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RESUMEN

Introduccidon. Las Células Estromales Mesenquimales (CEM) son células con capacidad de
regeneracién. No es claro el efecto de co-adyuvantes utilizados en tratamientos de regeneracion
como el plasma rico en plaquetas sobre las CEM. Objetivo Evaluar el efecto del plasma rico en
plaguetas en la induccién de la diferenciacion condrogénica a partir de Células Estromales
Mesenquimales. Metodologia. Se recolectaron muestras de MO humana de donantes voluntarios
sometidos a cirugia de remplazo total o parcial de cadera (previa aceptacion del consentimiento
informado), que asisten al departamento de Ortopedia del Hospital San Ignacio. Para realizar la
caracterizacién segun los criterios establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(SITC): morfologia, inmunofenotipo y diferenciacién. Posteriormente se cultivaron CEM de medula
dsea, suplementado con 10% Plasma rico en plaquetas, lisado plaquetario y suero fetal bovino
durante 7 y 15 dias para evaluar la proliferacion, viabilidad y diferenciacién condrogénica.
Resultados. Se recolectaron 4 muestras de MO humana a partir de las cuales se establecieron
cultivos de CEM con morfologia fibroblastoide, presencia de antigenos mesenquimales CD105 y
CD73, en ausencia de antigenos hematopoyéticos CD45 y CD34. Segun los protocolos establecidos,
las tinciones para evaluar la diferenciacion adipogénica (sudan negro B), condrogénica (safranina
0) y osteogénica (Von kossa) fueron positivas con respecto a las CEM control no diferenciadas. A
partir de las CEM aisladas y caracterizadas se evalué la proliferacién, diferenciacion y viabilidad
celular en un sistema de cultivo celular CEM suplementada con PRP 10%, SFB 10% y LP 10%. EL
PRP tuvo un efecto significativo en el indice de proliferacién celular de las CEM en comparacion
con el SFB con un **p<0.0001 observandose a los 7 y 15 dias de cultivo, sin embargo aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular en las tres
condiciones experimentales, se vio un ligero aumento en el porcentaje de viabilidad celular en las
CEM cultivadas con PRP , con respecto a la capacidad condrogénica, se observd depdsitos de
glucosaminoglicanos cuando se adiciond PRP durante 14 dias, de manera similar al patrén de oro.
Conclusidén. EL PRP ejerce un efecto significativo en la proliferacién vy viabilidad de las CEM e
induce diferenciacién condrogénica en comparacién con el patron de oro previamente
estandarizado con medio de diferenciacién, observdandose produccidn de matriz extracelular y
depdsitos de glucosaminoglicanos por la tincion de safranina O.



EFECTO PLASMA RICO EN PLAQUETAS SOBRE LA CONDROGENESIS
INDUCIDA A PARTIR DE CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES.

1. INTRODUCCION

Las Células Estromales Mesenquimales (CEM) son una alternativa muy util en aplicaciones clinicas
para ciertas enfermedades en terapia regenerativa y terapia génica [1]. Korbling et al,
describierédn que las CEM tienen la capacidad de regenerar tejidos deteriorados o lesionados
como hueso, cartilago, tejido hepatico o miocardio [2]. Una de las principales aplicaciones clinicas
de las CEM consiste en la reparacién de hueso demostrado in vivo en modelos animales con
defectos craneo-faciales mediante la administracion directa de CEM con matrices como
hidroxiapatito/fosfato tricalcico (HA/TPC), mostrando resultados satisfactorios [3].

En la regeneracién de cartilago, se han postulado diferentes estrategias para lograr diferenciar in
situ las CEM en cartilago; éstos procedimientos combinan, las CEM con matrices bioldgicas activas
y factores de crecimiento que inducen a la formacién de condrocitos logrando importantes
avances[1]. En el tejido del miocardio se han descrito diferentes efectos de las CEM sobre el
tejido cardiaco como la diferenciacién in situ de ésta células en cardiomiocitos, liberacién de
factores solubles paracrinos que promuevan la proliferacion de células residentes de tejido y/o la
fusion de las CEM con células cardiacas [2].

Sin embargo los resultados con CEM son muy heterogéneos, es posible que con la ayuda de co-
adyuvantes como el plasma rico en plaquetas (PRP); un concentrado de plaquetas, que ha surgido
recientemente como una herramienta biolégicamente potencial para tratar trastornos de
cicatrizacion de tejidos, regeneracidn 6sea y regeneracién del tejido cartilaginoso sea una
alternativa nueva para futuros tratamientos [2].

Al parecer el potencial regenerador del PRP se basa en la liberacidn de factores de crecimiento
que se produce con la activacién y ruptura de las plaquetas, favoreciendo la proliferacién y
diferenciacién de las CEM; ejerciendo un efecto significativamente positivo sobre la formacién de
tejido dseo y tejido cartilaginoso [4].



2. JUSTIFICACION

Las defectos osteocondrales , son aquellas lesiones que comprometen el cartilago articular y el
hueso subcondral, evolucionando generalmente a osteoartrosis [5]. Este tipo de lesiones se
produce principalmente en pacientes adultos mayores de 30 afios, (68% de la poblacion
latinoamericana) .En un estudio realizado por karin et al encontraron una prevalencia global de
lesiones del cartilago (condral u osteocondral ), del 61% y del 19% de la poblacién infantil [6].

Las lesiones condrales han sido histdricamente un problema de muy dificil solucién. William
Hunter afirmaba en 1743 que “desde Hipdcrates hasta nuestros dias, se acepta universalmente
que el cartilago ulcerado es un asunto problemdtico y que una vez destruido no se repara...”.
Desde entonces, numerosos estudios han confirmado que el cartilago tiene una capacidad
limitada para su autorreparacién directa, excepto para la formacidon de un tejido fibroso o
fibrocartilago, que tiene deficientes caracteristicas biomecdanicas debido a su composicion [7].

Multiples esfuerzos se llevan realizando para encontrar un tratamiento eficaz, que evite la
afectacién generalizada de la articulacion de las lesiones osteocondrales. Medidas convencionales
se han propuesto por ejemplo (el reposo, cambios de estilo de vida, rehabilitacion o tratamientos
médicos farmacoldgicos); el objetivo de éstas es prevenir la expansion de la lesiones e intentar
regenerar el cartilago para evitar en un futuro la evolucidn a osteoartritis [8].

Sin embargo, gran parte de estos tratamientos requieren una intervencion quirurgica, como el
desbridamiento artroscdpico; un tratamiento dirigido a eliminar sintomas mecdnicos que
interfieren en la funcién articular, produciendo un alivio de los sintomas a corto plazo, pero no
resuelve la causa que origina la lesién. Otro tratamiento muy utilizados es la realizacion de
perforaciones en las areas locales donde hay desaparicion del cartilago y exposicion del hueso
subcondral, implantando células pluripotentes con el fin de promover la formacién de un
fibrocartilago de reparacion; tejido que carece de algunos componentes del cartilago, lo que lo
hace mas susceptible a la ruptura, evitando asi que este tratamiento se mantenga a largo plazo [9,
10].

Uno de los tratamiento Gold Estandar es la implantacién de condrocitos autélogos, pero debido a
que este requiere dos intervenciones quirdrgicas y a su capacidad limitada de reparacion , se
obliga a buscar y utilizar otros tratamientos cuyo potencial de diferenciacién celular permita,
tedricamente, su transformacion en condrocitos y por tanto la neo formacién de cartilago [11].

Por lo tanto buscar otras alternativas terapéuticas eficaces como las CEM con la estimulacion de
un co-adyuvante como el PRP, que estimula su diferenciacién celular a células especializadas
como condrocitos y la formacion de un nuevo cartilago.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Papel de las CEM en la regeneracion condrogénica.

Las CEM se han aislado de la médula ésea, sangre cordédn umbilical y tejido adiposo. Estas células
tienen la capacidad de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos,
condrocitos y adipocitos, generado un gran interés debido a su uso potencial en medicina
regenerativa. Por ejemplo en el caso del tejido cartilaginoso, el cual no posee irrigacidon sanguinea,
nerviosa, ni linfatica, hace que tenga una baja capacidad de autorreparacion, haciéndolo muy
susceptible a lesiones osteocondrales y enfermedades degenerativas como la osteoartritis [12].

Muchos tratamientos para reparar estas lesiones osteocondrales en pacientes con enfermedades
degenerativas, han sido muy estudiadas, ya que estos, proporcionan un manejo paliativo al
paciente (alivio de los sintomas) a corto plazo, sin resolver la causa de la lesidon. Uno de los
tratamientos mas utilizados clinicamente, es la implantacién de condrocitos autdlogos; Sin
embargo, las limitaciones en la expansién y debido a la baja actividad proliferativa de estas células,
han llevado a la investigacion de las CEM por su capacidad de autorenovacion, proliferacion y
diferenciacidn trilinaje, con el objetivo de generar condrocitos que sintetizan, rednen y organizan
la matriz extracelular (MEC) [13].

3.1.1. Células Estromales Mesenquimales.

Las CEM son células multipotentes con capacidad de autorenovacion, generar diversos tejidos vy
diferenciarse hacia diversos linajes como condrocitos, osteocitos y adipocitos. Alexander
Friedenestein , fue el primero en describirlas en medula ésea (MO) con capacidad de adherencia al
plastico y crecimiento in vitro [14]. Se estima que las CEM representan el 0.001% o 1:34,000 de
las células mononucleadas en medula 6sea adulta [15].

Las CEM han logrado ser aisladas de diferentes tejidos como medula &sea, musculo, liquido
sinovial, dermis, tejido adiposo y sangre de cordén umbilical. [16, 17]. La Sociedad Internacional de
Terapia Celular (SITC) ha propuesto a la comunidad cientifica tres criterios para la identificacién de
Células Estromales Mesenquimales: primero, las CEM deben ser adherentes al plastico en cultivos
in vitro con morfologia fibroblastoide; segundo, expresar antigenos de superficie como CD105,
CD73 y CD90, en ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD45,CD34; y tercero, las CEM
deben diferenciarse a osteoblastos, adipoblastos y condroblastos bajo condiciones de cultivos in
vitro [18].

El primer criterio establecido por la SITC es demostrar la adherencia selectiva de estas células a las
superficies plasticas en cultivos in vitro, que puede estar influenciado por la carga idnica, el pHy la
temperatura [19].

