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RESUMEN

La artrosis de cadera es una enfermedad inflamatoria de bajo grado,
altamente prevalente en la poblacion mundial. Constituye una importante causa
de limitacién de la calidad de vida del paciente y supone un importante gasto en
los sistemas sociosanitarios. Hasta hace pocos anos, los tratamientos
conservadores de esta enfermedad se limitaban al tratamiento de los sintomas
asociados. En los ultimos afos, la aparicion de tratamientos bioldgicos, entre los
que se encuentran las infiltraciones con plasma rico en plaquetas (PRP), supone
un avance terapéutico que pone el foco en modificar el curso de la enfermedad.
Hasta ahora, se habia demostrado la eficacia de estos tratamientos en el control
de los sintomas al inyectarse de forma intrarticular. La artrosis en una
enfermedad compleja, que involucra a todos los tejidos articulares. Entre ellos,
el hueso subcondral juega un papel fundamental en la regulacion de la
homeostasis articular y del cartilago. Asi mismo en un reservorio fundamental de
células mesenquimales estromales (MSC), con una funcién inmunomoduladora
clave en los procesos de homeostasis de la articulacion. La afectacion de este
hueso subcondral, con la consecuente alteracion de las células mesenquimales
presentes en él, ha puesto el foco en el desarrollo de nuevas terapias que
permitan un tratamiento mas completo de la enfermedad, entre las que se
encuentran las infiltraciones con PRP intradéseo. Estos tratamientos ya han
demostrado su eficacia en la artrosis de rodilla, con resultados superiores a los
obtenidos con tratamientos unicamente intraarticulares.

En este trabajo se describe por primera vez la técnica de infiltracion de PRP
intradseo en la articulacion de la cadera, demostrando que es una técnica segura
y reproducible. Asi mismo, se muestran los resultados clinicos de un estudio
piloto sobre pacientes con artrosis severa de cadera tratados con PRP intradseo,
que demuestra la superioridad de este tratamiento comparado con las
infiltraciones intraarticulares. Por ultimo, se ha estudiado por primera vez en
humanos, el efecto que el PRP intraéseo tiene en las MSCs del hueso
subcondral en su propio nicho celular, hallando un efecto positivo de este

tratamiento en lo que se refiere a proliferacion celular, resistencia a la



senescencia y expresion de genes asociados con la formacion osea y la

remodelacion del cartilago.
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SECCION | 1. INTRODUCCION

La osteoartrosis (OA) en una enfermedad del sistema musculoesquelético
que se ha convertido en objeto de interés de los sistemas de salud en todo el
mundo por su alta prevalencia. Aproximadamente el 40% de la poblacién >65
afnos podria desarrollar sintomas artrosicos, y la cadera es una de las
articulaciones comunmente afectadas, con una prevalencia del 7 al 25% en
pacientes mayores de 55 afios'. Los sintomas de la artrosis de cadera
normalmente incluyen dolor y pérdida de funcion, reduciendo la calidad de vida
del paciente. Ademas, el aumento de la esperanza de vida y de las tasas de
obesidad podrian elevar la prevalencia de esta patologia. Actualmente no existe
un tratamiento eficaz que detenga la progresién de la OA, que conduce al
reemplazo articular y genera un riesgo para los pacientes y una gran carga
economica para los sistemas de salud?.

Los tratamientos actuales como la fisioterapia, los analgésicos vy
antiinflamatorios orales o las inyecciones intraarticulares de acido hialurénico y
esteroides solo se centran en aliviar los sintomas de la OA, pero no erradican la
causa de la enfermedad3. Aunque estos métodos son capaces de aliviar los
sintomas, la degeneracién sigue progresando y la artroplastia parece ser la unica
solucion en el horizonte de estos pacientes®. Esta alternativa puede causar
complicaciones y, debido a su vida util limitada, en ocasiones es necesario
realizar nuevas intervenciones quirurgicas mas dificiles en el futuro. Por tanto,
es necesario desarrollar nuevos tratamientos que frenen la progresion de la
degeneracion articular provocada por la OA. En los ultimos afos han surgido
tratamientos basados en la medicina regenerativa, como las Células Madre
Mesenquimales (MSC) y el Plasma Rico en Plaquetas (PRP), con el fin de
ralentizar en lo posible la evolucion de la OA y regenerar el cartilago. Aunque
estas nuevas técnicas no han podido cumplir completamente con los objetivos
propuestos, se han logrado avances prometedores en los ultimos afios®. El PRP
surge como una terapia bioldgica alternativa e innovadora, con el objetivo no solo
de controlar la sintomatologia, sino también de modificar el curso de la
enfermedad. Esta terapia autdloga, basada en el potencial regenerativo de las
plaquetas, las biomoléculas plasmaticas y la matriz de fibrina, se ha desarrollado
con el fin de mejorar la capacidad regenerativa natural de los tejidos dafiados.®”
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SECCION | 1. INTRODUCCION

1.1 Comprendiendo la articulacion como un dérgano: el proceso de
degeneracion articular.

Las articulaciones sinoviales estan formadas por multiples tejidos, con
propiedades biomecanicas especificas, lo que hace que cada uno de ellos realice
funciones especificas. Pero todos ellos actuan de forma coordinada para
mantener la homeostasis bioquimica y biomecanica articular. Esto confiere a la
articulacion sinovial una enorme capacidad adaptativa frente a los desérdenes
mecanicos y bioldégicos a los que se encuentra permanente sometida la
articulacion®. Los musculos periarticulares, la capsula, los ligamentos y el labrum
articular confieren a la articulacion estabilidad, asi como son un elemento
fundamental en la absorcion de cargas®'3.

A nivel intraarticular, existen tres elementos fundamentales para mantener
la homeostasis articular: la membrana sinovial, el cartilago y el hueso subcondral

(Figura 1). La membrana sinovial es un tejido altamente vascularizado e inervado

y proporciona nutrientes al cartilago avascular adyacente. Su tipo celular
principal son los sinoviocitos (tipo A -macrofagos- y tipo B -fibroblastos-), aunque
también presenta células inmunes y MSC, hasta el punto de que la membrana
sinovial se ha convertido en una fuente de MSC de creciente interés'™. La
membrana sinovial es la productora del liquido sinovial; éste actua como
lubricante articular (por su alto contenido en lubricina y acido hialurénico) y es el
portador de nutrientes, biomoléculas y sefales celulares, siendo por lo tanto
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis articular’®. El segundo

elemento es el cartilago articular hialino. Lo forman condrocitos organizados en

una matriz de colageno tipo 2. Presenta un coeficiente de friccidn muy bajo, con
una elevada resistencia a la compresion y el cizallamiento. Sus condrocitos se
estratifican de menor a mayor densidad celular desde las capas mas
superficiales a las capas profundas, adyacentes al hueso subcondral, donde la
concentracion de agua y células es mayor'®. El tercer elemento con un papel
predominante en el mantenimiento biolégico de la articulacion es el hueso
subcondral. Consiste en una placa de hueso cortical de donde emergen areas
de médula 6sea y hueso trabecular. La importancia del hueso subcondral radica
en su comunicacioén con el cartilago, aportando a este tejido al menos el 50% de
los requerimientos de oxigeno y glucosa. Esta comunicacion no se limita al

aporte nutricional sino que abarca la senalizacion celular y molecular que
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participa en la homeostasis del cartilago. Ademas, el hueso subcondral es una

fuente de MSC y participa en la absorcion de cargas articulares junto con los

otros elementos mencionados anteriormente’”.

Figura 1: la articulacién como 6rgano, donde la membrana sinovial, el cartilago y el
hueso subcondral constituyen los principales componentes a nivel intraarticular
Todas las estructuras descritas anteriormente confieren a la articulacion
capacidad de adaptacion a las diferentes alteraciones y estimulos recibidos,
ayudando a mantener un cartilago sano. Y esta adaptacién es tanto mecanica
como bioldgica, siendo en este ultimo aspecto donde la medicina regenerativa
tiene su marco de accidén. Gracias a los “estabilizadores mecanicos” de la
articulacion, las cargas y fuerzas mecanicas que recibe se convierten en
estimulos moleculares y celulares que se mantienen en niveles fisiologicos,
siempre y cuando las cargas sean moderados en intensidad y frecuencia. Estos
estimulos activan la expresion génica de los condrocitos, permitiéndoles
sintetizar proteinas, como proteoglicanos, colageno y metaloproteasas, que
aseguran la integridad y renovacion del cartilago articular'®. La continua
adaptacion de las células a los estimulos mecanicos que reciben para mantener
la matriz extracelular adecuada se basa en un equilibrio anabdlico/catabdlico
muy delicado, y cualquier alteracion mecanica o biolégica puede romperlo dando

lugar a una degeneracion articular'®.
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1.2 Proceso de degeneracion articular

El equilibrio articular puede verse alterado por multiples causas. Lesiones
en los elementos estabilizadores de la articulacion, un exceso de estimulos en
relacion con actividad fisica suprafisiologica o un defecto de los mismos en
relacion con el sedentarismo conduciran a un mal funcionamiento biolégico y
celular. En consecuencia, se alteraran los mecanismos de renovacion tisular?.
Asi mismo, otras patologias y trastornos biolégicos como el envejecimiento o
como los procesos inflamatorios o los que afectan a las estructuras encargadas
de mantener y nutrir el cartilago también pueden provocar fallos celulares que
conduzcan al desequilibrio y la degeneracion articular. Tradicionalmente, se ha
entendido la OA como una enfermedad no inflamatoria. Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que existe un tipo de inflamacidén crénica de bajo
grado en la patogénesis de la OA, que lleva a una ineficacia en los mecanismos
de reparacion tisular?'-23. Tenemos que evitar tener una visién mecanicista del
problema y entender los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de la
OA?4, De esta forma podremos desarrollar y aplicar tratamientos mas eficaces.

Los multiples tejidos implicados en este problema y la naturaleza
multifactorial de la OA hacen dificil precisar la secuencia de pasos y el momento
en el que se produce cada uno de ellos durante el desarrollo de la OA. Los que
si queda claro es que estos eventos ocurren principalmente en la membrana
sinovial, el cartilago y, de forma particularmente importante, en el hueso
subcondral®®. Mas alla de la causa, la consecuencia principal del desequilibrio
articular es la degeneracion de la matriz extracelular y la generacion de
productos de degradacién de la misma, que seran liberados al liquido articular?®.
Estos productos de degradacion generaran patrones moleculares asociados al
dano tisular (DAMPs), capaces de unirse a receptores TLR en las células de los
diferentes tejidos articulares?’. Como consecuencia de estas interacciones, se
activa la via intracelular del factor nuclear kappa B (NF-kB), conectando el
programa mecanobioldgico y la respuesta inflamatoria. La expresion génica de
las células afectadas cambia a un patrén inflamatorio que sintetiza moléculas, a
saber, interleuquinas (IL-1b, IL-6, IL10), prostaglandinas (PGE-2) y otras

biomoléculas proinflamatorias, y citoquinas (factor de necrosis tumoral alfa
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(TNFa), interferon gamma (INF-y) o factor de crecimiento nervioso (NGF)). Los
niveles patolégicos de estas moléculas también interfieren en las respuestas de
reparacion fisiolégica. Por ejemplo, la accion de las MSC de la médula 6sea se
ve alterada por los altos niveles del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), lo que compromete sus funciones de modulacion y reparacion?®.Todo
el ambiente biolégico dafiino generado por esta cascada de eventos provoca
cambios patologicos en el cartilago, la membrana sinovial y el hueso subcondral.
Los condrocitos del cartilago pasan a un estado mucho mas activo, formando
grupos de células y aumentando su proliferacion. También aumentan la sintesis
tanto de proteinas de la matriz extracelular como de enzimas, provocando un
remodelado alterado de la matriz con hipertrofia y calcificaciones'®. En cuanto a
la membrana sinovial, en las primeras etapas se produce un proceso inflamatorio
con infiltrados de macrofagos, que en etapas avanzadas generara una hipertrofia
inflamatoria crénica de la membrana sinovial (sinovitis)?®. A nivel del hueso
subcondral se generaran lesiones 6seas como edema 0seo y microfracturas, que
llevaran a una descompensacion en las cargas, lo que producira un estimulo
patoldgico tanto bioquimico como biomecanico®. Nuevamente, los DAMPs
activaran vias inflamatorias intracelulares ( tales como NF-KB y otras...) que
aumentara la produccion de citoquinas y por lo tanto el ambiente inflamatorio.
Esto generara un desajuste a nivel molecular, celular y tisular, que llevara a una
remodelacion tisular con contenido fibroneuroangiogénico por la sobreexpresion
de moléculas como TGF-B y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)?’.
Estas lesiones aumentaran los canales de comunicacion entre el cartilago y el
hueso subcondral®. De esta forma se permitira el intercambio molecular y celular

entre el cartilago y el hueso subcondral (figura 2).
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Figura 2: representacion del crecimiento de tejido fibroneurovascular y del aumento de los
canales de comunicacién entre el hueso subcondral y el cartilago
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Cuando estos productos alcancen la membrana sinovial, se uniran a
receptores de membrana celular y perpetuaran el ciclo inflamatorio
anteriormente descrito (figura 3). Asi se perpetua un bucle catabdlico sostenido
que llevara a la degeneracion articular?®. Teniendo en cuenta todo esto, es
evidente que la degeneracion articular no es una enfermedad exclusiva del
cartilago. En cambio, afecta a todos los elementos presentes en la articulacion,
por lo que debe abordarse clinicamente teniendo en cuenta todos ellos para

revertir o ralentizar la progresion degenerativa.

breakdown Cytokines
;/ Catabollc\, L-18. TNFa
nal .\‘ SF ' /‘ L6, MMPs

PGE2

i TNFa

\ IL-18 IL-6

Figura 3: el intercambio de células y moléculas inflamatorias desde el hueso subcondral a la
superficie articular activara vias inflamatorias en toda la articulacion.

