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Abstract

Background: There are few in vitro studies indicating the basic mechanisms by which
platelet-rich plasma (PRP) is useful in the clinical treatment of dogs with naturally
occurring OA. Methods: cartilage and synovial membrane explants from six dogs were
challenged with LPS and cultured for 48 h with platelet-poor gel and platelet-rich gel
supernatants (PPGS and PRGS) at concentrations of 25% and 50%, respectively. Tissue
explants challenged with LPS were co-cultured for 48 h and culture media were sampled
at 1 and 48 h for ELISA determination of IL-1, IL-10, hyaluronic acid, TGF-1 and PDGF-
BB. Results: IL-1 concentrations were significantly higher in the groups of tissue explants
cultured with PRGS at 50% and PPGS at 25% at 48 h compared to the rest of the
experimental groups at any time. IL-10 and HA showed similar concentrations in all
assessed groups at any one time. TGF-1 and PDGF-BB had higher concentrations in the
culture media of tissue explants grown with PPGS and PRGS at 50%, which decreased
over time. Conclusions: Both PPGS and PRGS at both concentrations showed a limited
biological effect in cartilage and synovial membrane explants in co-culture with LPS and
even PPGS at 25% and PRGS at 50% showed a pro-inflammatory effect on these tissues
at 48h.

Keywords: Pure platelet-rich plasma; degenerative joint disease; growth factors, cytokines,
hyaluronic acid, in vitro system.

Resumen

Antecedentes: hay escasos estudios in vitro que indiquen los mecanismos basicos por los que el
plasma rico en plaquetas (PRP) es util en el tratamiento clinico de perros con OA de origen
natural. Métodos: los explantes de cartilago y membrana sinovial de seis perros fueron desafiados
con LPS y cultivados durante 48 h con gel pobre en plaquetas y sobrenadantes de gel rico en
plaquetas (PPGS y PRGS) en concentraciones del 25% y 50%, respectivamente. Los explantes de
tejido desafiados con LPS fueron co-cultivados durante 48 h y los medios de cultivo fueron
muestreados a 1 y 48 h para la determinacion, por ELISA, de IL-1, IL-10, acido hialuronico, TGF-
1 y PDGF-BB. Resultados: Las concentraciones de IL-1 fueron significativamente mayores en
los grupos de explantes de tejido cultivados con PRGS al 50% y PPGS al 25% a las 48 h en
comparacion con el resto de los grupos experimentales en cualquier momento. La IL-10 y la HA
presentaron concentraciones similares en todos los grupos valorados en cualquier momento. El
TGF-1 y el PDGF-BB presentaron mayores concentraciones en los medios de cultivo de los
explantes de tejido cultivados con PPGS y PRGS al 50%, que disminuyeron con el tiempo.
Conclusiones: Tanto el PPGS como el PRGS a ambas concentraciones mostraron un efecto
bioldgico limitado en los explantes de cartilago y membrana sinovial en co-cultivo con LPS e
incluso el PPGS al 25% y el PRGS al 50% mostraron un efecto pro inflamatorio en estos tejidos
a las 48h.

Palabras Clave: plasma puro rico en plaquetas; enfermedad articular degenerativa; factores de
crecimiento, citoquinas, acido hialuronico, sistemas in vitro.



INTRODUCCION

La osteoartritis (OA) es la enfermedad panarticular més frecuentemente observada en
seres humanos y animales, como los perros [l]. Esta enfermedad
inflamatoria/degenerativa se caracteriza por dafo progresivo del cartilago articular,
remodelacion del hueso subcondral, sinovitis y deterioro de los tejidos blandos intra y
peri-articulares, acompanado en algunas ocasiones de la rotura de ligamentos, lo que

induce un dafio mecanico adicional secundario a la inestabilidad articular [2, 3].

La OA puede aparecer como una enfermedad primaria (espontdnea) o estar
asociada tanto a la laxitud de los ligamentos como a su rotura, produciendo inestabilidad
e incongruencia articular [4]. Al igual que en los seres humanos, la OA en los perros esta
aumentando drasticamente debido al incremento en la expectativa de vida de las mascotas
en todo el mundo. Estudios realizados en el Reino Unido y en los Estados Unidos han
descubierto que la OA podria afectar entre el 6,6 y el 20% de los perros de méas de un afio
de edad [1, 5, 6], lo que podria representar una poblacion afectada de 15 millones de

perros, s6lo en los Estados Unidos [3].

Los principales signos clinicos relacionados con la OA son el derrame articular y
la claudicacion, siendo esta ultima indicativa de dolor. Esta condicion produce pérdida de
la funcion articular y de la calidad de vida de los pacientes. Por ello, el objetivo
terapéutico para el manejo de esta enfermedad se centra en controlar el dolor y evitar el

deterioro articular progresivo [3, 4].