Con respecto a su caracterizacién inmunofenotipica, es relevante la expresion de marcadores de

superficie como CD105, CD73, CD90 y en ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD45 y
CD34. La molécula CD105 es una proteina transmembranal también llamada endoglobina, que
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estd conformada por un homo dimero de 180 kDa con enlaces disulfuro. Se ha encontrado en
células endoteliales activadas, macréfagos, fibroblastos, y células de musculo liso. También hace
parte del complejo receptor del (TGF)-B, una citoquina implicada en la proliferacion,
diferenciacidon y migracion celular [20]. También la molécula CD73 5'-nucleotidasa (5'-NT), una
proteina de 70 KDa, unida a una molécula glicosil-fosfatidilinositol (GPI) en la membrana de las
células; su funcién principal es la conversién de ATP y GTP para ser utilizado como fuente de
energia [21].

Finalmente otra de las caracteristicas que define SITC es su capacidad de diferenciacién trilinaje a
adipocitos, condrocitos y osteocitos bajo condiciones de cultivo in vitro. La diferenciacion
osteogénica se caracteriza por la formacién de depdsitos de calcio y aumento en la expresion de la
fosfatasa alcalina que es inducida por factores como la dexametasona, [B-Glicerol fosfato (B-GP),
acido ascorbico y suero fetal bovino. La dexametasona regula la fosforilacién de un residuo de
serina de la proteina Runt 2 (Runx2), un gen regulador de la diferenciacién osteogénica temprana
gue actla sinérgicamente con TGF-B, regulando la expresidon de la interleucina 11 (IL-11) que
reduce la adipogénesis, mientras promueve la diferenciacion osteogénica y condrogénica
[22]estimula la proliferacion de las CEMs y permite la diferenciacion hacia el linaje osteogénico. El
B - glicerol fosfato (B-GP) , un fosfato organico, también da un soporte a la osteogénesis mediante
el control de la mineralizacidn y la actividad de los osteoblastos. Los fosfatos libres pueden inducir
la expresion de mRNA y proteinas osteogénicas tales como la osteopontina. El dcido ascérbico
desempeina un papel en el incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina y promueve la
produccién de osteocalcina; particularmente, funciona como un cofactor en la hidroxilacién de los
residuos de prolina y lisina en el coladgeno, e incrementa la sintesis de proteinas no colagenas de la
matriz extracelular dsea [23].

En cuanto a la diferenciacion adipogénica, esta es inducida en cultivos in vitro, por la exposicion a
la dexametasona que es un factor estimulante, que actia a nivel celular sobre el factor de
transcripcién C/EBPS que induce la expresiéon de C/EBPa y PPAR-y, los cuales permanecen
elevados durante el proceso de diferenciacién promoviendo la expresion de marcadores de
diferenciacidn [24], también la isobutamildexametasona es un inductor de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP) el cual inicia la adipogénesis mediante la activacién temprana de C/EBP (Proteina de
union a un elemento de respuesta a cAMP) que participa en la induccidn de la expresidn del factor
de transcripcion C/EBPB necesario para el proceso de diferenciacién, y la insulina promueve la
adipogénesis por supresion de la actividad inhibitoria del factor de transcripcién Protein box
forkhead O1 (FoxO1) [25] .

Las CEM también pueden ser inducidas a linaje condrogénico mediante la exposicidn de factores
exogenos o por medios de cultivo que contienen TGF-B1l es un potente inductor de la
condrogénesis, involucrado en la activacion de varias vias de sefalizacién como MEK/ERK que
regulan la proliferacién y diferenciacion de las CEMs ; estas proteinas quinasas de sefalizacidn
intracelular, estan involucradas en el control de muchos procesos celulares fundamentales, que
incluyen la diferenciacion celular, y desempefia un papel importante en la transcripcidn de genes,
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gue codifica para Col2a, agrecdn, Sox9 y Ihh marcadores importantes de la matriz extracelular del
cartilago[26].

3.2 Eluso de las plaquetas en la regeneracion tisular:

El Plasma rico en plaquetas (PRP) ha surgido recientemente como una herramienta
bioldgicamente potencial para tratar trastornos de cicatrizacion de tejidos, regeneracion dsea y
regeneracién del tejido cartilaginoso [27]. Al parecer el potencial regenerador del PRP se basa en
la liberaciéon de factores de crecimiento que se produce con la activacidn y ruptura de las
plaquetas, proporcionando una ventaja significativa, en las aplicaciones de ingenieria de tejidos
por ser un tratamiento de naturaleza autdloga.

3.2.1 Antecedentes experimentales

3.2.1.1 Estudio del plasma rico en plaquetas.

Inicialmente, los concentrados de plaquetas eran utilizados en medicina transfusional para el
tratamiento y prevencion de hemorragias, asociadas a patologias como trombocitopenia grave,
,aplasia medular, leucemias agudas o en una significativa perdida durante cirugias de larga
duracién [28]. Se considera que un concentrado de plaquetas, contiene alrededor de 0,5 x 10™
Plaquetas/unidad, obtenido de un donante [29].

Se han identificado que las plaquetas liberan sustancias que promueven la reparacion de tejidos,
éste hecho significa que su uso podria tener un efecto positivo en situaciones clinicas que
requieran una rapida cicatrizacion de tejidos [30]. Su administracién como, coagulo de fibrina,
proporciona un soporte adhesivo que favorece la curacion y regeneracidon de tejidos [31].En la
actualidad, el uso de geles de fibrina a partir del plasma humano se han utilizado ampliamente en
procedimientos de cirugias cardiovasculares, ortopédicas y maxilofaciales[32].

Diversos estudios sobre el uso del PRP en la reparacién de fracturas en cirugias ortopédicas y
maxilofaciales ; han demostrado que la adicidn del PRP a los injertos éseos mejoran la densidad y
la regeneracion del tejido 6seo, atribuido a los factores de crecimiento liberados por la activacion
plaquetaria, estimulando una mayor osteogénesis y aumentando la formacién del tejido éseo [33].

Otros autores, han sugerido ademds que el PRP mejora la cicatrizacién de las heridas en los
remplazos totales de rodilla y puede mejorar la cicatrizacion en los desgarros del manguito
rotador tratados quirdrgicamente [34, 35].
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3.2.1 Plasma rico en plaquetas.
3.2.1.1 Las plaquetas

Las plaquetas o trombocitos son fragmentos citoplasmaticos pequenos irregulares, anucleados de
tamafios entre 2 a 3um, en forma discoide derivadas de los megacariocitos multinucleados
ubicados en la medula dsea (FIGURA 1), circulan en la sangre de 7 a 10 dias en concentraciones de
150 a 450 x10° uL [36]. Fueron descubiertas por primera vez por Max Schultze, un anatomista
aleman quien las describié como “esferulas” de un tamafio mas pequefios que los eritrocitos, que
en ocasiones se agrupaban.

Preplatelets

a
{
CD34+
o Megakaryocyte Released
heT{aetr?]pcoe'ﬁ“c Megakaryocyte with proplatelets proplatelets Platelets

Hematopoietic
stem cells

Megakaryocyte
with proplatelets

Megakaryocyte Platelets

FIGURA 1. Trombopoyesis (formacién de las plaguetas) (a) intermedios celulares en la
trombopoyesis. (b) Microfotografias de las células involucradas en la trombopoyesis (células
madre hematopoyéticas, megacariocitos, megacariocitos con proplaquetas, plaquetas).Tomado
de: [37].

Las plagquetas juegan un papel en la hemostasia y son una fuente natural de diversos factores de
crecimiento, Aunque estas células son anucleadas no poseen ADN nuclear, pero se ha descubierto
que posee pequefias cantidades mRNA derivados de los megacariocitos, ellas también contienen
reticulo endoplasmatico rugosos y polirribosomas por lo que se le atribuye la capacidad de la
biosintesis de proteina[36, 38], ellas estan constituidas por una bicapa lipidica con glicoproteinas
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que funcionan como receptores de los agonistas fisioldgicos de las plaquetas (ADP, TXA2,
trombina), proteinas adhesivas (fibrinédgeno, fibronectina laminina, trombospondina, vitronectina,
factor de von Willebrand) y ligandos fibrosos como el coldgeno , también poseen enzimas,
integrinas y fosfolipidos [39]. Ellas en su interior poseen organelos como microtubulos y vesiculas
de secrecidon como son los a-granulos , granulos densos y lisosomas [40].Los granulos alfa son los
mas abundantes en las plaquetas, se estima que contienen entre 40 — 80 grdnulos - a por
plaquetas, que varian de tamafio de 200 a 500 nm y que constituyen entre el 10 — 15% del
volumen de las plagquetas, contienen factores de crecimiento como PDGF-A, PDGF-AB, IGF-I, EGF,
VEGF, TGF-B1 y proteinas como factor de Von Willebrand y trombina. Sus granulos densos se
caracterizan por su alto contenido en calcio y fosforo organico, ATP,ADP [39]. Gracias a que las
plaguetas son una fuente de diversos factores de crecimiento, han sido muy estudiadas y
utilizadas como co-adyuvantes en la medicina regenerativa.

El PRP, definido como el plasma enriquecido con niveles altos de plaguetas en relacién a la sangre
completa. Estd compuesto por una fraccion de suero, leucocitos plaquetas y una alta
concentracién de factores de crecimiento, lo cual ha hecho que el PRP sea una alternativa nueva
para tratamientos de regeneracidn tisular como ligamentos, cartilago y tejidos
musculoesqueléticos. Muchos de estos tejidos tienen una limitada capacidad de autorenovacion,
atribuido a su poca irrigacidon sanguinea, y a su limitada restauracién de la matriz extracelular;
debido a que el PRP contiene altas concentraciones de factores de crecimiento como: factor de
crecimiento de origen plaquetario (PDGF), el factor de crecimiento de transformacion-beta (TGF-
beta), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), estudios previos han sugerido que estos factores estimulan la neovascularizacién vy
aumentan el suministro de sangre y nutrientes necesarios para promover la regeneracién tisular
[36].