A nivel celular, varias células inmunes han sido identificadas en el proceso
inflamatorio asociado a la OA, siendo los macréfagos, las células T y las células
B las mas abundantes®'. Los macréfagos son las células inmunes mas
abundantes en la articulacion con OA3%2. El microambiente local determinara el
comportamiento de estas células. Moléculas como el IFN-y, el TNF-oo o DMAPs
activaran el macréfago a su fenotipo proinflamatorio (M1Me), que secretara

citoquinas (IL-1, IL-6-, IL-12, iINOS) que mantendran la respuesta inflamatoria.
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Por el contrario, los macrofagos polarizados hacia su fenotipo trofico (M2Me)
secretaran moléculas (TGF-B, Arg-1) que regularan a la baja la inflamacion y
promoveran el remodelado articular®®3*. Los dos fenotipos celulares son
necesarios y coexisten en el normal funcionamiento articular, pero fallos en la
transformacion de M1Me a M2Me¢ podria resultar en una inflamacion cronica
persistente, llevando al dafio tisular®>-37. La siguiente célula inmune mas

abundante en la articulacién del paciente con OA son los linfocitos T (T-cell).

Podemos, a grandes rasgos, dividir los T-cell en T-helper (Tw), T-citotoxicos (Tc)
y T-reguladores (Tregs). LOos dos primeros son los llamados T-efectores y los
estudios sugieren que estan directamente implicados en el desarrollo de la
OA38:39 Estas células producen citoquinas que no sélo provocan inflamacion sino
que reclutan mas células t-efectoras, perpetuando la inflamacién y provocando
dafio tisular®®. Bajo la induccion de ciertas citoquinas (como el TGF-), las células
T se pueden diferenciar a Tregs. Estas células actuan como importantes
inmunomoduladores, disminuyendo la respuesta inflamatoria*'42. Diversos
estudios demostraron que cuando la ratio entre Tefectores y Tregs estaba
alterado en favor de los T-efectores, la OA se exacerbaba**. La tercera célula
inmune a considerar son los linfocitos B (B-cell). Si los productos de

descomposicion de la matriz del cartilago quedan expuestos, las B-cells pueden
ser estimuladas para producir autoanticuerpos y activar la inmunidad humoral*’,
llevando a una alteracién en todo el ambiente de la articulacion. El depdsito de
esos anticuerpos en la superficie condral podra inducir una activaciéon del sistema
del complemento y promover mas dafio tisular®4°,

Existe otro tipo celular con una importancia fundamental en el proceso de
la OA: las MSCs. Son células inmunomoduladoras®®-52, capaces de regular al
resto de ceélulas inmunes. Al igual que ocurre con otros tipos celulares, la
activacion de receptores de membrana en las MSCs puede provocar la
polarizacion de las mismas hacia fenotipos proinflamatorios (MSC1) o tréficos
(MSC2). Las moléculas producidas durante el dafio tisular o patégenos externos
son reconocidos por determinados receptores TLR en la membrana celular e
inducir una polarizacion a MSC1%. Este fenotipo promueve una respuesta
inmune, necesaria en la fase temprana de la inflamacién, provocando una

acumulacion de células inflamatorias en el tejido articular, con fines protectores.
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En las fases tardias de la inflamacion aumentan los niveles de ligandos para otro
tipo de receptores TLR en la membrana de las MSCs que inducira la polarizacion
a MSC2, con el fin de prevenir el dafio prolongado a la articulacién®. El fallo en
esta transformacion hacia fenotipos tréficos podria mantener un estatus
inflamatorio que llevaria a la degeneracion articular y la OA?*. Las MSCs realizan
su funcion bien por contacto celular directo o mediante secrecion paracrina de
factores de crecimiento, citoquinas y vehiculos extracelulares (exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptéticos)®®. Estas sefales celulares afectaran al
comportamiento de otras células inmunes, deteniendo la secrecion de citoquinas
proinflamatorias e induciendo una polarizaciéon hacia sus fenotipos troficos o
reguladores. En este sentido, las MSCs podrian restaurar la homeostasis
articular y prevenir o reducir el dafio tisular (figura 4).

Microambiente
@ <
MSC1 MSC2
é.‘ /Q )
® . , @
Th Treg Fisiolégico
B B

B-act

Figura 4: el microambiente de la articulacion determinara la polarizacion de los diferentes
tipos celulares hacia su fenotipo inflamatorio o hacia el tréfico o reparador. Esto podra
conducir a la degeneracion articular o mantener la homeostasis fisiolégica.

En las articulaciones con OA, existen alteraciones importantes a nivel de
las MSCs. En primer lugar, se ha demostrado un incremento aberrante en el
numero de MSCs en articulaciones con OA, tanto en el liquido sinovial como en
el hueso subcondral. Existe un reclutamiento de MSCs desde el hueso
subcondral a la superficie articular®®-%8. Ademas, su perfil de diferenciacion se
encuentra alterado, con una reduccion de la diferenciacion condrogénica vy
adipogénica, y un incremento de la capacidad osteogénica®®. Incapaces de

regular el remodelado éseo, provocan un crecimiento fibroneurovascular a nivel
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del hueso subcondral®®. Finalmente, existe un incremento en el porcentaje de
MSCs senescentes en la OA, con la consecuente pérdida de su funcion
reguladora®®. Por lo tanto, las MSCs en la OA presentan serias alteraciones que
llevaran al dafo tisular.

Todas las alteraciones anteriormente descritas, tanto a nivel tisular como
celular, condicionan la pérdida de la homeostasis articular, llevando a la
inflamacion de bajo grado que origina la OA (figura 5). Son todas ellas
interesantes dianas terapéuticas para la medicina regenerativa. En este
contexto, los tratamientos biolégicos con PRP se presentan como moduladores
de la respuesta celular, capaces de reducir la actividad inflamatoria y promover
la polarizacion hacia fenotipos tréficos mediante la modificacion del

microambiente celular.

Broiofiammator. qlierqtions
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Figura 5: representacion del bucle catabdlico articular. Todos los tejidos de la articulacion
estan implicados en el proceso degenerativo; la lesion en cada tejido perpetlua el proceso de
lesion tisular global que acontece en la OA.

1.3 Definiciéon de PRP

El PRP es una terapia biolégica de origen autdlogo, que emplea la sangre
del propio paciente para obtener un volumen de plasma con una suspension de
plaquetas, cuya concentracion es superior a la concentracion de plaquetas en
sangre periférica. Existen diversos métodos de obtencion del PRP; estos
meétodos determinaran la composicién ultima del PRP, que estara compuesto por

plasma, plaguetas en una concentracion variable (superior a la concentracion en
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sangre periférica), asi como eritrocitos y leucocitos en una concentracion
variable, que puede ir desde su ausencia hasta una alta concentracion de los
mismos.®

El PRP lo constituye una estructura de fibrina autéloga, que contiene y
libera de forma progresiva y mantenida moléculas bioactivas. Varias de estas
moléculas (factores de crecimiento) estan relacionadas con procesos
homeostaticos articulares, teniendo la potencial capacidad de modificar el curso
de la enfermedad en la OA®'. Sin embargo, existen multiples variables en los
meétodos de extraccidn, preparacion, asi como en los protocolos de aplicacion de
los tratamientos con PRP. En los ultimos afios han surgido multitud de sistemas
de preparacion de PRP, que ofrecen un producto final de muy diferentes
caracteristicas biolégicas (numero de plaquetas sobre el nivel basal en sangre
periférica, presencia o ausencia de células rojas, presencia, ausencia o aumento
de le presencia de leucocitos, tipo de activacion plaquetaria...) Todas estas
variables influirian en el resultado final del tratamiento y por lo tanto, en los
resultados clinicos reportados. Asi mismo, existen grandes diferencias en los
protocolos de administracion del PRP (localizacion de las infiltraciones, numero
y frecuencia de las infiltraciones, volumenes empleados, incorporacion de otros
productos asociados al PRP...); una aplicacion inapropiada puede conducir a

unos resultados clinicos insatisfactorios®2:63,

1.4 Clasificacion del PRP

La gran variedad de productos englobados en el término PRPS6465
condiciona severas limitaciones a la hora de evaluar los resultados del mismo.
Los estudios en el campo de la terapia bioldgica con PRP incluyen formulaciones
de PRP muy diferentes en funcion del método de obtencion y preparacion y a
pesar de ello se analizan los resultados como si de un mismo producto biologico
se tratase. Esta gran variabilidad hace que sea dificil realizar una correcta
comparacion entre estudios, y que por lo tanto las conclusiones sean a menudo
confusas e incluso contradictorias. lgualmente, en la literatura existe una laguna
en los datos proporcionados por los autores acerca de la composicion y la
actividad bioldgica del PRP concreto empleado®, siendo esto constante tanto en
investigacion clinica como preclinica®”-%°. Un articulo reciente concluyd que tan

s6lo 11/105 estudios (10%) proporcionaron informes completos sobre el
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protocolo de preparacion de PRP, y solo 17/105 estudios (16%) proporcionaron
métricas cuantitativas sobre la composicion del PRGF final®.

Es por esto que en los ultimos afios la comunidad cientifica clama por un
sistema de clasificacion de los PRP que aporte luz en este vacio de datos
reportados. Varios intentos se han realizado en encontrar una clasificacion util,
sencilla y abierta de los PRPs, pero sin conseguir un consenso entre los
expertos’’73. En el 2020 se publicé un sistema de codificacion, fruto de un
consenso de expertos, que ofrece una clasificacion simplificada del PRP’4. Es
un sistema de clasificacion de 6 digitos emparejados que aportan informacion
sobre composicion plaquetaria, presencia de otros tipos celulares y activacion:
N1N2-N3Ns-NsNg. Los digitos N1y N2 muestran la composicion plaquetaria del
PRP, indicando la concentracion plaquetaria en relacion a la concentracion basal
en sangre periférica. Los digitos N3y N4 indican la pureza del PRP, en cuanto a
la presencia o ausencia de eritrocitos y la concentracion de leucocitos. Los
digitos Ns y Ne indican el método de activacion. Ns indica si la activacion es
enddgena (0) o si la activacién es previa a la infiltracion (1) y Ne hace referencia
a la adicién de calcio para la activacion (0=no, 1=si). La clasificacion se completa
con 3 tablas que aportan informacién adicional sobre aspectos relacionados con
el PRP empleado dependiendo de si se trata de estudios in vitro, in vivo o

clinicos.

1.5 Plasma Rico en Factores de Crecimiento (PRGF)

Los estudios englobados en este trabajo emplean el PRGF como producto
bioldgico terapéutico. EI PRGF es un PRP con una concentracion de plaquetas
por encima de 2 veces superior a la concentracion en sangre periférica, sin
presencia de eritrocitos ni leucocitos, en el que se realiza activacion de las
plaguetas mediante la adicién de cloruro célcico (CaClz)’®. Se corresponderia
con un tipo de PRP 13-00-11 conforme a la nueva clasificacién descrita
anteriormente.

