estudio

Este fue un estudio clinico, prospectivo, controlado y aleatorizado, realizado con
pacientes que acudieron a la consulta de Ortopedia y Traumatologia del Hospital
Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzélez" de la UANL. Se seleccionaron pacientes
con diagnostico de OA grado | y I, de acuerdo con la clasificacién de Kellgren-

Lawrence'""

y que cumplieran con los criterios de inclusion del protocolo. Se estudio la
presentacion y evolucién clinica de los pacientes incluidos en el presente estudio. En
pacientes con OA bilateral, solo la rodilla que reflejaba mayor sintomatologia fue
tomada en consideraciéon. Se le explico a cada paciente en qué consistia el protocolo
de investigacién, sus ventajas, riesgos y lo que se esperaba encontrar mediante una
carta de consentimiento informado; la cual firmé cada paciente, manifestando que
estaba de acuerdo en participar en el protocolo. Dicha carta de consentimiento fue
evaluada y aprobada por el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, bajo el
namero de registro BI13-001. Adicionalmente, el ensayo clinico fue registrado en la
plataforma publica de registro de ensayos clinicos “ClinicalTrials.gov” bajo el nUmero
de identificacion NCT01782885.

6.1.1.1. Criterios de inclusién

e Mayores de 18 afos.

e Pacientes que no estuvieran bajo tratamiento farmacoldgico con AINES (anti-
inflamatorios no estorideos) durante al menos una semana previa a entrar al
protocolo.

¢ Dolor, inflamacion o cualquier otro sintoma relacionado con OA de rodilla por al
menos 3 meses.

e Signos radiologicos de OA de rodilla grado | o Il de acuerdo a la clasificacion de
Kellgren-Lawrence.

e Género indistinto.
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6.1.1.2. Criterios de exclusién

e Signos radioldgicos de OA de rodilla grado Il o IV de acuerdo a la clasificacion
de Kellgren-Lawrence.

e Pacientes con cualquier tipo de intervencién quirurgica en la rodilla.

e Pacientes embarazadas.

e Pacientes con enfermedades reumaticas asociadas.

e Enfermedades hepaticas, diabetes, enfermedades hematolégicas
(coagulopatias), enfermedades cardiovasculares severas, infecciones,
inmunodepresion.

e Pacientes en terapia con anticoagulantes.

e Pacientes con valores de hemoglobina y de plaquetas menores de 11 g/dL y
150,000/uL, respectivamente.

6.1.2. Preparacion del PRP

El procedimiento consistié en la obtencién de 27 mL de sangre venosa distribuida en 6
tubos vacutainer con citrato de sodio 0.109 M (BD Vacutainer®, Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, USA) como anticoagulante para cada infiltracién. Se
obtuvo una muestra extra en tubo con EDTA como anticoagulante (BD Vacutainer®)
para cuantificar el numero basal de plaquetas. Las muestras de sangre se
centrifugaron durante 6 min a 1800 rpm (600 xg) para separar la capa de eritrocitos
(Centrifuga Heraeus Megafuge 1.0R de Thermo Electron Corporation, Asheville, NC,
USA). La capa superior de plasma se recolecté en un tubo estéril de polipropileno de
15 mL, tratando de no remover la capa de leucocitos. El plasma obtenido de todos los
tubos se centrifugd de nuevo durante 4 min a 3400 rpm (1900 xg), para obtener un
plasma de dos fases: la fase superior, que consisti6 en plasma pobre en plaquetas
(PPP), y la fase inferior, que consistié en el PRP. El PPP se descarté para obtener un
volumen final de 3 mL. Este volumen, consistente de PRP (Figura 1), se mezcld
cuidadosamente para resuspender las plaquetas y se transfirié después a un tubo
estéril (BD Vacutainer®). Una alicuota del PRP final se utilizé para cuantificar el
numero de plaquetas en el laboratorio. La manipulacion de las muestras se realizd
dentro de una cabina de bioseguridad con flujo laminar de aire filirado de alta eficiencia
(Logic A2, Labconco®, Fort Scott, KS, USA).
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Figura 1. Diagrama general para la obtencion del plasma rico en plaquetas (PRP)
infiltrado en los pacientes. 1800 rpm (600 xg); 3400 rpm (1900 xQ).

6.1.3. Procedimiento de los tratamientos

Los pacientes se dividieron en dos grupos de forma aleatorizada: cada paciente eligié
uno de dos sobres cerrados. Un sobre indicaba que el paciente recibiria el tratamiento
con PRP y el otro sobre indicaba que el paciente recibiria el tratamiento convencional.
Cada grupo estuvo conformado por al menos 30 pacientes de acuerdo al calculo del
tamano de muestra. Un grupo fue tratado con paracetamol (Tempra®, Brystol-Myers
Squibb, CDMX, México) en dosis de 500 mg cada 8 h por 6 semanas (tratamiento
convencional). No se permitié el uso de algun otro farmaco durante el tratamiento, por
parte de los pacientes o de sus médicos. El otro grupo fue tratado con infiltraciones
intra-articulares de PRP aut6logo. Se aplicaron un total de tres infiltraciones, una cada
dos semanas para completar 6 semanas de tratamiento. La aplicacion de las
infiltraciones se llevé a cabo después de desinfectar la piel en el area de la rodilla. Se
aplic6 anestesia local con clorhidrato de lidocaina al 2% (Pisacaina, PISA
Farmacéutica, Guadalajara, México) y posteriormente se inyectaron 3.0 mL de PRP, en
condiciones asépticas utilizando una jeringa estéril y desechable con aguja 22 G
(calibre, G por sus siglas en inglés, gauge). Previo a la inyeccién, el PRP se activé con
gluconato de calcio al 10% (PISA Farmacéutica), en una relacion de 0.15 mL de
gluconato de calcio al 10% por cada mL de PRP. La aguja se insert6 en la rodilla
utilizando un abordaje superolateral en un angulo de aproximadamente 45°.

6.1.4. Seguimiento y manejo post-tratamiento

Los pacientes del grupo tratado con PRP recibieron la indicacién de flexionar y
extender sus rodillas inmediatamente después de la infiltracién para que el PRP se
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pudiera distribuir adecuadamente dentro del espacio articular. Después de 5-10 min de
observacion, los pacientes se enviaron a su casa con indicaciones por escrito que
incluian tener reposo relativo durante las proximas 48 h después de la infiltracion; la
aplicacion de frio durante 15 min 3 veces al dia y la ingesta de paracetamol (500 mg),
todo lo anterior solo en caso de dolor e inflamacién por las siguientes 48 h. En ambos
grupos se prohibié el consumo de AINES o esteroides. Todos los pacientes fueron
evaluados antes de comenzar con su respectivo tratamiento y a las 6, 12 y 24 semanas
después de iniciado el tratamiento. Para valorar el resultado clinico se utilizaron 3
escalas diferentes: la escala visual andloga (EVA) que mide el nivel de dolor,'' el
indice de artrosis de las Universidades de McMaster y Western Ontario (WOMAC) que
evalta dolor, rigidez articular y capacidad funcional,® y la versién corta en espafiol

(México) de la encuesta de salud SF-12 para analizar la calidad de vida.™

6.1.5. Cuantificacién de IL-1ra y TGF-B con ensayos por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA)

Se obtuvo una alicuota de cada PRP activado y se centrifugé a 4300 rpm (3500 xg)
durante 5 min una vez que el coagulo se habia formado. Se recuperé el suero (o PRP
activado [PRPa]) y se almacend a -80°C hasta su analisis. El IL-1ra y el TGF-B se
cuantificaron utilizando estuches comerciales de ELISA (Quantikine®, DRAOOB and
DB100B, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA). Se analizaron las 3 muestras de
PRPa de cada paciente. A continuacion se describe, de manera general, el
procedimiento para la realizacién del ELISA (Quantikine®); lo cual se hizo siguiendo las

instrucciones del fabricante:

Se preparé una serie de diluciones del estandar correspondiente (IL-1ra o TGF-B) para
formar la curva de calibracion que consté de 7 puntos mas un blanco. Las diluciones se
prepararon a partir de una solucién stock. Se tomaron 200 L de la solucion stock y se
depositaron en un tubo de 1.5 mL de capacidad, al cual, previamente se le anadieron
200 pL del diluyente calibrador. La dilucion se mezclé muy bien y se tomaron 200 pL
para realizar la siguiente dilucion, esto se repitié hasta tener 6 diluciones. El stock sirvi6
como el punto de mayor concentracién de la curva y el diluyente calibrador como el
punto menos concentrado o cero. Se afadieron 50 uL del diluyente para el ensayo en
cada uno de los pozos a utilizar, se agregaron 50 uL del estandar o muestra segun
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correspondiera, mezclando suavemente cada uno de los pocillos para asegurar una
completa homogenizacion. La totalidad de los pozos utilizados se cubrié con la tira
adhesiva (incluida en el estuche) para dejar incubando 2 h a temperatura ambiente. A
continuacion, se aspird el contenido de cada pozo y todos los pozos se lavaron 3 veces
con el buffer de lavado (400 uL). Se anadieron 100 uL del conjugado para reconocer el
antigeno en cada pozo. Se cubrié la microplaca con la cinta adhesiva del estuche y se
incubé nuevamente por 2 h a temperatura ambiente. Se repitieron los 3 lavados
anteriormente mencionados y después se adicionaron 100 pyL de la solucion de
sustrato en cada pozo. Se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min
y se anadieron 100 pL de la solucion stop en cada pozo, mezclando cuidadosamente
con una micropipeta para asegurar que los reactivos se incorporaran correctamente a
la mezcla de ensayo. Se determiné la densidad éptica de cada pozo en el lector de
placas multi-modal Cytation3 (BioTek® Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 450 nm
(se aplicd una correccion de longitud de onda a 540 o 570 nm, al restar el valor de las
lecturas a 540 o 570 nm de las lecturas obtenidas a 450 nm. Esto se hizo para corregir
las imperfecciones Opticas de la placa que puedan interferir en las lecturas, ya que las
lecturas realizadas directamente a 450 nm, sin correccién, pueden ser mas elevadas y

menos exactas).

6.2. Evaluacion in vitro del Tratamiento con PRP
6.2.1. Obtencion y cultivo de explantes de cartilago

Los explantes de cartilago con OA fueron obtenidos a partir del material biolégico de
desecho que se obtuvo a partir de cirugias de artroplastia total de rodilla efectuadas en
el Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez" con la colaboracién del Dr. med.
José Félix Vilchez Cavazos y del Dr. C. Jorge Lara Arias del Banco de Hueso y Tejidos
del Servicio de Ortopedia y Traumatologia. La obtencién del tejido se realiz6 con el
consentimiento informado que cada uno de los donadores firm@; dicho consentimiento
fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacién de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leo6n bajo el
numero de registro BI13-006.
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Se recuperé el tejido articular proveniente de los céndilos femorales y se realizaron
cortes de 6-8 mm de diametro con la ayuda del Sistema de Transferencia para
Autoinjerto Osteocondral (Osteochondral Autograft Transfer System, OATS®, Arthrex
Inc., Santa Barbara, CA, USA) en las zonas del tejido identificadas con lesiones de
grado | y Il, de acuerdo a la clasificacion de Outerbridge,'™ que determina el grado de
lesion del cartilago articular. Este procedimiento se llevd a cabo en el laboratorio de
Ingenieria Tisular del Banco de Hueso y Tejidos. Los explantes obtenidos se lavaron
sucesivamente, sumergiéndolos tres veces con solucidon amortiguadora de fosfatos
estéril (PBS, phosphate buffered saline) 1X, una vez en etanol 70%, una vez en PBS
1X estéril el cual se adicion6 con 50 pg/mL de gentamicina. Todas las inmersiones se
realizaron durante 30 seg. Se distribuyeron los explantes en frascos spinner de 25 mL
de capacidad (Wheaton Celstir, Wheaton Industries Inc., Milville, NJ, USA) bajo
distintas condiciones de cultivo: 1 frasco con 15 mL de medio de cultivo basal
(DMEM/F12 [GIBCO®, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, USA] adicionado
con 50 pg/mL de gentamicina [GIBCO®] y 0.25 pg/mL de Fungizone® [GIBCO®])
suplementado con 10% de SBF (suero bovino fetal, Corning, Mediatech Inc.,
Manassas, VA, USA), otro frasco con 15 mL de medio de cultivo basal adicionado con
20 pg/mL de la proteina recombinante Interleucina-1B (IL-1B) (R&D Systems Inc.), otro
frasco con 15 mL de medio de cultivo basal sin SBF adicionado con 10% de PRP y un
ultimo frasco con 15 mL de medio de cultivo basal sin SBF adicionado con 10% de
PRP y con 20 pg/mL de la proteina recombinante IL-1(3. Todas las preparaciones arriba
descritas se incubaron en agitacion constante a 37°C, con atmésfera de 5% de CO,
por 28 dias. Asi, se generaron 4 grupos de cultivo: control (medio basal), IL-18 (medio
basal + IL-1B), PRP (medio suplementado con PRP) y PRP + IL-1B (medio
suplementado con PRP + IL-1B). De cada grupo se obtuvieron muestras a los 0, 14 y
28 dias de cultivo para realizar extraccion de ARN total y para su posterior inclusion en
bloques de parafina.