El PRP es obtenido a partir de sangre total, a través de un proceso que utiliza el principio de la
separacion celular por centrifugacion diferencial, que separa los componentes de la sangre,
distribuidos en la parte inferior los gldébulos rojos, que se mantendran como la capa de células
empaquetadas, seguido de la capa de gldébulos blancos se encuentran en la parte superior de la
capa de los eritrocitos y las plaguetas que son las de mayor concentracion en el plasma se ubican
justo por encima de la capa leucocitaria, [41].

Muchos de estos sistemas varian en la eficiencia para obtener un concentrado de plaquetas; en la
repetitividad del procedimiento, recuento de leucocitos final y activacidn plaquetaria [36],
ademas se han estudiado variables que no dependen del sistema de separacidn celular, si no del
donante y puede existir una variabilidad en el numero de plaquetas, leucocitos, eritrocitos que se
le ha atribuido en parte aun sin nimero de factores : inflamacién (leucocitosis o leucopenia),
lipemia (que aumenta concentracion plaquetas en numero y esta influenciada en la dieta),
hematocrito (genero) [42], por esto un buen control de calidad en los procedimientos para la
obtencidn del PRP como el recuento inicial de plaquetas, cuadro hematico del donante de sangre
nos ayudaran a obtener un buen concentrado de plaquetas.
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3.2.2 Lisado plaquetario

Las plaquetas son conocidas por liberar una alta concentracidén de factores de crecimiento cuando
son activadas, promoviendo la angiogénesis, migracién celular, proliferacién y diferenciacion
celular, efectuando una rapida y eficaz cicatrizacidn de los tejidos; se ha demostrado que al
inducir la lisis de las plaquetas se obtiene una mayor concentracidn de factores de crecimiento
gue cuando se induce su activacion in vitro [43].

El lisado plaguetario se obtiene a partir de la ruptura de la membrana celular de las plaquetas por
ciclos alternados de congelacién y descongelacidn con el propdsito de obtener la mayor cantidad
de factores de crecimiento, seguido de una centrifugacion rapida para eliminar los fragmentos de
las plaquetas, obteniendo asi un plasma con una concentracién alta de factores de crecimiento.

3.3 Relacion entre el PRP y CEM en la regeneracion tisular.

Las CEM son células pluripotentes que se diferencian hacia diversos linajes como condrocitos,
osteocitos, adipocitos [44], ademds de sus propiedades bioldégicas como autorenovacion,
plasticidad y regeneracion tisular [45], estas células se pueden aislar de tejido adiposo, medula
Osea y sangre de corddn umbilical. Debido a su facil asilamiento, cultivo y manipulacién, han
hecho de ellas una posible terapia atil en medicina regenerativa y en patologias como la
osteoartritis y defectos osteocondrales [45].

Muchas de estas enfermedades degenerativas tienen un sin numero de desventajas en cuanto a
su tratamiento , debido a que el tejido afectado, presenta una limitada autorreparacion; como
por ejemplo, el cartilago que es un tejido que no posee irrigacidn sanguinea, nerviosa, ni linfatica,
conformado por condrocitos y que esta presente en la superficie de muchas articulaciones del
cuerpo humano. Han hecho que sus tratamientos estén limitados al manejo del dolor, pero no a la
regeneracién completa del tejido, siendo la Unica opcion el remplazo parcial o total de muchas
articulaciones.

Debido a esto ,se han estudiado algunos tratamientos para estimular su reparacion; ya que los
condrocitos son las células responsables de la produccién, organizacion y mantenimiento de la
matriz extracelular del cartilago articular [46], inducir la condrogénesis en el trasplante de CEM
en el espacio articular es una tratamiento esperanzador para pacientes con degeneracién de
cartilago articular. Muchos estudios han descrito la importancia de mantener un microambiente
Optimo para las CEM, para inducir la condrogénesis in vitro, esto implican varios factores de
crecimiento como él TGF-$ (factor de crecimiento transformante beta) que son liberados con la
activacion plaquetaria [20].

Li, J et al describieron la funcién (TGF-B) en algunas vias de sefializacion como MEK/ERK que
regulan la proliferacién y diferenciaciéon de las CEM, se describié que estas proteinas quinasas,
estan involucrados en el control de muchos procesos celulares fundamentales que incluyen la
proliferacién celular, la supervivencia y diferenciacion celular. [26, 47]
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Iwai et al, en un estudio desarrollado con porcinos evaluaron la regeneracién de cartilago usando
Células Estromales Mesenquimales sobre discos osteocondrales con desgaste de tejido
cartilaginoso trasplantados con o sin factores de crecimiento y concluyeron que las células
mesenquimales, al ser estimuladas con diferentes factores de crecimiento, generaban una mayor
condrogénesis y un aumento en la regeneracidon de cartilago en los discos osteocondrales,
evidenciandose los condrocitos por cortes histolégicos [48]. El éxito de los tratamientos de
regeneracién de tejidos puede mejorar con la adicién de complementos (factores de crecimiento)
qgue aumentan la proliferacién y diferenciacidon de las células progenitoras (Células Estromales
Mesenquimales); el regenerativo potencial del PRP probablemente se basa en la liberacion de
factores de crecimiento que se produce con la activacién y la ruptura de las plaquetas.

Basandose en esta teoria, se han desarrollado diferentes estudios con el PRP para evaluar su
efecto sobre la regeneracién de cartilago; Sun, Y et al , evaluaron el efecto del plasma rico en
plaguetas sobre los defectos del cartilago articular en un modelo de conejo; se observé que en las
condiciones donde se adicioné el PRP a los defectos osteocondrales, se desarrollé una mayor
formacién, de tejido cartilaginoso, con acumulacién de matriz extracelular y colageno tipo Il; sin
embargo, cuando el plasma rico en plaquetas (PRP) no se utilizd, el tejido regenerado se volvid
hacia fibrocartilago con poca formacidon de la matriz extracelular cartilaginosa detectado por
examen histoldgico [49, 50] .

El primer caso reportado de un trasplante autélogo de CEM en una rodilla humana adulta se
publica en Estados unidos, en un paciente de 36 afios que se le diagnostica degeneracion y
adelgazamiento en la superficie condral femoral medial y meniscos de su rodilla derecha; donde el
paciente se sometid durante casi 6 meses al tratamiento, reportando mejoria en su dolor y
aumento del volumen del cartilago del menisco observado por resonancia magnética, después de
tres meses de la intervencién, el paciente aln sigue en estudio ya que no se sabe con claridad si el
aumento de volumen fue por fibrocartilago o cartilago, ya que el paciente no se le efectud ningtn
otro estudio complementario [51].

Con base en los estudios presentados anteriormente, con el presente trabajo se quiere evaluar el
efecto del PRP sobre la condrogénesis a partir de las Células Estromales Mesenquimales
humanas, como un modelo para entender el papel que ejerce el PRP y poder de esta manera
generar una alternativa de tratamiento futuros en la regeneracidon de cartilago.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del plasma rico en plaquetas en la induccién de la diferenciacidon condrogénica a

partir de Células Estromales Mesenquimales.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

Estandarizar protocolo para la obtencion del plasma rico en plaquetas a partir de sangre
total humana.

Aislar y caracterizar Células Estromales Mesenquimales (CEM) de medula dsea humana
(inmunofenotipo y diferenciacidn trilinaje)

Evaluar la proliferacion de CEM expuestas a plasma rico en plaquetas y Lisado plaquetario
por medio de la incorporacion de Carboxifluesceina Diacetato Succinil Ester (CFSE) y
evaluacion por citometria de flujo.

Evaluar la viabilidad celular de Células Estromales Mesenquimales humanas expuestas a
PRP, LP, SFB y mediante el uso de la Tincién supravital LIVE/DEAD AQUA. (L34957
invitrogen).

Evaluar la diferenciacién condrogénica a partir de CEM expuestos a PRP, LP mediante el
uso de medios selectivos para su diferenciacion. (STEMPRO®Chondrogenesis
Differentiation Kit Ref. A1007101)
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5. METODOLOGIA

5.1 Estandarizacion protocolo para la obtencion del PRP y LP a partir de sangre total humana.

Para establecer una concentracion optima de plaquetas (PRP), se realizd una extraccidn de sangre
por venpuncion, con un volumen promedio de 8 ml en citrato de sodio 3.8 % (Tubos vacutainer.
BD Bioscienc ®) a partir de donantes voluntarios entre (18 — 30 afios), que aceptaron previamente
el consentimiento informado ANEXO 1. Después de obtenida la muestra, se realizé6 un recuento
inicial de plaquetas y se centrifugd a 1200 rpm durante 8 minutos a temperatura ambiente, se
separd el plasma en eppendorf de plastico estériles, para luego realizar una segunda
centrifugacién a 3600g por 15 minutos , descartando el sobrenadante para la obtencion del
pellet con un volumen final de 350 ul de PRP . Posteriormente se realizo un recuento plaquetario
gue debia estar entre 3 a 5 veces por encima de su andlisis basal en sangre total.

5.1.1 Lisado plaquetario

Después de la obtencién del PRP, se realizaron ciclos de congelacidn (-20°) — descongelacidon (37°
bafio seroldgico), 3 veces, posteriormente para remover los fragmentos de plaquetas se centrifugd
a 4000g durante 15 minutos a 4°C y luego se obtuvo el sobrenadante, realizando un recuento
final.

5.2. Aislamiento y cultivo de CSM de MO

Las CEM son obtenidas de medula ésea de pacientes sometidos a cirugia de remplazo total o
parcial de cadera que asisten al departamento de Ortopedia del Hospital San Ignacio, con previa
aceptacion del consentimiento informado ANEXO 2. Los criterios de inclusidn de los donantes
voluntarios son pacientes que no presenten enfermedades neoplasicas asociadas con el sistema
hematopoyético, tratados con terapia biolégica inmunomoduladora, con edades entre los 18 a 80
afios.

Las muestras obtenidas de rimado y/o médula, se recolectd en un tubo estéril con EDTA 0.25%
durante el proceso quirdrgico y transportadas al laboratorio de Hematologia de la Facultad de
Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana. Las muestras de medula ésea recolectadas fueron
procesadas en esterilidad mediante la maceracién y filtrado en una gasa estéril para luego realizar
la separacion de células mononucleares (CMNs) por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Histopaque d=1.077g/cm?, Sigma-Aldrich®), luego se determind la viabilidad celular mediante el
uso del colorante de exclusion de azul de tripano 0.05%. Las CEM obtenidas, se cultivaron en cajas
de 75cm? con medio RPMI1640 + Glutamax (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% ,1% de aminoacidos no esenciales ,1% de piruvato de sodio (58636, Sigma-Aldrich®), 0.5% de
penicilina-estreptomicina y 0.1% de ciprofloxacina, y se incubaron a 37°C con 5% de CO,.