Se extrae la sangre en tubos de 9 ml, con citrato de sodio al 3,8% como
agente anticoagulante. Tras una centrifugacion a 580g durante 8 minutos se
obtiene una columna de plasma libre de eritrocitos y leucocitos, que concentra
las plaquetas en la mitad inferior de dicha columna, con unos valores entre 2y 3
veces los niveles de plaquetas en sangre periférica; la mitad superior de la
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columna de plasma presenta unos valores de concentracion plaquetaria
similares a los de la sangre periférica. La activacion se realiza con CaCl,, de
forma que no se emplea trombina bovina (como hacen otros PRP), ya que es
una fuente de posibles reacciones inmunoldgicas’®’8. Una caracteristica a
destacar en el PRGF es la ausencia de leucocitos. Esto hace del PRGF un
producto seguro y homogéneo, pues la concentracion de leucocitos es altamente
variable entre individuos e incluso en el mismo donante, puesto que son células
muy dependientes de pequefias perturbaciones en la homeostasis corporal. Los
leucocitos ademas pueden promover un ambiente proinflamatorio liberando
TNF-a, IL-6, IFN-y, citoquinas, que inducen la sobreexpresion de
metaoloproteasa (MMPs), elastasa y catepsina G, asi como especies reactivas
de oxigeno (ROS) entre otros, destruyendo de esta forma la matriz extracelular
(MEC) y exacerbando la lesion original”®. Diferentes estudios reportan un efecto
nocivo de los leucocitos sobre los sinoviocitos, condrocitos, células madre
mesenquimales (MSC); asi mismo los relacionan con una peor respuesta
clinica®%-82,

Tras la activacion del PRGF, el fibrinbgeno plasmatico formara una
estructura tridimensional de fibrina con dominios vinculantes heparan-sulfato
para que se unan de forma reversible los factores de crecimiento (PDGF, FGF,
HGF, BDGF, VEGF, IGF y TGF-B). Ademas contiene citoquinas (TNF-a, IL-2, 3,
4, 5), quimioquinas (PF4), componente de MEC (fibronectina, trombospondina y
tenascina), moléculas de adhesion celular (L-selectina y N-CAM), proteinas de
fase aguda y proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico®384. Una vez
distribuida en el tejido inyectado, de degradacion o fibrindlisis de esta estructura
liberara de forma prolongada y sostenida las diferentes biomoléculas que
contiene, generando un estimulo homeostatico a nivel tisular y favoreciendo los

procesos de regeneracion tisular®-86.

1.6 PRGF y degeneracion articular

El PRP contiene una gran cantidad de moléculas bioactivas, por lo que
seria erréneo definir el efecto del PRP en funcidn de las acciones aisladas de
cada molécula. Mas aun, el efecto del PRP no depende de cada molécula, sino
de las acciones sinérgicas de las mismas. En efecto, muchas moléculas de PRP
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se activan en presencia de otras, o por el contrario muchas tienen efectos
antagonicos, condicionando el efecto final del PRP.
1.6.1 Efecto anti-inflamatorio.

Debido a la compleja fisiopatologia de la OA, la inflamacion puede ser tanto
la causa como la consecuencia de otros procesos patologicos. Por ello, es
importante revertir el ambiente proinflamatorio de esta patologia y restaurar la
homeostasis de la articulacion para promover la reparacion tisular. Muchas de
las moléculas de PRP participan en la regulacion de estos procesos
inflamatorios, que son clave en la progresion de la patologia. El efecto
antiinflamatorio del PRP se consigue mediante la accion de sus biomoléculas
(IGF-1, HGF, PDGF, TGF-p...) a diferentes niveles. Este efecto se produce a
través de la inhibicion de la via de sefalizacién intracelular NF-KB por parte de
estas moléculas y, como resultado, se reduce la generacion de moléculas
proinflamatorias como IL-B o TNF-a87:88, Este efecto inhibidor no solo se limita a
los condrocitos, sino que también afecta a otros fenitipos celulares, como
fibroblastos, osteoblastos® o macréfagos®. La consecuencia de silenciar esta
via en los diferentes tipos celulares de la articulacion es la disminucién de los
niveles moleculares inflamatorios del liquido sinovial, aliviando el ambiente
inflamatorio global®’.

Dentro de su accion antiinflamatoria, el PRP también actua sobre los
macrofagos cambiando su fenotipo. El resultado es un cambio de fenotipo de los
macréfagos de fenotipo inflamatorio (M1Me) a reparador (M2Mg), donde se
favorece la reduccion de la inflamacion y se estimula la reparacion tisular®?. Este
efecto es especialmente importante en los macréfagos presentes en la
membrana sinovial, generando una disminucion de la inflamacion de la misma,
tan caracteristica en la OA%. Esta polarizacién hacia un estado trofico y
reparador puede deberse a la accion del antagonista del receptor de la IL-1,
presente en el PRP, que ademas de evitar el efecto inflamatorio de la IL-1
promueve el cambio de fenotipo a M2 de los macréfagos®*.

El entorno inflamatorio en la articulacion osteoartritica también se ve
potenciado por la mayor presencia de moléculas ROS, que participan en la
patogenia de la OA a través de la inflamacion sinovial, la degradacion del
cartilago o la disfuncion del hueso subcondral®®. EI PRP activa el elemento de

respuesta antioxidante a través de la via de senalizacion intracelular NrF2-ARE
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en los osteoblastos®. Con ello se consigue un efecto antioxidante y protector en
estas poblaciones celulares, evitando el dafo causado por el incremento de
especies reactivas de oxigenos (ROS).

La interaccion de las biomoléculas de PRP en los mecanismos que
desencadenan la inflamacion resulta no solo en una disminucion de los niveles
de moléculas proinflamatorias y ROS sino también en una promocion de la
expresion génica relacionada con la accion antiinflamatoria®’.

1.6.2 Efecto analgésico

El dolor es uno de los sintomas mas caracteristicos de la OA y uno de los
factores mas limitantes para el paciente, afectando su funcionalidad y calidad de
vida. Una de las principales causas del dolor asociado a la degeneracion articular
es la inflamacion que se produce. Resolver el problema inflamatorio aliviaria en
parte el dolor del paciente con artrosis. Este alivio es uno de los efectos mas
observados en estudios clinicos ya que es la variable mas estudiada. Sin
embargo, es necesario profundizar en los mecanismos de accién por los cuales
el PRP logra el efecto analgésico. Durante los procesos inflamatorios, los
macréfagos residentes generan moléculas entre las que destaca la
prostaglandina E2 (PGE2), que es una de las principales causas del dolor
inflamatorio®. Como se mencioné anteriormente, el PRP favorece el cambio en
los macrofagos de fenotipo proinflamatorio a antiinflamatorio y como
consecuencia una reduccion en la produccion de PGE2 y otras moléculas
proinflamatorias®®. Ademas, la accion del PRP sobre la via NF-KB también podria
reducir los niveles de sustancias que estimulan los nociceptores de la membrana
sinovial articular®. Por tanto, la inhibiciéon de la sintesis de estas sustancias es
uno de los mecanismos de accion por los que el PRP reduce el dolor.

Aunque la accidon sobre la inflamacion puede ser el mecanismo mas
predominante en el alivio del dolor, se ha estudiado la implicacion de otras vias,
como el mecanismo mediado por endocannabinoides periféricos, que podria ser
un objetivo terapéutico prometedor en el tejido sinovial de pacientes con OA'®.
La influencia del PRP sobre este sistema de sefalizacion esta asociada a la
estimulacién que se produce en las células situadas en ambientes inflamatorios.
En presencia de PRR, estas células generarian sustancias analgésicas como la
anandamida y el 2-araquidonoilglicerol, que son agonistas de los receptores
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cannabinoides 1y 2. Este efecto se observa tanto in vitro como in vivo, con una

menor respuesta nociceptiva en los animales tratados®.

1.6.3 Efecto biolubricante

Uno de los problemas asociados a la artrosis es la falta de lubricacién y por

tanto el aumento de la friccion en la articulacién. En una articulacion sana, el
liquido sinovial tiene una funcidn lubricante natural debido a la presencia de acido
hialurénico. La alteracion de los componentes del liquido sinovial empeora la
lubricacion, deteriorando el cartilago. Ademas, esta capa de lubricante disminuye
progresivamente a medida que empeora la enfermedad, creando un circulo
vicioso'%', Restaurar la lubricacion articular es una de las prioridades para
mejorar el curso de la enfermedad, y es el objetivo de las infiltraciones
intraarticulares de acido hialurénico'%2.

La aplicacion de PRP también puede restaurar la lubricacion de las
articulaciones a través de varios mecanismos. En primer lugar, tiene un efecto
estimulante sobre los condrocitos y sinoviocitos, debido a que no solo potencia
su proliferacion sino que también aumenta la produccidén de acido hialurénico,
mejorando la capacidad lubricante del liquido sinovial'®3-1%5, En segundo lugar,
el PRP también influye en la lubricacion a través de la proteina de la zona
superficial (SZP) o lubricina. Esta proteina sintetizada por los condrocitos y los
sinoviocitos actua como barrera condroprotectora frente al contacto directo en
las articulaciones. EI PRP mejora la lubricacion tanto directamente, ya que
contiene SZP enddgeno, como indirectamente al estimular la secrecion de SZP
por parte del cartilago articular y la membrana sinovial'%.

1.6.4 Efecto modulador celular

Todos los efectos descritos anteriormente se generan a través de la
interaccidon entre los factores de crecimiento y los receptores de la membrana
celular, desencadenando vias intracelulares y afectando la expresion génica que
genera proteinas con efectos biolégicos. Ademas de los efectos sobre la
inflamacion, el dolor y la lubricacion, existen otros efectos tréficos y reguladores
que, si bien no tienen una traslacion clinica tan evidente, son necesarios para

promover la inflamacidn tisular, reparar y revertir o ralentizar la enfermedad.
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El PRP ha demostrado su efecto biolégico sobre los condrocitos del
cartilago articular y su consecuente impacto en la reparacion del cartilago'®’. Por
un lado, actua sobre el comportamiento celular, aumentando las tasas de
crecimiento, migracion y proliferacion y reduciendo efectos negativos como la
apoptosis. Por otro lado, el PRP potencia la sintesis de glicosaminoglicanos
(GAGs), proteoglicanos y colageno, mejorando la produccion de matriz
extracelular.

Ademas, la estimulacion de la reparacidn del cartilago también esta
condicionada por la accion de las MSC. Son capaces no solo de diferenciarse en
células con funciones especializadas como condrocitos, osteoblastos vy
adipocitos, sino también de liberar moléculas y senales celulares que regulan los
procesos de reparacion’®. En un ambiente patoldgico, estas células ven alterada
su funcion, perdiendo su actividad reparadora®. Teniendo esto en cuenta, las
células madre mesenquimales se consideran una diana terapéutica del PRP
para modular su comportamiento y restaurar sus funciones fisiologicas. Muifios-
Lopez et al. observd una disminucion de las MSC en el liquido sinovial de
pacientes con OA grave después de la aplicacion de PRP directamente en el
hueso subcondral'®. La capacidad reguladora del PRP sobre las MSC puede
deberse a la accion directa sobre su respuesta celular asi como a la mejora del
entorno biolégico en el que residen las células. Las MSC derivadas de la médula
Osea tratadas con PRP mostraron un aumento en la proliferacion y la capacidad
condrogénica''?. Este aumento de la proliferacion también se observé en células
madre derivadas de tejido adiposo humano, aunque se mantuvo su potencial de
diferenciacién condrogénica'''. Restaurar la homeostasis del tejido donde
residen las MSC, por ejemplo, al disminuir la inflamacién al inhibir las moléculas
proinflamatorias, también mejora la accion de estas células. La atenuacion de un
exceso de sefalizacion mediado por TGF-3 en el hueso subcondral durante la
OA restaura la disfuncion de las MSC, previniendo la degeneracion del
cartilago®®. Liu et al. observaron que las infiltraciones intradseas de PRP
promovieron la proliferacion de células MSC y la osteogénesis en un estudio in
vivo, mientras que la adipogénesis, la senescencia celular y el estrés oxidativo

disminuyeron''2.
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El PRP intraéseo en la OA de cadera actua modificando el microambiente
celular y por lo tanto influyendo en el comportamiento celular, lo que tendra una
repercusion clinica en el paciente, tanto por accion directa sobre la inflamacion,
el dolor y la biolubricacion de la articulacion, como por una modificacion del
comportamiento celular que dirigira a las células hacia una polarizacion a sus
fenotipos troficos, modificando por tanto el curso de la enfermedad. Estos efectos
del PRP seran mas eficaces en tanto en cuanto los tratamientos se dirijan al
mayor numero de tejidos articulares implicados, siendo el hueso subcondral (y
por lo tanto las infiltraciones intradseas) un elemento clave en este sentido por
su papel fundamental en la patogénesis de la OA, sus importantes relaciones
con el cartilago y por su particular contenido celular (MSCs).

Teniendo en cuenta lo anterior, se han determinado los siguientes
objetivos:

. Definir la técnica y el protocolo de infiltracion de PRP intradseo en
la articulacion de la cadera, demostrando su seguridad y reproducibilidad.
. Estudiar los resultados clinicos de la infiltracion intradsea de PRP
en cadera en pacientes con OA de cadera en estadios avanzados (grados
Il y 1l en la clasificacion de Tonnis)
. Estudiar por primera vez en humanos, el efecto del PRP intradseo
en las MSCs de hueso subcondral de cadera en su nicho biolégico,
analizando su capacidad de proliferacién en el hueso subcondral, su
senescencia y su modificacion genética a favor de la multipotencia y
promoviendo la regeneracion del cartilago.