A pesar de los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de la OA [2], esta
enfermedad sigue siendo manejada con diversos tratamientos sintomdticos, como
inyecciones sistémicas o intraarticulares de analgésicos y antiinflamatorios, nutracéuticos
orales acompafiados en algunas ocasiones de fisioterapia y cambios en el estilo de vida,
que pueden incluir restriccion de ejercicio y pérdida de peso [3, 7]. Sin embargo, esta
enfermedad puede progresar en algunos casos y la sustitucion quirargica de la articulacion
podria estar indicada como opcion final, aunque la eutanasia también aparece como una
decision mas drastica para muchos propietarios, ya sea por restricciones presupuestarias

o incluso por preocupaciones sobre la calidad de vida de sus perros [3].



La medicina regenerativa estd surgiendo como un nuevo enfoque terapéutico
destinado, en la mayoria de los casos, a restaurar estructural y funcionalmente un 6rgano
o tejido dafiado por un traumatismo, una inflamacion o un proceso degenerativo. Existen
varias terapias regenerativas alentadoras, como las células madre [8-12] y el plasma rico
en plaquetas (PRP) [13-17] para el tratamiento clinico de la OA en perros. Sin embargo,
desde el punto de vista econdomico y técnico, el PRP es posiblemente un ortobiologico
mas universal y asequible que las células madre para el tratamiento de la OA,
especialmente en los paises del tercer mundo con acceso limitado a la tecnologia de

células madre.

Segun lo revisado en la literatura, existen pocos estudios publicados que indiquen
los mecanismos basicos por los que el PRP es 1til en el tratamiento clinico de perros con
OA de origen natural. En este sentido, se realizé un estudio en el que se evaluaron los
efectos antinflamatorios y anabodlicos de dos hemocomponentes autdlogos (sobrenadante
de gel rico en plaquetas (PRGS) y sobrenadante de gel pobre en plaquetas (PPGS) en un
sistema in vitro de osteoartritis canina, que incluia el co-cultivo de explantes de cartilago

y membrana sinovial caninos desafiados con lipopolisacarido (LPS).

De esta manera, se midieron y compararon las concentraciones liberadas de los
factores de crecimiento, antiinflamatorios y anabolicos, tales como el factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) y el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas BB (PDGF-BB), la citocina pro-inflamatoria, interleucina 1 beta (IL-1p), el
mediador antiinflamatorio, IL-10 y el indicador anaboélico, acido hialuronico (HA) en los
medios de cultivo de un sistema in vitro de OA cultivado con PRGS y PPGS a dos
concentraciones (25 y 50%) durante 48 h. La hipotesis de este estudio fue que el PRGS a
cualquier concentracion, disminuye la liberacion de IL-1 e incrementa la liberacion de

IL-10 y HA.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(Cual es el potencial terapéutico (Anabdlico y antiinflamatorio) del sobrenadante
autdlogo de plaquetas en el tratamiento de la enfermedad articular degenerativa (DJD) en
caninos?



MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad
de Caldas de acuerdo con las directrices internacionales de bienestar para la
experimentacion animal, el panel de eutanasia de la AVMA [18] y también, teniendo en

cuenta las normas de la ley colombiana para perros peligrosos [19].

Animales

El material bioldgico (sangre, cartilago y membrana sinovial) utilizado en este estudio se
obtuvo de 6 perros clinicamente sanos (4 hembras y 2 machos) de entre 1,5-3,5 afios de
edad, con un peso medio de 24,2 2,87 Kg. Todos los animales incluidos fueron
considerados, segun la ley colombiana, como perros peligrosos, lo cuales habian sido
abandonados o decomisados a sus duefios. Los animales fueron sedados con xilacina y

butorfanol y luego recibieron una sobredosis intravenosa de pentobarbital sodico [18].

Extraccion de sangre y procesamiento de los hemocomponentes

Se recogio sangre completa de cada perro sedado antes de la eutanasia. Ampliamente, la
sangre se obtuvo asépticamente por venopuncion yugular y se depositd en una bolsa de
transfusion de 450 ml que contenia CPDA-1 como anticoagulante. Se utiliz6 una muestra

de sangre de 10 mil para realizar un recuento celular automatizado.

Obtencion de plasma rico en plaquetas y plasma

Se depositaron asépticamente ocho muestras de sangre de 10 mil en tubos Falcon estériles
de 15 mil. La mitad de los tubos Falcon se utiliz6 para el procesamiento de PRP y los
otros 4 tubos para la obtencion de plasma pobre en plaquetas (PPP).