Después de 72 horas de incubacién, se retiraron las células no adherentes con morfologia
fibroblastoide , realizando cambio de medio cada tercer dia, cuando las células alcancen el 80% de
confluencia aproximadamente ,se realizaron pases celulares por medio de la tripsinizacién
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(Tripsina 0.25% y EDTA 1 mM ), la tripsinizacién fue desarrollada retirando el medio de cultivo,
lavando las células con PBS1X + Antibidtico , luego se le adiciono la solucidn de tripsina preparada
y filtrada adecuadamente durante 5 minutos a 37°C; transcurrido ese tiempo se procedié a
inactivar la tripsina adicionando medio IMDM en igual volumen, adicionado de solucién de tripsina
y EDTA. Posteriormente se centrifugd las células desprendidas 900g durante 10 minutos a
temperatura ambiente, luego se realizaron recuentos en cdmara de neubauer y viabilidad celular
con azul tripan al 0.05%.

5.3 Caracterizacion in vitro de CEM de MO segun criterios de la Sociedad Internacional de
Terapia Celular.

La caracterizacién in vitro de CEM se realizo segun los criterios de la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (International Society Cellular Therapy, SITC) [18], inicialmente por su adherencia al
plastico y morfologia fibroblastoide in vitro con el microscopio invertido Olympus (objetivo 10X),
seguido por la evaluacion de expresion de antigenos como CD105, CD73 ,en ausencia de expresion
de marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45 por citometria de flujo. La determinacidn del
inmunofenotipo se realizd utilizando anticuerpos monoclonales, Tabla 1.

TABLA 1: Anticuerpos y Fluorocromos utilizados en la caracterizacion in vitro de las CEM.

ANTICUERPO CLONA FLUOROCROMO N® Catalogo
Anti-CD34 -
(Miltenyi Biotec) AC136 Aloficocianina (APC) s55894

Anti- CD45 Proteina Clorofila
(Becton 2b1 Peridinina. (PerCP) 347464

Dickinson)
Anti- CD105
(Invitrogen) SN6 Ficoeritrina (PE) 0606
Anti-73 Isotiocianato de
(BD Biosciences) AD2 fluoresceina (FITC) >61254

5.4 Evaluacion de las caracteristicas morfoldégicas.

La morfologia fibroblastoide inicial se evalu6 mediante microscopia invertida. Con la técnica de
citologia Cytospin (Shandon Cytospin 3) se realizaron los anadlisis de las caracteristicas
morfoldgicas de las Células Estromales Mesenquimales, por medio de la tincion de Wright.
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5.5 Diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica de Células Estromales
Mesenquimales.

5.5.1 Diferenciacion Osteogénica:

La diferenciacion osteogénica fue inducida cultivando 10.000 Células Estromales Mesenquimales
aisladas de medula ésea en un pozo de 2 cm?con un volumen de 1 ml de medio de
cultivo STEMPRO® Osteogenesis Differentiation Kit Ref. A1007201 (InvitroGen, 2008) ANEXO 3, se
realizaron cambios de medio cada 4 dias hasta completar 21 dias en diferenciacién celular, luego
se realizd una evaluacidn de la diferenciacién mediante el reconocimiento de depdsitos de calcio
por medio de la tincidn de Von kossa. La tincién de Von Kossa contiene nitrato de plata 1%,
tiosulfato sédico 5%, y nuclear fast red 0,1%; para el procedimiento las células se incubaron con
nitrato de pata al 1% durante 20 minutos en luz ultravioleta seguido de un lavado con agua
destilada, luego se realizdé una incubacidn con tiosulfato sédico 5% durante 5 minutos y un lavado
con agua destilada, y finalmente una incubacién con nuclear fast red 0,1% durante 5 minutos y un
lavado con agua destilada, después de este procedimiento se observaron las células en el
microscopio invertido identificando los depdsitos de calcio de color amarillo.

5.5.2 Diferenciaciéon Adipogénica:

La adipogénesis fue inducida cultivando 2.000 células en un pozo de 2 cm? con un volumen de 1 ml
de medio de cultivo STEMPRO® Adipogenesis Differentiation Kit Ref. A1007001 (InvitroGen,
2008) ANEXO 4, se realizaron cambios de medio cada 4 dias hasta completar 14 dias en
diferenciacidn, la diferenciacion fue evaluada mediante la coloracién de las vacuolas lipidicas con
sudan negro que contenia sudan negro 0,5% y rojo neutro 1%. Para el procedimiento las células
fueron fijadas con formalina por 30 minuto, luego se realizaron lavados con agua destilada y un
lavado con propilenglicol al 100% durante 3 minutos, seguido de una incubacién con sudan negro
durante 5 minutos, después se realizd un lavado con propilenglicol al 85% por 2 minutos y con
agua destilada, luego se realizé una incubacidn con rojo neutro 1% durante 2 minutos y un lavado
con agua destilada, después de este procedimiento se observaron las células en el microscopio
invertido identificando las vacuolas lipidicas tefiidas de azul dentro de las células.

5.5.3 Diferenciacion Condrogénica:

La diferenciaciéon condrogénica fue inducida cultivando 10.000 células en un pozo de 2 cm’ con
un volumen de 1ml medio de cultivo, STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit Ref.
A1007101, (InvitroGen, 2008) ANEXO 5, se realizaron cambios de medio cada 3 dias hasta
completar 14 dias en diferenciacidon celular, luego se realizo una evaluacién de la diferenciacién
mediante el reconocimiento de proteoglicanos por medio de la tincién de Safranina O al 1%. Para
el procedimiento las células se fijaron con formalina al 10% durante 5 minutos seguido de tres
lavados con PBS1X, se incubaron con safranina O al 1%, diferenciacién celular, luego se realizé una
evaluacion de la diferenciacién mediante la tincién de Safranina “O” un colorante catidnico que se
une a los grupos carboxilo y sulfato de los glucosaminoglicanos, los cuales son estructuras
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terminales de los proteoglicanos como el agrecano un componente esencial del cartilago. Para el
procedimiento de la tincién de Safranina “O” las CEM se fijaron con formalina al 10% durante 5
minutos seguido de tres lavados con Phosphate Buffered Saline (PBS1X), se incubaron con
safranina “O” al 1% durante 3 minutos y finalmente se realizé tres lavados con PBS1X, se retir el
exceso. Después de este procedimiento se observaron las células al microscopio invertido
identificando los proteoglicanos de color rojo intenso.

5.6 Evaluacion de la proliferacion de CEM expuestas a plasma rico en plaquetas mediante la
incorporacion de Carboxifluresceina Diacetato Succinil Ester (CFSE).

Las CEM aisladas y caracterizadas fueron marcadas previamente con 2 uM de Carboxiflueresceina
Diacetato Succinil Ester (CFSE) (C34554, Invitrogen) durante 15 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad, luego de 3 lavados con 10 ml de PBS 1x con 5% de SFB a 1800 rpm durante 5
minutos, posteriormente se colocaron en placas de 24 pozos por triplicado a una concentracion
de 1x10%/ml CEM (entre segundo y quinto pase después de su aislamiento). Después de 24 horas
de adheridas las células, con medio base RPMI 1640 (Gibco®), 1% de aminodacidos no esenciales
(M11140 -MEM NEAA 100X, Gibco®), 1% de piruvato de sodio (58636, Sigma-Aldrich®). Se adiciono
los suplementos SFB 10%, PRP 10%, LP 10% a 372C en 5% de CO2 durante 7 y 15 dias.

Las células CEM fueron cultivadas en tres condiciones experimentales:

e Condicién SFB 10 %: CEM + Suero fetal bovino (SFB) Hyclone
e Condiciéon PRP 10%: CEM + Plasma rico en plaquetas (Donantes voluntarios Laboratorio

Hematologia PUJ).
e Condiciéon LP 10%: CEM + Lisado plaquetario.

Luego del tiempo de incubacidn las CEM fueron retiradas de cada pozo por pipeteo repetitivo y
llevadas hacer analizadas, para evalunar la disminucién media de fluorescencia por citometria de
flujo en FACS Aria Il. Los datos son adquiridos y analizados por Flow Jo (BD Bioscience (BD))
versién 7.6.5, con la herramienta proliferacién analizando los indices de proliferacion, y el nimero
de divisiones celulares por generacién.

5.7 Evaluacion de la viabilidad celular de CEM humanas expuestas a PRP, LP, SFB mediante el
uso de la Tincién supravital LIVE/DEAD AQUA. (L34957 invitrogen)

Las CEM aisladas y caracterizadas fueron sembradas en una placa de 24 pozos por triplicado a una
concentracién de 1x10*/ml (entre segundo y quinto pase después de su aislamiento). Después de
24 horas de adhesién, con medio base RPMI 1640 (Gibco®), 1% de aminoacidos no esenciales
(M11140 -MEM NEAA 100X, Gibco®), 1% de piruvato de sodio (S8636, Sigma-Aldrich®). Se adiciond
los suplementos SFB 10%, PRP 10%, LP 10% a 372C en 5% de CO2 durante 7 y 15 dias. Luego del
tiempo de incubacién las CEM fueron retiradas de cada pozo por pipeteo repetitivo y marcadas
con LIVE/DEAD AQUA. (L34957 invitrogen) durante 20 min a temperatura ambiente en oscuridad,
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luego de 1 lavado con 2 ml de Buffer de Citometria (Azida de sodio 0,02%, PBS 1X, SFB 1%) fueron
llevadas hacer analizadas para evaluar la viabilidad celular por citometria de flujo en FACS Aria Il.
Los datos fueron adquiridos y analizados por Flow Jo.

5.8 Evaluacion de la diferenciacion condrogénica de CEM expuestas a PRP y LP mediante el uso
de medios selectivos para su diferenciacion.

La diferenciacién condrogénica fue inducida cultivando 10.000 CEM (entre segundo y quinto pase
después de su aislamiento) en un pozo de 2 cm® con un volumen de 1ml medio de base,
STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit Ref. A10069-01, (InvitroGen, 2008) ANEXO 5,
después de 24 horas de adheridas las células se le adiciono el suplemento en varias condiciones de
cultivo.