6.2.2. Preparacion del PRP

El procedimiento utilizado para la obtencion del PRP fue basicamente el mismo
descrito con anterioridad en la seccion 6.1.2. de la pagina 21. Las unicas diferencias en
el método consistieron en la obtencién de una muestra mayor de sangre venosa (54

mL) con el fin de obtener un mayor volumen final de PRP (6 mL) para suplementar los
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cultivos. EI PRP obtenido se activd con gluconato de calcio al 10%, se permitié la
formacion del coagulo y la liberacion del contenido de los granulos a de la plaquetas y
posteriormente se centrifugd para obtener el sobrenadante o PRP activado. EI PRP
activado se almacen6 a -80°C hasta su uso. EI PRP se obtuvo de los mismos
pacientes de los que se extrajeron los explantes de cartilago, de tal forma que cada
explante fuera cultivado con su correspondiente PRP autélogo.

6.2.3. Extraccion de ARN total

Las muestras, a partir de las cuales se llevo a cabo el proceso de extraccion estuvieron
conformadas por 3 explantes cada una. El procedimiento utilizado para la extracciéon de
ARN total de explantes de cartilago se modifico a partir de lo publicado por Ali y Alman
en 2012."° A continuacién se explica el procedimiento realizado:

Los explantes se maceraron lo mas posible en placas Petri de plastico estériles con
ayuda de un bisturi sobre 500 puL de TRIzol® (Ambion Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Después se anadi6é al macerado1.0 mL mas de
TRIzol® y se recupero6 todo el material en un tubo estéril de 2.0 mL. El tubo se incubd
20 min en hielo y posteriormente se centrifugd por 11 min a 11000 rpm (9600 xg) a
4°C. El sobrenadante se recuper6 en un tubo nuevo de 2.0 mL y se afadieron 300 pL
de cloroformo, se agitdé manualmente durante 30 seg y se incub6 en hielo por 2 min.
Después se centrifugd durante 12 min a 11000 rpm (9600 xg) a 4°C. La fase acuosa
obtenida (capa superior) se recuperé en un tubo estéril de 2.0 mL y se afadié un
volumen igual de TRIzol®, se mezcl6é por inversidn varias veces y se incubd en hielo
durante 30 min. Posteriormente se agregaron 200 pL de cloroformo, se agito
manualmente durante 30 seg y se incubd en hielo por 2 min. Luego se centrifugd
durante 12 min a 11000 rpm (9600 xg) a 4°C. La fase acuosa obtenida (capa superior)
se recuperd en un tubo estéril de 2.0 mL y se afadié un volumen igual de isopropanol
frio, se mezclé por inversion varias veces y se incub6 en hielo durante 5 min. A
continuacion se centrifugd durante 20 min a 14000 rpm (15500 xg) a 4°C. Se retiro el
sobrenadante, se agregd 1 mL de etanol al 70% en agua DEPC (Dietilpirocarbonato)
frio y se agit6 vigorosamente. Después se centrifugé durante 5 min a 8000 rpm (5000
xQ) a 4°C. Se retir6 el sobrenadante tratando de remover cualquier residuo liquido con
la ayuda de una micropipeta. Se dej6 secar la pastilla de ARN a temperatura ambiente
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con la tapa del tubo abierta. Para disolver el ARN se anadieron 20-25 uL de agua
DEPC estéril o agua libre de nucleasas y se incub6 a temperatura ambiente durante 5
min antes de cuantificar el ARN y almacenarlo a -80°C.

La calidad del ARN obtenido se verificd por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% y por cuantificacion espectrofotométrica en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA).

6.2.4. Andlisis de expresidn génica por PCR en tiempo real (QPCR)

A partir de cada muestra de ARN total obtenida, se realizd la sintesis de ADN
complementario (ADNc) por medio de una reaccion de retrotranscripcion empleando la
enzima M-MLV (Invitrogen TM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las reacciones se montaron en el termociclador Geneamp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA). Las condiciones empleadas para la sintesis de ADNc fueron 25°C/10 min,
37°C/60 min, 94°C/5 min y 4°C/10 min. A partir del ADNc sintetizado se evalud la
expresion de distintos genes relacionados con el fenotipo normal y osteoartrésico del
condrocito a través del uso de sondas TagMan (Applied Biosystems) especificas para
cada gen. Las corridas de los ensayos de expresion se realizaron en el equipo 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). La lista de los genes evaluados se

muestra a continuacién en la Tabla 3:
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Tabla 3. Nombre y simbolo de cada uno de los genes analizados por qPCR vy el cédigo
correspondiente a cada una de las sondas TagMan empleadas.

Nombre del gen Simbolo Coédigo’
Colageno tipo Il alfa 1 COL2A1 Hs00264051_m1
Colageno tipo | alfa2 COL1A2 Hs00164099_m1
Colageno tipo X alfa 1 COL10A1 Hs0016657_m1
Agrecano ACAN Hs00153936_m1
Regién determinante del sexo en el SOX9 Hs01001343_g1
cromosoma Y Box-9

Metaloproteasa de matriz 13 MMP-13 Hs00233992_m1
Inhibidor tisular de metaloproteasas 1 TIMP-1 Hs00171558_m1
Metgloproteasa con trombospondina 1 ADAMTS-5  Hs00199841 m1
motivo 5

Interleucina-1 beta IL-1B Hs01555410_m1
Gliceraldehido-3-fosfato GAPDH Hs02758991 g1

deshidrogenasa

Hs99999907_m1

Beta-2-microglobulina B2M
'Applied Biosystems

Previo al analisis de expresion se verificd la eficiencia de amplificacion de cada una de
las sondas. Se realizd una curva de amplificacion que constd de 5 puntos de diferentes
concentraciones a partir de diluciones seriadas de ADNc de cartilago. Se considero al
ADNCc sin diluir como el punto mas concentrado de la curva, las diluciones siguientes
fueron: 1:5, 1:25, 1:125 y 1:625 como el punto de menos concentracion de ADNc.

Una vez obtenida y comprobada una eficiencia de amplificacién similar para cada gen,
se realizaron las corridas correspondientes a cada experimento y el analisis de los
datos obtenidos se llevé a cabo mediante el Método Comparativo de Cr o Método de
AAC+ para ensayos de expresion relativa, utilizando como genes enddgenos para
normalizar a GAPDH y B2M.""®™"7

6.2.5. Analisis histoquimico

Los explantes procedentes de los cultivos en presencia o ausencia de PRP en los
tiempos de analisis anteriormente senalados en la seccién 6.2.1. en la pagina 25,
fueron fijados en formaldehido al 10%, y posteriormente procesados por la técnica
histolégica convencional e incluidos en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 5
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um de grosor y se fijaron en portaobjetos, para después llevar a cabo tinciones
histoquimicas, con las que se evalué si el tratamiento con PRP produjo cambios dentro
de la estructura del tejido, comparando con los respectivos controles del experimento.
Se llevo a cabo la tincion con safranina-O y verde rapido para detectar la presencia de
proteoglicanos. Por altimo, se tomaron ocho imagenes de campos al azar, en cada
laminilla, en un microscopio de campo claro Nikon 50i equipado con el Software NIS
Elements BR 2.30 (Labophot 2, Nikon Instruments, Tokyo, Japén).

Las microfotografias provenientes de la tincién con safranina-O y verde rapido fueron
analizadas con una escala de Mankin modificada, la cual sirvi6 para evaluar
degradacién, reparacion y regeneracién especificamente en cartilago con OA. La
escala original evalla 4 parametros, sin embargo, para fines del presente trabajo se
evaluaron unicamente 3, excluyendo el andlisis de la tidemark, debido a que los
explantes cultivados carecian de hueso subcondral. En la Tabla 4 se muestran los
parametros evaluados y su correspondiente puntuacion. De acuerdo a esta
clasificacién, entre mayor puntaje se obtenga mayor seré el dano o la alteracion en el
tejido.

Tabla 4. Descripcion de los parametros evaluados con la escala de Mankin modificada.'"®

Parametro Puntuacion

Estructura del cartilago
Intacta
Irregularidad superficial 1
Superficie irregular con pannus
(inflamacion)
Fisuras hasta la zona media
Fisuras hasta la zona profunda
Celularidad
Normal
Pérdida leve de clusters de condrocitos
<25% de clusters
Hipocelularidad
Intensidad de la tincion con safranina-O
Normal
Pérdida leve
Pérdida moderada
Pérdida severa
Ninguna

o

W NN =+ O AW N

A WD =2 O
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6.2.6. Andlisis inmunohistoquimico

Se obtuvieron cortes adicionales de las muestras utilizadas para el analisis
histoquimico. Sobre estos cortes se realizaron tinciones inmunohistoquimicas para
marcar los colagenos tipo | y tipo Il, para lo cual se utilizaron anticuerpos primarios
especificos colagenos tipo | y tipo Il (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) empleando el
estuche comercial Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB detection IHC kit (Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA), como sistema de deteccién inmunohistoquimico. Una vez
fijados los cortes, se hidrataron en concentraciones sucesivas de alcohol (70%, 96% y
100%) y xilol por 3 min cada uno. Posteriormente se bloquearon, tanto la peroxidasa
enddgena, como las proteinas, para después incubar con el anticuerpo primario toda la
noche a 4°C en camara humeda. Luego se anadié el anticuerpo secundario, se incub6
por 30 min y se realiz6 el revelado por medio de diaminobencidina con una mezcla de
sustrato/cromoégeno (10:1). Por ultimo se llevd a cabo una contratincion contrastando
con hematoxilina de Harris y las muestras se deshidrataron en concentraciones
sucesivas de etanol al 70, 95 y 100%, pasando al final por dos cambios de xilol. Las
muestras ya tefidas en las laminillas se cubrieron con la resina entellan y cubreobjetos.
Se tomaron ocho imagenes de campos al azar en cada laminilla en el microscopio de
campo claro Nikon 50i que cuenta con el Software NIS Elements BR 2.30 (Nikon

Instruments).

La intensidad del marcaje de cada proteina se analiz6 con el software gratuito Imaged
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, http://imagej.nih.gov/ij/). De forma
breve, el analisis consta de 3 pasos principalmente: 1. Convertir la imagen a escala de

grises, 2. Aislar (segmentar) el coldgeno tefnido de café o marron y 3. Medir el &rea del
umbral seleccionado. El drea resaltada tefida se puede representar en valores de area
0 porcentaje de area.

6.3 Analisis Estadistico.

El calculo del tamafo de muestra para la evaluacion in vivo se realizd con la férmula
para la estimacion de media de dos poblaciones con un 95% de poder, dada una
desviacién estandar de 15 puntos en la escala de WOMAC y un nivel de alfa de 0.05.
Para analizar la comparacién de las variables cualitativas entre ambos grupos de
pacientes se utilizé la prueba no paramétrica de Chi-cuadrada y Exacta de Fisher. Las
variables numéricas se analizaron con la prueba paramétrica ANOVA con la prueba

30



post hoc de comparaciones multiples de Tukey para ver diferencias entre grupos. Los
datos se analizaron con el software GraphPad Prism version 5.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para todas las pruebas, un valor de
p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. Los datos se presentan
como la media de los valores * la desviacion estandar, a menos que se indique lo

contrario.
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7. RESULTADOS

7.1. Estudio Clinico (Evaluacion in vivo del Tratamiento con PRP)
7.1.1. Caracteristicas de los pacientes

Se incluy6 un total de 75 pacientes con OA leve de rodilla que fueron aleatorizados en
este estudio. De ellos, 10 pacientes fueron excluidos del andlisis final, debido a que no
completaron el seguimiento indicado después del tratamiento (Figura 2). Al final, se
incluyeron 65 pacientes para su analisis (23 hombres y 42 mujeres). Veintitrés sujetos
presentaron OA de rodilla grado | y 42 tuvieron OA grado Il. El grupo del tratamiento
convencional estuvo conformado por 32 pacientes y el grupo del PRP lo integraron 33
pacientes.