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

continuacion.
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3.1 Estudio 1: Infiltracion Intradésea de Plasma Rico en Plaquetas para la

Artrosis Severa de Cadera

3.1.1 TECNICA DE INFILTRACION (figura 6)

Figura 6: esquema del
procedimiento de infiltracion
intradsea a nivel de la articulacion
de la cadera

3.1.1.1 Diagnéstico

El diagnéstico de la OA se basa en criterios clinicos y radiograficos. Las
radiografias utilizadas son la proyeccion anteroposterior (AP) de pelvis en carga
y la vista axial de Lowenstein. Los pacientes con OA grado Il y Il segun la
clasificacion de Tonnis se consideran candidatos a esta técnica.
3.1.1.2 Preparacion PRP

Antes de inducir la sedacion, se extraen unos 80 mL de sangre venosa del

paciente para preparar el PRP segun tecnologia PRGF-Endoret (Instituto de
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Biotecnologia [BTI], Vitoria-Gasteiz, Espana). La sangre se centrifuga a 580 g
durante 8 minutos a temperatura ambiente. La fraccion de plasma de 2 mL
ubicada justo encima de los glébulos rojos sedimentados, pero sin incluir la capa
leucocitaria, se recolecta en un tubo y se lleva a la sala de inyeccidn para su uso.
Para iniciar la activacion de la coagulacion plaquetaria, se agrega cloruro calcico
(10 % p/vol) al PRP liquido justo antes de la inyeccion. Todos los procedimientos
se realizan en condiciones estériles.
3.1.1.3 Preparacion del paciente

La sedacion se realiza mediante la infusion de, asi como una dosis unica
de midazolam (0,03-0,05 mg/kg) y fentanilo (3,2 mg/kg), en vena periférica;
también se administra una dosis unica o repetida de propofol (1-2 mg/kg), segun
la duracion de la infiltracion. El grado de sedacion es -4 o -5 en la escala de
sedacion de Richmond. El paciente se coloca en decubito supino sobre la mesa
de operaciones. En la piel del paciente se dibujan, como referencias cutaneas,
la espina iliaca anterosuperior y el trocanter mayor. Se prepara el area de
infiltracion con una solucidén de povidona yodada, cubriendo una regién 10 cm
proximal y 10 cm distal a la zona de infiltracidn. Se colocan pafios estériles que

definen la zona de tratamiento.

3.1.1.4 Infiltracion intraarticular

La infiltracion es guiada por ecografia. Cuando se ha localizado la cabeza
del fémur, la sonda de ultrasonido se dirige hacia la parte media del cuello
femoral. Para realizar la infiltracion intraarticular de PRP se utiliza una aguja
calibre 18G, orientada en la misma direccion del portal artroscépico anterolateral-
distal. La aguja se dirige hacia la zona de transicion entre la cabeza y el cuello
del fémur para evitar lesionar el labrum acetabular. Una vez insertada la aguja
en el espacio articular, se inyectan 8 mL de PRP. Se recomienda realizar la
infiltracién en 30° de flexidn articular, lo que distendera la capsula anterior de la

articulacion de la cadera, facilitando asi la entrada del PRP.

3.1.1.5 Infiltraciéon acetabular intradsea
La infiltracion intradsea se realiza guiada con fluoroscopio, que proporciona

la vista AP de la articulacién de la cadera. Se introduce un trocar de biopsia ésea
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calibre 11G 3 cm proximal a la linea articular dibujada previamente y en linea
con el portal artroscopico anterolateral. El trocar se coloca en direccion craneo-
caudal, con una inclinacion de 20° y paralelo al plano horizontal, y se empuja
hasta alcanzar la pared lateral del acetabulo. El hueso acetabular de este lado
es duro y resistente, por lo que la infiltracion puede ser dificil; la inclinacidn
utilizada para esta infiltracion nos ayuda a penetrar en el hueso. También nos
permite controlar la colocacién del trocar cerca del hueso subcondral. Con la
ayuda de un martillo se introduce el trocar en el acetabulo, hasta situarlo a 1 cm

de la linea articular. Luego se introducen 5mL de PRP por via intradsea (figura
7).

Figura 7: posicionamiento del trocar
de infiltracion a nivel acetabular
(imagen de fluoroscopia).

3.1.1.6 Infiltracion femoral intradsea

Siguiendo la direccion del portal artroscopico anterior, se introduce el trocar
de calibre 11G en la cabeza del fémur. El punto de entrada en la piel se situa 1
cm lateral al musculo sartorio para evitar lesiones del nervio femorocutaneo
durante la infiltracidn. La colocacion del trocar se orienta en la misma direccidn
que el portal artroscopico anterolateral-distal. El punto de entrada en la cabeza
femoral esta en la union del cuello y la cabeza femorales para evitar dafos en el

cartilago articular. Con la ayuda del martillo, se introduce el trocar a 1 cm de la
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linea articular, controlando el posicionamiento del trocar con fluoroscopia. Luego

se introducen 5mL de PRP por via intradsea (figura 8).

Figura 8. A: posicionamiento del trécar de infiltracion a nivel de la cabeza femoral (imagen
intraoperatoria de fluoroscopio); B: imagen de la difusién del PRP intradsea a nivel de la
cabeza femoral obtenida tras la aplicacion de 5 ml de PRP tefido con azul de metileno e
infiltrado en una cabeza femoral de donante segun la técnica descrita.

Finalmente, tras finalizar las infiltraciones y retirar los pafos estériles, se
limpia la piel con una solucion de alcohol y se aplican apdsitos en los puntos de
infiltracion. Luego se aplica hielo de forma local. En los dias posteriores a la
infiltracion, el paciente puede cargar peso y tomar analgésicos (paracetamol)
segun el nivel de dolor. Se realizan dos infiltraciones intraarticulares mas de PRP
de 8 mL cada una, 7 y 14 dias después del primer tratamiento, utilizando la

técnica descrita para este procedimiento3.

3.1.2 Resultados clinicos: Estudio Piloto

3.1.2.1 Pacientes

Este estudio prospectivo de serie de casos incluyé un total de 40 pacientes
reclutados entre 2015 y 2016. Se examinaron radiografias digitalizadas de las
caderas afectadas para determinar el grado de OA segun el esquema de
clasificacion desarrollado por Ténnis. Los pacientes reclutados tenian OA grado
2y 3 segun la escala de Tonnis, y eran susceptibles de una artroplastia total de
cadera, ya que no habian respondido al tratamiento previo basado en
infiltraciones de PRP intraarticular. El dolor al inicio era al menos de intensidad
leve, >20/100 en una escala analdgica visual (EVA) de 100 mm. Los criterios de

exclusion fueron pacientes jovenes menores de 18 afios, protrusién acetabular,
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migracion conceéntrica de la cabeza femoral, cirugia extensa de la articulacion de
referencia (por ejemplo, osteotomias alrededor de la cadera, osteocondroplastia
abierta o artroscépica por pinzamiento femoroacetabular), deformidad excesiva
(como displasia acetabular o de la cabeza femoral). , deformidad por colapso de
la cabeza femoral y secuelas de la cabeza femoral con deformacion por
enfermedad de Perthes), enfermedad reumatica concomitante, mala salud
general que interfirid con las evaluaciones, inyecciones intraarticulares (IA) de
corticosteroides, acido hialuronico o PRP y lavado articular en los 6 meses
anteriores. Los farmacos sintomaticos de accion lenta se retiraron antes del
tratamiento con PRP. Se permitieron los medicamentos concurrentes, como
paracetamol o AINE, pero se suspendieron 48 h antes del seguimiento y de
completar los cuestionarios de valoracion por el paciente: EVA, hip disability and
osteoarthritis outcome (HOOS) y Western Ontario and McMaster Universities
Osteoarthritis Index (WOMAC). Recibieron una combinacion de dos infiltraciones
intradseas de PRP con la primera inyeccion intraarticular seguida de dos

inyecciones IA mas en las siguientes dos semanas.

3.1.2.2 Preparacion del PRP

Se extrajeron 80 mL de sangre venosa en tubos de 9 mL que contenian
citrato de sodio al 3,8% (p/V) y se centrifugaron a 580 g durante 8 min a
temperatura ambiente (Instituto de Biotecnologia BTI, Vitoria-Gasteiz, Espafia).
La fraccion de plasma de 2 ml situada justo encima de la fraccion roja, pero sin
incluir la capa leucocitaria, se recogié en un tubo y se llevo a la sala de inyeccidn
para su uso. Este PRP contenia una concentracién moderada de plaquetas de
1,5 a 2,5 veces la concentracion de plaquetas en comparacién con la sangre
periférica, dependiendo del numero y el tamafo de las plaquetas, asi como del
hematocrito. No se incluyeron leucocitos en esta preparacion de PRP. Para
iniciar la activacion de la coagulacion plaquetaria, se afiadié cloruro de calcio (10
% p/v) a las alicuotas de PRP liquido justo antes de la inyeccion. Todos los

procedimientos se realizaron en condiciones estériles.

3.1.2.3 Tratamiento
La primera administracion de PRP incluyé tres inyecciones diferentes en

diferentes localizaciones anatémicas realizadas en el quiréfano. Primero se
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realiz6 una inyeccion intraarticular de PRP y posteriormente dos inyecciones
intradseas de PRP segun la técnica anteriormente descrita. Bajo vigilancia
anestesiologica, se indujo la sedacion del paciente. Se realizé una inyeccidn
intraarticular guiada por ultrasonido utilizando una aguja de calibre 18 orientada
en la misma direccion que el portal artroscopico anterolateral-distal. Con 30 de
flexion articular para facilitar la infusion de la infiltracion de PRP, se inyectaron
8mL de PRP en el espacio articular. A continuacion, con la guia de un
fluoroscopio, se obtuvo una vista anteroposterior de la articulacion de la cadera
para realizar la primera infiltracidn intradsea en el acetabulo. El trocar se colocé
en direccion craneo-caudal, paralelo al plano horizontal y con una inclinacion de
20°. Una vez introducido el trocar en la pared lateral del acetabulo y situado a 1
cm de la linea articular, se inyectaron 5SmL de PRP. Finalmente, se realiz6 la
segunda inyeccion intradsea en la cabeza femoral cuyo punto de entrada se situo
1 cm lateral al musculo sartorio. La cabeza femoral fue abordada en la union del
cuello y la cabeza femoral, con el trocar orientado en direccién anterolateral-
distal. Se introdujo el trocar a 1 cm de la linea articular y se inyectaron 5 mL de
PRP. La infiltracion intrabsea no se centro en lesiones especificas sino que se
realiz6 en el mismo punto en todas las intervenciones, ya que el PRP se
distribuye por toda la zona subcondral independientemente de las lesiones
tisulares. Una vez finalizado el procedimiento, se retiraron los pafnos estériles, se
limpid la piel y se aplicaron apositos para heridas en los puntos de infiltracion.
Luego se aplico hielo de forma local. Durante las primeras horas tras el
tratamiento se recomendd la deambulacidn asistida con muletas y minima carga
inicial por la propia intervencion. A los dias siguientes, se permitio la carga
completa y la toma de analgésicos (paracetamol) segun las necesidades del
paciente; se limito la practica deportiva y la actividad fisica intensa. Se realizaron
dos infiltraciones intraarticulares de PRP mas 14 y 21 dias después del primer
tratamiento. Cuarenta y ocho horas después de cada inyeccion intraarticular el

paciente pudo retomar su rutina diaria con actividad fisica normal.
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3.1.2.4 Evaluacion de resultados

Los pacientes completaron cuestionarios al inicio, 6 meses y 12 meses
después de la tercera inyeccion intraarticular, y fueron evaluados por un meédico
diferente al que aplico el tratamiento.

El criterio principal de eficacia fue un cambio desde el inicio en el dolor
articular, medido utilizando la subescala de dolor HOOS. Las variables
secundarias de eficacia incluyeron cambios en VAS, subescalas HOOS para
sintomas, actividad de la vida diaria, funcibn en deportes y recreacion
(Sport/Rec), calidad de vida (QOL), asi como las subescalas WOMAC para dolor,
rigidez y funcién fisica. En el caso de pacientes que no mejoraron y se
sometieron a otros tratamientos antes de los 12 meses, se incluyeron sus valores
basales para obtener la puntuacion en ese momento. Para evaluar la seguridad
del tratamiento, se evaluaron e informaron todas las complicaciones y eventos

adversos durante las visitas de los pacientes.