Las células CEM fueron cultivadas en tres condiciones experimentales:

e Condicién Suplemento condrogénesis: CEM 1x10%/ml + Medio base de condrogénesis +
suplemento condrogénesis .STEMPRO® Condrogénesis Differentiation Kit Ref. A10064-01,
(InvitroGen, 2008)

e Condicion PRP 10%: CEM +Medio base de condrogénesis (STEMPRO®) + suplemento
Plasma rico en plaquetas 10%(Donantes voluntarios Laboratorio Hematologia PUJ.

e Condiciéon LP 10%: CEM + +Medio base de condrogénesis (STEMPRO®) + suplemento
Lisado plaquetario 10%.

El medio de cultivo fue cambiado cada 3-4 dias hasta completar (14 dias). Para comprobar la
diferenciacidn de las Células Estromales Mesenquimales en condroblastos se realizara coloracién
de Safranina O. las células se fijaran durante 5 minutos con formalina, luego las células se lavan 3
veces con PBS 1X vy se adiciona Safranina O 0.1% durante 3 minutos; por ultimo se realiza un
lavado con PBS 1X y se observan las células tefiidas de rojo en el microscopio invertido.

5.9 Andlisis Estadisticos

Para evaluar la normalidad de los datos, todas las variables cuantitativas fueron analizadas con el
test de Shapiro Wilk. Segun su distribucidn, se aplicaron pruebas para evaluar las diferencias entre
variables con distribucion normal (ANOVA de una via) 6 distribucidn no paramétrica (test Kruskall
Wallis). Se consider¢ diferencias estadisticas con un valor de p<0.05.
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RESULTADOS

6.1 Protocolo obtencion plasma rico en plaquetas a partir de sangre total humana.

El proceso se realizd a partir de 8 donantes voluntarios del laboratorio de hematologia PUJ, entre

las edades de 18 — 30 afios, Genero (4 mujeres y 4 hombres), con un recuento inicial promedio

(290 x 10°/mm?) plaquetas, los datos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de Muestras Recolectadas de Sangre total y Recuentos obtenidos en

cada condicidn.

EDAD DEL RECUENTO RECUENTO RECUENTO DE
MUESTRAS DONANTE EN SEXO PLAQUETAS ST | PLAQUETASPRP | PLAQUETAS LP
ANOS. (10*/mm?) (10 /mm?) (10 /mm?)

1 23 F 281 1110 8

2 20 F 248 1375 11

3 24 F 310 1350 32

4 23 F 374 1937 56

5 24 M 287 1267 33

6 24 M 219 986 24

7 23 M 267 1270 32

8 23 M 285 1029 35

Posteriormente se implemento el protocolo para la obtencién del PRP, establecido en materiales

y métodos pagina (20). En la FIGURA 2 se muestran los recuentos obtenidos para cada condicion.

N° Plaquetas (10°x mm?)

Recuento Plaquetas

2500
** 1 < 0.0001
**  <0.0001

2000+
15004
10001 u

5004

= =
0, T T -h#ﬁt_
ST PRP LP

FIGURA 2. Recuento plaquetas. Se presenta una grafica representativa de dispersidon de puntos

para cada una de las muestras obtenidas. Con una diferencia estadisticamente significativa cuando

se compara el recuento plaquetarios de ST con PRP. **p<0.0001y PRP con LP, **p<0.0001.
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6.2 Aislamiento y caracterizacion Células Estromales Mesenquimales (CEM) de medula osea
humana (inmunofenotipo y diferenciacion trilinaje).

Las Células Estromales Mesenquimales (CEM) se aislaron de pacientes sometidos a cirugia de
remplazo total o parcial de cadera que asisten al departamento de Ortopedia del Hospital San
Ignacio, con previa aceptacion del consentimiento informado, entre los 36 y 77 afos de edad, con
un volumen de muestra de recoleccién promedio de 39 ml, que incluyo MO y rimado acetabular.
Las caracteristicas de las muestras obtenidas de medula ésea se presentan en Tabla 3.

TABLA 3. Caracteristicas de Muestras Recolectadas de Medula ésea.

EDAD DE PACIENTE VOLUMEN DE RECUENTO DE CELULAS
MEDULA (ANOS) SEXO MUESTRA (ml) MONONUCLEARES
67 77 F 40 14,550 X 10° /mm°
68 38 M 50 43,200 X 10° /mm°
70 36 F 25 45,575 X 10° /mm’
71 51 F 40 86,250 X 10° /mm’

6.2.1 Evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas.

Para la caracterizaciéon de las CEM de acuerdo con los criterios establecidos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (SITC) [52] y con base a los resultados obtenidos en este proyecto
, se realizo la caracterizacién de las CEM de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas: células con
morfologia fibroblastoide que se caracterizan por tener citoplasma de forma irregular con grandes
prolongaciones citoplasmaticas observadas por microscopio invertido Olympus. También se
encontrd que por la técnica citoldgica Cytospin las CEM poseen un nucleo redondo excéntrico, con
cromatina parcialmente condensada, el citoplasma es ligeramente baséfilo y agranular (FIGURA
3A) adherencia al plastico y morfologia fibroblastoide (FIGURA 3B, 3C).

FIGURA 3. Aislamiento y Caracterizacion de CEM de MO. Se realizé la caracterizacion de las CEM
segun los criterios de la SITC. (2A) CEM en tercer pase de cultivo (Cythospin, coloracion con Wright
-Objetivo 100x). (2B) CEM en tercer pase de cultivo con morfologia fibroblastoide (30%
confluencia) (Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus) y (2C) CEM en tercer pase de cultivo
(95% confluencia) (Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus).
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6.2.2 Inmunofenotipo de CEM

Ademas de la caracterizacién morfoldgica de las CEM, se establecié el inmunofenotipo de los
cultivos establecidos. En la FIGURA 3 se presentan los histogramas obtenidos a partir de los
analisis por Flow Jo para cada uno de los antigenos evaluados en las CEM. Se observa la expresién
positiva para los antigenos CD105, CD73 en ausencia de los antigenos hematopoyéticos CD34 y
CD45, segun los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular SITC (FIGURA 4:
Inmunofenotipo de CEM de MO).
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FIGURA 4. Inmunofenotipo CEM de MO. (A) R1: Dot plot relacionado con tamafo y complejidad
de CEM. (B) R2: Dot plot de CEM eliminacién de dobletes. (D) Control de CEM muertas por AQUA.
(C) R3: Control de CEM vivas por AQUA. La expresion de antigeno fue evaluada en la region R3 que
corresponde a células vivas por AQUA con un tamafio y complejidad homogénea.
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La linea punteada corresponde al antigeno evaluado vy la linea continua corresponde al control de
autofluorescencia. (E-H) Inmunofenotipo de la MO067, (I-L) Inmunofenotipo de MO68, (I-L)
Inmunofenotipo de M0O68, (M-P) Inmunofenotipo de la MO70, (Q-T) Inmunofenotipo de la MO71.

Se determiné la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada proteina en tercer pase de
cultivo. Se observaron diferencias estadisticamente significativa entre los antigenos
hematopoyéticos (ANOVA una via p<0.0018). Para confirmar estos datos se realizd una
comparacién del antigeno CD34 con el antigeno CD73 mostrando diferencias estadisticamente
significativas (Test Independiente p<0.0265).

6.2.3 Diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica de CEM

La capacidad biolégica de las CEM de diferenciarse en células de linaje adipogénico, osteogénico
y condrogénico fue confirmado mediante las coloraciones sudan negro B, Tincidn Von Kossa,
Safranina O. La FIGURA 5B-C nos muestra las CEM diferenciadas a Adipoblastos, después de 14
dias post- estimulacién se evidencia la presencia de vacuolas tefiidas de color azul que rodean el
nucleo de las CEM , lo que nos indica positivas para la coloracién Sudan negro B, un colorante
soluble, tiene preferencia por los lipidos de varios tejidos. Las células CEM fueron inducidas a
diferenciacidon osteogénica por 21 dias; durante este tiempo, las células en presencia de los
factores de diferenciacién mostraron cambios morfoldgicos, presentando una forma celular
estrellada con prolongaciones y de menor tamafio [53]. Se observaron pequefios nddulos de calcio
a nivel extracelular, indicando el inicio de la calcificacidon de la matriz FIGURA 5E-F, siendo positivo
para la tincidn de von kossa.

La diferenciacion condrogénica fue inducida por 14 dias; las CEM presentaron cambios
morfolégicos pasando de fibroblastoide a una formacién de nédulos condrégenicos, el cual es un
acumulo de CEM, que gracias al estimulo de muchos factores permite su diferenciacién a
condroblastos células redondas, las cuales producen su propia matriz extracelular. Estas se
pudieron evidenciar por medio de la tincidon Safranina “O”, diferenciacién celular, luego se realizé
una evaluacion de la diferenciacién mediante la tinciéon de Safranina “O” un colorante catidnico
gue se une a los grupos carboxilo y sulfato de los glucosaminoglicanos, los cuales son estructuras
terminales de los proteoglicanos como el agrecano un componente esencial del cartilago, estas se
tifleron de color rojo color rojo indicando la produccién de matriz extracelular (FIGURA 5H-1). Por
el contrario las células que fueron cultivadas con medio IMDM + SFB10% (control) no mostro
formacién de nédulos calcificados, vacuolas lipidicas, deteccién de proteoglicanos (FIGURA 5A-D).
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FIGURA 5. Diferenciacidn adipogénica, osteogénicay condrogénica. Las CEM en segundo pase se

sembraron en placas de 24 pozos, la induccién se inici6 mediante el cultivo de células en los
medios de induccién osteogénica, adipogénica y condrogénica; la progresion de la diferenciacidn
se confirmd mediante tincién histoquimica. Los marcadores para adipogénesis (Vacuolas lipidicas
intracelulares), osteogénesis (Depdsitos de calcio), y condrogénesis (Matriz extracelular), fueron
revelados en los dias 21 y 14 por Von Kossa, Sudan Negro y Safranina “O”, respectivamente. (A)
Diferenciaciéon de MO67.
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6.3 Evaluacion de la proliferacion de CEM expuestos a PRP, LP, SFB por medio de la

incorporacion de Carboxifluesceina Diacetato Succinil Ester (CFSE) y evaluacion por citometria
de flujo.