El PRP se obtuvo mediante un simple centrifugado de los 4 tubos Falcon a 191 g
durante 6 minutos. Después de centrifugar cada tubo de sangre para diferenciar el
volumen de células empaquetadas (40%) y el plasma (60%), se introdujo una pipeta
estéril cerca de la capa leucocitaria y se aspir6 suavemente el 50% del plasma para evitar

la sobre aspiracion (contaminacion) de los globulos rojos (RBCs) y los globulos blancos



(WBCs), especialmente las células polimorfonucleares. Esta fraccion se consideré6 como
PRP, el cual se activé con gluconato de calcio durante 3 horas a 37 °C. Después de esto,
el sobrenadante del gel rico en plaquetas (PRGS) se almaceno a -80 C para su posterior
uso en el co-cultivo de tejido del explante in vitro y para la determinacion basal de IL-1f3,
IL-10, HA, TGF-B1 y PDGF-BB.

El PPP se obtuvo centrifugando los tubos Falcon a XX g durante 10 minutos. La
fraccion de plasma superior al 50% se utilizo para el experimento. Esta fraccion se activo
con gluconato de calcio durante 3 horas a 37 °C para obtener el sobrenadante de gel pobre

en plaquetas (PPGS), que se gestiond de forma similar al PRGS.

Recoleccion de cartilago y membrana sinovial

Tras la eutanasia, se prepararon asépticamente las regiones femoro-tibiales de cada perro
para la obtencion del tejido articular. Tras la exposicion quirargica de la rodilla, se
obtuvieron con un bisturi varios cortes de cartilago, libres de su region calcificada, de los
condilos lateral y medial. Ademads, se disecciond la capsula articular del condilo
circundante para obtener explantes de membrana sinovial (SMEs). Se obtuvieron
explantes de cartilago (CEs) y SMEs utilizando un punzoén circular de biopsia de 4 mm.
Para ello, los explantes de membrana sinovial se liberaron suavemente de los explantes

de capsula articular circular obtenidos previamente con el punzon de biopsia.

Cultivo conjunto de explantes de tejido in vitro y disefio del estudio

Tanto los CE (n=12) como los SMEs (n= 12) de cada perro se enjuagaron con solucién
salina tamponada con fosfato y se estabilizaron en medio de Dulbecco modificado por
Eagle (DMEM), con alto contenido en glucosa, 4500 mg/L), L-glutamina y bicarbonato
sodico y libre de piruvato sdédico (DMEM, Lonza Group Ltd, Basilea, Suiza) y
complementado con estreptomicina (100 pg/mil) y penicilina (100 pg/mil) sin afadir
suero.

Los cultivos se incubaron en una atmosfera saturada de CO2 al 5% y agua durante
24 h y luego se sustituyeron por medios de cultivo frescos. En este momento, una parte

de los CEs y de las SMEs fue desafiada con 100 ng/mil de LPS (Sigma-Aldrich, St Louis,



MO, USA) para inducir un dafio inflamatorio/catabolico de estos tejidos, tal como se ha
descrito en otros estudios [20, 21].

Se incluyeron seis grupos experimentales, cada uno con 2 CEs y 2 SMEs en co-
cultivo. Los explantes de tejido en co-cultivo se incubaron en placas de 6 pozos (Corning,
Costar, TC-Treated Multiple Well Plates, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) con un
volumen total de 3 mil por pozo considerando la concentracion final de los PRGS y PPGS
ensayados en los medios de cultivo. El disefio del estudio incluyé la evaluacion de 2
grupos de control de explantes de tejido co-cultivados (1 con adicion de LPS y 1 sin LPS)
sin adicion de ningun hemoderivado y 4 grupos de explantes de tejido co-cultivados con
LPS cultivados con PRGS y PPGS a 2 concentraciones, 25% y 50%. Todos los grupos de
explantes tisulares fueron co-cultivados durante 48 h. Se obtuvieron muestras del medio
de cultivo (0,5 mil) a las 1 h y a las 48 h. Estas muestras se obtuvieron, se alicuotaron y
se congelaron a -80 °C para la posterior determinacion de IL-1p, IL-10, HA, TGF-B1 y
PDGF-BB. La figura 1 resume el disefio y la metodologia del estudio.
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Figura 1. Diseflo y metodologia del estudio. HA, 4cido hialuronico; IL, interleucina; LPS, lipopolisacarido; PLT,
plaqueta; PDGF-BB: isoforma BB del factor de crecimiento derivado de las plaquetas; PPP/PPGS: sobrenadante de
plasma pobre en plaquetas/gel pobre en plaquetas; PRP/PRGS: sobrenadante de plasma rico en plaquetas/gel rico en
plaquetas; TGFB-1: factor de crecimiento transformante beta 1; WBC: globulos blancos.

