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RESUM

INTRODUCCIO: En les patologies articulars que afecten el cartilag existeix
una relacio bidireccional entre la degradacio del teixit i la resposta inflamatoria. El
plasma ric en plaguetes conté factors moduladors de la inflamacio i promotors de la
regeneracio. Aquests factors podrien actuar sobre els condrocits modificant-ne
I'expressio de citocines i molécules de la matriu cartilaginosa, de forma que es generaria

un entorn favorable per la recuperacié del dany.

OBJECTIUS: Establir models in vitro de condrocits tractats amb LPS i de
condrocits tractats amb agents oxidants i avaluar I'efecte del plasma ric en plaquetes
sobre aquests models cel-lulars.

MATERIAL | METODES: S’han establert cultius primaris de condrocits a partir
de biopsies de cartilag articular i s’han tractat amb LPS (100 pg/ml) o ZDal{dinM)
durant 24 h. S’ha valorat lactivitat metabolica dels condrocits mitjancant la
quantificacié de glicosaminoglicans (GAGs) en els sobrenadants dels cultius i tambeé
s’ha valorat el patré de citocines i factors de creixement (IL-12p70,af ME4.0, 1L-6,
IL-1p, IL-8 i TGF) alliberats pels condrocits en el sobrenadantamggnt citometria
de flux o ELISA. S’ha generat plasma ric en plaguetes a partir de sang sencera i se n’ha
valorat el contingut en TGE- S’han tractat els cultius de condrocits amb PRI(2

50%) i s’ha valorat I'activitat metabolica i el perfil de citocines dels condrocits.

RESULTATS: El tractament dels condrocits amb LPS provoca un increment de
GAGs i de les citocines TN&- IL-6, IL-8 i IL-10 en els sobrenadant, mentre que
disminueixen els nivells de TGE-A I'afegir PRP ric en TGE-al cultiu, el TNFe i la
IL-10 del sobrenadant disminueixen. L’oxidacio dels condrocits apd» provoca la
disminucié de GAGs en el sobrenadant pero no altera el perfil de citocines. L'efecte del
PRP sobre el cultiu de condrocits en condicions d’oxidacié genera un increment de la

IL-8 i un lleuger augment de la IL-6.

CONCLUSIONS: Els condrocits participen de forma activa en la resposta
inflamatoria ja que quan estan en presencia d’'un agent com el LPS canvien el perfil de
citocines inflamatories i reguladores que sintetitzen. El PRP, ric enBT @iedifica el
patro de citocines cap a un perfil menys inflamatori i pot promoure la proliferacié dels

condrocits. El tractament amb PRP de condrocits en un entorn oxidatiu provoca uns
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efectes similars als del tractament amb PRP sobre cultius normals, perd0 en menor

intensitat.
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1. ARTICULACIO SINOVIAL

L’articulacié sinovial, com per exemple n’és el genoll, és un sistema complex
tant des del punt de vista mecanic, com des de I'estructura de teixits. Ha de permetre el
moviment, per tant ha de ser “flexible”, pero a la vegada ha de ser resistent a importants
forces de compressio, tensio i de cisallament a la que es veu sotmesa. Per a dur a terme
de manera correcta la seva funcié es necessari el bon estat de cadascuna de les seves
parts: I'os, el cartilag articular, la membrana sinovial, el liquid sinovial, la capsula
articular fibrosa i els lligaments, que es situen anatomicament tal com mostra la Figura
1.

Muiscul quadriceps

Bossa sinovial
Férmur
Ratula o
patela

Cartilag
articular

Membrana sinovial
liquid sinovial
: reix

Menisc g

Bossa sinovial
Cartilag articular ~

s i LLigament rotular

Tibia

Figura 1. Anatomia del genoll.
Modificacio de la imatge publicada per la Federacié Mexicana de Voleibol.

El cartilag articular recobreix les superficies dels 0ssos que estan en contacte
amb l'articulacio i proporciona una superficie fina de molt baixa fricci6, amb capacitat
d’amortir les forces i disminuir aixi I'impacte sobre els ossosmeabrana sinovial
recobreix tot el perimetre cartilaginds, dona estabilitat a I'articulacié, proporciona la
cavitat per al liquid sinovial i desenvolupa una important activitat sintetica de molécules

gue participen en el metabolisme del teixit articular.liglid sinovial actua de
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lubricant, evita el contacte entre les superficies, aporta nutrients a les cel-lules del
cartilag i elimina productes de rebuig. Higaments i la capsula articular son els

principals responsables de 'estabilitat mecanica articular.

Moltes patologies articulars, siguin d’origen mecanic o fisiologic, deriven en
I'afectaciéo del cartilag. Quan aquest queda malmeés, tota l'articulacié en rep les
consequencies i la funcionalitat de l'articulacié queda disminuida. El dolor associat és
una caracteristica d’aquest tipus de patologies, que juntament amb la limitacié de la
mobilitat de l'individu, provoquen una reduccié important de la qualitat de vida de qui
les pateix. Es important, doncs, mantenir el cartilag sa i desenvolupar diferents
estrategies terapéutiques que permetin retornar les caracteristiques que li confereixen
aquesta capacitat amortidora i de baixa friccid que protegeix els ossos i la mecanica

general de I'articulacio.

1.1. EL CARTILAG ARTICULAR

El cartilag articular és el teixit situat a la superficie de la zona dels ossos que

entren en contacte en una articulacié sinovial. Macroscopicament forma una superficie
suau i d’aspecte cristal-li. Aquesta caracteristica és el que déna nom de cartilag hiali (del
grec hyalinos, “de cristall”) al cartilag articular. Té un gruix d’'uns 1-2mm [1] i és de

color entre blanc opac o groguenc, segons l'edat. Per a un major aprofundiment es pot

revisar el treball de Bhosale et.al. [2].

1.1.1. COMPOSICIO DEL CARTILAG ARTICULAR
El cartilag es composa d’una padi-lular, matriu extracel-lular, i d'una part
inorganica. Agquesta composicio i I'estructura en la que es disposa confereixen al

cartilag la seva capacitat amortidora i de proteccié dels 0ssos.

1.1.1.1. Fraccio6 cel-lular del cartilag Els condrocits
En el cartilag articular només hi ha un tipus cel-lular, els condrocits. Tal com
s’aprecia a la Figura 2, la proporci6 cel-lular en aquest teixit és caracteristicament petita,
ja que nomes representa el 5% del volum total del teixit [3]. Els condrocits son cel-lules
esfériques (13 pm de diametre mig), perdo en funci6 de I'entorn poden prendre

morfologies més allargades en determinades zones del cartilag [4].
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Figura 2. Condrocits. Tall histologic de cartilag
"y : hiali. S’observa la zona transicional del cartilag on
- w el condrocits se situen en “llacune€artilage,
@ b ] Bone & Joints, Bone Formation (Department of
- = Anatomy and Cell Biology of Indiana University)

(http://anatomy.iupui.edu/)

Els condrocits s’alimenten per difusio dels nutrients que aporta el liquid sinovial
a través de la matriu [5]. La falta d’irrigacio sanguinia en aquest teixit genera un entorn
amb una tensi0 baixa d'oxigen, la qual cosa obliga als condrocits a utilitzar
majoritariament el metabolisme anaerobic. L’activitat metabolica individual d’aquest
tipus cel-lular és elevada perd, a causa del poc volum que representa en el cartilag,

I'activitat metabolica total del teixit és baixa.

Els condrocits sintetitzen tots els components de la matriu extracel-lular. També
enzims catalitics, com metal-loproteases (MMPS) i els seus inhibidors tissulars (TIMPs,
de l'angles Tissue Inhibitor of Metalloproteinases), factors de creixement {Y,GF-
citocines inflamatories i anti-inflamatories (IL-1BNF-o, IL-6, IL-8 IL-10) [6-8], Oxid
nitric. En la superficie cel-lular expressen receptors per a respondre de forma autocrina
o paracrina als diferents factors de creixement i citocines, aixi com també receptors
TLR [9]. Els receptors TLR (de I'anglés toll-like receptor) sén receptors conservats
filogenéticament involucrats en la resposta immunitaria innata, que reconeixen patrons
moleculars associats a patogens [10]. Un exemple d’aquests patrons moleculars sén els
lipopolisacarids (LPS) presents en la membrana externa de bacteris Gram negatius. Els
condrocits expressen TLRs en la seva superficie [9-11] i per tant, responen al tractament
amb LPS desencadenant tota una cascada de senyalitzacio que resulta amb la sintesi de

citocines i altres molécules, originariament com a resposta a la invasié pel patogen. El
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LPS sera una de les molécules que s’introduiran en aquest estudi tal com posteriorment

es veura.

Pero els condrocits, a part de respondre a senyals bioquimics, també responen a
estimuls mecanics. Les forces de carrega a les quals es veu sotmes el cartilag a causa del
moviment de les articulacions provoquen certa deformacié puntual dels condrocits amb
la consequent reorganitzacié del citoesquelet cel-lular. Aquest moviment del
citoesquelet modula l'activitat anabolica dels condrocits [12]. De fet, el citoesquelet
suposa una interfase fisica entre els condrocits i la matriu, que comunica els estimuls
mecanics i la resposta biosintética. Quan els condrocits s'aillen del teixit i es cultiven en
monocapa perden facilment la seva morfologia i consequentment el seu fenotip queda

alterat observant-se una pérdua en la capacitat de sintesi de col-lagen tipus Il.

Certes citocines (la ILfiL n’és un exemple) regulen I'expressié de proteines
relacionades amb el citoesquelet, la qual cosa provoca efectes sobre la sintesi de
molecules de la matriu [12]. Per tant, un entorn d’inflamacié suposa en el condrocit un
canvi en la seva activitat metabolica, repercutint per diferents vies a I'estabilitat de la

matriu.