[ Inscripcién ] | Evaluados para elegibilidad (n=543)

Excluidos (n=478)

*No cumplir criterios de inclusién (n=468)
*Declinaron participar (n=5)

*Otras razones (n=5)

v

| Aleatorizados (n=75) I

1

Asignacién ] \ 4

v |

Asignados para el tratamiento convencional (n=36)
*Recibieron intervencion asignada (n=36)
*No recibieron intervencién asignada (n=0)

Asignados para infiltraciones de PRP (n=39)
*Recibieron intervencién asignada (n=39)
*No recibieron intervencién asignada (n=0)

' [

Seguimiento

] '

Perdidos en seguimiento (n=4)
Intervencidn discontinua (n=0)

Perdidos en seguimiento (n=6)
Intervencion discontinua (n=0)

Anadlisis ] A 4

Analizados (n=32)
Excluidos del analisis (n=0)

Analizados (n=33)
Excluidos del analisis (n=0)

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio de acuerdo a los estandares CONSORT

(Consolidated Standards of Reporting Trials).
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Tanto la edad de los pacientes, asi como su IMC no fueron significativamente
diferentes entre los dos grupos (p>0.05). Se presentdé un mayor porcentaje de
participantes del sexo femenino que de hombres en ambos grupos (62% de mujeres en
el grupo del tratamiento convencional y 67% de mujeres en el grupo del PRP), estos
valores fueron similares para los dos grupos. Adicionalmente, la media de los valores
de EVA y WOMAC para el grupo de tratamiento convencional fue de 5.9 + 2.2y 35.5 £
19.0, respectivamente; y de 4.9 + 24 y 35.7 + 19.5 para el grupo de PRP,
respectivamente (p>0.05). La informaciéon demografica completa de los pacientes se
presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de los datos demograficos de la poblacion de estudio. Los dos
grupos de tratamiento fueron homogéneos para todos los parametros evaluados.

Comparacion Demografica

Tratamiento

Convencional PRP! Valorde p
Pacientes 32 33
Edad 556114 57.2 £ 8.1 0.567
Sexo 62% F, 38% M 67% F, 33% M 1.0
IMC? 29.5+3.8 32.2+6.2 0.336
Kellgren-Lawrence
Grado | 12 (37%) 11 (33%) 0.802
Grado Il 20 (63%) 22 (67%) 0.943
Valor inicial EVA® 59122 49+24 0.111
Valor inicial WOMAC* 355 + 19 35.7+19.5 0.798

'PRP, Plasma rico en plaquetas; “IMC, indice de masa corporal; °EVA, Escala visual analoga;
*WOMAC, Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index.

7.1.2. Anélisis del PRP

El promedio de la concentracién de plaquetas en sangre total fue de 251.1 + 69.1 x
10%/uL y en las preparaciones de PRP fue de 513.3 + 189.3 x 10%uL (Tabla 5). En
promedio, se observo un incremento de 2.04 veces mas plaquetas en el PRP con
respecto a su concentracion en sangre total. EI nimero de leucocitos fue mucho menor
en el PRP que en sangre total, con un promedio de 0.52 + 0.46 x 10%/uL y 6.89 + 2.19
x 10%pL, respectivamente; alrededor de 13.25 veces menos leucocitos en el PRP que
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en sangre total. Por otro lado, se pudieron detectar los niveles tanto de IL-1ra como de
TGF-B en todas las muestras de PRP después de haber sido activadas, observandose
un coeficiente de variacion, entre las tres intervenciones, de 6.71 % para IL-1ra y de
8.34 % para TGF-B (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de componentes sanguineos en muestras de sangre total, PRP’ y PRP
activado.

Analisis de Componentes Sanguineos Analisis de PRP activado
Concentracion (x 10%/uL)? Concentracion (pg/mL)?
Componente Citocina cVv®
Sanguineo Cambio  Evaluada %
9 Sgntgrle PRP (No. PRP1 PRP2 PRP3Z O
ota veces)

251.06 513.25 3 2743+ 2934+ 313.8+
Plaquetas 1691 +1ggg 204 [L-ra 1240 1671 2316 O

. 6.89 + 0.52 + 4 20,435 19,461 21,183
Leucocitos 219 o4s 102 TGFER 5087 14231 rgsse OOf

'PRP, plasma rico en plaquetas; “Promedio + desviacién estandar; °IL-1ra, antagonista del
receptor de Interleucina-1; 4TGF-B, factor de crecimiento transformante-B; °CV, coeficiente de
variacion.

7.1.3. Evaluacién clinica de los pacientes

Se observé una disminucion en el nivel del dolor en la EVA en los dos grupos de
tratamiento en todos los puntos de seguimiento (Figura 3). Sin embargo, se pudo
apreciar que la disminucién en la sensacién del dolor fue mucho mayor en el grupo
PRP que en el grupo tratamiento convencional (grupo PRP: p<0.001, grupo tratamiento
convencional: p<0.01). Al hacer una comparacién entre grupos, la diferencia mas
significativa fue a las 12 semanas en donde el grupo PRP tuvo un puntaje de 1.9 £ 1.6,
en tanto que el puntaje para el grupo tratamiento convencional fue de 4.1 £ 2.6
(p<0.01).
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Figura 3. Media de los valores de EVA en los grupos de tratamiento convencional y PRP.
El grupo PRP mostr6 los valores de EVA mas bajos en todos los tiempos de evaluaciéon (#
p<0.05, ## p<0.01 y ### p<0.001 vs inicio; * p<0.05, ** p<0.01 vs tratamiento convencional).

Los valores para las subcategorias rigidez, dolor y capacidad funcional de la escala
WOMAC fueron menores en todos los tiempos de evaluacion en ambos grupos (Figura
4). Sin embargo, esta disminucién solo fue significativa estadisticamente en el grupo
PRP (p<0.001). La comparacién entre grupos de los 3 componentes mostré una
disminucion significativa en el dolor y la capacidad funcional a favor del tratamiento con
PRP. Las diferencias significativas entre los grupos en cuanto al dolor se dieron a las 6
y 12 semanas de seguimiento (p<0.05), el grupo tratamiento convencional tuvo valores
de 58 £+ 29 y 5.7 + 3.9 y el grupo PRP tuvo valores de 3.1 + 26 y 2.7 = 2.4,
respectivamente. La capacidad funcional fue significativamente diferente entre los
grupos a las 6, 12 y 24 semanas (p<0.05), con valores de 18.2 + 12.0, 18.3 £ 2.7y 16.7
+ 13.3 en el grupo tratamiento convencional y 8.7 £+ 8.0, 83 + 73y 7.9 £ 7.7 en el

grupo PRP, respectivamente.

35



Tratamiento Convencional PRP
501 50

3 Inicial 3 Inicial

40- @ 6 semanas 40 - 8 6 semanas
g @l 12 semanas g @l 12 semanas
(E) E3 24 semanas g E3 24 semanas

304 30
= =
(] (]
‘© 20+ © 20 -
g g
o 104 o 10 -

0- 0

Rigidez Dolor Capacidad Funcional Rigidez Dolor Capacidad Funcional

Figura 4. Media de los valores de WOMAC para las tres subcategorias en los grupos
tratamiento convencional y PRP. A pesar de que en ambos grupos se aprecia una
disminucién de los puntajes, la disminucién de los valores iniciales solo fue significativa en el
grupo PRP en todos los tiempos de evaluacion (### p<0.001 vs Inicial).

En ambos grupos se pudo observar que hubo una disminucién en el puntaje total de la
escala WOMAC en los tiempos evaluados. No obstante, al igual que en la escala del
dolor (EVA), la disminucion con respecto a los valores iniciales solo fue significativa en
el grupo PRP (p<0.001). También se obtuvo una diferencia estadistica en los valores
totales de WOMAC al realizar una comparacion entre grupos (p<0.05). La media de los
puntajes de WOMAC a las 6, 12 y 24 semanas fue 26.2 + 16.0, 26.3 + 17.8 y 24.0 £
18.6 en el grupo tratamiento convencional y 12.8 + 11.0, 12.0 £ 10.6 y 11.7 £ 10.0 en el
grupo PRP, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Media de los valores totales de WOMAC en los grupos de tratamiento
convencional y PRP. Solo en el grupo PRP la reduccién en el puntaje total de WOMAC fue
significativa en todos los tiempos de evaluacion. La diferencia en el puntaje entre los dos grupos
fue estadisticamente significativa (### p<0.001 vs inicio; * p<0.05 vs tratamiento convencional).

Los resultados del cuestionario SF-12 para evaluar la calidad de vida, se pueden
agrupar en dos principales dominios, el mental y el fisico. Asi, los principales cambios
en estos dos componentes solo fueron significativos en el grupo PRP (p<0.001). Los
valores promedio del resumen del componente mental (MCS, mental component
summary) al inicio y a las 6, 12 y 24 semanas de seguimiento fueron 44.2 + 11.8, 55.4
+8.7,55.9+ 7.9y 54.3 £ 7.6, respectivamente (Figura 6).

Resumen Componente Mental (MCS) Resumen Componente Fisico (PCS)
80- 80 )
@ Tratamiento * . * = Tratamlento
i i i Convencional o - o e Convencional

= 601 B PRP - 607 @ PRP
@ @
2 404 2, 404
s f]
S S
o 204 a 204

0- o4

Inicio 6 12 24 Inicio 6 12 24
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Figura 6. Media de los valores del componente mental (MCS) y fisico (PCS) del
cuestionario SF-12 en los grupos tratamiento convencional y PRP. Sélo el grupo PRP

mostré una mejoria significativa en los dominios mental y fisico (### p<0.001 vs inicio; * p<0.05
vs tratamiento convencional).
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Los valores promedio del resumen del componente fisico (PCS, physical component
summary), al inicio y a las 6, 12 y 24 semanas de seguimiento fueron 38.0 + 8.0, 47.6 +
7.9,48.8 + 7.9y 49.9 £ 8.1, respectivamente. En el grupo PRP, todos los componentes
del cuestionario SF-12, excepto por variable salud general, mostraron una mejoria a las
24 semanas de seguimiento en comparacién con los valores iniciales (al menos se
observo una diferencia estadistica con un valor p<0.05) (Figura 7). En cambio, en el
grupo que recibié el tratamiento convencional no se observé un incremento significativo
en los valores de los componentes evaluados que denotara una mejora en la calidad

de vida.
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Figura 7. Media de los valores de los componentes evaluados en el cuestionario SF-12 en
los grupos de tratamiento convencional y PRP. Todas las variables que componen el
cuestionario (excepto por la variable salud general) mejoraron significativamente a las 24
semanas de seguimiento en el grupo PRP en comparacién con sus valores iniciales (###
p<0.001, # p<0.05 vs inicio).
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7.2. Evaluacion in vitro del Tratamiento con PRP
7.2.1. Caracteristicas de los donadores y muestras biol6gicas obtenidas

Se obtuvieron muestras de explantes de cartilago y de PRP de 10 donadores (6
hombres y 4 mujeres) con un promedio de edad de 65.8 £ 7.1 anos. Los explantes de
dos donadores fueron suficientes para llevar a cabo los ensayos de expresion génica y
los ensayos histolégicos, los explantes de 4 donadores se utilizaron Unicamente para el
analisis de expresion génica y los explantes de los 4 donadores restantes se utilizaron
para el analisis histologico. En cuanto a las muestras de PRP, el niumero promedio de
plaquetas en sangre total y en el PRP fue de 273.5 x 10 £ 61.4 x 10° y 910.9 x 10° +
199.5 x 10%uL, respectivamente. En general, la concentracién de plaquetas fue 3.6
veces mayor en las muestras de PRP que en sangre total. La concentracion promedio
de leucocitos en el PRP fue de solo 0.539 x 10% + 0.76 x 10%/pL, y de 8.24 x 10° + 1.87
x 10%/uL en sangre total, alrededor de 15 veces menos leucocitos que en sangre total.

7.2.2. Andlisis de expresidn génica

La expresion de los marcadores de la MEC, colageno tipo Il y agrecano, fue mayor en
el grupo PRP en comparacién con el control a los 14 (p<0.05) y 28 dias (p<0.01)
(Figura 8A). La expresion tanto de colageno tipo Il (p<0.01) como de agrecano (p<0.05)
en el grupo PRP fue significativamente mayor que en el grupo IL-18 a los 14 dias. Se
observd una sobre-expresion de colageno tipo Il en los grupos PRP (p<0.001) y
PRP/IL-1B (p<0.05) a los 28 dias en comparacion con su expresion en el grupo IL-1p;
la expresion de agrecano mostré6 un comportamiento similar a los 28 dias en los grupos
anteriormente senalados (p<0.001 en PRP y p<0.01 en PRP/IL-1B).