Después de 7 dias y 15 dias de cultivo celular, se observé una mayor disminucién en la intensidad
de fluorescencia (IF) de CFSE en la poblaciéon de CEM en cultivo celular en la condicién “CEM +PRP
10%” y la condicion “CEM +LP10%”, mientras que en la condicion “CEM+SFB 10%” presentaron
una disminucidn de la intensidad de fluorescencia (IF) de CFSE menor en comparacion con el
grupo PRP 10% y LP 10%.

Los histogramas se presentan en la FIGURA 6 .Las Figuras Ay L muestran 5 eventos proliferativos
para los 7 dias.
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FIGURA 6. Efecto del PRP, LP y SFB sobre la proliferacion de las CEM a los 7 dias. Las CEM
cultivadas en diferentes condiciones durante 7 dias marcadas con CFSE. (A-D) CEM + SFB 10%, (E-
H) CEM + PRP 10%, (I-L) CEM +LP 10%.
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Después de 7 dias de cultivo, las células fueron recolectadas y analizadas por citometria de flujo.
La division celular se caracteriza por reduccidon a la mitad secuencial de fluorescencia CFSE,
generando igualmente espaciados picos en una escala logaritmica.
Las células sin proliferacién (CEM) fueron sincronizadas por deplecion de SFB después de 48

horas FIGURA 7.
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FIGURA 7. Efecto del PRP, LP y SFB sobre la proliferacion de las CEM a los 15 dias. Las CEM
cultivadas en diferentes condiciones durante 15 dias marcadas con CFSE. (A-C) CEM + SFB 10%, (D-
F) CEM + PRP 10%, (G-1) CEM +LP 10%. Las células sin proliferaciéon (CEM) fueron sincronizadas por
deplecion de SFB después de 48 horas.
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Para el anadlisis de la proliferacion celular se utilizé la herramienta de flow Jo- proliferacion
determinando el indice de proliferacion para cada condiciéon. Los datos fueron adquiridos
mediante citometria de flujo y analizados por la prueba de Shapiro-Wilk para probar la normalidad
de los datos obtenidos. Segun esta prueba los datos presenta una distribucion paramétrica
(p>0.05) en las condiciones “SFB 10%"” (P>0.9388). Pero una distribucién no paramétrica en la
condicidn “LP 10%” (p< 0.0001) y “PRP 10%"” (p<0.0001). Debido a ésta distribucién y al nimero
de datos analizados se decidié utilizar la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos,
para comparar indice de proliferaciéon (IP) de las diferentes muestras adquiridas entre las
condiciones experimentales. Después de 7 dias de cultivo, se observan diferencias
estadisticamente significativas en la Indice Proliferaciéon entre las condiciones experimentales
PRP, SFB, LP; M0O67-(p<0.0234), MO68- (p>0.0552), MO70- (P<0.0329), MO71 -(p<0.0241) ver
FIGURA 8.
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FIGURA 8. indice proliferacién de las CEM a los 7 dias. Se observa un experimento representativo
del efecto de PRP y LP sobre CEM evaluado a los 7 dias de incubacion en cada una de las
condiciones experimentales Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
células tratadas con PRP 10%. Se observan los valores de p para cada una de las muestras (*
Desviacion estandar). (A) CEM de MO67 *(p<0.0234), (B) CEM de MO68 *(p<0.0552), (C) CEM de
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Indice Proliferacion

MO70 *(p<0.0329), (D) CEM de MO71 *(p<0.0241). Prueba de Kruskal-Wallis — Analisis en Statistix
8. Gréficas hechas en GraphPad Prism 5.
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FIGURA 9. indice proliferacion de las CEM a los 15 dias. Se observa un experimento
representativo del efecto de PRP y LP sobre CEM evaluado a los 15 dias de incubacion en cada una
de las condiciones experimentales Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
células tratadas con PRP 10%. Se observan los valores de p para cada una de las muestras (+
Desviacion estandar). ((A) CEM de MO67 *(p<0.0312), (B) CEM de MO68 *(p<0.0211), (C) CEM de
MO70 *(p<0.0309). Prueba de Kruskal-Wallis — Analisis en Statistix 8. Graficas hechas en GraphPad
Prism 5.
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Como complemento para el analisis del andlisis de la proliferacion celular se consideré el nimero

de células divididas en cada generacién. Se establecioé para los 7 dias (5 generaciones) y para los 15

dias (8 generaciones). Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las tres
condiciones cuando se compararon en los 7 dias (G3) y 15 dias (G5) FIGURA 10y FIGURA 11. Los
ensayos se realizaron por triplicado.
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FIGURA 10. Numero de eventos por generacion de las CEM a los 7 dias. Se presenta un grafico de

barras representando el nUmero de eventos en cada generacién para cada condicién experimental

a los 7 dias de cultivo, los ensayos se realizaron por triplicado. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas. (A)MO67 —**p<0.00001, (B) M0O68 — **p<0.0002, (C) MO70 —
p<0.0141, (D) MO71 — p<0.0037.
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FIGURA 11. Numero de eventos por generacion de las CEM a los 15 dias. Se presenta un grafico

de barras representando el nimero de eventos en cada generacién para cada condicidn

experimental a los 15 dias de cultivo, los ensayos se realizaron por triplicado. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (A) MO67 SFB vs PRP (*p<0.0369) PRP vs LP
(*p<0.0407), (B) MO68 SFB vs PRP (**p<0.0002) PRP vs LP (**p<0.0006), (C) MO70 no se
observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Posteriormente, se observo los cambios morfolégicos de las CEM cultivadas en las tres condiciones
FIGURA 12.

FIGURA 12. Morfologia de CEM cultivadas con SFB. CEM en tercer pase de cultivo (A) morfologia
fibroblastoide (30% confluencia) (Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus) (B) (Cythospin,
coloracion con Wright - Objetivo 100x), (C) CEM morfologia fibroblastoide después de 15 dias en
cultivo con SFB (90% confluencia Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus). Registro
fotografico cdmara Samsung SL420.

35



FIGURA 13. Morfologia de CEM cultivadas con PRP. CEM en tercer pase de cultivo (A)se observa
la formacién de malla de fibrina con CEM embebidas en ella después de 7 dias de cultivo,(30%
confluencia) (Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus) (B) (Cythospin, coloraciéon con Wright -
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Objetivo 100x), (C) se observan CEM con las plaquetas adheridas a ellas, cultivo después de 15 dias
(Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus), (D y E) (Cythospin, coloracién con Wright -
Objetivo 100x . Flechas negras (plaquetas rodeando las CEM), Flechas punteadas CEM. Registro
fotografico cdmara Samsung SL420.

FIGURA 14. Morfologia de CEM cultivadas con LP. CEM en tercer pase de cultivo (A) se observan
cambios en la morfologia de las CEM cuando son cultivadas con lisado plaquetario, morfologia
aplanadas (20% confluencia) (Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus) (B) (Cythospin,
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coloracion con Wright - Objetivo 100x), (C) CEM después de 15 dias en cultivo con LP (50%
confluencia Objetivo 10x, microscopio invertido Olympus). Registro fotografico cdmara Samsung
SL420.

6.4 Evaluacion de la viabilidad celular de CEM humanas expuestas a PRP, LP y SFB. Mediante
el uso de la Tincién supravital LIVE/DEAD AQUA. (L34957 invitrogen).

Con el fin de analizar el efecto de plasma rico en plaquetas y lisado plaquetario en la viabilidad
celular de las CEM en comparacidn con el control (CEM + SFB), se evalud por citometria de flujo
mediante la Tincion supravital LIVE/DEAD AQUA a los 7 y 15 dias de cultivo. Se observo que en la
condicion donde se le adiciono 10% plasma rico en plaquetas se presenta un porcentaje mayor de
células vivas, que en comparacion con las otras condiciones, donde se observo un menor
porcentaje de células vivas FIGURA 16 y FIGURA 17.
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FIGURA 17. Viabilidad celular de las CEM a los 15 dias. Las CEM cultivadas en diferentes
condiciones durante 15 dias marcadas con AQUA LIVE DEAD. (A, D, G) CEM + SFB 10%, (B, E, H)
CEM + PRP 10%, (C, F, 1) CEM +LP 10%. M0O67 (A-C), MO68 (D-F), MO70 (G-I).

Después de 7 y 15 dias de cultivo, las células fueron recolectadas y analizadas por citometria de
flujo. Se observa el porcentaje de células vivas en cada condicién, la condicién de PRP se mantuvo
el 100% de las células vivas después de 7 dias de cultivo, en comparacion con SFB y LP. Las células
vivas y muertas se utilizaron de control para el analisis.

Para el analisis de la viabilidad celular, los datos fueron adquiridos mediante citometria de flujo y
analizados por la prueba de Shapiro-Wilk para probar la normalidad de los datos obtenidos.

Segun esta prueba los datos presenta una distribucion paramétrica (p>0.05) en las condiciones
“PRP 10%” (P>0.1684) y “LP” (p> 0.4413), pero una distribucién no paramétrica en las condiciones

“SFB 10%” (p<0.0339. Debido a ésta distribucién y al nimero de datos analizados se decidio
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utilizar la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos, para comparar los porcentajes de
viabilidad de las diferentes muestras adquiridas entre las condiciones experimentales. Después de
7 y 15 dias de cultivo, no se observan diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de células vivas entre las condiciones experimentales PRP, SFB, LP FIGURA 18 y FIGURA 19.
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FIGURA 18. Porcentaje de viabilidad celular CEM a los 7 dias. Se observa un experimento
representativo del efecto de PRP y LP sobre la viabilidad celular CEM evaluado a los 7 dias de
cultivo en las diferentes condiciones experimentales en cada una de las concentraciones
establecidas. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el % de células vivas
tratadas en las 3 condiciones * (p> 0.7788). Se observan las medias de los valores de % células
vivas para cada condicidn. (+ Desviacion estandar). Prueba de Kruskal-Wallis — Analisis en Statistix
8. Graficas hechas en GraphPad Prism 5.
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FIGURA 19. Porcentaje de viabilidad celular CEM a los 15 dias. Se observa un experimento
representativo del efecto de PRP y LP sobre la viabilidad celular CEM evaluado a los 15 dias de
cultivo en las diferentes condiciones experimentales en cada una de las concentraciones
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establecidas. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el % de células vivas
tratadas en las 3 condiciones * (p> 0.5584). Se observan las medias de los valores de % células
vivas para cada condicidn. (+ Desviacion estandar). Prueba de Kruskal-Wallis — Analisis en Statistix
8. Graficas hechas en GraphPad Prism 5.