Origen dels condrocits, maduracio i diferenciacio:

Els condrocits deriven de cel-lules pluripotents mesenquimals. El procés de
diferenciacié esta guiat per varies citocines i factors de creixement on la familia del
TGF{3, BMP (bone morphogenetic protein), cartilage-detiveorphogenetic protein,

FGFs (fibroblast growth factor) i IGF (insulin growth factor) juguen un paper essencial
[13]. La maduracio dels condrocits acaba prenent camins diferents en funcio de si
formen part de cartilag articular o del cartilag de les plaques de creixement. En el primer
cas, el procés de maduracio es va alentint fins a quedar aturat en un estat postmitotic
[14]. Es perd la capacitat de divisié cel-lular i la cél-lula es manté durant anys en un
estat de cert “standby” metabolic. En el segon cas, el condrocit madura passant per un

procés d’hipertrofia fins assolir una diferenciacio terminal o osteocit [15].
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1.1.1.2. La matriu extracel-lular cartilaginosa
La matriu cartilaginosa €s el que dona estructura al teixit. Esta formada per
feixos de proteines estructurals que formen macroestructures amb agregats de

proteoglicans, acid hialuronic i varies proteines d’unio.

1.1.1.2.1. COMPOSICIO DE LA MATRIU CARTILAGINOSA:
1.1.1.2.1.1 Proteines: Els col-lagens

El col-lagen suposa 2/3 del pes en sec del cartilag articular adult [16]. Es la proteina
estructural majoritaria de la matriu extracel-lular cartilaginosa i la sintetitzen els
condrocits. La majoria del col-lagen del cartilag, el 90-95% del total, és dédll tijlis
En una proporcié molt menor es troba col-lagen del tifjugx, X i XI . Recentment
s’ha detectat col-lagen del tipus Il co- localitzant amb col-lagen del tipld]ll
S’especula que els condrocits sintetitzen aquest tipus de col-lagen, que fins ara només

s’havia relacionat amb el col-lagen |, com a resposta al dany en la matriu [16].

El Col-lagen del tipus Il és una molecula formada per tres cadenes iguals,
az(1), que s’estructuren efibres de triple hélix. Estructuralment es caracteritza per
tenir un contingut elevat de residus glucosil i galactosil, i de residus d’hidroxilisina, que
permeten la interaccié amb els proteoglicans [18]. Per a la reaccié d’hidroxilacié dels
residus de lisina es necessari el cofactor acid ascorbic (vitamina C) i s’ha pogut observar
que, quan per un déficit d'acid ascorbic es sintetitza el procol-lagen insuficientment

hidroxilat, aquest es degrada a l'interior cel-lular.

El Col-lagen IX es classifica dins els col-lagens associats a fibres (FACIT, de
I'anglés fibril-associated collagens) [18]. Estructuralment es caracteritza per tenir varis
dominis no col-lagenosos que interrompen I'estructura de triple hélix, actuant de zones

frontissa. Forma ponts covalents entre diferents fibres de col-lagen.

El Col-lagenXI forma part dels col-lagens formadors de fibres. Es un col-lagen
que esta intimament copolimeritzat amb el col-lagen tipus II. En la seva estructura hi ha

punts d’'unié d’elevada afinitat pels glucosaminoglicans heparan i heparin sulfat [16].
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El Col-lagenX és un dels col-lagens de cadena curta [18] que, in vitro, forma
xarxes hexagonals. Es relaciona amb cartilag hipertrofic i amb la zona de cartilag
calcificat en la interfase amb I'os subcondral.

El Col-lagen VI es classifica dins els microfibrilars ja que forma xarxes
filamentoses [18]. Es troba de manera predominant en teixit fibrocartilaginés i en la

zona pericel-lular de la matriu.
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Figura 3. Heterofibra de col-lagen Il/IX/XI. Modificacio d’Eyre et al. 2006 [17]. Model d'interaccié

entre diferents tipus de col-lagen (I, IX i XI) en la matriu extracel-lular. En la imatge també s'indiquen
els punts de tall hipotétics o coneguts de I'heterofibra de col-lagen per la degradacié o pel creixement
lateral de les fibres.

La regulacio de l'activitat de transcripcio del gen que codifica per al col-lagen
esta regulat per diferents factors de creixement i citocines. Existeix splicing alternatiu

que dbna diverses variants d'una molecula a partir d’'un mateix gen [18, 19].

En el cartilag, els col-lagens IlI, IX i XI estan intimament relacionats, formant
una unica estructura. A la Figura 3 es mostra un model de la interaccio de les diferents
fibores de col-lagen en la matriu extracel-lular. El col-lagen de tipus Il, component
principal de la macrofibra, aporta en el cartilag la capacitat de resistencia a forces de
compressié i tensid, mentre que el IX i XI actuarien limitant el diametre de les fibres
connectant i enllacant unes fibres amb unes altres. El col-lagen X ddéna suport
estructural i ajuda en la mineralitzacio del cartilag i el VI, manté el condrocit subjectat a
la matriu. Es la conjuncio de tots ells, pero, la que dona al cartilag la gran capacitat de

resisténcia a les diferents forces [18].
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Factors de creixement i citocines es poden unir de manera reversible al
col-lagen. Quan es troben unides a aquesta proteina de la matriu extracel-lular, els
factors de creixement i les citocines no presenten activitat; es troben en una
conformacio inactiva. Quan la matriu es degrada i es trenquen les fibres de col-lagen, els
factors de creixement i citocines tornen a quedar lliures i recuperen la seva activitat,
podent exercir la seva funcio sobre els condrocits. Per aixo es considera que el col-lagen
actua com un reservori de factors de creixement i citocines extracel-lular disponibles per

a quan el teixit ho requereixi [20].

1.1.1.2.1.2 Glicosaminoglicans: L'acid hialuronic

Els glicosaminoglicans (GAGs) son llargs polimers lineals repetitius de disacarids
especifics, generalment de sucres amb residus sulfats. Per a una major comprensio es

pot revisar el treball de Bastow et al. [21].

L’acid hialuronic, o hialuronan és el GAG més simple i en el cartilag és sintetitzat
pels condrocits. Es un polisacarid lineal, de carrega negativa, immensament llarg, sense
grups sulfat i amb gran nombre de residus hidrofilics a la seva superficie, cosa que fa
que uneixi gran quantitat d’aigua i formi, inclis a baixes concentracions, un gel viscos i
hidratat. En el cartilag articular es troba formant enormes agregats multimoleculars
mitjangant unions no covalents amb varies molécules de proteoglicans i proteines

d'unié.

1.1.1.2.1.3. Proteoglicand’agrecan

Els proteoglicans representen el 20-40% del pes sec del cartilag. Els proteoglicans
(PGs) de la matriu cartilaginosa son molecules sintetitzades pels condrocits amb una
vida mitja de 7-200 dies [22]. L’estructura es basa en una proteina nuclear central a la
qual s’hi uneixen covalentment un o més glicosaminoglicans, tal com s’esquematitza a
la Figura 4. Per a un major aprofundiment es pot revisar els treballs de Kiani et al. [23] i
de Funderburgh et al. [24].

En el cartilag es troben dos grans grups de PG: la familiagielsans, que formen
llargues cadenes - agrecan, versican (PG-M), neurocan, brevican, CD44 (receptor de

superficie cel-lular de I'acid hialuronic) - i els proteoglicans petits, code&brin,
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biglican o lafibromodulina. La majoria de PG, en la matriu cartilaginosa, es troben

com a grans agregats formats per la unié no covalent amb altres molécules de la matriu.

L’agrecan és el proteoglica majoritari i més caracteristic del cartilag articular. El
90% de la seva massa correspon a les cadenes de GAGs. En el nucli proteic de I'agrecan
s’hi troben dos tipus de GAGs units: el queratan sulfat (KS) i el condroitin sulfat (CS).
Existeixen dos tipus de condroitin sulfat, el tipus 6 (condroitin 6-sulfat) i el tipus 4
(condroitin 4-sulfat). El tipus 6 es manté en quantitat constant al llarg de la vida, mentre

gue la quantitat de tipus 4 disminueix amb |'edat.

La distribucio de PG no és homogenia en tota la matriu cartilaginosa. La mida, la
composicié de GAGs i la concentracio varien en funcio de I'estat maduratiu del cartilag

i de les forces de carrega que es rep en cada zona del cartilag.

Els proteoglicans s6n molécules d’elevat pes molecular i contenen molts grups
sulfatats i carboxil carregats negativament que atreuen molécules de carrega positiva.
Aix0 provoca un augment de la pressié osmotica en el cartilag, superior a la dels teixits
del voltant, que fa que entri aigua en el teixit. Aquesta hidratacié genera una pressio
hidraulica que s’equilibra amb la forca de resisténcia que aporta la xarxa de col-lagens.
Aquest equilibri entre PG hidratats i col-lagen és fonamental per a la resistencia del

cartilag a les forces compressives.
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Figura 4. Estructura dels proteoglicans (Pearson Education, Inc.) En el cartilag articular els
proteoglicans formen agregats multimoleculars mitjangant unions no covalents amb moléecules d’acid
hialuronic i proteines d’'unio. Els proteoglicans estan compostos per un cor proteic i moltes molécules de
glicosaminoglicans (GAGSs). Els GAGs son llargs polimers lineals repetitius de disacarids especifics.

10



INTRODUCCIO

1.1.1.2.2. ESTRUCTURA DE LA MATRIU CARTILAGINOSA

En el cartilag la matriu extracel-lular s’organitza en funcié de la relacié que té amb

els condrocits:

La matriu pericel-lular és la que esta en intim contacte amb els condrocits
gracies a la interaccio directa de molecules de la matriu amb la membrana
plasmatica. Es una regi6 rica en PG del tipus decorin i de col-lagen de tipus VI.
La matriu territorial rodeja la zona pericel-lular de condrocits individuals o de
grups de condrocits i gracies a l'estructura de cistella fibril-lar que formen les
molecules de col-lagen, els condrocits queden protegits dels impactes mecanics.
La matriu inter- territorial és la que ocupa més volum en el cartilag. Esta
constituida per les fibres de col-lagen de diametre més gran i es disposen amb

una distribucio concreta en funcio de la profunditat del teixit.