Otro de los genes involucrados de manera importante en la formacién de la MEC
cartilaginosa es el factor de transcripcién SOX9. Su expresién se vio incrementada de
manera importante a los 28 dias en los explantes tratados con PRP (p<0.01) y con
PRP/IL-1B (p<0.05) en comparacion con el control (Figura 8A). Este efecto también se
observd al comparar la expresién en los explantes tratados con PRP y PRP/IL-13
(p<0.001 y p<0.05, respectivamente) con la expresion de SOX9 a los 28 dias en los

explantes tratados solo con IL-1B. La unica diferencia significativa a los 14 dias de
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cultivo ocurrié entre los explantes del grupo PRP e IL-1B, en donde la expresiéon de
SOX9 fue mayor en el grupo PRP (p<0.05).

También se analiz6 por separado la expresidon de colageno tipo | y colageno tipo X, dos
genes cuya expresion se incrementa en cartilago con OA, y que normalmente estas
proteinas no se encuentran formado parte de la MEC. Al analizar los resultados, no se
aprecié una variacion significativa en su expresion en los diferentes grupos de

tratamiento y en los tiempos analizados (Figura 8B).

Como parte de la visualizacion del efecto anti-inflamatorio del PRP, se analiz6 la
expresion del marcador TIMP-1 (Inhibidor tisular de metaloproteasas 1), cuyo producto es
una proteina capaz de inhibir la actividad de diferentes MMPs. De manera interesante,
no se observd alguna variacion importante en la expresion de TIMP-1 al comparar

entre los grupos de tratamiento y entre los tiempos de analisis (Figura 8C).

Sin embargo, la expresién de MMP-13 (Metaloproteasa de matriz 13) se incrementé de
manera significativa en el grupo IL-18 a los 14 y 28 dias en comparacién con su
expresion en el grupo control (p<0.05 y p<0.05, respectivamente) y en el grupo PRP
(p<0.05 y p<0.01, respectivamente) (Figura 8C). De manera interesante, la expresion
de MMP-13 se vio disminuida en el grupo PRP/IL-13 con respecto al grupo IL-1B a los
28 dias (p<0.05).

El nivel de expresion de la agrecanasa ADAMTS-5 (Metaloproteasa con
trombospondina 1 motivo 5) fue estadisticamente mas alto en los explantes de
cartilago tratados con IL-18 en comparacién con la expresion de aquellos tratados
unicamente con PRP (p<0.05) o con PRP/IL-18 (p<0.05) a los 28 dias (Figura 8C).

La presencia del estimulo pro-inflamatorio con IL-1p incrementé la expresion génica de
IL-1B en los grupos IL-1B y PRP/IL-1B8 en comparacion tanto con el grupo control
(p<0.05) como con el grupo PRP (p<0.05) a los 14 dias (Figura 8C). A los 28 dias de
cultivo, la expresion de IL-13 permanecié significativamente mas alta en el grupo IL-13
en comparaciéon con el grupo control (p<0.05) y el grupo PRP (0.01). Sin embargo, se
pudo apreciar una importante disminucién en la expresion de IL-18 a los 28 dias en el

grupo PRP/IL-18 en comparacién con el grupo tratado sélo con IL-1( (0.05).
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Figura 8. Expresion génica relativa de los distintos marcadores en explantes de cartilago.
Los explantes de cartilago fueron cultivados en presencia de IL-18 (20 pg/mL), PRP (10%) y
PRP/IL-1B (10% y 20 pg/mL, respectivamente) con agitacién constante y analizados a los 14 y
28 dias. A) Genes involucrados en la formacion de la MEC, B) Genes expresados en cartilago
con OA y C) Genes asociados a inflamacién y degradacion del cartilago en OA. Los datos se
normalizaron con GAPDH y B2M y el cambio en la expresion esta expresado como Log 10. Los
datos estan representados como media + desviacion estandar de 6 experimentos
independientes (donadores) analizados por triplicado. # p<0.05, ## p<0.01 vs control; las
diferencias entre los grupos se indican con lineas (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

7.2.3. Andlisis histolégico

En general, los explantes mostraron una tincion con safranina-O mas clara en la zona
superficial y mas oscura hacia las zonas mas profundas en todos los grupos. Sin
embargo, se observo una marcada preservacion en la intensidad de la tincién en los
explantes tratados con PRP a los 14 y 28 dias (Figura 9). En los grupos PRP y PRP/IL-
1B se pudo apreciar una mejor integridad de la superficie cartilaginosa, mostrando una
superficie casi normal y lisa, los explantes del grupo control mostraron algunas

irregularidades superficiales y fue en el grupo IL-18 en donde se apreciaron una mayor
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cantidad de irregularidades y ondulaciones. De manera interesante, se detecté una
mayor cantidad de lagunas en los explantes de los grupos PRP y PRP/IL-1B. Esto se
pudo confirmar posteriormente al contar el numero de nucleos tefiidos en cada grupo.
El numero de condrocitos incrementé significativamente al término del cultivo en los
grupos control, PRP y PRP/IL-18 comparado con el nimero de condrocitos antes del
inicio de los cultivos (p<0.05). El grupo PRP mostré una mayor cantidad de condrocitos
por campo (p<0.05) al compararlo con aquellos explantes del grupo IL-13 (Figura 10).
El puntaje en la escala de Mankin para todos los grupos se muestra en la Figura 9C.
Los valores obtenidos para los grupos PRP y PRP/IL-1B fueron menores que en los
otros grupos; sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre grupos (p>0.05).

(@)

Puntaje Mankin
N

-

0
Inicio 14 dias 28 dias

Figura 9. Analisis de la tincidon con safranina-O. Los explantes de cartilago fueron incubados
en agitacion constante a 37°C a los dias 0 (A; barra negra), 14 (B1-B4) y 28 (B5-B8) en medio
de cultivo DMEM/F12 suplementado con SBF (control; B1 y B5; barras blancas), IL-1B (B2 y B6;
barras azules), PRP (B3 y B7; barras verdes) y PRP/IL-13 (B4 y B8; barras naranja). Todas las
microfotografias fueron tomadas con el mismo aumento (100X). Cada imagen es representativa
de 6 experimentos independientes. La gréafica de barras (C) representa el puntaje de Mankin
para todos los grupos de tratamiento mencionados a los dias 14 y 28. Cada barra corresponde
a la media + error estandar de 6 experimentos independientes. No se obtuvieron diferencias
significativas, solo se observaron tendencias de acuerdo a las medias.
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Figura 10. Nimero de condrocitos por campo en los explantes de cartilago. Se conté el
namero de nucleos tefidos en ocho campos diferentes elegidos al azar para cada grupo y al
inicio para cada experimento (donador) a los 28 dias de cultivo (n = 48). # p<0.05 vs inicio; las
diferencias entre los grupos se indican con lineas (* p<0.05).

Como se esperaba, por tratarse de cartilago articular, se detect6 la presencia de
colageno tipo Il en todos los grupos, a todos los tiempos de analisis; sin embargo, los
explantes de los grupos PRP y PRP/IL-18 mostraron una mayor sefial (indicado por
una tincibn mas uniforme y prominente) en comparacion con los explantes de los
grupos control e IL-1B (Figura 11). El andlisis densitométrico reveld un incremento
significativo en la produccién de colageno tipo Il en los grupos PRP y PRP/IL-13
comparados con los valores iniciales a los 14 (p<0.01) y 28 (p<0.01) dias (Figura 11C).
La produccion de colageno tipo Il en el grupo control también fue significativamente
mayor que el valor al inicio solo a los 28 dias (p<0.01). La comparacién entre los
diferentes grupos a los 14 dias mostr6 que la intensidad en el marcaje del colageno
tipo Il fue mayor en los grupos IL-1B (p<0.05), PRP (p<0.01) y PRP/IL-1B (p<0.01) en
comparacion con el grupo control. También se pudo apreciar que la produccién de
colageno tipo Il continué siendo mayor en los grupos PRP (p<0.05) y PRP/IL-1B
(p<0.05) a los 28 dias de cultivo comparado con el grupo IL-1B.
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Figura 11. Analisis de la tincion inmunohistoquimica de colageno tipo Il. Dos de los
cultivos de explantes de cartilago se incubaron con medio de cultivo DMEM/F12 adicionado con
SBF y gentamicina en frascos spinner. Uno de estos frascos se mantuvo como control sin
tratamiento (barras blancas). El segundo frasco se adicion6 con IL-1B8 (barras azules). Un
tercero y cuarto frascos spinner con medio DMEM/F12 y gentamicina se adicionaron con PRP
(barras verdes) y PRP/IL-1B (barras naranjas), respectivamente. Todos los cultivos se incubaron
a 37°C en atmdésfera de 5% de CO, por 0, 14 y 28 dias en agitacién constante. Todas las
imagenes tienen el mismo aumento (400X). Un color marrdn en las imagenes corresponde a un
marcaje positivo. (A) Imagen representativa de los explantes antes de su incubacién. Las
imagenes B1-B4 corresponden a explantes cultivados por 14 dias. Las imagenes B5-B8
corresponden a explantes cultivados por 28 dias. Las imagenes B1 y B5 corresponden al
control sin tratamiento. Las imagenes B2 y B6 corresponden a explantes tratados con IL-1B3. Las
imagenes B3 y B7 corresponden a explantes tratados con PRP. Las imagenes B4 y B8
corresponden a explantes tratados con PRP e IL-1B3. (C) Grafica del analisis densitométrico del
inmuno-marcaje de colageno tipo |l. Cada barra representa la media + error estandar de 48
determinaciones. Un doble simbolo de nimero (##) indica diferencias significativas entre los
explantes tratados y los explantes al inicio (0 dias) (barra negra; p<0.01). Las diferencias entre
grupos se indican con lineas y uno (*p<0.05) o dos asteriscos (**p<0.01).

Por otra parte, el inmuno-marcaje de colageno tipo | fue principalmente positivo en
tanto en los grupos control como IL-13 a los 14 dias. La presencia de colageno tipo | se
observo principalmente en la zona superficial de los explantes en todos los grupos
(Figura 12). La produccién de esta proteina fue mucho mayor a los 14 dias en los
grupos control (p<0.05) e IL-1B (p<0.01) que el nivel detectado al inicio (Figura 12C).
Ademés, se observo una diferencia significativa entre el grupo IL-1B y los grupos PRP
(P<0.01) y PRP/IL-18 (P<0.05), con una menor presencia de colageno tipo | en los
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explantes tratados con PRP. No se observaron diferencias significativas entre ninguno
de los grupos de tratamiento a los 28 dias.

Intensidad (%)

Inicio 14 dias 28 dias

Figura 12. Analisis de la tincion inmunohistoquimica de colageno tipo I. Dos de los cultivos
de explantes de cartilago se incubaron con medio de cultivo DMEM/F12 adicionado con SBF y
gentamicina en frascos spinner. Uno de estos frascos se mantuvo como control sin tratamiento
(barras blancas). El segundo frasco se adicion6é con IL-1f3 (barras azules). Un tercero y cuarto
frascos spinner con medio DMEM/F12 y gentamicina se adicionaron con PRP (barras verdes) y
PRP/IL-1B (barras naranjas), respectivamente. Todos los cultivos se incubaron a 37°C en
atmésfera de 5% de CO, por 0, 14 y 28 dias en agitacién constante. Todas las imagenes tienen
el mismo aumento (400X). Un color marron en las imagenes corresponde a un marcaje positivo.
(A) Imagen representativa de los explantes antes de su incubacion. Las imagenes B1-B4
corresponden a explantes cultivados por 14 dias. Las imagenes B5-B8 corresponden a
explantes cultivados por 28 dias. Las imagenes B1 y B5 corresponden al control sin tratamiento.
Las imagenes B2 y B6 corresponden a explantes tratados con IL-1B. Las imagenes B3 y B7
corresponden a explantes tratados con PRP. Las imagenes B4 y B8 corresponden a explantes
tratados con PRP e IL-1B. (C) Grafica del andlisis densitométrico del inmuno-marcaje de
colageno tipo I. Cada barra representa la media * error estandar de 48 determinaciones. Un
solo simbolo de numero (#p<0.05) o un doble simbolo (##p<0.01) indican diferencias
significativas entre los explantes tratados y los explantes al inicio (0 dias; barra negra). Las
diferencias entre grupos se indican con lineas y dos (**p<0.01) o tres asteriscos (***p<0.001).
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8. DISCUSION.