Medicion de citoquinas, acido hialuronico y factores de crecimiento

Se midieron las concentraciones de IL-1p, IL-10, HA, TGF-B1 y, PDGF-BB en el PRGS,
PPGS y en los medios de cultivo (a 1 y 48 h) de los grupos de explantes de tejido en
cocultivo. Estos mediadores se midieron por ELISA por duplicado. Todas las proteinas
se analizaron utilizando kits comerciales de desarrollo de ELISA de R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA). La IL-1p (Canine IL-1 Beta/IL-1F2 DuoSet DY3747) y la IL-
10 (Canine IL-10 DuoSet, DY735) se ensayaron con anticuerpos especificos de la especie
canina para estos mediadores y HA (Hyaluronan, DuoSet, DY3614) se determind
utilizando un kit ELISA de detecciéon multiespecie. El TGFB-1 (Human TGF-B1 DuoSet,
DY240E) y el PDGF-BB (Human PDGF-BB DuoSet, DY220) se determinaron utilizando
anticuerpos humanos porque existe una alta homologia de secuencia entre estas proteinas
en mamiferos, como los humanos y los caninos [22, 23]. Ademas, se han utilizado
anticuerpos ELISA similares para los mismos fines en otros estudios de PRP canino [24,

25]. Los estandares proporcionados para cada kit de ELISA se utilizaron para trazar cada
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curva de concentraciones de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las lecturas de

absorbancia se realizaron a 450 nm.

Analisis estadistico

Se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar el ajuste del conjunto de datos a una
distribucion normal (bondad del ajuste). Todos los parametros evaluados demostraron
una distribucion normal (P > 0,05), excepto los recuentos de WBC en ambos
hemocomponentes. Los recuentos de plaquetas en sangre total, PRP y PPP se compararon
con un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba post-hoc de
Tukey. Los recuentos de globulos blancos se analizaron con una prueba de Kruskal-
Wallis seguida de una prueba U-Mann-Whitney. Los factores de crecimiento, citocinas y
HA contenidos en los PPGS y PRGS se compararon mediante una prueba t para muestras

no apareadas.

Para comparar las concentraciones de biomoléculas en los medios de cultivo de
cada grupo experimental a 1 h y 48 h, se utilizo un andlisis univariante de modelo lineal
general (GLM seguido (cuando fue necesario) de una prueba de Games-Howell. El
modelo estadistico evaluo las interacciones entre el tiempo con dos niveles: 1 hy 48 h, y
el grupo experimental con seis niveles: grupo de control, grupo de control mas LPS, 25%
y 50% de PPGS, y 25% y 50% de PRGS. Se aceptdé un valor de P < 0,05 como

estadisticamente significativo para todas las pruebas.
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RESULTADOS
Recuentos celulares en sangre total y hemoderivados

Los recuentos de plaquetas fueron significativamente diferentes en la sangre total, en el
PRP y en el PPP, con los recuentos mas altos para el PRP, seguido de la sangre total y el
PPP (Figura 2a). Se observo un hallazgo significativo similar para los recuentos de
globulos blancos en la sangre total y en ambos hemoderivados. Sin embargo, la sangre
total mostro6 las mayores concentraciones de globulos blancos, seguida del PRP y el PPP

(Figura 2b).
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0J 0 . e
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Figura 2. Concentraciones celulares en sangre total y hemoderivados. (a) Concentraciones medias (sd) de plaquetas
en sangre total, PRP y PPP (b) Concentraciones medias (sd) de leucocitos en sangre total, PRP y PPP. a-c= diferentes
letras minusculas representan diferencias significativas (P 0,05) entre los hemocomponentes para la concentracion de
plaquetas y leucocitos. Acrénimos como en la figura 1.

Concentraciones de factores de crecimiento, citocinas e acido hialuronico en los
sobrenadantes del gel rico en plaquetas y del gel pobre en plaquetas

Las concentraciones basales de IL-1p (Figura 3a), IL-10 (Figura 3b) y HA (Figura 3c¢)
fueron similares entre el PPGS y el PRGS (Figura 3a-c), mientras que las concentraciones
de TGF-B1 (Figura 3d) y PDGF-BB (Figura 3b) fueron significativamente diferentes
entre ambos hemocomponentes, siendo las concentraciones mas altas para el PRGS.