1.1.1.23. FUNCIONS DE LA MATRIU CARTILAGINOSA

Recollint el que s’ha dit fins ara, es pot ressaltar el paper de la matriu extracel-lular

en la biologia del cartilag ja que:

Protegeix els condrocits de les carregues mecaniques ajudant-los a mantenir el
seu fenotip.

Serveix de magatzem de citocines i factors de creixement necessaris per als
condrocits.

Determina el tipus, concentracié i ratio de difusi6 de nutrients cap als
condrocits.

A l'estar en contacte amb els condrocits, participa en la senyalitzacio6 cel-lular.

1.1.1.3. Fracci6 inorganica del cartilag:L’aigua

L’'aigua és de gran importancia en la biologia i funcionalitat del cartilag

articular. Representa del 65-80% del pes total del teixit i es distribueix de forma

diferencial segons la profunditat del cartilag, donant-se un decreixement del contingut

hidric des de la superficie fins a les zones més profundes [2].

El moviment articular genera ritmes de compressié- descompressio del cartilag,

fet que provoca una entrada i una sortida constant d’aigua en el teixit. Aquest moviment

11
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hidric és cabdal per a 'amortiment de les forces a les que es veu sotmesa I'articulacio,

per a la nutricio del teixit i per a la capacitat de lubricacio del cartilag.

1.1.2. ESTRUCTURA DEL CARTILAG

El cartilag articular és un teixit amb caracteristiques especials que el diferencien
de la majoria de teixits, ja que no esta vascularitzat, és aneuronal, no esta proveit de
xarxa limfatica i el contingut en cél-lules és molt baix. L’activitat funcional del teixit rau
especialment en I'estructura i composicio de la matriu extracel-lular a diferencia de la
majoria dels teixits d’organs parenquimals on les cél-lules prenen el paper principal
[25].

En el cartilag es poden distingir 4 zones amb una composicié i distribucio de

condrocits, col-lagen i proteoglicans diferent, tal com es mostra a la Figura 5:

- Zona superficial (o tangenciallEs la zona més prima, que correspon al 10-

20% del volum del teixit. Els condrocits prenen una forma el-lipsoidal aplanada i estan
disposats de manera paral-lela a la superficie articular, igualment que les fibres de
col-lagen. Es la zona on hi ha més contingut hidric i menys proteoglicans.

Aquesta zona del cartilag actua de filtre per a moltes macromolecules. A la superficie
existeixen uns porus que permeten la lliure circulacio de molécules petites pero no les
molécules més grans. Aix0 permet mantenir el teixit lliure de productes toxics o
molecules que poguessin danyar els condrocits o la matriu. De la mateixa manera el

teixit queda aillat del sistema immunitari.

- Zona intermitja (o transicionalEs la zona majoritaria del cartilag, representa

el 40-60% del teixit, i on la densitat cel-lular és més baixa. Els condrocits es troben
aillats uns dels altres enmig d’una abundant matriu extracel-lular. Presenten una forma
majoritariament esferica. Les fibres de col-lagen tenen un diametre superior a les del
cartilag superficial i se situen aleatoriament, sense cap tipus d’ordre aparent. La

concentracié d’agrecan augmenta.

- Zona profunda (o radial)Aquesta zona representa el 30% del cartilag. Els

condrocits mantenen la forma esferica i se situen ordenats perpendicularment a la
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superficie, formant columnes. Es la zona on les fibres de col-lagen tenen major diametre

i on la concentracié de proteoglicans és més elevada, contrariament a l'aigua.

- Zona de cartilag calcificaEs una zona on hi ha molt poc volum de cél-lules i

on els condrocits, envoltats per una matriu calcificada, presenten un fenotip hipertrofic,
amb poca activitat metabolica i sintesi de col-lagen X. En aquesta zona no es troben
proteoglicans.

Supercie arboular
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Figura 5. Estructura del cartilag articular. Imatge extreta d€he American Journal of Sports
Medicine.Disposicié dels condrocits (A) i de les fibres de col-lagen (B) en les diferents zones del
cartilag articular.

1.1.3. METABOLISME DEL CARTILAG

El cartilag, al ser un teixit sense vasos sanguinis, no es pot nodrir com la majoria
de teixits. Tots els nutrients els proporciona el liquid sinovial i arriben als condrocits per
difusi6 a través de la matriu. El flux hidric d’entrada i sortida d’aigua del teixit provocat
pel moviment articular permet I'accés dels nutrients als condrocits i I'eliminacio dels
productes de rebuig del metabolisme. De totes maneres, els mecanismes de nutricid
passiva depenen de la mida dels porus de la zona superficial de la matriu, de I'estructura

de les molécules, de la seva carrega electrica i del gruix del cartilag.

Com que el cartilag no té vasos sanguinis, el sistema immunitari no hi té accés
com en altres teixits. Quan hi ha un dany amb afectacio Unica del cartilag I'organisme
no pot respondre amb una reaccio reparadora com en qualsevol altre teixit. Es la propia
matriu extracel-lular la que emmagatzema citocines i factors de creixement per quan el
teixit els requereixi. Els factors mecanics participen també en la regulacié del
metabolisme del teixit, ja que les forces de compressié repercuteixen en la sintesi de
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citocines, metal-loproteases, proteines i proteoglicans de la matriu per part dels

condrocits.

El manteniment de la matriu es caracteritza per un equilibri dinamic entre sintesi
i degradacid, essent els condrocits els maxims reguladors. Normalment el recanvi de la
matriu és relativament baix i els condrocits son capacos de sintetitzar els proteoglicans,
col-lagen, fibronectines i altres components necessaris per a mantenir I’'homeostasi i la
integritat articular. Amb I'edat, aquesta capacitat dels condrocits disminueix i cada
vegada costa més mantenir I'equilibri, el qual es va desplacant cap a la degradacio.
Qualsevol agressio al teixit causada per algun tipus de trauma, excés de carrega o

patologia accelera aquest desplagcament de I'equilibri cap a la catalisi.
Es important, doncs, entendre des del punt de vista maduratiu (evolutiu) del
cartilag com canvien certes propietats del cartilag articular que el tornen més fragil i

vulnerable a qualsevol tipus d’agressio, sigui fisica, mecanica o biologica.

1.1.3.1. Canvis del cartilag associats a I'edat:

En l'organisme es troba cartilag temporal i cartilag permanent [14]. El cartilag
temporal correspon al cartilag de les plaques de creixement la finalitat del qual és acabar
reemplacant-se per os. El cartilag permanent és el que es coneix com cartilag articular,
la finalitat del qual és protegir les articulacions durant tota la vida i per tant el seu
manteniment és necessari fins a la mort de I'individu. Aquests objectius diferents porten
als condrocits a evolucionar també de manera diferent al llarg del temps. Els condrocits
del cartilag temporal maduren cap a una diferenciacio terminal a osteocit. Aquesta
diferenciacio passa per un estat d’hipertrofia del condrocit amb sintesi de col-lagen X
[15] i un augment en la sintesi de metal-loproteases (basicament MMP-13) [14], entre

altres canvis, que sovint el porta a la mort cel-lular.

Els condrocits del cartilag permanent tenen bloquejada aquesta Ultima
diferenciaciéo i es troben aturats en un fenotip diferenciat (postmitotic). Aquest
“standby” en I'estat metabolic dels condrocits adults permet que hi hagi un nombre
estable de condrocits que vagin mantenint la matriu i compensar I'abséncia de reclusio
de nous condrocits en el teixit. Es postula [14] que amb I'edat es perd la capacitat activa

de “bloqueig” d’aquesta ultima diferenciacio i, quan aixo succeeix, el condrocit repren
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la maduracié fins acabar assolint un fenotip hipertrofic que implica la sintesi de
molécules de la matriu extracel-lular diferents, i que, en la majoria dels cassos, mena el

condrocit a I'apoptosi.

El bloqueig de la maduracié dels condrocits del cartilag articular que comporta
la pérdua de divisié cel-lular i I'abséncia de reclusié local de noves cel-lules
progenitores, fa que aquests condrocits tinguin una vida mitjana llarga. A diferencia de
la majoria de teixits on hi ha una constant i periodica renovacio cel-lular, els condrocits
del cartilag articular son els mateixos durant anys. Aixo fa que acumulin més danys i
alteracions generades basicament per estres oxidatiu i de carrega. Les espécies reactives
d’'oxigen (ROS) actuen directament sobre proteines, lipids i DNA i provoquen
escurcament de telomers semblant al que s’observa en la senescéncia replicativa, pero
també regulen vies de senyalitzacié que promouen també la senescéncia [26]. El fenotip
senescent secretor es caracteritza per un augment en la produccié de citocines (IL-6 i
IL-1), MMPs i factors de creixement [26].

Un altre factor que es relaciona amb I'edat és la disminucio de la capacitat de
resposta dels condrocits a factors de creixement. Disminueix la resposta a IGF amb la
consequent disminucio dels processos anabolics del condrocit. També queda afectada la
resposta al TGIB; aixi com la seva quantitat en el teixit [14, Z&§.relaciona el TGB-

amb la inhibicié de la diferenciacio terminal dels condrocits via receptors ALK5 [14].

Els proteoglicans que sintetitzen els condrocits varien en composicio, forma i
estructura al llarg dels anys. Amb l'edat es sintetitzen molécules de PG més petites que
en el cartilag jove, disminueix el contingut de condroitin sulfat mentre augmenta el de
queratan [14]. Els agregats que es formen també prenen dimensions més petites i tenen
proporcions diferents de les moléecules que els conformen [14, 26]. Com a consequéncia
el cartilag perd capacitat d’hidratacio i, per tant, també capacitat de resistir les

carregues.