8.1. Evaluacion in vivo del Tratamiento con PRP

El uso clinico del PRP se ha hecho mas frecuente en el tratamiento de la OA de rodilla.
Algunas de las principales ventajas de los concentrados plaquetarios son su bajo
costo, su preparacion a través de un proceso de centrifugacién simple y el hecho de
que se obtienen a partir de la sangre del mismo paciente. Se han reportado distintas
formulaciones de PRP, lo que implica que aun se requiere estandarizar y optimizar las

preparaciones de PRP, de acuerdo con sus diferentes aplicaciones bioldgicas.''®'%

En este trabajo se utilizé un PRP con una baja concentracion de leucocitos, debido a
que se ha descrito que la presencia de los gldébulos blancos en el espacio articular
podrian generar un ambiente pro-inflamatorio negativo para el cartilago con OA.
Aunque algunos de estos cambios pueden ser transitorios, incluyendo un incremento
en la actividad inflamatoria de la IL-1pB, la activacion de NF-kb, la expresién de COX-2 'y
la estimulacién de rutas catabdlicas;*>'®' ain no esta totalmente claro si la presencia
de leucocitos en el PRP tiene un efecto adverso. Adicionalmente, se ha reportado
mayor dolor e inflamacién en pacientes a los que se les ha infiltrado un PRP con una

gran cantidad de leucocitos.*®

En promedio, las preparaciones de PRP infiltradas en los pacientes tuvieron el doble
de plaquetas que lo observado en sangre total y una cantidad muy baja de leucocitos
(menos del 10% del numero de leucocitos reportados en sangre total). Previamente,
Filardo et al. 2012, reportaron que ellos utilizaron PRP para tratar patologias
degenerativas articulares de la rodilla. Estos autores mostraron que una concentracion
similar de plaquetas a lo reportado en el presente trabajo (1.5 veces mas que en
sangre total) produjo resultados comparables con concentraciones més altas de
plaguetas (4.5 veces mas que en sangre total). Este resultado indica que una cantidad

mayor de plaquetas no necesariamente producird mejores resultados en la clinica.
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8.1.1. Efectividad clinica del tratamiento con PRP en OA leve de rodilla

Al igual que otras investigaciones, nuestros resultados indican que la terapia con PRP
es eficaz y segura a corto y mediano plazo.”''?* Los pacientes tratados no
reportaron mayores eventos adversos, el Unico evento adverso registrado fue dolor
leve a moderado en el sitio de la infiltracién, con una duracién de no mas de tres dias y
de resolucidén espontanea. Se ha reportado que los pacientes de menor edad y con un
menor grado de OA responden mejor al tratamiento con PRP.'?'2* A pesar de que
nuestros pacientes tuvieron una edad promedio mayor a 50 afos, los pacientes en el
grupo PRP mostraron una mejoria sostenida durante el tiempo de seguimiento, sin
sintomas y sin el consumo de algun otro medicamento. Esto concuerda con los
resultados recientes de estudios controlados aleatorizados, en donde del tratamiento
con PRP se comparé con el uso de acido hialurénico.''% En estos estudios, se
reporta un mayor porcentaje de pacientes que respondieron positivamente al PRP que
los que lo hicieron con acido hialurdnico, con un mejor resultado clinico alcanzado en

todos los casos en el grupo de PRP en un seguimiento minimo de 24 semanas.

En reportes previos, los pacientes tratados con PRP tenian grados variables de OA (de
I-1V de acuerdo con el sistema de clasificacion de Kellgren-Lawrence), lo que resulta en
una gran variabilidad en la respuesta al tratamiento: entre mayor fuera el grado de OA,
menor era la respuesta al tratamiento.®*®'* En nuestro estudio, solo se incluyeron
pacientes con grados de OA | y Il, con el fin de tener una poblacion homogénea en
cuanto a este parametro. El tratamiento para estos pacientes es esencialmente
farmacoldgico, en donde el paracetamol es considerado uno de los medicamentos que
primero se recomienda utilizar para el manejo del dolor en OA (basado en las
recomendaciones del Colegio Americano de Reumatologia),”® como los AINES y las
infiltraciones intra-articulares de otra moléculas, incluyendo el acido hialurénico. Esta
fue una de las razones por las que se decidié comparar el tratamiento con PRP contra
la administracion del paracetamol. En nuestra poblacion de estudio, el 94% de los
pacientes tratados con PRP respondieron de manera favorable al mostrar una

reduccién en el puntaje total de la escala WOMAC.
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8.1.2. Cuantificacién de IL-1ra'y TGF- en muestras de PRP infiltrado

El PRP también ha recibido atencion como alternativa de tratamiento para la
regeneracion del cartilago basado en los resultados de ensayos enfocados en su uso.
Asi, estudios in vitro han reportado que el PRP es capaz de inhibir el proceso
inflamatorio en condrocitos con OA'® y que tiene el potencial de prevenir la pérdida o
degradacion del cartilago asociado con el proceso degenerativo de la OA.°' Estos
hallazgos sugieren que la combinacién de moléculas anabdlicas y anti-inflamatorias

presentes en el PRP, lo hacen un candidato ideal para el tratamiento de la OA.

Adicionalmente, en el presente estudio se logré detectar y cuantificar IL-1ray TGF- en
todas las muestras de PRP después de cada infiltracion en todos los pacientes. Se ha
visto que una concentracion de IL-1ra de 10-1000 veces més alta que la de IL-1 es
necesaria para contrarrestar el efecto pro-inflamatorio de IL-1B8.'?"'® En promedio, los
niveles de IL-1ra que se detectaron en nuestras muestras de PRP (274.3 £ 124 pg/mL,
293 + 167.1 pg/mL y 313.8 £ 231.6 pg/mL) podrian ser suficientemente altos como
para inhibir la actividad de IL-1B, de acuerdo con la concentraciones de IL-1B que se
han reportado previamente en el liquido sinovial de pacientes con OA de rodilla (7.6-
27.8 pg/mL).'®'® Se sabe que el PRP también estimula la proliferacién celular y la
produccion de MEC. Esto se debe a la presencia de factores de crecimiento en el PRP
que regulan la expresion del fenotipo del condrocito, lo cual juega un papel crucial en la
progresion de la OA. En particular, el TGF-f tiene la capacidad de disminuir la actividad
catabolica de la IL-1B al estimular la sintesis de proteinas que forman parte de la MEC
como proteoglicanos y colageno tipo I1."*° Basados en los niveles de TGF-B que se
encontraron en las muestras de PRP (20.4 £ 5.3 ng/mL, 19.5 £+ 4.2 ng/mLy 21.2 + 8.6
ng/mL) y en las concentraciones que previamente se han utilizado de este factor de
crecimiento en ensayos in vitro (0.3-20.0 ng/mL),*""** se propone que las
preparaciones de PRP utilizadas en el presente estudio, presentaron una actividad

condrogénica.

8.2. Evaluacion in vitro del Tratamiento con PRP

En esta parte del estudio, se puso a prueba la hipotesis de que el PRP influye
positivamente en la expresion de genes que inducen la sintesis y la degradacién de la
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MEC, y que el PRP es capaz de promover la restauracion del cartilago con OA leve, en
presencia de un ambiente pro-inflamatorio. Para ello, la estrategia del proyecto
consistié en emplear un PRP con una concentracion muy baja de leucocitos; lo cual
redujo considerablemente el efecto pro-inflamatorio propio de los leucocitos en las
preparaciones de PRP. Por otro lado, se utiliz6 un PRP homdlogo y el mismo método
para su preparacion para aplicarlo en los pacientes y para asi analizar sus efectos in
vitro. Con ello se intenté minimizar las variaciones en el comportamiento del PRP in
vivo o in vitro. Adicionalmente, se cultivaron los explantes de cartilago en suspension
(en frascos spinner) y a largo plazo (28 dias), en vez de realizar un cultivo estatico de
cartilago o de condrocitos por tiempos méas cortos.”* De esta manera se representd
mejor el ambiente articular porque el cultivo en suspension permitio una mejor difusion
de los nutrientes y de oxigeno, llegando éstos a estructuras mas profundas de los
explantes, que lo que se logra con una difusién pasiva. El cultivo a largo plazo permitié
darle seguimiento a los cambios ocurridos en los explantes de cartilago a tiempos que
no se habian reportado previamente y que son mas congruentes con lo que ocurre en
las lesiones articulares tratadas con PRP. En este orden de ideas, también se
suplement6 repetidamente los cultivos de explantes de cartilago con PRP e IL-18
replicando lo que ocurre en la clinica, cuando en la lesién de un paciente con OA de
rodilla esta presente un ambiente inflamatorio y que se ha tratado con infiltraciones
repetidas de PRP. Se seleccion6 una concentracion de 20 pg/mL de IL-1B en los
ensayos para tratar de representar un efecto pro-inflamatorio crénico, en vez de un
efecto pro-inflamatorio agudo (utilizando concentraciones de 10 ng/mL o mas), de
acuerdo a las concentraciones que se han reportado de IL-1B en el liquido sinovial de

pacientes con OA.'2°1%

8.2.1. Efecto del PRP e IL-1B sobre la expresion de marcadores especificos en
explantes de cartilago

En los explantes tratados con PRP/IL-183, se observo un incremento en la expresién de
colageno tipo Il y agrecano; dos de los principales componentes de la MEC del
cartilago hialino, en comparacion con los explantes tratados solo con IL-1[. Al final del
experimento, los niveles de expresion de estos dos genes en el grupo PRP/IL-13
fueron comparables a los alcanzados por los explantes tratados solo con PRP, lo que
significa que las multiples citocinas bioactivas presentes en el PRP logran neutralizar el
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efecto de la IL-1B3. De manera similar, la expresion de SOX9, un factor de transcripcion
capaz de cambiar el balance metabdlico hacia la sintesis de componentes de la MEC,
increment6 de manera significativa en los explantes de los grupos tratados con PRP
con o sin IL-1B."*® Estos resultados concuerdan con la sobre-expresién del colageno
tipo 1, ya que se conoce ampliamente que SOX9 regula positivamente la expresién de
colageno tipo 11."¥

El agrecano es uno de los componentes de la MEC que primero se degradan, y es
considerado como un evento crucial en el desarrollo de la osteoartrosis. Las
agrecanasas son las principales responsables de la degradacion del agrecano; en el
cartilago, se han identificado dos diferentes agrecanasas (ADAMTS-4 y ADAMTS-5),
sin embargo, aun esta bajo debate cual agrecanasa es principalmente responsable de
la degradacién del agrecano durante la destrucciéon del cartilago articular humano.'®
Se ha reportado que la expresion de ADAMTS-5 no esta regulada por citocinas
catabolicas como IL-1B o el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) en cartilago y
condrocitos y que ésta se expresa constitutivamente.”*'* Los resultados obtenidos
sugieren, que la expresiébn de ADAMTS-5 en los explantes estimulados con PRP,
disminuy6 de manera significativa a los 28 dias en comparacion con los explantes del
grupo IL-1B, y que la expresion de este gen, fue similar entre el grupo control y el grupo
IL-1B a los 14 y 28 dias, indicando que el PRP y no la IL-13 modulé la expresion de
ADAMTS-5.

Al igual que las agrecanasas, las MMPs participan en el proceso del desarrollo de la
OA, al degradar componentes de la MEC como el colageno. La MMP-13 es la enzima
responsable de la degradacion de la mayor parte del colageno tipo I.'*' En los
experimentos realizados, se detectdé una disminucién en la expresion de MMP-13 en
los explantes estimulados con PRP a los 28 dias, comparado con la expresion de
MMP-13 en el grupo IL-1B. Esto concuerda con el reconocido hecho de que IL-1
estimula la expresién de algunas MMPs como MMP-1 y MMP-13 en el cartilago con
OA."2'3 Ademas, algunos estudios en ratones han identificado que la expresion de
SOX9, FGF-2 (uno de los muchos factores de crecimiento que se encuentran en el
PRP) y el estimulo mecénico inhiben la expresion de proteasas como MMP-13 vy
ADAMTS-5 en condrocitos.'** Esto podria contribuir a explicar lo que observamos en
nuestro modelo, ya que la presencia de factores de crecimiento con actividad
condrogénica en el PRP, en conjunto con el incremento de la expresion de SOX9
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pudieron haber inducido la disminucién en la expresién de MMP-13 y ADAMTS-5 en
los explantes de cartilago tratados con PRP.