Concentraciones de factores de crecimiento, citocinas e acido hialuronico en los
medios de cultivo a 1 y 48h

Las concentraciones de IL-1p se vieron afectadas significativamente (P< 0,001) por el
tiempo, el grupo experimental y su interaccion. Los grupos experimentales tratados con
PPGS al 25% y PRGS al 50% mostraron un aumento significativo de las concentraciones

de esta biomolécula pro-inflamatoria en comparacion con los mismos grupos a 1 y 48 h.
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Las concentraciones de IL-1B fueron significativamente mayores en los grupos de
explantes de tejido cultivados con PRGS al 50% y PPGS al 25% a las 48 h en comparacion

con el resto de los grupos experimentales en cualquier momento.
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Figura 3. Concentraciones de biomoléculas en ambos hemocomponentes, el sobrenadante de gel pobre en plaquetas
(PPGS) y el sobrenadante de gel rico en plaquetas (PRGS). (a) Concentraciones medias (+ d.s.) de interleucina 1 beta
(IL-1) en PPGS y PRGS (b) Concentraciones medias (£ d.s.) de interleucina 10 (IL-1) en PPGS y PRGS. (c)
Concentraciones medias (+ d.s.) de hialuronano (HA) en PPGS y PRGS. (d) Media (+ d.s.) de las concentraciones del
factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-1) en PPGS y PRGS. (e) Concentraciones medias (+ d.s.) de la
isoforma BB del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF-BB) en PPGS y PRGS. a= las letras mintisculas
diferentes representan diferencias significativas (P 0,05) entre los hemocomponentes para las biomoléculas. Acrénimos

como en la figura 1.
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Los grupos experimentales tratados con PPGS al 25% y PRGS al 50% mostraron un
aumento significativo de las concentraciones de estas biomoléculas proinflamatorias en
comparacion con los mismos grupos a las 1 y 48 h. Las concentraciones de IL-1 fueron
significativamente mayores en los grupos de explantes de tejido cultivados con PRGS al
50% y PPGS al 25% a las 48 h en comparacion con los restantes grupos experimentales

en cualquier momento.

Cabe destacar que las concentraciones de esta molécula catabolica fueron
significativamente mas altas en los explantes de tejido cultivados con PRGS al 50% a las
48h que en los medios de cultivo de los explantes de tejido cultivados con PPGS al 25%

al mismo tiempo (Figura 4a).

Las concentraciones de IL-10 se vieron afectadas significativamente (P< 0,001) por el
tiempo, el grupo experimental y su interaccion. Todos los grupos experimentales,
excluyendo los explantes de tejido cultivados con PPGS al 25%, presentaron
concentraciones similares de esta biomolécula antiinflamatoria en cualquier momento.
Sin embargo, los explantes de membrana sinovial y cartilago co-cultivados con PRGS al
25% presentaron concentraciones de IL-10 significativamente (P< 0,001) mas elevadas a
1 hora en comparacion con los grupos experimentales cultivados tanto con PPGS como
con PRGS al 50% y, a continuacion, disminuyeron significativamente (P< 0,001) a las

48h (Figura 4b).
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Figura 4. Concentraciones de Citoquinas en los medios de cultivo de los grupos experimentales a la hora y a las 48
horas (a) (a) media (+ s.d) concentraciones de IL-1p (pg/ml) (b) Media (% s.d) Concentraciones de IL-10 (pg/ml). **=
letras minusculas diferentes representan diferencias significativas (P< 0,01) entre los grupos de experimentacion en
cada momento independiente. B= las diferentes letras mayusculas representan diferencias significativas (P<0,01) para
el mismo grupo experimental en diferentes momentos. Acréonimos como en la figura 1.

Las concentraciones de acido hialuronico en los medios de cultivo de los grupos
experimentales so6lo se vieron afectadas significativamente (P< 0,001) por el tiempo y por
la interaccion de éste con el factor grupo experimental (P= 0,031). En general, las
concentraciones de esta biomolécula anabodlica tendieron a disminuir a las 48h en
comparacion con las concentraciones obtenidas en los grupos experimentales similares a

1h (Figura 5).
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Figura 5. Media (+ s.d) de las concentraciones de HA (ng/mil) en los medios de cultivo de los grupos
experimentales a la hora y a las 48h. Acronimos como en la figura 1.
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Las concentraciones de TGF-B1 y PDGF-BB se vieron afectadas significativamente (P<
0,001) por los factores grupo experimental, tiempo y su interaccion. Las concentraciones
de TGF-B1 a 1 h fueron significativamente (P< 0,001) diferentes entre los medios de
cultivo de ambos grupos de control, ambos grupos cultivados con PPGS al 25% y al 50%
y, ambos grupos cultivados con PRGS al 25% y al 50%. Se observo un patron de
concentracion similar para este factor de crecimiento a las 48h; sin embargo, aunque no
fue significativo, hubo una disminucion de las concentraciones de TGF-B1 en los medios
de cultivo de los grupos de explantes de tejido cultivados con ambas concentraciones de
PRGS y un ligero aumento de las concentraciones de este GF en los medios de cultivo de
los explantes de tejido de ambos grupos de control y los cultivados con PPGS a ambas
concentraciones (Figura 6a). Por otro lado, a 1 h las concentraciones de PDGF-BB fueron
significativamente mayores en los medios de cultivo de los grupos experimentales
cultivados con ambos PRGS en comparacion con el resto de los grupos experimentales.
Sin embargo, a las 48h las concentraciones de este GF disminuyeron en los medios de
cultivo de los explantes de tejido cultivados con ambos PRGS, particularmente al 50%,
aunque las concentraciones de PDGF-BB se mantuvieron significativamente mas altas en

comparacion con el resto de los grupos experimentales (Figura 6b).
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Discusion