3.1.2.5 Analisis estadistico

Se realizd un analisis de potencia para estimar el tamafio de la muestra
necesario para lograr una potencia del 90 % con un nivel de significacion del 5%
para las medidas de resultado primarias. Se utilizé un tamano del efecto
supuesto de 10 puntos (mejoria minima clinicamente importante, MCII) con una
desviacion estandar (DE) de 15 puntos. Este analisis sugirié un minimo de 34
pacientes, esperando una tasa de abandono de 0,3. Las variables demograficas
y médicas (sexo, edad, IMC y grado de OA) se determinaron mediante la media,
desviacidn estandar, rango y porcentaje. Las comparaciones se realizaron
mediante la prueba t de Student para datos paramétricos de muestras pareadas
y la prueba de Wilcoxon para datos no paramétricos de muestras pareadas. La
distribucion de las muestras se evalué mediante la prueba de Saphiro-Wilk. Los
datos se consideraron estadisticamente significativos cuando p < 0,05. El
andlisis estadistico se realizé con SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL).
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3.2 Estudio 2: Efecto de las infiltraciones intradseas e intraarticulares
combinadas de plasma autélogo rico en plaquetas sobre células
estromales mesenquimales de médula 6sea subcondral de pacientes con
artrosis de cadera.

3.2.1 Pacientes

La investigacion se realizé a partir de muestras de aspirado de médula 6sea
(BMA) subcondral de 12 pacientes con OA de cadera grados 2 y 3 segun la
escala de Tonnis y tratados en la Unidad de Cirugia Artroscopica (UCA) con una
combinacion de infiltraciones de PRP 10 e IA. Las infiltraciones de PRP aut6logo
se realizaron como se describe en la seccidn siguiente y el periodo de tiempo
entre las dos infiltraciones fue de 14 dias. Se utilizo el seguimiento clinico de
rutina a los 6 meses después de la segunda infiltracion para evaluar la respuesta
del paciente al tratamiento en este estudio. Este seguimiento incluia la
exploracién clinica por parte del médico asi como el Hip disfuncion and
Osteoarthritis Outcome Score (HOOS) cumplimentado por el paciente en las
diferentes visitas al centro.

La respuesta positiva (denominada "respondedores" a partir de ahora) se
definio de acuerdo con la evaluacion del médico y una reduccién en la puntuacién
de dolor HOOS de al menos 10 puntos desde el inicio (mejoria minima
clinicamente importante (MCIl)). Una puntuacion de dolor HOOS de menos de

10 puntos se clasific6 como una respuesta negativa (denominada "no
respondedores" de ahora en adelante). Los datos demograficos de los pacientes,
los detalles clinicos, su medicacidon o su ausencia junto con sus evaluaciones de

respuesta al tratamiento de 6 meses se presentan en la tabla 3.
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3.2.2 Preparacion del PRP y Procedimiento de administracion

El proceso de preparacion de PRP se ha descrito previamente. Se extrajo
sangre venosa (72 ml) de los pacientes en tubos de 9 ml de citrato de sodio al
3,8% (p/v). Se centrifugd a 580 g durante 8 min a temperatura ambiente para
recolectar la fraccion de plasma de 2 ml por encima de los globulos rojos
sedimentados; se tuvo cuidado de evitar la capa leucocitaria. El PRP se activé
con cloruro de calcio al 10 % (p/v) justo antes de la infiltracion.

La administracion de PRP incluyé tres inyecciones diferentes en diferentes
localizaciones anatdmicas realizadas en quirdfano. Primero se realizd una
inyeccion de PRP IA, seguida de dos inyecciones de PRP 10, segun la técnica
anteriormente descrita. Se indujo la sedacidn del paciente con una dosis unica
de solucion salina normal, asi como una dosis Unica de midazolam (0,03-0,05
mg/kg) y fentanilo (3,2 mg/kg) por via venosa periférica; también se administro
una dosis unica o repetida de propofol (1-2 mg/kg), segun la duracién de la
infiltracion. Se realizé una inyeccion |A guiada por ultrasonido utilizando una
aguja de calibre 18 orientada en la misma direccion que el portal artroscépico
anterolateral-distal. Con una flexion articular de 30° para facilitar la infusién de la
infiltracion de PRP, se inyectaron 8 mL de PRP en el espacio articular.

A continuacion, bajo la guia de un fluoroscopio, se obtuvo una vista
anteroposterior de la articulacién de la cadera para realizar la primera inyeccion
IO en el acetabulo. El trocar se colocé en direccidon craneo-caudal, paralelo al
plano horizontal y con una inclinacion de 20-. Una vez insertado el trocar en la
pared lateral del acetabulo y ubicado a 1 cm de la linea articular, se inyectaron 5
mL de PRP. Finalmente, la segunda inyeccién IO se realiz6 en la cabeza femoral
cuyo punto de entrada se localizé 1 cm lateral al musculo sartorial. La cabeza
femoral se abordd6 en la union de la cabeza y el cuello femorales, con el trocar
orientado en direccion anterolateral-distal. Se introdujo el trocar 1 cm por debajo
de la superficie articular y se inyectaron 5 mL de PRP. Antes de la infiltracion, se
recogieron 5 ml de BMA del hueso subcondral de la cabeza femoral para este
estudio y se etiquetaron como "Pre" (antes del tratamiento). Durante las primeras
horas tras el tratamiento se recomendo la deambulacidn asistida con muletas y
minima carga inicial por la propia intervencion. Al dia siguiente, el paciente podia
cargar peso y tomar analgésicos (paracetamol) segun requerimiento por el dolor,
con actividad fisica limitada. Se realizé el mismo procedimiento 14 dias después
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del primer tratamiento, y se recolectaron otros 5 mL de BMA y se etiquetaron

como ‘Post’ (después del tratamiento).

3.2.3 Procesamiento de muestras de aspirado de médula ésea y
establecimiento de cultivos de MSC

Todas las muestras de BMA (5 ml) se procesaron como se describio
anteriormente''4. Después de la lisis de los globulos rojos con cloruro de amonio
y después de lavar el sedimento celular dos veces con 10 ml de PBS, las células
nucleadas se resuspendieron en medio para MSC (StemMACSTM MSC
Expansion media, Miltenyi Biotec, Bisley, Reino Unido) en un volumen
equivalente al BMA original, luego se sembrd en una placa de 6 pocillos (Corning,
Nueva York, NY, EE. UU.) a 750 pL/pocillo que contenia 1 mL de medio
StemMACSTM para mantener la cualidad de las MSC. Después de 48 h, los
medios se cambiaron a Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) bajo en
glucosa complementado con antibidticos y suero humano al 10 % (Sigma-
Aldrich, Dramstadt, Alemania) para la expansién de MSC al paso 1 (P1). En
estudio previos se ha demostrado que la expansién de las MSC, particularmente
en medios que contienen Suero bovino fetal (FCS), afecta las caracteristicas de
sus colonias y los perfiles de expresion génica, mientras que el uso de suero
humano conduce a una mejor conservacion de sus caracteristicas nativas. Se
realizaron cambios de la mitad del medio dos veces por semana, y las células se
tripsinizaron y expandieron cuando tenian una confluencia de aproximadamente
el 60-70%. Luego, las MSC P1 se congelaron a -80 -C en alicuotas y se usaron

para analisis adicionales, como se describe a continuacion.

3.2.4 Ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)
y analisis de colonias.

El ensayo de CFU-F se utilizd para cuantificar las células formadoras de
colonias altamente proliferativas en cultivos p1 y para comparar sus
proporciones en cultivos de MSC antes y después de p1. Para el ensayo, los
viales congelados se descongelaron primero y se revivieron en medio
StemMACSTM sin mas expansion del cultivo. Las densidades de siembra de
células para el ensayo CFU-F se optimizaron utilizando 1000, 2000 y 5000
células/100 mm por placa de Petri (Corning) de tres cultivos p1 seleccionados al
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azar para generar un minimo de 30 colonias/placa para la cuantificacion de
colonias. En base a estos resultados de optimizacion, todos los cultivos de p1
restantes se sembraron a 5000 células/placa y los datos se presentaron en
relacion con 5000 células sembradas. En resumen, se sembraron 5000 células
por duplicado en placas de Petri de 100 mm en 10 mL de medio StemMACSTM
durante 48 h en una incubadora a 37 -C y 5% de COZ2. Después de 48 h, se
aspiraron los medios StemMACSTM vy la placa se lavé con 10 ml de PBS.
Después del lavado, se agregaron 10 mL de DMEM (ThermoFisher, Waltham,
MA, EE. UU.) que contenia suero humano al 10% (DMEM + HS) a cada una de
las cajas de Petri y se cambio la mitad de los medios una vez por semana. El dia
14, se aspiraron los medios, se fijaron las colonias con formaldehido al 3,7 %
(Fisher Scientific, NewHampshire, EE. UU.) y se tifieron con azul de metileno al
1 % (p/v) (Sigma-Aldrich). Una colonia se definié como constituida por al menos
50 células. Después de la tincidn, se escanearon las placas y se conto y
promedié el numero de colonias, seguido de la investigacion de las areas de
colonias.

Las areas de colonias se consideran indicativas de las capacidades
proliferativas de las MSC formadoras de colonias. Las imagenes escaneadas se
analizaron utilizando el software ImageJ (versién 1.53q, NIH). Las imagenes se
convirtieron a "escala de grises" y todas las colonias recibieron un contorno
manualmente; El software calculé las areas de las colonias en base a una escala
de 100 mm (diametro de la placa de Petri). El analisis se realiz6 en los cultivos
Pre y Post y posteriormente se correlacioné con la edad del donante, la
respuesta al tratamiento y otras mediciones de laboratorio.

3.2.5 Ensayo de senescencia

La acumulacion de células senescentes, incluidas las MSC, se considera
uno de los mecanismos celulares detras de la patologia de la OA. Para medir las
proporciones de células senescentes en cultivos P1 Pre-MSC y Post-MSC, se
realizo el ensayo histoquimico gold standard con beta-galactosidasa asociado a
la senescencia (SA-B-gal). Las MSC P1 se descongelaron y se sembraron 4 x
10* células de cada muestra en pocillos duplicados de una placa de 6 pocillos
durante la noche para la adhesion en 1,5 ml de medio StemMACS™. Al dia

siguiente, se aspird el medio y se lavaron las células en tampdn fosfato salino
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(PBS), luego se anadieron 1,5 ml de tampdn de fijacion a las placas y se
incubaron durante 6 a 7 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, las
células se enjuagaron tres veces con PBS vy se tifieron con 1 ml de la mezcla de
tincion preparada segun el protocolo del fabricante. A continuacion, las placas
se sellaron en parafilm y se incubaron a 37 -C sin CO2 durante la noche. Al dia
siguiente, se observd bajo microscopia Optica la presencia de azul en las células
(o células SA-B-gal positivas). Tres observadores independientes contaron un
minimo de 100 células totales/pozo; los datos se promediaron y el porcentaje de
células tefidas de azul se presentd como el porcentaje del total de células

contadas.

3.2.6 Expresion génica

El estudio de la expresion génica en las MSC p1 se realizé para evaluar
cualquier cambio transcripcional en las células relacionado con Ia
proliferacion/senescencia, la multipotencialidad, la osteo y la condrogénesis, asi
como la remodelacion del cartilago y el apoyo al anabolismo del cartilago. Para
el estudio de expresion génica, las células p1 revividas se lisaron utilizando
tampon de lisis (Norgen Biotek, Ontario, Canada) y el lisado celular se congel6
a -80 -C. Las extracciones de ARN para todas las muestras se realizaron segun
el protocolo del fabricante utilizando columnas proporcionadas por el fabricante.
La cantidad y calidad del ARN se evalu6 utilizando un espectrofotometro
Nanodrop. A continuacién, el ARN se congel6 a -80 -C hasta la preparacion del
ADN complementario (ADNCc). EI ADNc se prepar6 agregando la mezcla maestra
de transcriptasa inversa (Fluidigm) a las muestras de ARN en el termociclador (5
min a 25 °C, 30 min a 42 -C, 5 min a 85 -C y luego se mantuvo a 4 -C) . Al
finalizar, el ADNc se preamplific6 con ensayos Tagman agrupados y la mezcla
de reaccion de preamplificacion usando un protocolo de 14 ciclos (2 min a 95 -C,
15 s a 95 <C, 4 min a 60 °C y luego a 4 °C). Finalmente, las muestras de
preamplificacibn se agregaron al circuito de fluido integrado
GeneExpressionFluidigm junto con 48 sondas Tagman y se cargaron en la
plataforma Biomark segun las instrucciones del fabricante. El gen HPRT1 se

utilizé como gen de referencia.
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3.2.7 Andlisis estadistico

Todos los datos se analizaron utilizando el software Graph Pad Prism
(version 9.0). Para cualquier conjunto de datos dado, la distribucion gaussiana
se probo primero usando las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk vy
Kolmogorov-Smirnov. Se usaron pruebas pareadas (Pre versus Post) para
analizar los datos cuando fue posible; de lo contrario, se usaron pruebas no
parameétricas. Se utilizé la prueba de correlacion de Spearman para estudiar las
correlaciones con la edad de los pacientes.
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4.1 Estudio 1: Infiltraciéon Intréasea de Plasma Rico en Plaquetas para la
Artrosis Severa de Cadera.