6.5 Evaluacion de la diferenciacion condrogénica de CEM expuestas a PRP y LP mediante el uso
de medios selectivos para su diferenciacion. (STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit Ref.
A1007101)

Para evaluar el efecto del PRP sobre la diferenciacidon condrogénica a partir de las CEM, se utilizo el
medio de diferenciacion (STEMPRO®Chondrogenesis Differentiation Kit Ref. A1007101) como
base para cada condicién de cultivo, suplementado con plasma rico en plaquetas al 10%, lisado
plaquetario 10% y como control se utilizo el medio completo de diferenciaciéon condrogénica

La diferenciacién condrogénica fue inducida por 14 dias; las CEM presentaron cambios
morfoldgicos pasando de fibroblastoide a una formacién de nédulos condrégenicos, el cual es un
acumulo de MEC, que gracias al estimulo de muchos factores permite su diferenciacién a
condroblastos células redondas, las cuales producen su propia matriz extracelular FIGURA 20.
Estas se pudieron evidenciar por medio de la tincidon Safranina “O”, se tifieron de color rojo
indicando la produccién de matriz extracelular (FIGURA 20B-D).

Por el contrario las células que fueron cultivadas con medio IMDM +SFB10% (control) no se
detecto formacién proteoglicanos (FIGURA 20A).
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FIGURA 20. Evaluacion la diferenciacion condrogénica de las CEM. Las CEM en tercer pase se
sembraron en placas de 24 pozos, la induccidn se inici6 mediante el cultivo de células con medios
base de diferenciacion + suplemento (PRP, LP, suplemento condrogénico); la progresién de la
diferenciacion se confirmé mediante tincion histoquimica Safranina O para condrogénesis (Matriz
extracelular), fueron revelados a los 14 dias.

(A) Celulas control cultivadas con IMDM +SFB 10%, (B) CEM MO67 + Medio de diferenciacion
(STEMPRO®Chondrogenesis Differentiation Kit Ref. A1007101), (C) CEM +LP 10% (Medio base),

(D) CEM + PRP 10% (Medio base).

43



6 DISCUSION

Desde de la década 1990, el PRP ha sido ampliamente estudiado como una herramienta
bioldgicamente potencial para tratar trastornos de cicatrizacion de tejidos, regeneracion dsea y
del tejido cartilaginoso. Los primeros investigadores que establecieron la obtencidn del PRP fue
Anitua et al. Quienes obtuvieron un promedio de plaquetas 785.000 plaguetas , mas o menos
338% mas que el promedio basal en sangre total [54, 55]. En nuestro trabajo logramos obtener un
concentrado plaquetario que supera de 3 a 5 veces del recuento basal como se observa en la
FIGURA 1. Mediante éste protocolo nosotros logramos obtener un incremento promedio de
plaguetas 1290 x 10°/mm?, de tal forma que nuestros cultivos se realizaron con mas de 10.000
plaguetas por CEM, donde se observo un efecto significativo en las CEM, en cuanto a su
morfologia, proliferaciéon y diferenciacion. Una vez obtuvimos el PRP, el aislamiento y
caracterizacién de las CEM este estudio fue eficiente en comparacidn con lo publicado.

Segln la SITC se establecieron tres criterios para identificar CEM, primero, la adhesién de las
células aisladas en cultivo al plastico, segundo, la expresidn de marcadores de diferenciacion tales
como CD105, CD73, y CD90, >95% en las células del cultivo, con ausencia en la expresion de
marcadores como CD34, CD45 o antigeno leucocitario humano- DR (HLA-DR), >95% en las células
del cultivo, y tercero, la capacidad para diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteocitos [18].
Trabajos de Harichandan et al y Akiyama et al han demostrado que las CEM de MO son células
multipotentes, que son capaces de formar UFC-F; y cumplir con los criterios de identificacion de
CEM después de la expansién en cultivo [56, 57]

En nuestro estudio nosotros logramos aislar y caracterizar las CEM, segun los criterios establecidos
por la SICT. Observamos que las células aisladas eran células adherentes con morfologia
fibroblastoide y su inmunofenotipo correspondia a la expresién de antigenos CD105 y CD73
positivos, en ausencia de antigenos CD34 y CD45, en mas del 95% de las células en cultivo. Las
CEM se han caracterizado por su capacidad de diferenciacion en adipocitos, condrocitos vy
osteoblastos. Hasta el momento no es claro cual es la jerarquia de las CEM, sin embargo Minguell
et al proponen que la jerarquia puede estar basada en su potencial de diferenciacion multi-
potente, tri-potente, bi-potente o uni-potente; indicando que el progenitor multi-potente tiene la
capacidad de diferenciacién hacia los tres linajes principales (Adipocitos, Condrocitos y
Osteoblastos), el estroma de soporte hematopoyético y tenocitos; el progenitor tri-potente con
capacidad de diferenciacion hacia condrocitos, osteoblastos y tenocitos; el progenitor bi-potente
con capacidad de diferenciacion en condrocitos y osteoblastos, y el progenito uni-potente con
capacidad de diferenciacion hacia un solo linaje [58].

Sin embargo se ha demostrado que existen subpoblaciones que tienen la capacidad de expresar
diferentes marcadores Otros autores describen que la poblacién de CEM no es homogénea,
encontrando diferentes subpoblaciones que tienen la capacidad de expresar diferentes
marcadores neuronales, observado en la expresién o no de marcadores neuronales y gliales con el
marcador progenitor neuronal nestin, lo que sugiere la existencia de subpoblaciones maduras e
inmaduras de CEM [59]. En comparacién a nuestros resultados, observamos que todas las CEM de
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las médulas éseas aunque hacen diferenciacion a los tres linajes, unas poseen mas capacidad de
diferenciacién adipogénica y condrogénica que otras.

Después de aislar y caracterizar las CEM, se evalud el efecto del PRP en la proliferaciéon de las
Celulas Estromales Mesenquimales; Estudios realizados por Drengk et al y Mishra et al han
demostrado que el PRP a una concentracion del 10% ejerce un efecto significativo tanto en la
proliferacién y diferenciacién de las CEM aisladas de animales, en cultivos in vitro. Nuestros
resultados muestran que el PRP 10% aumenta el indice de proliferacidon de las CEM, en cultivos in
vitro, en comparacion con el control SFB 10% (ver FIGURA 7 y 8). También observamos diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de células por generaciones en la condicién de PRP
10% como se observa en la FIGURA 8 y 9.

Muchos estudios afirma que el lisado plaquetario incrementa la tasa de proliferacion de las CEM
en cultivos in vitro e induce la diferenciacion osteogénica y en un porcentaje mayor en la
condrogénesis cuando se adiciona a una concentracion de 10% [12], nuestros resultados
demuestran que el lisado plaquetario no ejerce un efecto significativo en la proliferacion de las
CEM vy observamos que induce la diferenciacién condrogenica en porcentaje menor en
comparacién con PRP.

Con respecto a la viabilidad celular este es el primer trabajo donde se evallua el efecto del PRP
sobre la viabilidad celular, aunque no encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre PRP, LP y SFB, hay ligeros cambios entre el % viabilidad celular de las CEM en presencia de
PRP; esto es interesante, por que este hallazgo no se habia demostrado directamente en otros
estudios.

Finalmente con respecto a la capacidad de induccién condrogénica, se realizé con un patréon de
oro comparando con un medio de cultivo comercial versus el PRP, (evaluado mediante la tincién
safranina 0) donde se observé que en la condicién de PRP las células presentaron cambios
morfoldgicos, observando células completamente redondas y disminuidas de tamafno. Estas se
tineron de color rojo indicando la produccién de matriz extracelular y depdsitos menor de
glucosaminoglicanos (FIGURA 15 (D)) observandose de manera cualitativa un porcentaje menos
de produccién de MEC y depésitos de glusosaminoclicanos en LP, que se observa en la FIGURA 15

(C).

Este es el primer trabajo donde se habla directamente del efecto del PRP con CEM, sin embargo es
necesario evaluar otras variables para la diferenciacién condrogénica, por ejemplo evaluar la
expresion de proteinas CD44, CD151, CD49c y CD166 que son antigenos que se expresan cuando
las CEM se han diferenciado a condrocito, asi como evaluar la expresiéon de colageno tipo |
directamente en las células; realizado por microscopia confocal.
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8. CONCLUSIONES

e Las CEM aisladas de MO humana cumplen los tres criterios establecidos por las ISCT.

e El inmunofenotipo de CEM aisladas de MO fue CD105 y CD73 positivas, y CD45 y CD34
negativas.

e Las CEM pueden diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteoblastos en medios de
induccién de diferenciacién especificos.

e Una buena obtencidon de PRP depende del recuento basal en sangre total y el protocolo
implementado.

e El PRP ejerce un efecto significativo en la proliferaciéon celular en comparacién con las
otras condiciones experimentales.

e Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad
celular entre las condiciones experimentales, las CEM en presencia de PRP mantiene un
porcentaje de viabilidad superior en comparacion con LP y SFB.

e El PRP induce la diferenciacidon condrogénica de las CEM de manera similar al patréon de
oro previamente estandarizado, observandose depdsitos de glucosaminoglicanos por la
tincién de safranina O.

46



9. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Crha, M., et al., Mesenchymal stem cells in bone tissue regeneration and application to
bone healing. Acta Veterinaria Brno, 2009. 78(4): p. 635-642.

Korbling, M. and Z. Estrov, Adult stem cells for tissue repair—a new therapeutic concept?
New England Journal of Medicine, 2003. 349(6): p. 570-582.

Tsuchida, H., et al.,, Engineered allogeneic mesenchymal stem cells repair femoral
segmental defect in rats. Journal of orthopaedic research, 2006. 21(1): p. 44-53.

Eppley, B.L., W.S. Pietrzak, and M. Blanton, Platelet-rich plasma: a review of biology and
applications in plastic surgery. Plast Reconstr Surg, 2006. 118(6): p. 147e-159e.