Desde una perspectiva mecanicista, se ha considerado que la OA es una
enfermedad desencadenada por un desequilibrio entre los procesos anabolicos y
catabolicos que mantienen la homeostasis articular. Asi, cuando predominan los factores
catabolicos, la enfermedad se hace mdas evidente clinicamente [26-28]. Hay varias
biomoléculas implicadas en el mantenimiento de un entorno articular saludable, mientras
que otras se producen en exceso una vez que se desencadena el proceso de OA [29].
Teniendo esto en cuenta, seleccionamos biomoléculas clave, como las citocinas (IL-1 e
IL-10), los FG (TGF-1 y PDGF-BB) y el mediador anabolico HA, que estan implicados
en la homeostasis y la enfermedad articular, para evaluar los efectos de dos
hemocomponentes relacionados con las plaquetas (PPRGS y PRGS) en cierta medida a
dos concentraciones durante un corto periodo de tiempo (48 h) en un sistema in vitro que

incluia el cocultivo de PYMES y CEs desafiadas con LPS.

Se selecciond la IL-1P porque esta citoquina proinflamatoria y catabolica ha sido
implicada como uno de los principales mediadores responsables de la inflamacion
articular, la erosion del cartilago y la apoptosis aberrante de los condrocitos [27, 30, 31].
Asi, se ha propuesto que el bloqueo de esta citoquina catabdlica podria ser una diana
terapéutica para controlar o mejorar la OA [31, 32]. Sin embargo, también es importante
tener en cuenta que, en condiciones fisiologicas, esta citoquina es importante para
mantener la homeostasis articular mediante la regulacion de las metaloproteinasas de la
matriz (MMP) [30]. La IL-10 se incluyo en el presente estudio debido a sus efectos
condroprotectores en los tejidos de la OA al aumentar la sintesis de colageno de tipo Il y
aggrecan y regular a la baja la expresion y secrecion de citoquinas proinflamatorias, como
la IL-1 y el TNF-a. Ademas, esta citoquina antiinflamatoria inhibe la apoptosis de los

condrocitos y la regulacion a la baja de las MMP [27].

Se eligio el AH para el presente estudio porque este glicosaminoglicano no
sulfatado, producido por los fibroblastos sinoviales y los condrocitos de tipo B, tiene una
importancia fundamental en el mantenimiento de la lubricacion y la viscoelasticidad de
las articulaciones y en la mejora de las propiedades de rigidez compresiva del cartilago
[33]. Asi, la produccion de AH podria considerarse un biomarcador potencial para evaluar
los efectos de los hemocomponentes evaluados en la presente investigacion. Ademas,

también incluimos la evaluacion de las concentraciones de TGF-1 y PDGF-BB -que son
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biomoléculas anabolicas y antiinflamatorias con efectos positivos en los tejidos de la OA-
y por qué estan contenidas en concentraciones supra fisiologicas en los productos

relacionados con las plaquetas [17, 25].
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Figura 6. Concentracion de Factores de Crecimiento en los medios de cultivo de los grupos experimentales a la hora y
a las 48h (a) Media (+ s.d) concentraciones de TGF-B1 (pg/mil). (b) Media (+ s.d) PDGF-BB (pg/mil). *°= letras
minusculas diferentes representan diferencias significativas (P< 0,01) entre los grupos de experimentacion en cada
momento independiente. A-B= las diferentes letras mayusculas representan diferencias significativas (P<0,01) para el
mismo grupo experimental en diferentes momentos. Acréonimos como en la figura 1.
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Por ejemplo, el TGF-1 desempeiia varias funciones en el cartilago normal y durante el
proceso de OA. En condiciones normales, este FG es vital para el recambio de la matriz
extracelular (MEC) al aumentar la sintesis de colageno tipo I, aggrecan y los inhibidores
tisulares de las MMP (TIMP). Esta biomolécula tiene acciones antagonicas en la
degradacion del cartilago frente a las citoquinas catabolicas, como la IL-1 y el TNF-[28].
Por otro lado, el PDGF-BB es una biomolécula mitdgena y anabodlica para el cartilago.
Promueve la migracion de las células madre alrededor de los defectos del cartilago y
aumenta la proliferacion y diferenciacion de los condrocitos, asi como la sintesis de
proteoglicanos. Ademas, este FG puede suprimir los efectos catabolicos del cartilago de

la IL-1 al regular a la baja la sefalizacion del factor nuclear kappa B (NFB) [31].