Por otra parte, ninguno de los tratamientos indujo algin cambio en la expresion de
TIMP-1. TIMP-1 es capaz de inhibir la actividad de muchas MMPs, incluyendo MMP-
13, y se piensa que regula el recambio en la MEC al modular la actividad de
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degradacién de las MMPs, ™" ademas de que es el inhibidor tisular que mas se expresa
tanto en cartilago normal, como en cartilago con OA.'* No obstante, en un estudio
previo se mostré que la expresion de TIMP-1 en condrocitos humanos de cartilago con
OA no parece ser modificada de manera significativa por la IL-18, pero si promueve la
expresién de MMP-13 y ADAMTS-4."" En nuestros resultados se pudo observar un
efecto similar en la expresién de TIMP-1, al no verse modificada su expresién por la

presencia de IL-1 y/o PRP.

El colageno tipo | se encuentra presente ya sea en pequefas concentraciones o
totalmente ausente en el cartilago hialino, pero es muy abundante en el
fibrocartilago.'®'® No se encontraron cambios significativos en la expresién de
colageno tipo | en el andlisis realizado, concordando con resultados similares
reportados por otros investigadores.?"*® Ademas, la expresién de colageno tipo X, el
cual es un marcador especifico de hipertrofia en condrocitos,’ no varié6 de manera
importante entre los diferentes grupos de tratamiento; lo cual indica que ni el PRP, ni la
IL-1B, tienen una influencia directa en la expresién de este gen en etapas tempranas
de OA.

Por ultimo, aunque se utilizé una concentracién pequefia de IL-1B en los experimentos
realizados, en comparacion con otras investigaciones, se observé un incremento en la
expresion génica de IL-13 en los explantes de los grupos IL-18 y PRP/IL-1B3 a los 14
dias. De forma interesante, el tratamiento con PRP disminuyé significativamente la
expresion de IL-1B a los 28 dias de cultivo en comparacion con el grupo IL-18. Se ha
reportado que los condrocitos localizados en el cartilago préximo a los sitios con OA
son capaces de unir mas IL-1B comparados con los condrocitos aislados de un

cartilago normal, haciendo a los condrocitos con OA mas sensibles a la IL-18,"" y que

la exposicion de estas células a la IL-1B incrementa la expresién de la misma IL-1B."%
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8.2.2. Efecto del PRP sobre la histologia de explantes de cartilago

Los hallazgos histolégicos mostraron un incremento en el niUmero de condrocitos en los
explantes tratados con PRP, lo cual fue demostrado después del conteo de los nucleos
tefidos. En diferentes estudios in vitro, el PRP ha mostrado tener un marcado efecto

19515 | a presencia de factores de

positivo en la proliferacion de los condrocitos.
crecimiento pudo haber contribuido directamente al efecto proliferativo observado. Ya
se han cuantificado algunos de los factores de crecimiento involucrados en la
proliferacion de los condrocitos, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas y
el TGF-B en preparaciones de PRP similares a las que utilizaron en el presente
proyecto.’® Los explantes del grupo control e IL-1B tuvieron la tincién méas palida con
safranina-O, especialmente la zona superficial del cartilago, lo que indica una
reduccion de los glicosaminoglicanos de la MEC. Esto no se vio representado del todo
en la escala de Mankin, ya que no se observaron diferencias significativas al comparar
entre grupos. Una posible explicacién para estos resultados es que, como parte de los
objetivos, se evaluaron explantes con defectos menores en el cartilago; incluso la
puntuacion al inicio fue baja. Una comparacién entre explantes de cartilago
identificados con zonas de dafo mayores, tal vez hubiera podido mostrar diferencias
significativas en la escala de Mankin. Sin embargo, los explantes de los grupos PRP y

PRP/IL-1pB tuvieron los valores mas bajos, indicando un efecto regenerativo del PRP.

La presencia de la citocina inflamatoria IL-18 no parecié tener un efecto negativo
importante en la preservacién de la MEC en el grupo PRP/IL-13, en comparacién con
el grupo PRP. La deteccion especifica de colageno tipo Il permitié identificar que el
PRP increment6 significativamente la produccién de esta importante proteina de la
MEC a pesar de la presencia de la IL-1B. Ademas, la deteccion inmunohistoquimica de
colageno tipo | fue mas evidente en la capa superficial de los explantes del grupo IL-1p.
Trabajos previos sugieren que en la OA temprana, el colageno tipo Il se ve
incrementado en las zonas mas profundas del cartilago y disminuido en la zona
superficial; y que en OA mas avanzada, numerosas areas con fibrosis y osteofitos
contienen colageno tipo |, mientras que la deposicion de colageno tipo Il esta
disminuida."’” Estos resultados indican que el PRP inhibe la degradacién de la MEC
del cartilago, induce la proliferacion de los condrocitos y promueve la sintesis de
componentes de matriz como agrecano y colageno tipo Il. Adicionalmente al estimulo
anabolico que los factores de crecimiento del PRP pudieron haber ejercido, otra
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molécula que pudo haber jugado un papel importante en su actividad anti-inflamatoria
al bloquear directamente la actividad de la IL-1B es el IL-1ra, el cual es el inhibidor
natural de la IL-1B y se ha reportado en el plasma de pacientes con OA."® Por otra
parte, las discrepancias entre los diferentes patrones de expresion relativa del ARNm y
su proteina, sugiere la posibilidad de una regulacion post-transcripcional en la
expresion de colageno tipo I. Se ha reportado que la expresion de un ARNm
antisentido en condrocitos articulares murinos, influye en la sintesis de la proteina de
colageno tipo | al inhibir su ARNm sentido."® Ademas, seria interesante medir la
expresion de otras colagenasas que se expresan en condrocitos, como la MMP-8,'% Ia
cual se ha reportado que también es capaz de degradar colageno tipo 1'®', para asi
poder dar una respuesta a la diferencia en la expresion del ARNm y la proteina de
colageno tipo | en nuestro modelo de estudio.

En el cartilago normal existe una estricta regulacién entre el recambio de la MEC que
se mantiene debido a un delicado balance entre sintesis y degradacion. En la OA, este
balance se ve perturbado teniendo como consecuencia una desregulacion tanto de
sintesis como de degradacion. La citocinas inflamatorias, tales como la IL-1B, actian
incrementando la sintesis de MMPs, disminuyendo la produccion de enzimas
inhibidoras de MMPs y disminuyendo la sintesis de MEC. La produccion tanto de
citocinas catabdlicas como anabdlicas, activan a los condrocitos, asi, se requiere de la
actividad de mas de una citocina, para que se puedan estimular todas las reacciones
metabdlicas presentes en la OA."®'%? | a cantidad de MEC degradada est4 altamente
asociada con el desbalance en la produccién de MMPs y de inhibidores tisulares de
metaloproteasas (TIMPs)."® Aunque la etiologia de la OA no se ha comprendido del
todo, el desbalance entre MMPs y TIMPs tiene un papel fundamental en el proceso de
sintesis y degradacién de la MEC bajo condiciones normales y de enfermedad.’® Los
resultados obtenidos sugieren que este desbalance puede ser restaurado en favor de
la conservacién de la matriz del cartilago con el tratamiento de PRP en etapas
tempranas de OA.

Algunos investigadores han reportado el efecto positivo de diferentes formulaciones de
PRP de donadores sanos sobre cartilago o condrocitos de pacientes que se
sometieron a cirugias de reemplazo articular o artroplastia.?"99312126165 En st
estudio, cada preparacion de PRP asi como los explantes de cartilago que se

estudiaron, se obtuvieron del mismo donador. Con este acercamiento se intent6 aclarar
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el potencial de la terapia con PRP al inducir cambios positivos en el cartilago con OA
temprana, ya que en las investigaciones antes sefaladas se utilizaron formulaciones
de PRP de donadores con una edad mucho menor en cartilago o condrocitos de
pacientes mayores, lo cual no representa la practica clinica actual en el uso del PRP.
Hasta donde se sabe, esta seria la primera vez en que explantes de cartilago humano
fueron tratados con PRP autélogo in vitro.

Los resultados obtenidos en las dos fases del trabajo, permitieron responder de la
siguiente manera a las hipotesis planteadas: in vivo, el tratamiento con infiltraciones de
PRP en rodillas de pacientes con OA leve, es mas efectivo que el tratamiento
convencional debido a que, clinicamente, los pacientes tratados con PRP mejoran
notablemente desde las 6 semanas de evaluacion; in vitro, el PRP incrementa la
expresion de genes involucrados en la sintesis de MEC de cartilago hialino (colageno
tipo Il, agrecano, SOX9) y a su vez disminuye la expresién de genes asociados a la
degradaciéon de la MEC (MMP-13, ADAMTS-5, IL-1B), facilitando la restauracién de
MEC en cartilago con OA leve como se pudo comprobar a nivel histolégico.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvo una mayor efectividad clinica del tratamiento con infiltraciones de
PRP que el tratamiento convencional, con una disminucién en el nivel de dolor,
mayor funcionalidad de la rodilla y un incremento en la calidad de vida de los
pacientes tratados.

El PRP infiltrado contiene concentraciones terapéuticas de IL-1ra 'y de TGF-B.

El PRP ejerce un efecto regenerativo en el cartilago con OA leve cultivado en

un ambiente pro-inflamatorio con IL-1p.

El PRP modific6é favorablemente la expresibn génica de marcadores
involucrados en los procesos de anabolismo, catabolismo e inflamacién del

cartilago.

El PRP restaura los defectos a nivel histolégico en la MEC del cartilago con OA

leve.

Las infiltraciones con PRP podrian prevenir o retardar la progresion de la OA en
las primeras etapas de la enfermedad.
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11. ANEXOS

11.1. Encuestas y Cuestionarios para la Evaluacion Clinica de los Pacientes

Ficha de Identificacidon del Paciente.

Nombre:

Fecha:

Género: (M) (F) Edad: Ocupacion:

Escolaridad:

Domicilio:

Teléfono Casa:
Teléfono Celular:

Otro:

Estatura (mts): Peso (kg):

Clasificacion en la Escala de Kellgren-Lawrence:

No. Registro (Expediente):

No. Registro Protocolo:

IMC:

Grado 1 | Grado 2 |

Grado 3 Grado 4

Dudosa disminucién del
espacio intraarticular y
posible formacién de
osteofitos

Disminucién del espacio
intraarticular acompafnado
de osteofitos

Marcada disminucion del
espacio intraarticular,
grandes osteofitos,
esclerosis y deformidad
del contorno 6seo

Disminucién del espacio
intraarticular, multiples
osteofitos y datos de
esclerosis del contorno
dseo

Grupo de Estudio:  (Control)  (PRP)

Rodilla a tratar:

Fecha de aplicacion de Evaluaciones Clinicas (WOMAC, SF-12, EVA):

INICIO 3 MESES |

6 MESES 12 MESES |

Dolor después de las infiltraciones de PRP (si aplica):

Fecha de aplicacion de Tratamiento con PRP (si PRIMERA SEGUNDA TERCERA

aplica): Ninguno Ninguno Ninguno

PRIMERA | [ SEGUNDA TERCERA | Leve Leve Leve
Moderado Moderado Moderado
Mucho Mucho Mucho

Evaluacion de los criterios de Inclusién-Exclusion:

Criterios Si No éCual?

Mayor de 18 afios

Presentacion de radiografias

Tratamiento 1 mes previo al inicio del estudio

Presenta algun padecimiento al inicio del estudio
(Ej. Resfriado, Hipertension, Diabetes)

Presento resultados de Biometria Hematica
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Escala Visual Andloga.
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Western Ontario and McMaster Universities (WOMAC) Osteoarthritis Index.

Fecha: No. Registro Protocolo:
DOLOR.
éCuanto dolor siente? Ninguno | Poco | Bastante | Mucho | Muchisimo

Andar por terreno llano

Subir y bajar escaleras

Por la noche en la cama

Sentado o acostado

Al estar de pie

RIGIDEZ.

éQué tanta es su rigidez? Ninguna | Poca | Bastante | Mucha | Muchisima

Al despertar por la mafiana

El resto del dia después de estar sentado o
acostado descansando

CAPACIDAD FUNCIONAL.