Tots els canvis quantitatius i qualitatius en les cadenes dels glicosaminoglicans
fan que els condrocits estiguin menys fermament lligats a la matriu, cosa que els fa
perdre un dels aspectes fonamentals per al manteniment del fenotip i la regulacio del

metabolisme.
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En la matriu s’acumulen AGEs (de I'anglés advanced glycation end products).
Els AGEs son productes de glicosilacions no enzimatiques que es produeixen entre una
molecula de sucre reduit i un grup amino lliure d’'una proteina, lipid o acid nucleic [27].
La formacié d’AGEs en el col-lagen porta a incrementar els entrecreuaments entre les
diferents molécules fent més rigida i fragil la matriu [26]. Mitjancant I'activacié dels
receptors RAGE, els AGEs estimulen les vies catalitiques en els condrocits, la formacio

de ROS i indueixen una resposta inflamatoria a la cel-lula [26, 27].

Amb el moviment i la carrega constant sobre l'atfici®é durant anys es
produeix desgast en la matriu i acumulacio de petits traumes asimptomatics que de mica
en mica van debilitant el teixit. Tot aix0, sumat a les caracteristiques que pren el cartilag
en la vellesa que el tornen més fragil, fa que sovint no sigui capa¢ de suportar nivells de

carrega normals i que les lesions augmentin.

Aixi és pot observar com la propia evolucié del teixit du, amb l'edat, a un
debilitament del cartilag que suposa menys capacitat d’amortir, més fragilitat i menys
capacitat de reparaci6. Per aquest motiu, patologies articulars degeneratives, com
I'osteoartritis, es relacionen amb l'edat perqué les facilita, pero tampoc s’ha de
considerar un fet inevitable. L'edat i la OA estan interrelacionades pero no son

interdependents [26].

1.2. ARTROPATIES:

Existeix una gran varietat de patologies que afecten I'aparell locomotor i en concret

les articulacions. La naturalesa d’'aguestes patologies és ben diversa: les que situen el
seu origen en una lesié traumatica, les que soén fruit de desordres sistémics, com
autoimmunitats o problemes neurologics, les que sén provocades per un agent infecciés
o aquelles en les que no s’hi distingeix cap causa aparent. En moltes d’elles existeix

afectacié del cartilag articular, amb degradaci6 de la matriu cartilaginosa i inflamacio.
Per la seva incidencia i afectacié en la poblacid, en aquest treball ens centrarem,

basicament, en I'osteoartritis (artrosi) i I'artritis reumatoide com a patologies articulars

degeneratives. Malgrat que l'etiologia d’'una i altra encara sigui discutida, les dues
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patologies cursen en un trencament de la homeostasi de la matriu, diferenciant-se una de

I'altra en el lloc i en I'origen de la péerdua en la capacitat de regulacio [28].

1.2.1. OSTEOARTRITIS (ARTROSI)

L’osteoartritis (o artrosi) €s un dels problemes de salut més frequents dels
individus de mitjana i avancada edat. Es defineix com una patologia articular
degenerativa no inflamatoria i es caracteritza per la degeneracio del cartilag, esclerosi
de I'os subcondral, formacié d’ostedcits i canvis en la membrana sinovial [29, 30].

L’osteoartritis (OA) pot aparéixer sense cap causa aparent; €s el que es coneix
com osteoartritis idiopatica o primaria. Quan apareix com a resultat de la degradaci6
articular causada per algun tipus de lesid, alguna causa hereditaria, inflamatoria, del

desenvolupament, metabolica o neurologica €s coneix com a osteoartritis secundaria.

L’osteoartritis afecta individus de totes les étnies i de totes les localitzacions
geografiques, a homes i amb més freqiencia, a dones. A partir dels 40 anys la
incidencia augmenta molt rapid en cada década, essent la segona causa, després de les
cardiopaties isquemiques, d’invalidesa laboral en homes majors de 50 anys. A partir
dels 65 anys, entre el 60 i 90% dels individus pateixen osteoartritis en diferents graus
[30].

L’edat és el major factor de risc en l'osteoartritis, pero, a més, també s’ha de
considerar l'obesitat, la predisposicié genética, el fet de ser dona, tenir una major
densitat 0ssia 0 una articulacié laxa i tots els desordres associats a les multiples formes
de OA secundaria. Les carregues mecaniques excessives, superiors al que el propi teixit

tingui la capacitat d’amortir, €s un altre factor de risc.

Simptomaticament I'osteoartritis es distingeix per dolor en I'articulacié (dolors
cronics o associats a l'activitat) i restriccid del moviment lliure de Il'articulacio. En
funcié del grau de la patologia, aquesta simptomatologia pot condicionar, limitar o fins i
tot impedir la realitzacié de tasques quotidianes i laborals, afectant sempre de manera
negativa la qualitat de vida del pacient.
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El factor concret desencadenant de la patologia és de dificil identificacio.
S’accepta que és la interaccio d’'una gran varietat de factors el que porta a desplacar
I'equilibri sintesi — catalisis del cartilag articular cap a la degradacio del teixit. En
aquest aspecte, alteracions en el fenotip dels condrocits, la sintesi de molécules que no
permeten una bona estructuracio de la matriu i 'augment d’enzims catalitics hi juguen
un paper important. Amb I'acceleracio dels processos degradatius s’alliberen importants
quantitats de components de la matriu cartilaginosa i de particules de rebuig la qual cosa
promou una reaccié inflamatoria al sinovium amb importants infiltrats de limfocits T i
de monaocits. Aix0 suposa una cronificacio de I'estat d’'inflamacié- degradacio [30]. A la
Figura 6 es mostren de forma esquematitzada els principals factors implicats en la

biologia cel-lular de I'osteoartritis.
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Figura 6. Biologia cel-lular de l'osteoartritis (Aigner et al. 2007 [31]). Els condrocits OA estan
exposats a estimuls extracel-lulars anormals, que inclouen factors auto i paracrins, factors sinovials i
constituents alterats de la matriu, els que indueixen una excessiva resposta cel-lular anormal que implica
canvis en I'anabolisme, el catabolisme i el fenotip. El nimero de condrdcits també es veu alterat com a
fruit de la proliferacio i/o de I'apoptosi. A més a més, les cél-lules, en un estat pre- senescent, perden
moltes de les funcions caracteristiques del cartilag. En aquest esquema, un condrdcit osteoartritic es troba
enmig d'una matriu extracel-lular cartilaginosa de col-lagen tipus Il, agrecan i fibronectina (per
simplificar). Altres col-lagens, proteoglicans i proteines no col-lagenoses també es troben presents en
diferents nivells [31].

En l'articulacio osteoartritica es detecten importants citocines inflamatories (IL-
1, TNF«, IL-6, IL-8, IL-17), antiinflamatories o reguladareg(IL-4, IL-10, IL-13),
citocines com IL-11, LIF [32, 33] i altres molecules, com oxid nitric, PGEZ2,

antagonistes de certes citocines (IL-1a) i una gran varietat d’enzims degradatius
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(MMPs-2, 3, 8,13) [31, 32, 34]. A la Taula 1 es sintetitza I'efecte d’algunes citocines i
factors de creixement sobre els condrocits.

Taula 1. Classificacio de les interaccions condrocit-citoquingGoldring et al. 2004 [33])

Catabolic Modulador  Anti — catabolic Anabolic
IL-1 IL-6 IL-4 |GF-1
TNF-a LIF IL-10 TGF-p1.23
IL-17 IL-11 IL-13 BMP-2467913
IL-18 IL-1ra
OSM

La IL-1 i el TNFu son citocines proinflamatories caracteristiquedad®A i
participen directament de l'erosié/degradacié del cartilag. Activen la sintesi d’altres
citocines inflamatories (IL-6, IL-17, IL-8...), activen la sintesi d’enzims catalitics
(MMPs), i inhibeixen la sintesi de col-lagen tipus Il i proteoglicans [32, 33]. Segons
Goldring et al. [33], la IL-6 sembla tenir un doble paper incrementant la funcié de les
cel-lules immunitaries i la inflamaci6, a la vegada que estimula la produccio de
molecules que participen en I'atenuacio de la inflamacié, com IL-1ra, receptor soluble
de TNF (STNFR) i d’inhibidors tissulars de metal-loproteases (TIMPS).

En cartilag OA s’observa un increment de la frequiéncia de condrocits apoptotics
en relacio amb el cartilag no OA. L’existéncia de cél-lules apoptotiques impedeixen el
manteniment, la integritat i la homeostasi del teixit i, per tant, deriva a la deterioracié
del cartilag. Existeix una clara correlacio entre la freqtiéncia de condrocits apoptotics i
la severitat de I'osteoartritis [35].

1.2.2. ARTRITIS REUMATOIDE

L’artritis reumatoide (AR) és una malaltia autoimmunitaria sistémica
inflamatoria. Es caracteritza per I'afectacié de les articulacions mobils, la hipertrofia de
la membrana sinovial, la destruccié osteocartilaginosa, la formacié del factor
reumatoide i la deformacié articular. En un 30% dels pacients els resulta una malaltia

multisistemica, amb I'afectacio de qualsevol altre organ.
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A nivell global, existeix una prevalenca promig d'1% de la poblacié, amb una
major frequencia entre els 40 i 60 anys, tot i que la malaltia pot apareixer en qualsevol

edat. La AR afecta tres vegades més en dones que en homes.

A nivell simptomatologic es caracteritza per la inflamacio d’articulacions
periferigues amb distribucié simétrica, que provoca rigidesa i dolor en I'articulacio
limitan-ne el moviment. L’AR quasi sempre afecta a més d’'una articulacié. Mans, peus
i columna cervical son les més frequents, encara que articulacions grans com el genoll i
I'espatlla no queden exemptes d’estar afectades. En estadis avancats de la malaltia les
articulacions acaben patint deformacions. A la Figura 7 es mostra de manera
simplificada la fisiopatologia de I'artritis reumatoide i alguna de les seves principals

consequencies cliniques.
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Figura 7. Fisiopatologia de l'artritis reumatoide. (matgemodificada de Van Vollenhoven 2009

[36]). Esquema on es mostra de forma simplificada la fisiopatologia de I'artritis reumatoide i les seves
principals consequliéncies cliniques. ACPA: anticossos anti-CCP; APC: cel-lules presentadores d'antigen;
GM-CSF: factor estimulador de colonies de granulocits i macrofags; IL: interleucina; RF: factor
reumatoide; TNF: factor de necrosis tumoral:d: cél-lula T reguladora.