El sistema in vitro de dafio al cartilago (OA) inducido por LPS en el presente estudio es
un método comun y ampliamente validado para dilucidar los mecanismos patogénicos en
el proceso de OA [34] o para investigar el efecto de varias sustancias terapéuticas [35-
38], incluidos los productos relacionados con las plaquetas [39, 40]. En general, el LPS
puede interactuar con los receptores tipo Toll (TLR) en los fibroblastos sinoviales o en
los condrocitos (por ejemplo, TLR4 y TLR-IL-1) para como ocurre con las citocinas pro
inflamatorias inducir la activacion de la transcripcion del NFB, que induce la regulacion
ascendente de la IL-1 y el TNF con los consiguientes estimulos pro inflamatorios [20, 34,

41].

El producto relacionado con el PRP (PRGS) evaluado en el presente estudio es un
subproducto derivado de un concentrado de plaquetas clasificado como PRP puro, que se
caracteriza por una concentracion de globulos blancos muy baja o insignificante [42]. En
particular, estos tipos de productos de PRP son mas eficaces en el tratamiento de las
artropatias en comparacion con los preparados de PRP ricos en leucocitos [15, 16, 43],
que se conocen como PRP leucocitario (L-PRP) [42]. Sin embargo, un estudio
experimental en perros no encontré diferencias entre ambos productos de PRP en cuanto
a la reparacion del cartilago articular [44]. Por otra parte, el PRP evaluado en este estudio
presentaba recuentos de PLT inferiores a los reportados por estudios clinicos previos en
perros con OA [15-17]. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, los liberados del
tipo de concentrado de plaquetas evaluado en el presente estudio presentaron una
concentracion significativa de mediadores con el potencial de inducir respuestas

fisiologicas en los tejidos tratados.
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Segun la bibliografia revisada, no hay estudios publicados que evalien el efecto de los
productos PRP en el cartilago, los SMEs, los condrocitos aislados o los fibroblastos
sinoviales en perros. Este hecho nos llevdo a comparar los resultados obtenidos en el
presente estudio con experimentos in vitro realizados en diferentes especies animales,
como los caballos [39, 40] y los humanos [45]. De acuerdo con esto, las concentraciones
de IL-1 a 1 h en los medios de cultivo de todos los grupos evaluados se mantuvieron mas
bajas y aumentaron abruptamente a las 48 h en aquellos explantes de tejido cultivados
con PPGS al 25% y PRGS al 50%. Los resultados del presente estudio difieren de los
obtenidos por Sundman et al. [45], que no detectaron concentraciones significativas de
IL-1 en los medios de cultivo de cartilago y sinovia humanos de OA co-cultivados con
un producto P-PRP a las 96h. El LPS anadido a los medios de cultivo de los grupos
experimentales en la presente investigacion puede haber dado lugar a una respuesta
inflamatoria mas robusta, que se vio exacerbada en los grupos de explantes de tejido

cultivados con PPGS al 25% y, en particular, con PRGS al 50%.

Desde un punto de vista mecanicista, el aumento de la concentracion de esta citoquina
pro inflamatoria en los medios de cultivo de ambos grupos experimentales a las 48 h
podria estar relacionada con diferentes formas de respuesta celular mediadas por la
concentracion especifica de biomoléculas contenidas en ambos hemocomponentes. Sin
embargo, desgraciadamente, en este sistema in vitro de OA canina medimos un nimero
limitado de mediadores que podrian ser futiles para establecer si las mayores
concentraciones de IL-1 se incrementaron paralelamente con otras biomoléculas pro o
antiinflamatorias, como el TNF-, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra) y la IL-4,

entre otros.

En consonancia con esto, dos estudios in vitro equinos [39, 40], que evaluaron de forma
independiente el efecto de hemocomponentes similares en explantes de membrana
sinovial y cartilago desafiados con LPS presentaron concentraciones similares de TNF-
en los medios de cultivo a las 48 h; sin embargo, aquellos explantes de tejido cultivados
con un hemocomponente rico en plaquetas (PRGS) mostraron un mejor perfil
antiinflamatorio con concentraciones mayores de IL-1ra e IL-4 que el producido por el
hemocomponente pobre en plaquetas (PPGS). Ademads, observamos un patron de
respuesta pro inflamatoria similar en explantes de ligamentos de caballos desafiados con
LPS y cultivados con hemocomponentes similares, con una respuesta bifésica

caracterizada por un aumento significativo de IL-1 durante las primeras 48 h, seguido de
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un descenso drastico a las 96 h [46]. Por lo tanto, se espera que el PRGS al 50% pueda
inducir una respuesta tisular pro inflamatoria inicial robusta que est¢ mediada
principalmente por concentraciones mas altas de PDGF-BB. Lamentablemente, el

periodo de evaluacion del presente estudio se limito a 48 horas.