éQué tanta dificultad tiene? Ninguna | Poca | Bastante | Mucha | Muchisima

Bajar escaleras

Subir escaleras

Levantarse después de estar sentado

Estar de pie

Agacharse para agarrar algo del suelo

Andar por terreno llano

Subir y bajar del carro

Ir de compras

Ponerse medias o calcetines

Levantarse de la cama

Quitarse medias o calcetines

Estar acostado en la cama

Meterse o salirse de bafiar

Estar sentado

Sentase y levantarse al ir al bafio

Hacer tareas domésticas pesadas (mover o
levantar cosas pesadas)

Hacer tareas domésticas ligeras (limpiar, barrer,
cocinar)
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Su Salud y Bienestar (SF-12)

Esta encuesta le pide su opinion acerca de su salud. Esta informacion
permitira saber como se siente y qué tan bien puede hacer usted sus
actividades normales. jGracias por contestar estas preguntas!

Por cada una de las siguientes preguntas, por favor marque con una [X la
casilla que mejor describa su respuesta.

1. En general, usted diria que su salud es:

’ Excelente Muy buena Buena Regular Mala ‘
o i i i o
HE HE [1s [ (s

2. Las siguientes frases se refieren a actividades que usted podria
hacer durante un dia normal. ¢Su estado de salud actual lo/la limita
para hacer estas actividades? Si es asi, ¢cuanto?

Si, Si, No, no
me limita me me
mucho limitaun limita en
poCo absoluto

N

. Actividades moderadas, tales como mover una mesa,
barrer, trapear, bailar, andar en bicicleta...................... I [Ja.......

o Subir varios pisos por la escalera..........c.ccccevveuvennnnn.... R [Jao.......
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Durante las ultimas cuatro semanas, ¢ cuanto tiempo ha tenido
usted alguno de los siguientes problemas con el trabajo u otras
actividades diarias normales a causa de su salud fisica?

| Siempre Casi Algunas Casi Nunca
siempre veces nunca
O O N O O

Ha logrado hacer menos de
lo que le hubiera gustado ........ R R R [ e, []s

Ha tenido limitaciones en
cuanto al tipo de trabajo u

otras actividades..........c.coue...... [, I [, (e, []s

Durante las ultimas cuatro semanas, ¢, cuanto tiempo ha tenido
usted alguno de los siguientes problemas con el trabajo u otras
actividades diarias normales a causa de algun problema emocional
(como sentirse deprimido/a o ansioso/a)?

‘ Siempre Casi Algunas Casi Nunca
siempre veces nunca
I O N O O

Ha logrado hacer menos de
lo que le hubiera gustado ........ R R R [ e, []s

Ha hecho su trabajo u
otras actividades con menos

cuidado de lo usual.................. R I (s, (e, []s

Durante las ultimas cuatro semanas, ¢ cuanto le ha dificultado el
dolor su trabajo normal (incluyendo tanto el trabajo fuera de casa
como los quehaceres domésticos)?

‘ Nada Un poco Mas o Mucho Demasiado
menos
L L L L L
I:I 1 I:I 2 I:I 3 I:I 4 I:I 5
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Estas preguntas se refieren a como se ha sentido usted durante las
ultimas cuatro semanas. Por cada pregunta, por favor dé la

respuesta que mas se acerca a la manera como se ha sentido usted.

¢ Cuanto tiempo durante las ultimas cuatro semanas...

Siempre Casi Algunas Casi
siempre veces nunca

N N o

se ha sentido tranquilo/a 'y

$05e0gado/a?......ccccceeevueeeeennnns R I [ [Ja......

ha tenido mucha energia?....... R T [ [Ja......

se ha sentido desanimado/a y

deprimido/a?......c.cccceeveveeuenene. [, I [, [Ja......

Durante las ultimas cuatro semanas, ¢ cuanto tiempo su salud fisica

0 sus problemas emocionales han dificultado sus actividades
sociales (como visitar amigos, parientes, etc.)?

Siempre Casi Algunas Casi Nunca
siempre veces nunca
I:I 1 I:I 2 I:I 3 I:I 4 I:I 5

jGracias por contestar estas preguntas!
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11.2. Técnicas y Protocolos Empleados

Preparacion de Plasma Rico en Plaguetas (PRP) con baja concentracién de

Leucocitos.

Para obtener 3 mL de PRP para infiltracién intra-articular de rodilla:

1.

2.
3.

10.

Obtener 27 mL de sangre venosa, aproximadamente, distribuida en 6 tubos
vacutainer con citrato de sodio 0.109 M como anticoagulante.

Centrifugar las muestras por 5 min a 1800 rpm.

Recolectar con pipeta automatica o pasteur la capa de plasma de cada uno de
los tubos cuidando de no remover la capa leucocitaria (linea blanca entre
glébulos rojos y plasma) en un tubo nuevo de 15 mL.

Centrifugar el plasma recolectado en el tubo de 15 mL por 3 min a 3200 rpm.
Retirar el plasma sobrenadante o plasma pobre en plaquetas de la parte
superior del tubo con pipeta pasteur hasta dejar 3 mL en el fondo del tubo.
Resuspender cuidadosamente la pastilla de células formada en el fondo del
tubo en el volumen restante (PRP).

Transferir el PRP a un tubo vacutainer de 10 mL (tapa roja).

El PRP se puede activar con gluconato de calcio al 10% en una relacion de 150
UL por cada mL de PRP.

El coagulo se forma en aproximadamente 10-15 min.

El PRP activado se puede recolectar centrifugando el coagulo formado durante
5 min a 4300 rpm.

NOTA: Para obtener 6 mL de esta formulacion de PRP para los cultivos de explantes
se obtiene a partir de 54 mL de sangre venosa en tubos vacutainer con citrato de sodio
0.109 M como anticoagulante.

Cuantificacién de IL-1ra y TGF-B con ensayos por inmunoabsorcion ligado a

enzimas (ELISA).

1.

Se obtuvo una alicuota de cada PRP activado y se centrifugé a 4300 rpm
durante 5 min una vez que el coagulo se habia formado. Se recuperé el suero
(o PRP activado [PRPa]) y se almacené a -80°C hasta su analisis.

Preparar una serie de diluciones del estandar correspondiente (IL-1ra o TGF-B)
para formar la curva de calibracion (7 puntos mas un blanco), las diluciones se
prepararon a partir de una solucidon stock tomando 200 puL de ésta y
depositandolos en un tubo de 0.6 o 1.5 mL al cual previamente se le afadieron
200 pL del diluyente calibrador.

Mezclar muy bien y tomar 200 pL para realizar la siguiente dilucidn, esto se
repite hasta tener 6 diluciones. El stock sirve como el punto de mayor
concentracion de la curva y el diluyente calibrador como el punto menos
concentrado o cero.

74



4. A continuacion se anaden 50 uL del diluyente para el ensayo en cada uno de
los pozos a utilizar, se agregan 50 pL del estandar o muestra segun
corresponda, mezclando suavemente cada uno de los pocillos para asegurar
una completa homogenizacion.

5. La totalidad de los pozos utilizados se cubre con la tira adhesiva (incluida en el
estuche) para dejar incubando 2 h a temperatura ambiente.

6. A continuacion, se aspira el contenido de cada pozo y se lavan 3 veces con el
buffer de lavado (400 pL).

7. Se anaden 100 pL del conjugado para reconocer el antigeno en cada pozo, se
cubre y se incuba nuevamente por 2 h a temperatura ambiente.

8. Se repiten los 3 lavados anteriormente mencionados y después se adicionan
100 pL de la solucidon de sustrato en cada pozo.

9. Se incuba en oscuridad durante 30 min y se afiaden 100 pL de la solucién stop
en cada pozo mezclando cuidadosamente para asegurar que los reactivos se
incorporaran correctamente.

10. Por ultimo, se determina la densidad 6ptica de cada pozo en el lector de placas
multi-modal Cytation3 (BioTek®) a 450 nm (se aplica una correccién de longitud
de onda a 540 o0 570 nm, al restar el valor de las lecturas a 540 o0 570 nm de las
lecturas a 450 nm).

NOTA: La determinacion de IL-1ra se puede hacer directamente de la muestra de
suero. En el caso de TGF-B, la muestra de suero tiene que ser activada previamente: a
40 pL de suero/plasma afnadir 20 pL de HCI 1 N y mezclar. Incubar 10 min a
temperatura ambiente. Neutralizar la muestra anadiendo 20 uL de NaOH 1.2 N/HEPES
0.5 M y mezclar bien. Diluir la muestra calibrada con el Diluyente Calibrador antes del
iniciar el ensayo.

Recoleccién v cultivo de explantes de cartilago.

1. Recolectar el tejido en gasa o compresa estéril dentro de una hielera lo mas
pronto posible después de haber sido retirado del paciente durante la cirugia en
el quiréfano.

2. Transportar el tejido al laboratorio inmediatamente.

3. Identificar las zonas del tejido de donde se realizara la obtencion de los
explantes (de acuerdo a la clasificacion de Outerbridge; grado I, II, 1ll o IV).

4. Con la ayuda de un OATS® (6-8 mm de diametro) se realizan los cortes para
obtener los explantes, tantos como se puedan obtener de acuerdo al grado de
lesion deseado.

5. Con la ayuda de un bisturi separar el cartilago del hueso subcondral y colocar
los discos de cartilago en un tubo de 50 mL con PBS 1X estéril (20-30 mL).

6. Retirar el PBS en el que se tienen los explantes con una pipeta de transferencia
y lavar el cartilago con etanol al 70% (preparado con agua estéril) durante 30
seg (20-30 mL).
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7. Retirar el etanol al 70% y lavar con PBS 1X estéril (20-30 mL). Realizar 3
lavados.

8. Retirar el PBS 1X y lavar con PBS 1X estéril con antibiético y antimicético (20-
30 mL).

9. Retirar el PBS 1X con antibiético y antimicético y transferir los explantes a un
nuevo tubo de 50 mL con PBS 1X estéril con antibidtico y antimicético (20-30
mL). Los explantes se pueden mantener en esta solucion hasta que se
coloquen en el cultivo correspondiente.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA FRASCOS SPINNER

e Preparar el medio de cultivo el mismo dia de la obtencion de los explantes y del
inicio del experimento.
e Se preparan 15 mL de medio de cultivo para cada frasco spinner de 25 mL; por
cada 15 mL de medio de cultivo:
o 13.5mL de DMEM/F12
o 1.5 mL de SBF o PRP activado (10% concentracion final)
o 9 L de gentamicina (80 mg/mL; 50 ug/mL concentracion final)
o 6 pL de IL-1B recombinante (50,000 pg/mL; 20 pg/mL concentracion
final)

NOTA: Colocar la misma cantidad de explantes en cada frasco spinner, dependiendo
de los grupos de tratamiento y de los tiempos de analisis determinados (al menos 1
explante para analisis histolégico y al menos 3 explantes para extraccion de ARN total
por cada grupo de tratamiento por cada tiempo de analisis).

Extraccién de ARN total a partir de explantes de cartilago.

Procesar las muestras de inmediato de preferencia para llevar a cabo la extraccion. De
lo contrario, el cartilago se puede almacenar en PBS 1X estéril con antibidtico por 24-
48 h a 4°C o0 en RNA later a 4°C por varios dias 0 a -20°C por mas tiempo.

NOTA: El cartilago almacenado en RNA later se hace rigido debido a que se
deshidrata y es mas dificil seccionarlo o disgregarlo.

Se pueden obtener buenos resultados en concentracion y calidad partiendo de 150 mg
de cartilago (peso humedo).

1. Pesar las muestras de cartilago en tubos eppendorf estériles (peso himedo).

2. Colocar el cartilago en placas petri de cultivo de 100 mm x 20 mm y agregar
500 pL de TRIzol sobre el tejido.

3. Seccionar el cartilago con un bisturi estéril en pequefios trozos (lo mas
pequeno posible), con el fin de lograr una disgregacion mecanica casi completa.

4. Adicionar 1000 pL mas de TRIzol al tejido disgregado y recuperar todo el
volumen de TRIzol (1.5 mL aproximadamente) en un tubo de 2.0 mL.
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5. Incubar 20 min en hielo.

Centrifugar a 11,000 rpm/4°C durante 10 min para retirar los restos celulares.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 2.0 mL y anadir 300 pL de
cloroformo (200 uL por cada mL de TRizol).

8. Agitar manualmente durante 30 seg e incubar en hielo durante 2 min.

. Centrifugar durante 12 min a 11,000 rpm/4°C.

10. Transferir la fase acuosa a un tubo de 2.0 mL nuevo y afadir un volumen igual
de TRIzol. Mezclar por inversion varias veces.