Diversos factors de risc s'associen amb I'artritis reumatoide: certa predisposicio
genética lligada a HLA, més tota una varietat de factors ambientals (nivells d’estrogens,

tabaquisme, infeccions bacterianes o viriques, etc) [37].
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L’artritis reumatoide és una malaltia d’etiologia desconeguda, perd que es
caracteritza per la important infiltracié de limfocits T al teixit sinovial i per la produccio
d’autoanticossos contra la regio Fc de les IgG que formen complexos, coneguts com a
factor reumatoide (FR). Els complexos 1gG-IgM son el tipus majoritari de FR que es
troba en els pacients amb AR, tot i que també es troben complexos 1dG8lg&on
produits localment per cél-lules B presents en els fol-licles limfoides i centres germinals
que es troben en la membrana sinovial inflamada. Es reconeixen com autoantigens en la
AR components de la matriu cartilaginosa, proteines d’estres, enzims, proteines

nuclears i “citrullinated proteins” [39].

Els limfocits T que accedeixen a la membrana sinovial activen als sinoviocits
tipus A (macrofag) i es desencadena tota una resposta inflamatoria amb la caracteristica
sintesi de citocines. En el teixit sinovial inflamat s’han identificat importants nivells de
TNF-a, IL-1B, IL-17, IL-6, IL-22, IL-23, IFN+ i IL-15, aixi com també s’ha observat
I'expressio de TGIB; IL-4 i IL-12 [40]. Aquest perfil proteic ha revelajue no
Gnicament una resposta Thl és responsable de les lesions en la AR, sind que en el

transcurs d’aquesta patologia els limfocits Th17 prenen un paper molt important.

Les cel-lules Thl7 sO6n una poblacié de limfocits T efectors altament
proinflamatories i que promouen la degradacio del teixit [41]. Es caracteritzen
principalment per la sintesi de proteines de la familia de les IL-17 (IL-17A-F). La IL-17
és capac¢ d’induir la produccié de citocines inflamatories, com el dNfa IL-1,
estimular I'expressié del lligand de RANK, de MMPs i la reabsorcio ossia [42]. Tot i
que el distintiu de la AR és la inflamacié de l'articulacio, els pacients amb AR també
presenten evidencies d’inflamacié sistémica, observat per la preséncia d’autoanticossos
com el factor reumatoide o l'anti-CCP (de I'anglés Cyclic citrullinated peptide). La
capacitat de les cél-lules Th1l7 per a produir IL-21 pot jugar un paper important en
aquest aspecte de la fisiopatologia, ja que la IL-21, a més a meés d'augmentar la
produccio de IL-17, és una citocina reguladora de la produccié de IgG en la resposta
humoral [42]. La persistent resposta inflamatoria i erosiva que s’associa amb la
presencia de Th17 a les articulacions, mostra ser dependent de TLR-4. El receptor TLR-
4 presumiblement s’activa amb la unié de molecules endogenes, alliberades com a

consequencia del dany tissular, amb la capacitat d’activar receptors TLR [42].
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Receptors per a la IL-17 s’expressen de manera molt generalitzada en diferents
tipus cel-lulars: monaocits, macrofags, condrocits, osteoblastos, fibroblastos, que com a
consequencia de la interaccio amb el seu lligand, indueixen en la cel-lula I'expressio de
TNF-o, IL-1B, IL-6 i IL-23, actors principals de la perpetuadé la inflamacio i
degradacio del teixit. De fet, en [lartritis reumatoide, tant cel-lules immunitaries
(macrofags, limfocits T i B, etc.), com del propi teixit (sinoviocits, osteoblastos,
condrocits) actuen activament i amb interrelacio en la sintesi de citocines inflamatories
(també antiinflamatories i reguladores), oxid nitric, metal-loproteases, autoanticossos,
etc. amb el resultat d'un context cronic d’inflamacié que du a la degradacié del teixit
cartilaginds i ossi i a la supressié de l'activitat sintética per part dels condrocits,

generant un dany irreversible a I'articulacio [43].

El sistema immunitari consta de diferents mecanismes per a poder controlar la
seva accid. Es important que pugui protegir 'organisme d’invasors patogens, pero, a la
vegada, que no ataqui de manera desmesurada el propi organisme, ni aquelles
substancies necessaries per al desenvolupament de lindividu i el manteniment de
I'espécie (ingesta, reproduccid). Amb aquesta finalitat el sistema immunitari compta
amb diferents estrategies que van des de la seleccié de cel-lules T en el timus, la
generacié de tolerancia periferica mitjancant cel-lules reguladores, fins a un complex
entramat de citocines que promouen/inhibeixen la resposta de les cél-lules efectores o

fins i tot I'apoptosi.

En lartritis reumatoide s’ha observat que les ceél-lules reguladores no
desenvolupen correctament la seva funcid, en especial les cél-lules T reguladores
induides (iTreg). Les iTreg son una poblacié cel-lular que s’origina a partir de cél-lules
perifériques T CD#4 naive que, sota l'accié6 del TGF-expressen el factor de
transcripcio Foxp3 i que inhibeixen les respostes Thl i Th2. Cel-lules Treg del liquid
sinovial d’'individus amb AR son incapaces d’inhibir la produccié de FNNF-o en
cél-lules T efectores, ni en monocits, la qual cosa comporta la perpetuacié de la
proliferacio de les cel-lules T efectores [44]. EI TiFgue es troba en quantitats
importants en articulacions AR, estimula un increment del receptor tipus Il pes TNF-
en la superficie de les cel-lules T reguladores i la inhibicié de I'expressié de Foxp3.
Aquesta disminucié de Foxp3 afecta de manera negativa la capacitat de supressio de la

proliferacio de les cél-lules T efectores i la secrecio de citoquines.
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Les cél-lules T CD%aive, quan es troben en preséncia de IL-6 conjuntament
amb TGFB, es diferencien a cél-lules Th17, amb la qual essmostra que el balang

entre cel-lules T reguladores i cel-lules Th17 és critic en casos de AR [45, 46].

1.3. TERAPIA DE LES ARTROPATIES QUE AFECTEN AL CARTILAG

Com ja s’ha comentat anteriorment, moltes artropaties afecten el cartilag articular
provocant la degradacio del teixit en un entorn d’inflamacio. Des del punt de vista
simptomatologic és destacable el dolor, sigui en repos o0 associat al moviment, factor
gue en alguns casos limita de manera molt considerable l'activitat quotidiana dels
individus que pateixen la patologia. El principal objectiu de les terapies, sobretot en les
patologies d’etiologia desconeguda, és millorar la qualitat de vida del pacient i estan
adrecades a pal-liar el dolor, disminuir la inflamacio i aturar i/o reparar el dany en el

teixit per a recuperar al maxim la funcionalitat de I'articulacio.

Els analgésics orals son el recurs més generalitzat per calmar el dolor, pero quan
aguests no so6n suficients s’obtenen bons resultats amb injeccions intra-articulars de
corticoides o d’acid hialuronic que, a més a més, aporten beneficis antiinflamatoris. En
alguns casos es necessari I's d’opiacis 0 narcotics [47]. Les drogues antiinflamatories
no esteroidals (AINES) son molt eficaces terapeuticament, pero el seu Us pot comportar
efectes adversos i riscos gastrointestinals i cardiovasculars, cosa que fa que s’intenti

evitar el seu Us, en la mesura que sigui possible.

En la linia de la preservacié del teixit o de disminuir-ne l'impacte mecanic
s'utilitza estratégies d’osteotomia per a realinear I'articulacié de forma que disminueixi
la carrega a les zones més malmeses de la superficie articular o per a corregir mals
alineaments que acceleren el dany articular [30]. En casos d’articulacié molt malmesa

es recomana el reemplacament total per mitja d’'una protesis.

Una altra estratégia €s intentar recuperar i regenerar el teixit danyat. Entenem
com a regeneracio la formacié de nou teixit indistingible del normal [30]. En aquesta
linia el primer que s’ha posat en practica ha estat la estimulacio de la medul-la ossia.
S'utilitzen diferents técniques per a accedir a I'os i estimular la medul-la ossia:

I'artroscopia abrasiva, microfractures i perforacions de Pridie.
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Aquestes técniques sbén efectives des del punt de vista de cost/benefici i
clinicament utils ja que disminueixen el dolor al pacient i, per tant, li suposa una millora
en la qualitat de vida. Pero I'is d’aquestes técniques Unicament aconsegueixen la sintesi
de fibrocartilag, d’'unes caracteristiques mecaniques i bioguimiques de qualitat molt
menor que el cartilag hiali, i amb el temps, el dany sempre deriva a osteoartritis.

Perseguint la fita de la formacide novo de cartilag hiali o d'unes
caracteristiques fisico-quimigues semblants, s’ha dut a teameplantament de
teixits o de ceél-lulesS’han fet empelts de periospericondri,de cartilag que en un
periode curt de temps presenten resultats positius, pero incerts a llarg termini.
Transplantament de condrocits autolegs, sols o integrats en una matriu tridimensional.
Perdo amb totes aquestes tecniques encara no s’ha aconseguit la recuperacié del cartilag i
només es queden amb la pal-liacié del dolor [48].