Treinta de los cuarenta pacientes incluidos en el estudio eran hombres
(75%) y diez mujeres (25%), con una edad media de 45,63 £ 13,08 afios (rango:
21-70 afios) y un IMC medio de 25,0,30 + 3.08 (19, 35e30.05). Dieciocho
pacientes fueron diagnosticados de OA en estadio Tonnis Il y 22 en estadio
Tonnis lll, sin respuesta positiva a tratamientos previos. No se encontraron
diferencias significativas entre las puntuaciones basales de los pacientes con
Tonnis 2 y Tonnis 3 (p > 0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Datos demograficos

N 40
Age, years
Mean 456 + 131
Range 21-70
Sex, n (%)
Male 30 (75.0)
Female 10 (25.0)
BMI (kg/m?)
Mean 253+ 30
Range 19.4-305

Tonnis grade n (%)
| 18 (45.0)
1 22 (55.0)

4.1.1 Resultados a corto plazo

A los dos y seis meses después del tratamiento, los pacientes
experimentaron una mejoria significativa del dolor segun las puntuaciones de
dolor HOOS (p < 0,05), dolor WOMAC (p < 0,05) y VAS (p < 0,05). Ademas, esta
mejoria también se obtuvo en el resto de variables relacionadas con los sintomas
y la funcién evaluadas por las escalas HOOS y WOMAC, excepto en la
puntuacion de rigidez WOMAC.

En cuanto al porcentaje de pacientes con MCIl segun la subescala de dolor
HOOQOS, el tratamiento logré una reduccién del dolor de al menos 10 puntos en el
40% de los pacientes (16 de 40) a los dos meses y en el 37,5% (15 de 40) a los
seis meses.

Al comparar las puntuaciones entre los pacientes Tonnis 2 y Tonnis 3, no
se encontraron diferencias significativas en los resultados (p > 0,05) (Tabla 2).
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Tabla 2. Evolucion de los pacientes en el tiempo

Baseline Two months Six months Twelve months

Score Score P Score P Score

HOOS Pain 570+ 163 639 + 147 0.002* 63.7 +17.5 0.006" 67.7 £ 172
HOOS Symptoms 58.1 +17.1 636 + 158 0.012* 64.3 + 16.5 0.009" 66.5 + 169
HOOS ADL 60.1 + 184 684 + 184 0.002* 69.1 + 19.6 0.003" 70.7 + 194
HOOS Sport/Rec 394 224 489 4227 0.015* 486 + 279 0.046" 556 +248
HOOS QOL 36.1 + 206 409 179 092 40.2 + 201 0.186 427 222
WOMAC Pain 644 + 164 71.8 +16.7 0.003* 69.6 + 17.0 0.033" 735+172
WOMAC Stiffness 56.6 + 21.6 62.2 + 156 0.057 625+ 179 0.068 656 + 198
WOMAC Function 595 + 189 684 + 184 0.001* 69.1 + 19.6 0.003" 705+ 192
VAS 45+ 14 40+14 0.012* 36+18 0.002* 34417

<0.001"
<0.001"
<0.001"
<0.001"
0.054
0.001*
0.003*
<0.001"
<0.001"

4.1.2 Resultados a largo plazo

Ocho pacientes abandonaron el seguimiento antes de los 12 meses, 6 de
los cuales no respondieron bien al tratamiento y se les realiz6 una artroplastia
total de cadera (el 15% de los 40 pacientes tratados). Cinco de estas 6 personas
que tuvieron que ser operadas fueron diagnosticadas con Tonnis 3. Los 2
pacientes restantes que no fueron monitorizados a los 12 meses, fueron
ilocalizables.

Los resultados relacionados con el dolor mostraron una mejoria significativa
a los 12 meses segun las escalas HOOS (p < 0,05), WOMAC (p < 0,05) y VAS
(p < 0,05). Los pacientes también mejoraron significativamente en las variables
relacionadas con la sintomatologia y la funcién segun las escalas HOOS vy
WOMAC (Tabla 2). En este caso, no hubo diferencias entre los dos grados de
severidad de OA. El porcentaje de pacientes que mostré una reduccion del dolor
de al menos 10 puntos (minima mejoria clinicamente relevante) desde el inicio
hasta los 12 meses de seguimiento fue del 40% (16 sobre 40 pacientes). Cuando
se comparan los resultados clinicos entre seguimientos, se observa una mejoria
en el tiempo ya que el dolor disminuye significativamente a los 12 meses con
respecto a los 6 meses segun el HOOS (p < 0,05) y el WOMAC (p < 0,05) (Figura
9).
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Figura 9: Puntuacion HOOS al inicio, dos meses, seis meses y doce meses después del
tratamiento. HOOS: escala de resultado de osteoartritis de cadera; ADL: Funcién en la vida
diaria; Sport/Rec: funcion en el deporte y la recreacion; QoL: Calidad de vida. *p < 0,05
respecto al nivel basal. #p < 0,05 respecto al nivel de los seis meses.

4.1.3 Seguridad

Los pacientes que se sometieron a inyecciones intradseas no reportaron
efectos secundarios y complicaciones durante el procedimiento. Tras la
infiltracién, la mayoria de los pacientes refieren dolor leve de corta duracién (24-

48 h) y sensacion de pesadez sin otros efectos adversos.
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4.2 Estudio 2: Efecto de las infiltraciones intradéseas e intraarticulares
combinadas de plasma autélogo rico en plaquetas sobre células
estromales mesenquimales de médula 6sea subcondral de pacientes con

artrosis de cadera

4.2.1 Caracteristicas de los pacientes y respuesta al tratamiento

Doce pacientes diagnosticados con OA de cadera participaron en este
estudio. De estos, cuatro eran hombres y ocho mujeres y su mediana de edad
era de 59,5 afnos (rango 40-86). Siete de 12 pacientes respondieron bien al
tratamiento y cinco pacientes se consideraron no respondedores. Entre los
hombres, la tasa de respuesta fue del 50% (2/4). En mujeres, la tasa de
respuesta fue del 62,5% (5/8). La puntuacion de Tonnis de todos los pacientes
oscilo entre 2 y 3, independientemente de la respuesta al tratamiento. Cuando
se dividio la cohorte en funcion de la edad (usando 60 afios como punto de corte),
la tasa de respuesta en el grupo de mayor edad fue del 66,7 % (4/6) frente al 50
% (3/6) en los pacientes mas jévenes. Hubo muy pocos pacientes con
medicacion concomitante. No se tomaron inhibidores de la ciclooxigenasa 2
(iCOX-2) ya que se recomienda no tomarlos durante este tratamiento con PRP
(Tabla 3).

Tabla 3. Datos demograficos de los pacientes y evaluacion clinica previa y posterior al tratamiento

Gender Age, Years Response Tonnis Medications
M 58 Positive 3 Unspecified treatment for arterial hypertension
F 61 Positive 2 None
F 56 Negative 3 Unspecified treatment for arterial hypertension
F 54 Negative 3 None
F 61 Positive 2 None
F 70 Positive 2 Thyroxine
M 61 Negative 2 Antihypertensives; Statins
M 40 Negative 2 None
F 55 Positive 3 None
F 64 Positive 3 None
M 56 Positive 3 Leflunomide
F 86 Negative 3 Escitalopram; Paracetamol

M: Male (hombre); F: Female (mujer)

4.2.2 Caracterizacion del plasma rico en plaquetas
La mediana de la concentracion de plaquetas de PRP fue de 355,5 x 103
plaquetas/uL (IC: 276 a 398), con un factor de concentracion de 1,96 (IC: 1,83 a

2,14) por encima del valor inicial. Habia cantidades insignificantes de glébulos
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rojos o leucocitos y el PRP se clasific6 como 13-00-11 segun el ultimo sistema

de codificacion para estudios de PRP (Tabla 4).

Tabla 4. Preparacion, caracterizacion y caracteristicas de aplicacion del PRP

PRP Preparation
Blood volume taken 72 mL
Anticoagulant Sodium citrate 3.8% (w/v)
System Close
Centrifugation Once, 580 g/8 min
Final PRP volume 10 mL (IO) plus 8 mL (IA)
PRP Characteristics
PRP Type 13-00-11
MPV 10.1 fL (CI: 9.30-10.50)
Red Blood Cells <0.01 x 10%/uL
White Blood Cells <0.05 x 10%/uL
Activation CaCl, 10% (w/v)
Application Characteristics
Formulation type Liquid
Administration route 10 plus IA
Dosage 2 infiltrations at two weeks interval

10: 10 mL (5 mL acetabulum + 5 mL femoral head)
IA injection: 8 mL
IO injection: 2.76 x 10°-3.98 x 10°
IA injection: 2.21 x 10°-3.18 x 10°
Tissue Cartilage, synovium, subchondral bone
Pathology Hip osteoarthritis

Volume

Dose (range of platelets)

4.2.3 Numeros y caracteristicas de las colonias

Los datos de colonias pareadas estaban disponibles para 10 pacientes. Al
finalizar el periodo de cultivo de 14 dias, las colonias se fijaron, tineron, contaron
y promediaron para placas duplicadas. No hubo diferencias significativas en el
numero de colonias por cada 5000 células sembradas entre las MSC previas y
posteriores y no se encontraron correlaciones entre las proporciones de colonias
y la edad del donante para las muestras previas y posteriores.

Después del analisis del numero de colonias, las areas de colonias que son
indicativas de la capacidad proliferativa de las MSC individuales se analizaron
utilizando el software Imaged, version 1.53q, NIH, Bethesda, MD, EE. UU. En
total, se analizaron 1197 colonias de las muestras Pre y 1370 colonias de las
muestras Post, y se encontr6 que el area promedio de colonias era
significativamente un 14,5 % mayor (p < 0,0001) en las muestras Post (mediana
= 8,30 mm?) en comparacion con las muestras Pre (mediana = 7,74 mm?).
Curiosamente, se observd un aumento aun mayor (28,2 %) en las areas de
colonias en pacientes mayores (>60 afios), desde una mediana de 6,87 mm? en
las muestras Pre a una mediana de 8,81 mm? en las muestras Post (p < 0,0001).
En esa misma linea, en las muestras Pre, las areas de colonias mostraron una

tendencia a la disminucion en pacientes mayores, mientras que esta tendencia
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ya no era evidente en las muestras Post. En conjunto, estos datos indicaron un
aumento en la capacidad proliferativa de MSC después de las infiltraciones de
PRP, particularmente en pacientes mayores (Figura 10).

Pre Post
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Figura 10: Capacidad de formacion de colonias en MSC p1 antes (Pre) y 2 semanas después (Post)
de las infiltraciones de PRP 10. (n = 10 pacientes, los simbolos representan promedios de las placas
duplicadas). (A) Imagenes de placas duplicadas de un paciente representativo. (B) Frecuencias de CFU-
F en las muestras Pre y Post. (C) Graficos de violin que muestran las distribuciones del area de colonias
en todos los pacientes. (D) Graficos de violin que muestran las distribuciones del area de colonias en
pacientes mayores (> 60 afios). **** p < 0,0001, prueba U de Mann-Whitney.

4.2.4 Expresion del marcador de multipotencialidad de las MSC y
proporcion de células senescentes

A continuacién, se exploraron la expresidon del marcador de
multipotencialidad de MSC vy las proporciones de células en cultivos de p1. La
expresion del gen de multipotencialidad de MSC se midi6 mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) para SOX9 y COMP (marcadores de
condrogénesis), PPARy y FABP4 (marcadores de adipogénesis) y RUNX2 e
IBSP (marcadores de osteogénesis). Como era de esperar, se observaron
tendencias para la expresién mas baja de todos los genes de multipotencialidad
en pacientes mayores (> 60 afios). Hubo un aumento significativo en el nivel de

expresion de SOX9 en las muestras Post en pacientes mas jovenes en
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comparacion con las muestras Pre en los pacientes mayores. En general, estos
datos indicaron que los cultivos de p1 de pacientes con OA de cadera expresaron
genes de multipotencialidad de MSC, pero las infiltraciones de PRP solo inducen
pequenos cambios en el nivel de su expresion.

La senescencia es la terminacion de la capacidad proliferativa de las
células y la acumulacion de células senescentes se ha asociado estrechamente
con la OA, por lo que combatir la senescencia celular representa una opcién
terapéutica atractiva. Por lo tanto, a continuacion se investigd el nivel de
senescencia en las MSC p1 para explorar cualquier efecto de las infiltraciones
de PRP en el proceso de senescencia.