Bradley, J. and D. Dandy, Osteochondritis dissecans and other lesions of the femoral
condyles. Journal of Bone & Joint Surgery, British Volume, 1989. 71(3): p. 518-522.

Hjelle, K., et al., Articular cartilage defects in 1,000 knee arthroscopies. Arthroscopy: The
Journal of Arthroscopic & Related Surgery, 2002. 18(7): p. 730-734.

Toro Gutiérrez, C.E., et al., Physiopathology of cartilage and base for future therapies in
early osteoarthritis. Revista Colombiana de Reumatologia, 2007. 14(2): p. 135-142.
Figueroa, D., et al., Lesiones osteocondrales en cirugia de LCA. PAT. 32(36): p. 0.

Hirsch, R., et al., Osteoarthritis: new insights. Ann Intern Med, 2000. 133: p. 635-646.
Alvarez Ldopez, A., C. Casanova Morote, and Y. Garcia Lorenzo, Tratamiento quirurgico de la
osteoartritis de rodilla; Surgical treatment of knee osteoarthritis. Rev. cuba. ortop.
traumatol, 2004. 18(1).

Sgaglione, N.A., et al., Update on advanced surgical techniques in the treatment of
traumatic focal articular cartilage lesions in the knee. Arthroscopy: The Journal of
Arthroscopic & Related Surgery, 2002. 18(2): p. 9-32.

Huang, A.H., M.J. Farrell, and R.L. Mauck, Mechanics and mechanobiology of mesenchymal
stem cell-based engineered cartilage. Journal of biomechanics, 2010. 43(1): p. 128-136.
Oldershaw, R.A., Cell sources for the regeneration of articular cartilage: the past, the
horizon and the future. International Journal of Experimental Pathology, 2012.
Friedenstein, A.)., Osteogenetic activity of transplanted transitional epithelium. Acta Anat
(Basel), 1961. 45: p. 31-59.

Beyer Nardi, N. and L. da Silva Meirelles, Mesenchymal stem cells: isolation, in vitro
expansion and characterization. Handb Exp Pharmacol, 2006(174): p. 249-82.

Pittenger, M.F., et al., Multilineage potential of adult human mesenchymal stem cells.
Science, 1999. 284(5411): p. 143-7.

Wang, H.S,, et al., Mesenchymal stem cells in the Wharton's jelly of the human umbilical
cord. Stem Cells, 2004. 22(7): p. 1330-7.

Dominici, M., et al., Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells.
The International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy, 2006. 8(4):
p. 315-7.

Docheva, D., et al., Human mesenchymal stem cells in contact with their environment:
surface characteristics and the integrin system. J Cell Mol Med, 2007. 11(1): p. 21-38.
Fonsatti, E. and M. Maio, Highlights on endoglin (CD105): from basic findings towards
clinical applications in human cancer. ) Transl Med, 2004. 2(1): p. 18.

Airas, L., et al., Differential regulation and function of CD73, a glycosyl-
phosphatidylinositol-linked 70-kD adhesion molecule, on lymphocytes and endothelial cells.
J Cell Biol, 1997. 136(2): p. 421-31.

Enomoto, H., et al., Runx2 deficiency in chondrocytes causes adipogenic changes in vitro. )
Cell Sci, 2004. 117(Pt 3): p. 417-25.

47



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

Tuan, R.S., G. Boland, and R. Tuli, Adult mesenchymal stem cells and cell-based tissue
engineering. Arthritis Research and Therapy, 2003. 5(1): p. 32-45.

Rosen, E.D., The transcriptional basis of adipocyte development. Prostaglandins Leukot
Essent Fatty Acids, 2005. 73(1): p. 31-4.

Farmer, S.R., Transcriptional control of adipocyte formation. Cell Metab, 2006. 4(4): p. 263-
73.

Li, J., et al., MEK/ERK and p38 MAPK regulate chondrogenesis of rat bone marrow
mesenchymal stem cells through delicate interaction with TGF-betal/Smads pathway. Cell
Prolif, 2010. 43(4): p. 333-43.

Eppley, B.L., J.E. Woodell, and J. Higgins, Platelet quantification and growth factor analysis
from platelet-rich plasma: implications for wound healing. Plast Reconstr Surg, 2004.
114(6): p. 1502-8.

Ferrari, M., et al., A new technique for hemodilution, preparation of autologous platelet-
rich plasma and intraoperative blood salvage in cardiac surgery. Int J Artif Organs, 1987.
10(1): p. 47-50.

Dohan Ehrenfest, D.M., L. Rasmusson, and T. Albrektsson, Classification of platelet
concentrates: from pure platelet-rich plasma (P-PRP) to leucocyte- and platelet-rich fibrin
(L-PRF). Trends Biotechnol, 2009. 27(3): p. 158-67.

Anitua, E., et al.,, Autologous platelets as a source of proteins for healing and tissue
regeneration. Thromb Haemost, 2004. 91(1): p. 4-15.

Matras, H., [Effect of various fibrin preparations on reimplantations in the rat skin]. Osterr
Z Stomatol, 1970. 67(9): p. 338-59.

Gibble, J.W. and P.M. Ness, Fibrin glue: the perfect operative sealant? Transfusion, 1990.
30(8): p. 741-7.

Marx, R.E., et al., Platelet-rich plasma: Growth factor enhancement for bone grafts. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod, 1998. 85(6): p. 638-46.

Anitua, E., et al., Autologous preparations rich in growth factors promote proliferation and
induce VEGF and HGF production by human tendon cells in culture. ) Orthop Res, 2005.
23(2): p. 281-6.

Anitua, E., et al., Reciprocal actions of platelet-secreted TGF-betal on the production of
VEGF and HGF by human tendon cells. Plast Reconstr Surg, 2007. 119(3): p. 950-9.

Boswell, S.G., et al., Platelet-rich plasma: a milieu of bioactive factors. Arthroscopy: The
Journal of Arthroscopic & Related Surgery, 2012.

Zimmerman, G.A.,, Platelets in Lung Biology. Annual Review of Physiology, 2012. 75(1).
Gnatenko, D.V., P.L. Perrotta, and W.F. Bahou, Proteomic approaches to dissect platelet
function: half the story. Blood, 2006. 108(13): p. 3983-3991.

Mesa, M.G. and C.C. Alfonso, Caracteristicas estructurales y funcionales de las plaquetas.
Rev Cubana Angiol y Cir Vasc, 2000. 1(2): p. 132-41.

Blair, P. and R. Flaumenhaft, Platelet a-granules: basic biology and clinical correlates.
Blood reviews, 2009. 23(4): p. 177-189.

Beca, T., et al., Plasma rico en plaquetas: Una revision bibliogrdfica. Avances en
Periodoncia e Implantologia Oral, 2007. 19(1): p. 39-52.

Ahuja, K.D.K., et al., Acute effect of a high-carbohydrate low-fat meal on platelet
aggregation. Platelets, 2009. 20(8): p. 606-609.

Ranzato, E., et al., Platelet lysate promotes in vitro wound scratch closure of human dermal
fibroblasts: different roles of cell calcium, P38, ERK and PI3K/AKT. Journal of cellular and
molecular medicine, 2009. 13(8b): p. 2030-2038.

48



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Romero, J.A.A., D.M.P. Guerrero, and V.M.R. Pardo, Células madre mesenquimales:
caracteristicas bioldgicas y aplicaciones clinicas. Nova, 2007(008): p. 177-184.

Guerrero, D.P., J.A. Romero, and V.M.R. Pardo, Evaluacion de caracteristicas morfoldgicas
e inmunofenotipo de células madre mesenquimales en cultivo obtenidas a partir de sangre
de corddén umbilical y médula ésea. Nova, 2007(008): p. 114-126.

Chen, F.H., K.T. Rousche, and R.S. Tuan, Technology Insight: adult stem cells in cartilage
regeneration and tissue engineering. Nat Clin Pract Rheumatol, 2006. 2(7): p. 373-82.
Mishra, A., et al., Buffered platelet-rich plasma enhances mesenchymal stem cell
proliferation and chondrogenic differentiation. Tissue Eng Part C Methods, 2009. 15(3): p.
431-5.

Iwai, R., et al., Ex vivo cartilage defect model for the evaluation of cartilage regeneration
using mesenchymal stem cells. J Biosci Bioeng, 2011. 111(3): p. 357-64.

Sun, Y., et al.,, The regenerative effect of platelet-rich plasma on healing in large
osteochondral defects. Int Orthop, 2010. 34(4): p. 589-97.

Garcia-Alvarez, F., et al., Influence of concentrated platelets on the reconstruction of
cartilage defects in the lamb knee joint. Revista Espafiola de Cirugia Ortopédica y
Traumatologia (English Edition), 2010. 54(6): p. 378-382.

Centeno, C.J., et al., Regeneration of meniscus cartilage in a knee treated with
percutaneously implanted autologous mesenchymal stem cells. Med Hypotheses, 2008.
71(6): p. 900-8.

Dominici, M., K. Le Blanc, and M. |, Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal
stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position statement.
Cytotherapy, 2006. 8(4): p. 315 317.

Quiroz, G., et al., Isolation of human bone marrow mesenchymal stem cells and evaluation
of their osteogenic potential. Revista Ingenieria Biomédica, 2008. 2: p. 48-55.

Marx, R.E., et al., Platelet-rich plasma: Growth factor enhancement for bone grafts. Oral
Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontology, 1998. 85(6):
p. 638-646.

Artitua, E., et al., Autologous platelets as a source of proteins for healing and tissue
regeneration. Thromb Haemost, 2004. 91: p. 4-15.

Harichandan, A. and H.J. Buhring, Prospective isolation of human MSC. Best Pract Res Clin
Haematol, 2011. 24(1): p. 25-36.

Akiyama, K., et al., Characterization of bone marrow derived mesenchymal stem cells in
suspension. Stem Cell Res Ther, 2012. 3(5): p. 40.

Minguell, J.J., A. Erices, and P. Conget, Mesenchymal stem cells. Exp Biol Med (Maywood),
2001. 226(6): p. 507-20.

Foudah, D., et al., Expression of neural markers by undifferentiated rat mesenchymal stem
cells. ) Biomed Biotechnol, 2012. 2012: p. 820821.

49