En terapia articular, s’ha utilitzat en els altims anys cel-lules mare mesenquimals
(MSC) [49-51]. Aquestes cel-lules multipotents no hematopoiétiques es troben en
diversos teixits adults i tenen la capacitat de diferenciar-se a condrocits, adipocits i
osteoblasts. A més a més, es caracteritzen per ser d’aillament facil i de rapida expansio
in vitro sense perdre el potencial de diferenciacio, cosa que les fa ser unes bones
candidates per a terapia cel-lular de patologies com l'osteoartritis i artritis reumatoide.
Altres resultats mostren un potent efecte immunosupressor i antiinflamatori d’aquestes

cel-lules, fet que dona més suport al seu Us per a l'artritis reumatoide [51].

Mitjancantenginyeria de teixits s’esta intentant generar cartilag in vitro per a
utilitzar-lo d’empelt in vivo. La seva obtencié requereix digestions enzimatiques, cultius
sobre suports tridimensionals i enriquiment del medi amb citocines i factors de

creixement [52, 53].

A partir dels avencos en el coneixement de la repatssular i en el progrés de
les patologies degeneratives del cartilag es planteja incidir directament sobre qualsevol
ruta de senyalitzacié que porti directament o indirecta a la regeneracio del teixit. Des de
la terapia genica o tecniques de proteines recombinants s’esta posant especial interes en

gens i factors de transcripcié que promouen diferenciacié; factors de creixement que
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promouen la sintesi de la matriu; inhibidors d'osteogénesi o de diferenciacio
hipertrofica o antagonistes que inhibeixen l'apoptosi, senescencia o la resposta a

citocines cataboliques [48].

Sovint, pero, I'ls de proteines recombinants comporta problemes associats
(reaccions immunitaries no desitjades, activitats alterades consequéncia de la sintesi en
bacteris, etc) i la terapia génica presenta moltes vegades dificultats tecniques importants

si es vol que sigui una terapia eficient.

Una alternativa a aquestes terapies és I'is de concentrats autolegs de plaquetes.
L’0s de terapies basades en I'aplicacio locaptisma ric en plaquetegPRP), que
representen ser una font important de factors de creixement [54], cada vegada s’esta
generalitzant més. A les plaquetes sempre se’ls ha reconegut el paper en els processos
de homeostasi i de formacié de coaguls, perd no ha estat fins fa pocs anys que se’ls
reconeix també un paper important en processos d’inflamacio, immunitat innata,
neoangiogenesi i metastasi tumoral, gracies a 'augment de coneixement existent en

relaci6 als receptors i molecules que contenen les plaquetes [55].

2. PLASMA RIC EN PLAQUETES (PRP)

El plasma ric en plaquetes (PRP) és el concentrat de plaquetes provinent de sang

que s'utilitza en clinica humana i veterinaria de forma autologa per a diverses finalitats.
S’han descrit diferents protocols per a la seva obtencio, habitualment per separacio
cel-lular [56-58]o per centrifugacio de sang sencfsf-62]. L'objectiu és obtenir una

soluci6 autologa de plaquetes - i les molecules per elles sintetitzades - que,
reintroduides in vivo, participin de forma terapeutica en el dany sobre el qual es vulgui

influir.
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2.1. COMPOSICIO CEL-LULAR DEL PRP

En funcio de la metodologia que s'utilitzi per a obtenir els concentrats de plaguetes,
els PRP poden variar en la seva composicid. Amb el mateix nom de concentrats de
plaquetes pot haver-hi preparacions amb més o menys plaquetes, leucocits o eritrocits,
fet que pot condicionar la seva efectivitat clinica [63, 64]. Tot i aixi, les plaquetes sén el

component caracteristic i majoritari dels PRP i les que aporten la capacitat terapeutica.

2.1.1. LES PLAQUETES
Les plaguetes son el segon globul sanguini més nombrds. En circulacid solen
haver-hi 150-450x10 plaquetes/ml i tenen una vida mita de 10 dies [65]. S6n
“cel-lules” sense nucli, molt petitespf®), amb forma de disc biconvex quan estan en
repos (Figura 8a) i que canvien la seva morfologia quan s’activen (Figura 8b). Contenen

diferents tipus d’organuls on s’hi emmagatzemen tot de compostos i proteines

especifiques que es transporten per tot I'organisme com a resposta a diferents estimuls
[66].

Figura 8. Plaquetes no activades (a) i plaquetes activades (bhatges obtingudes per microscopia
electronica. (Rozman i Bolta, 2007 [67])
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2.1.1.1. Origen i estructura de les plaguetes
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Figura 9. Morfogénesi de les plaquetegPatel et al. 2005 [68]). A partir d'un megacariocit immadur

(A) es produeixen tot un seguit de fets fins que s’alliberen les plaquetes (E). El nucli del megacariocit
realitza endomitosi cel-lular, sintesi d'organuls, maduracié i expansié important del citoplasma.
S’estableix una col-leccié de microtlbuls procedents del centrosoma (B). Els centrosomes es dissocien i
els microtubuls transloquen cap al cortex cel-lular. La formacié de les pro-plaguetes comenga amb el
desenvolupament de pseudopodis molt prims (C). Elongacié de les pro-plaquetes i divisié de granuls i
organuls al final de les plaquetes (D). El citoplasma del megacariocit es converteix en una massa de pro-
plaquetes, que s’alliberen de la cel-lula. Els nuclis queden exclosos i les plaquetes s’alliberen de I'extrem
de les pro-plaquetes (E).

Les plaquetes s’originen a partir dels megacariocits, cél-lules mieloides que es
troben en el moll de I'és, pulmons i sang periférica . Els megacariocits son poliploides i
adapten el seu citoplasma i membranes per a la biogénesi de les plaquetes.
Desenvolupen tot un sistema de membranes internes que es el que permetra la sintesi de
milers de plaquetes a partir d’'un sol megacariocit, gracies a la formacié de pseudopodis
molt llargs i prims, estadi que es coneix com a proplaqueta (veure Figura 9). El
megacariocit té una activitat biosintética molt elevada, sintetitza totes les proteines
plaquetars i en ell s’originen tots els organuls i granuls que constituiran les plaquetes.

Tambeé incorporen via endocitosi i/0 pinocitosi proteines del plasma.
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Les plaquetes es caracteritzen per ser importants reservoris de gran quantitat de

moléecules, tant d’origen proteic com no proteic, que participen en 'homeostasi de

I'organisme. S’organitzen i estan compostes per tot un sistema d’organuls:

28

Mitocondris: proporcionen tota I'energia necessaria per a la reactivitat de les

plaguetes.

Sistema tubular dens(DTS de 'anglés Dense Tubular System): Es un sistema
endomembrands que emmagatzema calci i enzims importants per a I'activacié
de les plaquetes. El 30% del calci de tota la plaqueta es troba en aquest organul, i
quan el contingut s’allibera al citoplasma s’activen nombrosos enzims calci
dependents que produeixen I'activacié de les plaquetes [66]. EI DTS presenta
activitat peroxidasa i és el principal organul relacionat amb el metabolisme de
I'acid araquidonic. Les plaquetes sintetitzen prostaglandines E involucrades en

la formacio d’edemes i en el dolor.

Sistema canicular obert(OCS de l'anglés Open Canicular System): Es un
sistema endomembrands semblant al DTS, perd amb obertura a I'exterior.
Serveix de reservori de membrana per quan, com en l'activacié, és necessari
incrementar en un espai molt curt de temps I'area de superficie de la membrana.
Proporciona tot de conductes que comuniquen el citosol amb [I'espai
extracel-lular de la plaqueta. Aquests conductes membranosos participen tant en
processos d’endocitosi, com d’exocitosi, sigui de material particulat o de
peptids. Les plaguetes tenen la capacitat d’interioritzar a través d’aquests
conductes bacteris i altres patogens, aixi com proteines del plasma sanguini que

emmagatzema en els granals-

Granuls densos: Son els organuls meés petits de les plaquetes. Contenen
molecules petites no proteiques que se secreten per reclutar més plaquetes, com
serotonina, dopamina, histamina, ADP, ATP, etc. La serotonina s’incorpora a un
elevat gradient de concentraci6, cosa que fa que es mantingui de manera estable

I es trobi a una concentracio fins a 1000 vegades superior a la del plasma.
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Conté una elevada concentracio de calci no ionitzat, que no es mobilitza per

I'activacio de les plaquetes i confereix alta estabilitat a I'organul.

« Granuls - a: Es el major reservori de proteines d’adhesié i péptids inflamatoris.
Es l'organul més gran i el que es troba en major quantitat. Una plaqueta conté
uns 35a-organuls que poden ocupar del 6 al 15% del volum total de la plaqueta.
Son granuls amb un contingut molt més heterogeni que la resta d’organuls. Les
proteines que s’hi emmagatzemen es poden haver sintetitzat en el megacariocit,
0 poden haver estat incorporades del plasma per endocitosi, tant a nivell de
megacariocit, com de plagueta. Les proteines que es troben en el graenl -
concentracio menor a la que es troben en el plasma entren per endocitosi de
manera passiva, mentre que les que s’emmagatzemen en concentracidé més
elevada de la que es troben al plasma, entren per un procés d’endocitosi mediat
per receptor [69].
Els granulsa contenen un elevat nombre de proteines que pamicign
processos d’homeostasi, d’inflamacio, de reparacié de ferides i en la interaccio
cel-lula-matriu (veure Taula 2). Una d’'aquestes proteines emmagatzemades en
els granulsz de les plaquetes és el TBKveure apartat 2.2.1)
Les proteines de membrana del grangieden externalitzades a la membrana

plasmatica quan la plaqueta s’activa.