Observamos que los medios de cultivo de los explantes tisulares en co-cultivo
presentaban concentraciones de IL-10 muy similares a 1 y 48 h, con la excepcion del
grupo de explantes tisulares tratados con PRGS al 25%, que presentaba una mayor
concentracion de esta biomolécula durante la primera hora y luego disminuia
drasticamente a las 48 h. Es posible que la concentracion especifica de mediadores
contenida en este hemocomponente al 25% haya inducido una liberacion mas robusta de
esta citoquina antiinflamatoria a lo largo de la primera hora que el resto de los
hemocomponentes evaluados a diferentes concentraciones, quizds mediada por
receptores celulares sensibles a la concentracion de un mediador especifico para estimular
la produccion de IL-10. Sin embargo, parece ser que a pesar de que la produccion de esta
citoquina fue estimulada por el PRGS al 25% a lo largo de la primera hora existen
mecanismos compensatorios que inducen el consumo de desnaturalizacion de la misma a
lo largo de un tiempo mas prolongado para mantenerla en una concentracion 6ptima como
los observados para las cito-cinas antiinflamatorias, como la IL-4 [39, 40]. Esta ultima
hipotesis podria indicar la razon por la que las inyecciones de PRP en rodillas humanas
con OA no afectaron a las concentraciones de IL-10 en el liquido sinovial a lo largo del

tiempo [47].

Por otra parte, observamos que todos los grupos de explantes de tejido produjeron HA en
el co-cultivo. En general, la produccion de este mediador puede haber sido estimulada
principalmente por el LPS a las 1 h. Sin embargo, a las 48 h, los explantes tisulares co-
cultivados con PPGS al 25% presentaron una concentracion de HA significativamente
menor en comparacion con ambos grupos de control y con el mismo hemocomponente a
las 1 h, lo que podria indicar que esta sustancia al 25% fue incapaz de revertir el efecto
catabolico del LPS a las 48 h. Cabe destacar que el patron de liberacion de HA de nuestro
estudio se evalud durante un corto periodo de tiempo (sélo 48 h). Este hecho podria
limitar la interpretacion de nuestros resultados, ya que la respuesta mas robusta en la
produccion de AH en explantes de tejido articular equino se ha observado a las 96 h [20,
39]. Por lo tanto, es necesario realizar nuevos estudios que evalten los efectos de este

tipo de hemoderivados en los tejidos articulares caninos durante un periodo mas largo.
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Observamos que las concentraciones de TGF-1 en el cultivo de todos los grupos de
explantes de tejido co-cultivados tratados con ambos hemocomponentes a cualquier
concentracion presentaban concentraciones elevadas de GF a 1 h, seguidas de una
disminucién significativa a las 48 h. Sin embargo, las concentraciones de PDGF-BB,
particularmente en el PRGS al 25%, disminuyeron drasticamente a las 48 h. En general,
se han observado patrones de concentracidon similares para estos mediadores en otros
estudios realizados por nuestro grupo en explantes de cartilago y membrana sinovial

equinos cultivados independientemente [39, 40].

El presente estudio tiene varias limitaciones que deben reconocerse para mejorar la
comprension de los lectores. En primer lugar, se trata de un estudio in vitro sobre un
sistema biologico que incluye algunas piezas del gran rompecabezas que representa un
paciente o una articulacion afectada por la OA. En particular, proporciona informacion
util para informar sobre futuros estudios mas racionales de modelos animales de OA y de
pacientes con OA. En general, los resultados del presente estudio fueron inesperados
porque todos los hemocomponentes evaluados produjeron efectos antiinflamatorios
limitados y algunos de ellos (PPGS al 25% y PPRGS al 50%) fueron incluso
marcadamente proinflamatorios. La razon de estos resultados controvertidos podria estar
relacionada con la corta duracion (so6lo 48 h) del estudio, que podria haber limitado el
proceso biologico implicado en la produccion de las biomoléculas evaluadas. Por lo tanto,

los estudios futuros deberian realizarse durante periodos mas largos.

Conclusiones

Tanto el PPGS como el PRGS en ambas concentraciones mostraron un efecto biologico
limitado en los explantes de cartilago y membrana sinovial en co-cultivo con LPS e
incluso el PPGS al 25% y el PRGS al 50% mostraron un efecto pro-inflamatorio en estos
tejidos a las 48h. Los resultados sugieren que se deberian realizar mas estudios para

evaluar el efecto de ambos hemoderivados en un lapso de tiempo mas prolongado.
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