Inesperadamente, se encontrdé que las proporciones de células
senescentes aumentaron significativamente en las muestras Post en
comparacién con las muestras Pre (p = 0,043), pero no en todos los pacientes.
En lugar de un efecto directo de las infiltraciones de PRP, los aumentos de la
senescencia en algunos pacientes podrian haber sido el resultado de un proceso
de OA que progresa rapidamente en la articulacidon afectada. Como la
senescencia esta estrechamente relacionada con el avance de la edad, los datos
se analizaron a continuacion en funcién de la edad de los pacientes y, aunque
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, el aumento de
células senescentes en las muestras del Post fue menos prominente en los
pacientes mayores en comparacion con los pacientes mas jévenes. Sobre esta
base, podria formularse la hipotesis de que el tratamiento con PRP podria haber
proporcionado cierto grado de '"resistencia" de las MSC al proceso de
senescencia impulsado por la OA, y que podria ser mas efectivo en pacientes

mayores.

4.2.5 Cambios en las MSCs en relaciéon con la respuesta al tratamiento
Como se vio anteriormente, las MSC de pacientes mayores (> 60 afios)
parecian responder mejor al PRP, al menos en los ensayos de CFU-F y
senescencia, en comparacion con los pacientes mas jévenes. A continuacion, se
analizaron las diferencias en el comportamiento de las MSC en relacion con las
respuestas de los pacientes a la terapia. La respuesta se evalu6 a los 6 meses
después de la segunda inyeccion y se basoé en la puntuacion HOOS y el examen
clinico realizado por un médico en el punto de tiempo de seguimiento de 6
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meses. Siete de 12 pacientes (cuatro mayores, tres jovenes) se consideraron
buenos respondedores, los otros cinco (dos mayores, tres jovenes) se definieron
como no respondedores.

Al comparar los resultados del ensayo CFU-F entre los que respondieron y
los que no respondieron, los aumentos del area de colonias fueron mas
prominentes en los que respondieron (aumento del 13,2 %, desde una mediana
de 8,12 mm? en las muestras Pre a una mediana de 9,19 mm? en las muestras
Post) en comparacion a los no respondedores (aumento del 5,1%, de una
mediana de 7,39 mm? en las muestras Pre a una mediana de 7,77 mm?en las
muestras Post, p< 0,0001). Para el ensayo de senescencia, la segregacion de
datos entre los que respondieron y los que no respondieron indicé un menor
aumento en las células senescentes en las muestras Post en los que
respondieron en comparacion con los que no respondieron, pero las diferencias
no alcanzaron significacion estadistica.

A continuacién, se evaluaron los cambios en la expresién génica para los
respondedores y los no respondedores (Tabla 5) y se analizé con mas detalle
cualquier gen con mas de 2 veces de diferencia entre Pre y Post en cualquiera
de los grupos. Cualquier gen para el que se encontré6 que la deteccidén era
altamente variable en el donante y muy baja (es decir, expresion detectada en
menos del 50% de las muestras) se eliminé del analisis. Se pudieron identificar
cuatro grupos de moléculas en base a diferentes patrones de expresion. En el
grupo A (BMP2, SPP1, PTHLH), los cambios en la expresion génica en los que
no respondieron fueron en la direccion opuesta a los que respondieron, un
aumento de >2 veces en los que no respondieron y una disminucién de >2 veces
en los que respondieron. En los genes del grupo B (BGLAP, IBSP, OPG, MMP13
y ADAMTS5), se observo un patron similar de "direccion opuesta”, sin embargo,
los cambios >2 veces se observaron solo en un grupo de pacientes
(principalmente aumento de pacientes sin respuesta). ). El comportamiento de
los genes del grupo C (COL1A1, MMP2, SERPINE1, TIMP1) fue similar al de los
genes del grupo B pero, a diferencia de los genes del grupo B, hubo un aumento
de >2 veces en los respondedores. Finalmente, los genes del grupo D (SPARC,
E11, SOX9) se redujeron >2 veces en los no respondedores pero no en los
respondedores. Aunque no se pudieron encontrar diferencias estadisticamente

significativas debido al pequefio tamafio de los grupos, se pudieron identificar
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genes expresados diferencialmente y, curiosamente, la mayoria de estos genes
pertenecian a las categorias de osteogénesis, condrogénesis y homeostasis del
cartilago. En conjunto, estos datos sugieren que los cambios en la expresion del
gen MSC que siguen a las infiltraciones de PRP podrian contribuir en parte a
inducir respuestas tisulares articulares, ademas de una mejora significativa en la

proliferacién de MSC observada en el ensayo CFU-F.

Tabla 5. Lista de los genes con valores medianos y diferencia de veces entre las muestras previas y
posteriores en los respondedores y no respondedores

Genes Median Relative Expression Values Fold Differences, Post/Pre
Pre/R Post/R Pre/NR Post/NR R NR
RUNX2 0.5016 0.6905 0.5779 0.8294 1.376595 1.435196
ALP 0.5477 0.9033 0.3409 0.5918 1.649261 1.735993
IBSP 0.3944 0.05968 0.22 0.3793 0.151318 1.724091
COL1A1 4.653 14.38 4.677 3.967 3.090479 0.848193
BGLAP 1.02 0.57 0.5216 1.952 0.558824 3.742331
SPP1 1.001 0.1541 0.4335 1.323 0.153946 3.051903
SPARC 1291 11.64 11.16 4.895 0.901627 0.43862
OPG 1.34 0.8102 0.4803 0.9831 0.604627 2.046846
ANKH 0.4462 0.5939 0.5231 0.5771 1.331017 1.103231
GREM1 0.555 0.9183 0.3949 1.152 1.654595 2917194
E11 0.03657 0.04949 0.03373 0.01627 1.353295 0.48236
BMP2 0.1449 0.01558 0.005887 0.05139 0.107522 8.729404
PTHLH 0.3283 0.03508 0.01772 0.3664 0.106853 20.6772
SOX9 0.7716 0.4732 0.7836 0.2052 0.613271 0.261868
COMP 0.6122 0.7304 0.6867 1.027 1.193074 1.495558
ACAN 0.9876 1.029 0.6267 1.112 1.04192 1.774374
MMP1 0.1341 0.4476 0.06261 0.1486 3.337808 2.373423
MMP2 2528 9.414 2.76 1.982 3.723892 0.718116
MMP13 0.4501 0.4859 0.3275 1.014 1.079538 3.096183
ADAMTS4 0.02331 0.01155 0.01217 0.03424 0.495495 2.813476
SERPINE1 2.658 6.356 2.449 1.942 2.391272 0.792977
TIMP1 7.729 20.88 6.346 5.652 2.701514 0.89064
TIMP2 232 3.828 2.023 237 1.65 1.171527
TIMP3 4.378 7.125 2982 1.84 1.627455 0.617036
PTGS2 1.096 0.8219 1.066 1.071 0.749909 1.00469
PPAR-Y 0.431 0.6278 0.5237 0.7886 1.456613 1.505824
CXCL12 1.246 1911 1.721 2.398 1.533708 1.393376
VEGFA 1.099 2.048 1.109 1.403 1.863512 1.265104
VEGFC 6.912 8.79 7.783 8.161 1.271701 1.048567
PDGFRB 1.009 1.253 0.6647 0.9144 1.241824 1.375658
EGFR 0.06623 0.08422 0.03631 0.1435 1.271629 3.952079
FGFR1 0.387 0.571 0.2379 0.4063 1.475452 1.70786
FGFR2 0.2632 0.1553 0.3359 0.3029 0.590046 0.901756
TGFBR2 0.4042 0.8372 0.3433 0.4072 2.071252 1.186135
PTPRC 0.6435 1.469 0.5147 0.6744 2.282828 1.310278
NT5E 1.536 1.891 1.718 2714 1.23112 1.579744
Thyl 1.97 1.764 1.33 1.625 0.895431 1.221805
P21 1215 1.097 1.091 09113 0.902881 0.835289
P53 0.646 0.6835 0.5047 0.5311 1.05805 1.052308
P16 1.705 1.359 1.483 2114 0.797067 1.425489
HPRT1 1 1 1 1 1 1

R: respondedores; NR: no respondedores
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La OA es una enfermedad prevalente e incapacitante, y la cadera es una
de las articulaciones mas afectadas por esta patologia. Los tratamientos actuales
solo alivian los sintomas y no detienen el curso de la enfermedad, lo que muchas
veces obliga al paciente a someterse a una cirugia de reemplazo total de cadera.
Los tratamientos que frenan o retardan la OA son necesarios para prevenir o
retrasar la cirugia, mejorar la calidad de vida y evitar los costes economicos de
esta patologia®®116,

Existen varios trabajos en la literatura que evaluan la accién terapéutica del
PRP sobre OA de cadera. Los hallazgos de esos estudios avalan la mejoria en
los pacientes tratados con infiltraciones |IA de PRP, especialmente en las
primeras etapas de la enfermedad, debido a que el tratamiento alivia la
inflamaciéon y el dolor?13117-120 | 3 tendencia de los resultados de dichos
estudios muestra, de forma similar en todos ellos, una pérdida de efectividad en
el resultado a largo plazo y en pacientes con artrosis en fase avanzada. Estos
estudios tienen ligeras variaciones en sus procedimientos metodologicos para
obtener PRP y, en consecuencia, analizan el resultado de PRPs con diferentes
composiciones y caracteristicas. En nuestros trabajos, el PRP utilizado presenta
una concentraciéon de plaquetas aproximadamente el doble de la concentracion
en sangre, y sin presencia de leucocitos'?'. Aunque la eficacia de diferentes tipos
de PRP en las patologias musculoesqueléticas es actualmente uno de los temas
mas estudiados y controvertidos, se esta dilucidando la eleccion del PRP mas
optimo para el tratamiento de las patologias articulares'??. Segun estudios
recientes, una concentracion de plaquetas por debajo de 5 veces la
concentracion de plaquetas en sangre y sin leucocitos podrian ser algunas de
las caracteristicas ideales para su aplicacion en la degeneracion articular. Un
numero excesivo de plaquetas podria inhibir el efecto sobre la reparacién tisular
del PRP'23 asi como la presencia de leucocitos ha demostrado activacion de vias
proinflamatorias’?*. Ademas de las variables en la composicion del PRP, también
se debe considerar el método de aplicacién. En lo referente a la frecuencia de
las infiltraciones, en el presente trabajo, el PRP se aplicd en tres ocasiones
separadas, conforme a los resultados de estudios recientes que avalan las
administraciones repetidas de PRP. Estos estudios se centraron en analizar las

diferencias entre una unica infiltracidon o varias infiltraciones repetidas cada una
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o dos semanas, consiguiendo una mejor respuesta clinica en pacientes que
recibieron infiltraciones repetidas’?5-127,

En lo referente a la via de administracion hay que tener en cuenta que las
infiltraciones intrarticulares solo alcanzan el espacio intraarticular de la cadera y
pueden no ser efectivos en la OA grave o avanzada. La adicion de infiltraciones
introaseas de PRP a las infiltraciones articulares tradicionales nace de la
importancia del hueso subcondral en la patogenia de la OA. Varios trabajos
demuestran la existencia de comunicacion entre el hueso subcondral y el
cartilago por medio de vasos y canales moleculares, que aumentan en los
pacientes con OA debido a cambios estructurales, caracteristicos en esta
patologia, tales como microfracturas y fisuras en la union osteocondral'?. La
sinergia de todos los tejidos articulares permite el mantenimiento de la
homeostasis en la cadera. Un desequilibrio en cualquiera de estas estructuras
crea un circulo vicioso que conduce a la degeneracién de la articulacion que
involucra diferentes procesos bioldgicos?.

En comparacion con las inyecciones articulares de PRP, en las que el PRP
actua principalmente sobre el cartilago y la membrana sinovial, las infiltraciones
IO de PRP brindan la ventaja de un mejor acceso al hueso subcondral y la
interfaz hueso-cartilago, y potencialmente se dirigen a todo el espectro de tejidos
afectados por OA. La accion del PRP sobre el hueso subcondral podria
restablecer el equilibrio homeostatico, reducir la presencia de mediadores
inflamatorios y modular el tejido fibroneurovascular aberrante propio de las
patologias articulares'’. Ademas, existe la posibilidad de una retencion a largo
plazo de PRP o sus componentes en los tejidos diana, en comparacion con el
liquido articular que probablemente intercambie sus componentes con el plasma
mas rapidamente durante la locomocion.