Taula 2. Molécules emmagatzemades en les plaqueténodificacié de Rendu et al. 2001[66]es
plaguetes emmagatzemen en els seus granuls i organuls, una gran varietat de molécules d’origen proteic i
no proteic que participen en 'homeostasi de I'organisme.

o=

Granuls densos Granuls —a Lisosomes
Nucleotids: Proteoglicans: Proteases acides:
Adenines: ATP, ADP = Especifics de plaguetes: PF4 = CatepsinaD, E
Guanines: GTP,GDP «  Serglicin » Carboxipeptidases (A, B)
Amines: Glicoproteines d’adhesia: = Collagenases
Serotanina +  Fibronectina, trombonspondina Glicohidrolases:
Histamina Factors i cofactors de homedstasi: i Hepﬂ_fiﬂﬁsa N
Catéun_s bivalents » Fibrinogen. Factor V. VIl XI i XIl -gluggseggé%lgcgrsaamgggsagé
alci +  Plasminogen e
Magnesi Midgens cel-lulars:
PDGF, TGF -B, VEGF, EGF, etc.
Inhibidors de proteases:
Altres:
Immunoglobulines: 1gG, lgA. lgM
Albtimina
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» Lisosomes: Contenen enzims digestius, actius a pHs acids: glicosidases,
proteases (col-lagenasa, elastasa) i proteines amb activitat bactericida. Molts
d’aguests enzims participen en I'eliminacié dels agregats de plaquetes i tot el

material que s’hi queda atrapat.

2.1.1.2. Activacio de les plaguetes

L’activacio de les plaguetes s’inicia com a resposta a un estimul i acaba amb el
buidat del contingut dels diferents granuls. Des del punt de vista morfologic, I'activacié
provoca en la plaqueta la formacié de molts pseudopodis (Figura 8.b), incrementant en

un periode curt de temps la superficie i les molécules de membrana.

Es transmet, via receptor de membrana, la senyal fins al sistema tubular dens
(DTS) que, de manera molt rapida, aboca tot el contingut de calci emmagatzemat al
citosol on s’activen molts enzims dependents de calci. El DTS pateix un canvi
estructural important. D’una morfologia allargassada i prima, passa a ser una vesicula
arrodonida. Tots els granuls passen a entrar en contacte amb les invaginacions del
sistema canicular obert i, mitjancat un procés depenent d’energia i la formacié de
complexes proteics de fusid, la membrana dels granuls i la plasmatica es fusionen,
deixant alliberat a I'exterior tot el contingut emmagatzemat als granuls. En
consequencia al procés de fusid, proteines de membrana que es troben en els organuls
guan la plagueta esta inactivada, passen a ser molécules de superficie. Aguesta
caracteristica s'utilitza per a mesurar mitjancant citometria de flux el grau d’activacié de
les plaquetes [66]. Per exemple, granulophysmserveix de marcador de granuls
densos en la superficie plaquetar quan aquestes estan activades, el CD62P-selectina per
als granulsz i el CD63 per als lisosomes. D’aquesta manera,oSsilple realitzar
estudis cinétics d’activacié de les plaquetes i s’ha pogut observar que el primer tipus de
granuls que allibera el seu contingut a I'exterior son els granuls densos, seguits dels
granulse i finalment els lisosomes [66]. Els granuls denisasalliberen el 100% del
seu contingut, mentre que els lisosomes sembla que facin una alliberacié incompleta,

alliberant com a maxim el 60% del seu contingut.
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2.2. EACTORS SOLUBLES DEL PRP
El plasma ric en plaquetes també és ric en factors de creixement, ja que, tal com s’ha

explicant anteriorment, les plaquetes alliberen al plasma el contingut dels diferents
granuls quan son activades. EI PRP conté proteines i factors de creixement
d’'importancia en processos normals de regeneracid, com el factor de creixement derivat
de plaquetes (PDGF), el factor de creixement epidérmic (EGF), el factor de creixement
transformador (TGF), el factor de creixement de I'’endoteli vascular (VEGF), factors de

coagulacio, serotonina, histamina i enzims hidrolitics [58].

En aquest treball volem considerar de manera especial elfTd-1a doble
activitat que exerceix: d’'una part, com a factor de creixement i d’'una altra, com a

important regulador de la resposta immunitaria.

2.2.1. EL TRANSFORMING GROWTH FACTOR — B (TGF-B)

El factor de creixement transformador (T@Fe I'anglés transforming growth
factor) és una molecula cabdal en molts processos cel-lulars que vetllen per a la
homeostasi del teixit. Participa de manera molt important durant 'embriogénesi i en
I'evolucié dels teixits madurs, participant tant en processadifdeenciacio cel-lular,

com en I'equilibri entre proliferacié cel-lularsupervivencia imort cel-lular [70].

En la condrogéenesi el TGF-actua com un factor diferenciador estimulant
I'expressio de Sox9 i de col-lagen tipus Il, entre altres gens [71]. També regula la
maduracié dels condrocits i el seu estat d’hipertrofia a través de PTHrP [72-74]. El
TGF{$ activa el PTHrP (que inhibeix la diferenciacié delsndrocits a un estat
hipertrofic), a la vegada que inhibeix la Ihh que activa la proliferacié dels condrocits.
[75]. El TGF{ estimula la sintesi de PTHrP [74]. En la regulaitdcicle cel-lular en
condrocits i en altres cél-lules (epitelials, hematopoétiques, limfoides, etc.) in vivo, el
TGFJ és inhibidor del cicle cel-lular, mentre que inraviprovoca la proliferacié dels

condrocits i la formacié de matriu extracel-lular [70, 76].

Una desregulacié de I'apoptosi, quan és per exceés, es relaciona amb patologies
degeneratives croniques i amb immunodeficiencies; en canvi, en casos d’apoptosi
insuficient es pot originar cancers o autoimmunitats. En el sistema immunologic,

I'apoptosi és un procés critic en la seleccié de cél-lules T [77].
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El TGF$ també juga un paper clau en la regulacido derdsposta

immunologica, questié que es comentara amb més detall en I'apartat 3.

El TGF{ presenta una estructura tridimensional que es aad# Figura 10. Es
produeix localment per molts tipus cel-lulars i pot actuar de forma paracrina i autocrina.
Aquest factor de creixement se sintetitza i s’allibera de forma inactiva, de manera que
quedi impossibilitada la interaccié amb el receptor diana. Es una molécula que, a través
dels seus receptors, activa i participa en moltes rutes de senyalitzacio, ra6 per la qual és
important que l'activitat del TGB-es reguli molt acuradament i que nomeés sigui actiu

quan la cel-lula, I'entorn o el teixit, el requereixin.

Figura 10. Estructura tridimensional del
TGF-p1 en solucié. A.P.Hinck et al.
(1996))

2.2.1.1. Estructura del TGF —§

El cDNA del TGF$ codifica per un polipéptid que consta d’'un propbhiAP
(de I'anglés latency-associated peptide) i del péeptid “bioactiu” FAPurant el procés
de maduracié el polipetpid s’estructura en forma de dimer i es produeix un tall
proteolitic entre el propeptid LAP i el peptid amb activitat T Frantenint-se units
per interaccions no covalents (Figura 11). Durant els procés de secrecio pllaeRt
suneix amb la proteina LTBP (de l'anglées latent T@Binding protein) a través de
ponts disulfurs entre el LAP i la proteina LTBP formant un complex més gran. La

LTBP té punts d’'unio a la matriu extracel-lular; per aguest motiu, el complex latent
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TGF$ que és secretat s’emmagatzema a la matriu exttdael-quedant-s’hi unida.
Existeixen diferents LTBP com a producte dplicing alternatiu amb distintes
distribucions tissulars, cosa que provoca que la biodisponibilitat de les diverses
isoformes de TG pugui estar regulada, en part, per la formacié derehts
complexos latents de TGk-El TGFf que alliberen les plaquetes no s’uneix a la

matriu extracel-lular ja que a la LTBP-1 associada li manca el domini d’unié a la matriu.

LAP TGF-bm
278aa 112aa
furin

Regi6 sensible a les
proteases

LTBP !

€— |nteraccions electrostatiques

24 KDa

\

Zona per on s’uneix a la

% matriu extracel-lular

Complex latent gran del TGF
-B. Estructura inactiva amb <
el que el TGF-B se secreta a
I'espai extracel-lular

-

Figura 11. Esquema de la sintesi i estructura del complex latent TGF-El cDNA codifica per un
polipeptid que consta del propeptid LAP (de I'anglés latency-associated peptide) i del peptid amb
activitat TGFf. Es forma un homodimer unit amb ponts disulfur i es produeix un tall proteolitic entre el
LAP i el TGF{. Els dos péptids es mantenen units per interaccions electrostatiques de manera que el
LAP evita la interacci6é del TGB-amb el seu receptor diana. En el procés de secrecié dep Tabént,

aquest s'uneix amb la proteina LBTP (de I'anglés latent binding [ @fetein) formant el complex

latent TGFB mitjancant el qual s’'uneix a la matriu extracel-lular.

2.3. APLICACIONS DEL PRP
L’Us de preparacions de plaquetes per al tractament de ferides ja s’havia dut a terme

el 1985, tal com documenta la bibliografia [78]. En els anys 90 es va comencar a
utilitzar PRP en cirurgia maxil-lofacial i plastica [79]. Actualment, les seves aplicacions
en clinica s’han estés, tal com recull la Taula 3, i basicament s'utilitzen amb I'objectiu
d’estimular la reparaci6 de teixits: acceleracié de la cicatritzacio, I'acceptacio
d’empelts, recuperacié de lesions musculars, tendinoses i 0ssies, 0 per a guarir ferides

croniques.
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El primer estudi clinic en el que s'utilitza PRP per a reconstrucci6 ossia (Marx et
al. 1998) es realitza en 88 pacients amb defectes mandibulars. En tots ells se’ls aplica
empelts d’'os esponjoés amb o sense PRP i se’n segueix I'evolucié mitjancant analisis
radiografics i histomorfométrics. Els empelts tractats amb PRP presenten una major
densitat 0ssia (74.0% +/- 11%) que els que no s’han tractat amb PRP (55.1% +/- 8%; p
= 0.005) [80]. Oyama et al., en un estudi en el 2004 amb 12 pacients, observen que I'Us
de PRP en reconstruccions ossies augmenta un 16,5% la densitat 0ssia en comparacio a

qguan no s’aplica PRP [81].

Taula 3. Recull bibliografic dels usos en clinica del plasma ric en plaquetes.