11. Incubar en hielo durante 30 min.

12. Agregar 200 pL de cloroformo, mezclar manualmente 30 seg e incubar en hielo
por 2 min.

13. Centrifugar durante 12 min. a 11,000 rpm/4°C.

14. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 0 2.0 mL, agregar un volumen
igual de isopropanol (600-700 uL) y mezclar por inversion varias veces.

15. Incubar en hielo por 5 min.

16. Centrifugar durante 20 min a 14,000 rpm/4°C.

17. Retirar el sobrenadante, agregar 1 mL de etanol al 70% y agitar vigorosamente.

18. Centrifugar durante 5 min a 8,000 rpm/4°C.

19. Retirar el sobrenadante, remover cualquier residuo de liquido con la ayuda de
una micropipeta de 10-100 pL, cuidando de no tocar el pellet de RNA.

20. Dejar secar el pellet de RNA a temperatura ambiente con la tapa del tubo
abierta (10-15 min aproximadamente).

21. Para disolver el pellet de RNA, anadir de 20-25 uL de agua DEPC estéril o agua
libre de nucleasas e incubar las muestras a temperatura ambiente por 5 min.

22. Mezclar bien, cuantificar y almacenar a -80°C.

&

Sintesis de ADNc a partir de ARN total de cartilago (M-MLV: Invitrogen).

Se pueden obtener buenos resultados partiendo de 50-100 ng de ARN total.

1. Preparar la reaccion de la siguiente forma:

Tubo 1 1X (volumen)
Random primers 1.0 uL
Agua DEPC 5.5 uL*
ARN 5.0 uL*
Total 11.5uL

* El volumen de estos dos reactivos se puede ajustar de acuerdo a la concentracién de ARN de cada
muestra.

Tubo 2 1X (volumen)
Buffer 5X 4.0 uL
DTT 2.0 uL
RNase out 0.5 uL
dNTP's 10 Mm 1.0 uL
M-MLV 1.0 uL
Total 8.5 uL
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Incubar Tubo 1 por 10 min a 72°C (se puede hacer en termomixer).

Incubar Tubo 1 por 3 min en hielo.

Adicionar contenido de Tubo 2 al Tubo 1 (volumen total de la reaccion: 20.0 pL).
Incubar 10 min a 25°C.

Incubar 60 min a 37°C.

Incubar 5 min a 94°C.

Incubar 10 min a 4°C.

NOTA: Los pasos del 5 al 8 se pueden realizar en un termociclador de punto final.

Preparacion de reacciones para analisis por gPCR utilizando sondas TagMan.

Preparacidn de curva estandar para determinar eficiencia de amplificacién.

1.

2.

Construir una curva con al menos 5 puntos de diferentes concentraciones a
partir de diluciones seriadas de ADNc de cartilago: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625.

Se consider6 al ADNc sin diluir como el punto mas concentrado de la curva.
Preparar las reacciones de la siguiente forma:

Reactivo 1X (volumen)
Master Mix 2X 5.0 uL
Sonda TagMan 20X 0.5 puL
ADNCc (diluido) 2.0 uL
Agua (libre de 2.5 L
nucleasas)

Total 10.0 uL*

* El volumen final de la reaccién recomendado por el fabricante es de 20.0 pL; sin embargo se obtienen
buenos resultados llevando las reacciones a un volumen final de 10.0 pL.

4.

Correr las reacciones (al menos por duplicado) en el termociclador 7500 Fast
Real-Time PCR System.

Una vez obtenidos los ciclos de amplificacion (Ct) de cada uno de los puntos,
calcular el promedio de los valores.

Por otro lado, calcular el logaritmo del valor de la dilucién dividido entre el
(Log dilucion

logaritmo de 2 /Log 2)-

Graficar los valores obtenidos en los puntos 5 y 6 en una hoja de Excel (grafico
de lineas) y obtener la linea de tendencia y la ecuacion de la recta.

Para determinar la eficiencia de amplificacién, elevar 2("/valer de X en la ecuacion de la
3 Por ejemplo, si el valor de X en la ecuacién de la recta de -0.9649,
entonces la eficiencia de amplificacion se calcularg 2% ggea 207y esto
sera igual a 2.05.

El valor que se busca en la eficiencia de amplificacion de los genes a evaluar se
busca que sea lo mas cercano a 2 y/o que los valores sean muy similares entre
el gen blanco (target) y el gen normalizador (end6geno).
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Preparacion de las reacciones de las muestras experimentales a evaluar

mediante qPCR.

1. De las curvas de amplificacion antes previamente realizadas, elegir la
concentracion (o punto de dilucion) en el cual se obtiene una adecuada curva
de amplificacién (por ejemplo, Ct >18 y <30).

2. Preparar los ADNc de cada una de las muestras de ARN total y realizar la
dilucion seleccionada de los ADNc.

3. Preparar las reacciones de la siguiente forma:

Reactivo 1X (volumen)
Master Mix 2X 5.0 uL
Sonda TagMan 20X 0.5puL
ADNCc (diluido) 2.0 uL
Agua (libre de 2.5 uL
nucleasas)

Total 10.0 uL*

* El volumen final de la reaccién recomendado por el fabricante es de 20.0 pL; sin embargo se obtienen
buenos resultados llevando las reacciones a un volumen final de 10.0 pL.

4. Correr las reacciones (al menos por triplicado) en el termociclador 7500 Fast
Real-Time PCR System.

5. Una vez obtenidos los ciclos de amplificaciéon (Ct) de cada uno de las muestras,
calcular el AACt normalizando con el(los) endégeno(s) elegido(s).

NOTA: Para el 7500 Fast Real-Time PCR System, las reacciones se deben de
preparar en tubos o placas con pocillos con una capacidad de 100 pL.

Desparafinar cortes de explantes de cartilago.

1. Incubar las laminillas con los cortes a 56°C por 30 min (puede ser hasta 1 0 2

h).

2. Hidratar los cortes en las siguientes soluciones:

Xilol (2 cambios) 5 min.
Etanol absoluto 3 min.
Etanol 95 % 3 min.
Etanol 70 % 3 min.
Agua destilada 3 min.

Tincidn histoguimica con safranina-O/verde rapido.

Procedimiento para cortes de explantes de cartilago.

1. Desparafinar e hidratar cortes hasta agua destilada.
2. Teinir nucleos con hematoxilina férrica (5 min).
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3. Lavar con agua corriente (8 min).
4. Tenir con verde rapido al 0.02% (6 min).
5. Colocar en acido acético acuoso al 1% (10 seg).
6. Teidir con safranina-O acuosa al 0.1% (5 min).
7. Deshidratar con alcoholes 95% y 100% (2 min c/u).
8. Aclarar con xilol, 2 cambios (2 min).
9. Montar con resina.
REACTIVOS
Safranina-O 0.1% Acido acético 1%
0.1 gr de safranina-O 1 mL de &cido acético glacial
Llevar a 100 mL de agua Llevar a 100 mL de agua

Verde rapido 0.02%
0.02 gr de verde rapido
Llevar a 100 mL de agua

Tincidn histoguimica con tricromico de Masson.

Procedimiento para cortes de explantes de cartilago.

Desparafinar e hidratar cortes hasta agua destilada.

Lavar con agua corriente hasta perder color amarillo.
Enjuagar con agua destilada unos segundos.

Tenir nucleos con hematoxilina férrica (10 min).
Lavar con agua corriente (10 min).

Lavar con agua destilada hasta que deje de teiiirse.

ONoO O RN~

9. Sumergir en agua destilada.

10. Tenir con azul de anilina (5 min).

11. Lavar con agua destilada hasta que deje de tefirse.

12. Inmersién de 15 segundos en acido acético acuoso al 1%.

13. Deshidratar en acoholes 95%, 100% y alcohol/xilol (15 seg c/u).
14. Aclarar con dos cambios de xilol (15 seg c/u).

15. Montar con resina.

REACTIVOS

Solucion fijadora de Bouin. Azul de Anilina.

37.5 mL de solucion saturada de acido 2.5 gr de azul de anilina
picrico

12.5 mL de formaldehido (37%) 2.0 mL de acido acético glacial
2.5 mL de acido acético glacial Llevar a 100 mL de agua

Colocar en solucion fijadora de Bouin (60 min a 60°C o a T.A. toda la noche).

Colocar en solucién de acidos fosfotugnstico y fosfomolibdico (10 min).
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Acido clorhidrico 1N.

8.3 mL de HCI concentrado
Llevar a 100 mL de agua

Tincidon inmunohistoquimica de coldgeno tipo | v tipo Il.

Previamente, fijar los tejidos en formaldehido al 10% en PBS pH 7.2-7.4 por al menos
24 h. Procesar por la técnica histoldgica e incluir en parafina. Usar cortes histolégicos
de 5 ym.

1.
2.
3.

o s

© N

10.
11.
12.
13.

14.
15.

Desparafinar los cortes y llevar hasta agua.

Colocar los cortes en solucion Tris-buffer salino + tween 20 (TBST) por 3 min.
Exponer los antigenos con solucion TRS 60 min a 100 °C en bafio hiumedo (20
min solucion TRS sola, 20 min solucion + laminillas y 20 min de enfriamiento en
agua destilada).

Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Bloquear la peroxidasa enddgena con H,O, 3% e incubar 10 min a temperatura
ambiente.

Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Bloquear las proteinas, incubar 30 min a 37°C en camara humeda.

Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Anadir el anticuerpo primario e incubar toda la noche a 4°C (en camara
humeda, cubrir la zona a la que se le anadi6 el anticuerpo con un trozo de papel
parafilm).

Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Anadir el anticuerpo secundario e incubar 30 min a 37°C en camara humeda.
Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Anadir la solucién de estreptavidina-HRP e incubar 15 min a 37°C en camara
humeda.

Lavar en solucién buffer TBST por 3-5 min.

Revelar con solucion de sustrato (10 gotas)-cromégeno (1 gota) e incubar 10
min a temperatura ambiente.

CONTRATINCION

1.
2.

3.

P

Lavar en agua destilada por 2 min (3 veces).
Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 min (20 seg si la
hematoxilina es muy reciente).
Lavar en agua corriente por 3 min.
Enjuagar en agua destilada por 3 min.
Deshidratar gradualmente con (3 min. c/u):
a. Etanol 70% (2 cambios).
b. Etanol 95%, (2 cambios).
c. Etanol 100% (2 cambios).
d. Xilol (2 cambios).
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10.

11.

12.

13.

Limpiar el exceso de xilol.
Montar con resina y almacenar los cortes en oscuridad.

Cuantificaciéon de células o tejido tefido con Imaged.

Ajustar la escala de la imagen a micrometros (todas las imagenes deberan
contar con escala).

Abrir el archivo de la imagen que se desea analizar (File — Open).

Se puede magnificar la zona de la imagen donde se encuentra la escala usando
las teclas “+” o “-“, o el comando “Magnifying glass” de la barra de comandos
hasta que la escala quede de un tamafo lo suficientemente grande.

Seleccionar el comando “Straigh” y dibujar una linea sobre la linea de la escala
(la linea dibujada debe de ser del mismo largo).

Seleccionar el menu Analyze — Set Scale. En el recuadro que aparece,
modificar el parametro “Known distance” con el valor de la escala de la imagen
(50, 100, 200, etc.). Modificar el parametro “Unit of lenght” colocando las letras
“‘um” (micrémetros) y dar click en OK.

A continuacioén seleccionar el menu Image — Type — RGB Stack para dividir la
imagen en los canales rojo, verde y azul.

Para visualizar la imagen en los 3 canales al mismo tiempo seleccionar Image
— Stacks — Make Montage. De esta forma se puede determinar en qué canal
se aprecia un mejor contraste entre lo tefido/marcado y el resto.

Seleccionar la imagen desplegada por RGB Stack en el canal deseado y
presionar “Shift + T”. Aparecera el recuadro “Threshold”.

Ajustar el umbral manualmente moviendo el “slider” de abajo hasta que
aparezca en rojo solo la marca deseada (aprox. 175).

A continuacién se borra la escala de la imagen encerrandola en un recuadro
dando click en el comando “Rectangular” y eliminarlo con la tecla “backspace”
(quedara un recuadro blanco). En caso contrario ir a Image — Color — Color
Picker.

Para analizar las zonas coloreadas dar click en el menu Analyze — Set
Measurements y palomear solo las casillas “Area”, “Area fraction”, “Limit to
threshold” and “Display label”. Dar click en OK.

Regresar al menu Analyze — Measure. Se mostrara el recuadro de resultados
con los valores del area y el porcentaje correspondiente.

Repetir para todas las imagenes a analizar.

82