La via de administracion intradsea presenta ciertos inconvenientes,
comparandola con la via intraarticular. Se trata de técnicas con poco tiempo de
evolucion y cierto grado de dificultad técnica, lo que puede resultar en mayores
requerimientos para el cirujano en lo que se refiere a la curva de aprendizaje. Es
necesario el uso de sedacion, debido a que la inyeccion de hueso subcondral
genera un incremento de presion en el interior del hueso, lo que puede genera
dolor elevado durante el procedimiento. También se recomienda el uso de control

fluoroscépico para una correcta administracion. Por ello es necesario formar al
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equipo meédico y dedicar mas tiempo a este tipo de intervenciones, haciéndolas
mas caras que las infiltraciones convencionales en la cadera. Sin embargo, los
resultados de los trabajos que aqui se presentan sugieren que los beneficios de
combinar infiltraciones intraarticulares e intradéseas de PRP superan con creces
las limitaciones mencionadas.

En lo referente a seguridad y eficacia, estudios recientes en artrosis de
rodilla demuestras que la via intradsea es segura y eficaz en el tratamiento de la
OA de rodilla?®'?®, Asi mismo también su eficacia y seguridad ha sido
demostrada en otras patologias dseas a nivel de la cadera, como es el caso de
la necrosis avascular’3®. Uno de los propdsitos de este trabajo ha sido evaluar
por primera vez la eficacia y seguridad de la administracion combinada de
inyecciones intradseas e intraarticulares de PRP en pacientes con OA de cadera
avanzada, siendo los resultados mas importantes una mejoria en la funcién y los
sintomas, especialmente en las puntuaciones relacionadas con el dolor, a los 2
y 6 meses después del tratamiento. Esta mejoria se mantuvo al afio de recibir el
tratamiento y, ademas, la mejoria del dolor aumentoé respecto a la observada a
los 6 meses.

Los mecanismos bioldgicos detras de la accion del PRP y su relacidon con
los buenos resultados clinicos siguen sin comprenderse bien, pero se cree que
estan relacionados tanto con la composicion molecular del PRP como con
factores del huésped (relacionados con el paciente)'®'-'33, Diferentes acciones
biolégicas del PRP podrian explicar la mejoria de la sintomatologia. Las
biomoléculas dentro del PRP como el HGF o las microparticulas plaquetarias
participan en la accion antiinflamatoria relacionada con la inhibicién de la via
intracelular NFKB, la cual esta involucrada en los procesos proinflamatorios
celulares. Asi mismo aumentan la presencia del fenotipo macréfago M2, dando
lugar a funciones reparadoras en lugar de una respuesta inflamatoria. El PRP
también se dirige a los sistemas de cannabinoides enddgenos, actuando como
ligandos de los receptores de cannabinoides 1 (CB1) y 2 (CB2) debido a los
cannabinoides enddgenos contenidos en el PRP. Sin embargo, la efectividad
parece disminuir con el tiempo y esta limitada por el grado de OA que presentan
los pacientes, siendo peor la respuesta en aquellos pacientes con un grado de
OA mas severo?®113.134 | g adicidn de inyecciones intradseas de PRP para llegar
al hueso subcondral podria ayudar a superar este inconveniente. Los resultados
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del descritos en el estudio piloto mostraron una mejoria en los sintomas al menos
hasta los 12 meses, especialmente en lo referido al dolor. Ademas, todos los
pacientes reclutados presentaban OA de cadera en su estadio mas avanzado y
no habian respondido a otras alternativas de tratamiento conservador como
infiltraciones intraarticulares de PRP; en estos pacientes, la artroplastia total de
cadera era la indicacion mas razonable.

Otro aspecto fundamental explorado en este trabajo es el efecto del PRP
sobre las MSCs del hueso subcondral. Las células mesenquimales (MSC)
presentes en el hueso subcondral son uno de los elementos esenciales en el
mantenimiento de este tejido, asi como en el cartilago. Campbell ha demostrado
un aumento del numero de MSC en hueso subcondral en pacientes con OA
avanzada, presentando éstas una anormal funcidon y expresion génica®.
Ademas, la sobreexpresion de ciertas moléculas en el hueso subcondral como
TGF-b1 también influye negativamente en el comportamiento de las MSC. Zhen
et al.%® inhibieron la actividad de TGF-b1 en las MSC positivas para nestina
presentes en el hueso subcondral, lo que condujo a una formacion ésea
aberrante. Como resultado redujeron la degeneracion presente en el cartilago
causada por la OA. Asi, la accion bioldgica del PRP podria modular estas células
cuando se inyecta directamente en el hueso subcondral a través de la infiltracidon
intradsea. En un estudio realizado en pacientes con artrosis de rodilla se observo
una disminucion del numero de MSC en el liquido sinovial tras la infiltracion
intradsea de PRP, lo que sugiere su posible accion moduladora. Por el contrario,
esta disminucidn no se produjo cuando se administré unicamente en el espacio
intraarticular'®®,

En este trabajo, investigamos el efecto del PRP autélogo en las MSC
residentes en el sitio de la infiltracion 10 de PRP en pacientes con OA de cadera.
Las muestras de aspirado de médula ésea se obtuvieron inmediatamente antes
y 2 semanas después de la primera infiltracion y las MSC se cultivaron
minimamente en medios que contenian suero humano, que se sabe que
conserva mejor las caracteristicas nativas de las MSC. Esto, y el hecho de que
el estudio también investigd el efecto in vivo del PRP en relacion con los
resultados clinicos, hace que el estudio sea muy novedoso. Para estudiar los
efectos del PRP en la proliferacion de MSC, comparamos el numero de colonias
y areas de colonias en cultivos de MSC de “pase temprano”. También
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investigamos 47 transcripciones genéticas asociadas con varias funciones de
MSC, incluida la osteogénesis y la remodelacion 6sea, la condrogénesis y la
homeostasis del cartilago, la adipogénesis, el soporte de MSC para la
angiogeénesis, asi como el ciclo celular y las moléculas relacionadas con la
senescencia. Como la OA es una enfermedad relacionada con la edad y el
envejecimiento esta estrechamente relacionado con la senescencia celular,
evaluamos los porcentajes de células senescentes en las MSC después de las
infiltraciones. Finalmente, teniendo en cuenta lo primero, separamos los datos
segun la edad del paciente e y analizamos las repuestas clinicas para cada una
de las evaluaciones realizadas, consiguiendo un analisis mas detallado de los
resultados.

Primero investigamos cualquier cambio en las MSC a nivel de una sola
célula utilizando un ensayo CFU-F', Si bien no encontramos diferencias
significativas con respecto al numero de colonias formadas en las muestras
posteriores al tratamiento, se encontrd que las areas de colonias en las muestras
poste-tratamiento eran significativamente mas altas en comparacion con las
muestras pre-tratamiento. Esto es indicativo de las mayores tasas de
proliferacion de MSC individuales después de las infiltraciones de PRP. Estos
resultados también estan en linea con hallazgos de trabajos previos en los que
también se encontré un aumento significativo en el area de colonias de MSC del
liquido sinovial después de la cirugia de distraccion de la articulacién de la rodilla,
otra intervencion de conservacion de la articulacion para la OA'8. En este mismo
sentido, otro estudio clinico describié una mejora de la proliferacion de MSC in
vivo tras inyecciones de PRP autdlogo en la cresta iliaca'®’, lo que coincidio con
un aumento en las concentraciones sistémicas y locales de los factores de
crecimiento PDGF-BB y FGF-2, factores con efecto mitdgeno para las MSC. Watt
y colaboradores también demostraron un aumento en el FGF-2 local en el liquido
sinovial 6 semanas después de la distraccion articular’®. Si bien esto sugiere el
papel potencial de FGF-2 en la mediacion de este efecto, es preciso un estudio
mas a fondo de esta relacion causa-efecto.

Cabe destacar que encontramos tasas mas altas de respuesta y mejores
aumentos en las areas de colonias en pacientes de edad avanzada en
comparacion con todos los pacientes, lo que sugiere que, clinicamente, las MSC
de los pacientes de edad avanzada podrian responder mejor a las infiltraciones
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de PRP que las MSC de los pacientes mas jovenes. Esto esta en linea con otro
estudio anterior que investigo las respuestas de MSC de donantes jévenes y de
edad avanzada al suero humano "joven" y mostro que los aumentos del area de
colonias eran mas pronunciados en los donantes de edad avanzada'®. Estos
hallazgos sugieren que las personas de edad avanzada podrian beneficiarse
mas de los tratamientos con PRP y que la administracion de PRP alogénico de
donante "joven" puede considerarse un paso futuro en el tratamiento de la OA.
De hecho, las inyecciones 10 de PRP de ratas jovenes previnieron la
degeneracion Osea relacionada con la edad en ratas viejas en un estudio
preclinico™?. Curiosamente, las MSC de donantes de edad avanzada también
parecian resistir la acumulacion de células senescentes mejor que las MSC de
donantes mas jovenes. Aunque los datos no alcanzaron significacion estadistica,
esto explicaria la efectividad potencialmente mejor de los tratamientos con PRP
en pacientes mayores. La respuesta de las MSC tras la infiltracion intradsea de
PRP puede ser similar al efecto de las terapias celulares, en las que se implantan
MSC de diferentes nichos con la intencion de aprovechar las propiedades
terapéuticas de estas células'!. Asi, la estimulacion in situ de las MSC por PRP
puede favorecer su “efecto terapéutico”, considerando que ofrecen un proceso
rentable y menos invasivo que las terapias celulares con menos limitaciones
regulatorias'42143,

Finalmente, cuando comparamos los datos en términos de respuesta a los
tratamientos, encontramos que los aumentos del area de colonias de MSC
después de las infiltraciones de PRP fueron mas fuertes en los pacientes que
respondieron clinicamente al tratamiento en comparacion con los que no
respondieron y que las MSC de los que respondieron también parecieron resistir
mejor la acumulacion de células senescentes en comparacion con las que no
respondieron, lo que sugiere que el tratamiento activd potencialmente
mecanismos que ayudaron a que estas células se resistieran a volverse
senescentes 112144 En términos de expresion génica, las MSC de respondedores
y no respondedores tendian a diferir en la expresién de genes asociados con la
formacion 6sea y el recambio del cartilago, incluidos los marcadores de
osteoblastos, las metaloproteinasas de matriz y sus inhibidores. Sin embargo,
las diferencias no alcanzaron significacion estadistica debido al pequefio tamafio

de los grupos. Si bien estas moléculas representan buenos items para llevar a
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cabo un estudio mas amplio, también se deben considerar otras vias relevantes.
Por ejemplo, un estudio reciente que investigd las respuestas in vitro de
macroéfagos y fibroblastos sinoviales al PRP en pacientes con artrosis de rodilla
demostrd que las vias mas afectadas por el PRP en los fibroblastos, las células
de naturaleza mas cercana a las MSCs, estaban relacionadas con el ciclo celular,
sintesis de ADN y supervivencia celular'®. Por lo tanto, las investigaciones
futuras deberian investigar paneles de genes mas grandes, que abarquen
muchos mas marcadores de proliferacion celular, supervivencia y apoptosis, asi
como evaluar muchas vias de sefalizacion impulsadas por la inflamacion que

podrian activarse en las MSC de las articulaciones OA
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SECCION Il 7. CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado una técnica para la infiltracion intradsea de PRP en la
articulacion de la cadera, permitiendo el acceso de este producto biolégico
a todos los tejidos que conforman la articulacion como érgano sinovial, y
de forma particular al hueso subcondral, elemento clave en el desarrollo
de esta enfermedad.

2. Se ha demostrado la seguridad de esta técnica, sin hallarse ningun efecto
adverso secundario a la infiltracion, mas alla del dolor, moderado y
limitado en el tiempo, debido al procedimiento de infiltracion.

3. La combinacion de infiltraciones intraarticulares e intradseas con PRP en
el tratamiento de la OA de cadera produce una mayor respuesta clinica
frente a las infiltraciones |IA aisladas en pacientes con OA severa de

cadera.

4. La via intradsea prolonga el mantenimiento en el tiempo de la respuesta

clinica en comparacién con las infiltraciones IA aisladas.

5. Este trabajo ofrece la primera evidencia en humanos de respuesta de las

MSCs de hueso subcondral a infiltraciones de PRP 10.

6. Los resultados de este trabajo son indicativos de una mayor tasa de
proliferacion de las MSCs después de las infiltraciones intradseas de
PRP.

7. Los resultados apuntan a una resistencia a la acumulacion de MSCs

senescentes tras la infiltracion de PRP 10.
8. Asi mismo, los resultados apuntan a que el PRP 10 induce en las MSCs

la expresion de genes asociados con la formacién 6sea y la remodelacién

del cartilago.
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SECCION Il 7. CONCLUSIONES

9. Los efectos observados del PRP |0 sobre las MSCs de hueso subcondral
son mayores en pacientes clinicamente respondedores y en pacientes de

edad avanzada.
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