APLICACIONS DEL PRP AUTOR, ANY DE PUBLICACIO

Cirurgia maxil-lofacial Marx, et al., 1998 [80]
Anitua, et al, 2001[82]
Oyama, et al., 2004 [81]
Nilolidakis, et al, 2008

Cirurgia plastica

Bhanot, et al 2002 [83]

Cirurgia cardiovascular

Englert, et al., 2005[84]
Wehberg, et al. 2009 [85]

Perforacio del timpa

Erkilet, et al.,, 2009 [86]

Lesions o defectes ossis

Smarke, et al, 2007 [87]
Roussy, et al., 2007 [88]

Lesions tendinoses

Mishra, et al., 2006[89]
Sanchez, et al., 2007 [90]

Lesions musculars

Sanchez, et al., 2009[91]

Ulceres i ferides croniques

Magolis, et al., 2001[92]
Crovetti, et al., 2004 [57]
Montén, et al., 2007 [93]
Anitua, et al., 2008 [94]

Osteoartritis

Sanchez, M., et al., 2008
Saito, M., et al., 2009

Inflamacié cronica de 'os

Szypula, J., et al., 2009

Cartilag

Sanchez, et al, 2003 [95]

En I's de PRP per al tractament de ferides croniques, Monton et al. recullen la
seva experiencia clinica: d’'un conjunt de 151 pacients (60 Ulceres vasculars, 32 peus
diabétics, 18 lesions causades per radiacions, 24 amb perdua de substancia post
traumatica i 17 casos complexos i reconstruccions mamaries), el 72% experimenten una
reduccio important del temps de curacié (2,6 mesos enfront dels 11,9 mesos de quan no
es tracta amb PRP) [93]. En un estudi pilot per al tractament d'Ulceres cutanies
croniques, realitzat per Anitua et. al (2008) [94], s'observa que a les 8 setmanes de
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tractament amb PRP el 72,94% + 22,25% de la superficie ulcerosa s’ha curat, en
comparacio amb el 21, 48% + 33,56% de les ferides control.

Quan s’aplica PRP en lesions tendinoses, un estudi de Mishra et al. (2006)
realitzat sobre 140 pacients, revela que el 93% dels pacients experimenten una reduccio
important del dolor [89]. Atletes amb lesions al tend6 d’Aquil-les tractats amb PRP
(n=6) recuperen el grau de moviment i poden tornar a correr abans que els que no han
estat tractats amb PRP (n=6) [90].

Per tant, aquest i altres estudis posen de manifest que I'is del PRP es relaciona
principalment amb una millor i més rapida reparacid de teixits tous i ossi, amb una
disminucié de la taxa d’infeccid post operatoria i amb una disminucié del dolor i de

pérdues hematiques [96].

Tot i existint diferents estudis preclinics amb resultats prometedors, n’hi ha pocs
a la literatura que expliquin el mecanisme d’accié dels PRPs. Per a poder resoldre
aquest interrogant s6n necessaris, i de gran importancia, els estudis in vitro. Es basic
conéixer amb detall la naturalesa i comportament dels diferents agents que es troben
implicats en el problema i poder-los estudiar de manera focalitzada i acotada. La
reparacio de teixit danyat €s un procés complex que inclou 4 fases: homeostasi,
inflamaci6, proliferacido i remodelacié [97]. Per tant, per a poder augmentar els
coneixements sobre com el PRP participa en la millora clinica dels pacients és necessari
desenvolupar treballs in vitro en els que s’avaluin els efectes del PRP sobre les diferents

fases de la reparaci6 dels teixits.

Tots els estudis que avaluen l'efecte del PRP sobre cultius cel-lulars s6n molt

recents. S’han datat més tard de I'any 2000 i la majoria d’ells s’han publicat al llarg dels
darrers tres anys. Molts d’aquests estudis presenten resultats que avaluen l'efecte del
PRP sobre lgroliferacio cel-lular [98-104] i elmetabolisme biosintetic[100, 105-
107] en cultius de fibroblastos de diferents origens (dermis, tendons, geniva, membrana
sinovial, membrana fetal, aorta), osteoblastos i algun, de forma excepcional, sobre cultiu
de condrocits. També s’han realitzat estudis sobre I'efecte del PRP in vitro sobre el
fenotip [102, 103, 107, 108] i ladiferenciacié cel-lular [109-111] de cél-lules

pluripotents mesenquimals o del moll de I'és a diferents tipus cel-lulars, basicament
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osteoblasts i condrocits. Els estudis que avaluen I'efecte del PRP safftaneciod
sén molt minoritaris i s’han fet sobre monocits aillats de sang periférica [112] o sobre la
linia cel-lular HL-60 [97].

Manquen estudis que avaluin la capacitat dels coitdrd’actuar com una
cel-lula activa en la resposta inflamatoria/anti-inflamatoria. Tots els estudis realitzats in
vitro sobre condrocits s’adrecen basicament a avaluar I'efecte de diferents molecules,
factors de creixement, compostos, etc. sobre la diferenciacio/desdiferenciacio, els
processos degradatius i la sintesi de matriu. També existeix una practica molt
generalitzada de cultius de condrocits en el camp de I'enginyeria de teixits, per exemple

en I'assaig de nous (bio)materials [53].

3. RESPOSTA IMMUNOLOGICA:

El sistema immunitari ha de mantenir un equilibri entre la immunitat i la tolerancia.
D’una banda, ha de ser prou agressiu per a poder eliminar la preséncia de patdogens o de
qualsevol cél-lula en mal estat que posi en risc el bon funcionament del
teixit/sistema/organisme. Perd de l'altra, ha d’evitar que l'agressié afecti de manera
aberrant sobre teixit sa i ha de permetre la preséncia d’antigens exogens, com poden ser
els que s’incorporen amb la ingesta o en el cas de I'embaras. En el primer cas, juguen

un paper fonamental legl-lules T efectoresen el segon, les cel-lules T reguladores.

3.1. LES CEL-LULES T EFECTORES
Existeixen diferent tipus de cél.lules efectores:

- Ceél-lules T citotoxiques CD8reconeixen péptids endogens o de patdogens que es

multipliqguen en el citosol i son presentats per molécules de MHC de tipus I.
Aquestes cel-lules, després del seu reconeixement especific, maten la cel-lula

diana.

- Cél-lules T CDZ s’activen a I'unir-se amb I'antigen presentat per molécules de

MHC de tipus Il de cél-lules presentadores, i es diferencien, segons el
microambient de citocines que les envolten, en cel-lules efectores que secreten un

perfil de citocines caracteristic: Thl, Th2, Th17 i altres.
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Cél-lules Thl: En el focus inflamatori activen les propietats microbicides dels
macrofags a través de la produccio de quantitats importants de IFha altra funcio
efectora que es produeix en els centres germinals €s generar un microambient de
citocines que afavoreix el canvi a diferents isoptips de IgG produits durant la resposta
immunitaria.

Cél-lules Th2: Son les cel.lules que proporcionen la segona senyal d’activacio al
limfocit B activat. Una altra funcio efectora, després de migrar al centre germinal,
consisteix en produir un microambient de les citocines IL-4, IL-5, IL-13, favorables al
canvi d'isotip de les immunogloblines, per dur a terme un resposta humoral més
efectiva.

Cél.lules Th17: Es caracteritzen basicament per la sintesi de citocina IL-17 en el
focus inflamatori. També sintetitzen IL-21 i IL-22. Totes aquestes citocines poden

modificar el microambient durant la resposta immunitaria.

3.2. LES CEL-LULES T REGULADORES
Existeix diferents tipus de cel-lules T reguladores, en funcié dels marcadors de

superficie que expressin, del perfil de citocines que sintetitzin i del seu mecanisme

d’'accio.

Les cél-lules que es coneixen com a cel-lllesguladores naturals(nTreg) es
generen al timus, sén CD#CD25' i expressen constitutivament Foxp3. En els darrers
anys es creu que aquestes cel-lules també puguin derivar de cel-lules memoria
periferiques [113]. L'expressio de Foxp3 és imprescindible per al desenvolupament i
funcid6 de CDACD25" Treg, ja que bloqueja els factors de transcripci6 NFAT (de
I'anglés Nuclear Factor of Activated T cells) i NB-i per tant queda inhibida la sintesi
de IL-2, IL-4 i IFN-y (les cél-lules perden la capacitat d’estimulacidimologica).

També hi ha legél-lules T induibles(iTreg). Aquestes s’originen a partir de
cel-lules T naive i se’n diferencien dos tipus en funcio de si expressen IL-10 p. TGF-
Les cél-lules T reguladores de tipusTilj sén CD4 i expressen elevats nivells de IL-
10, moderada IL-5, IFN-i TGF{, i no expressen IL-2, ni IL-4. Les cel-lules T
reguladores “helper’3Th3) expressen elevats nivells de TEH113]. Les iTreg
suprimeixen I'expressio Thl i Th2.
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Cél-lules Treg amb la funci6 alterada es relacionen amb moltes patologies
autoimmunitaries. L’artritis reumatoide n’és un exemple clar. Tot i que el nombre de
cel-lules Treg en sang periferica o en el liquid sinovial pugui ser molt variable, la funcio
de les cél-lules Treg en pacients amb artritis reumatoide sempre es troba danyada.
Presenten baixa expressio de Foxp3, cosa que afecta de manera negativa la capacitat de
supressio de la proliferacio de les cél-lules T efectores i la secrecio de les citocines IFN-

a i TNF-a per part de les cel-lules T efectores. En el gmawvetat de lartritis

reumatoide és critic el balang cel-lules Treg/cel-lules Th17 [44].

3.3. PAPER DEL TGF-B EN LA RESPOSTA IMMUNOLOGICA

El TGF és una de les molécules més importants amb capdeit@gulacié de la

resposta immunologica i actua a diferents nivells:

- Durant la maduracio dels limfocits, el TGFeontribueix a I'apoptosi de cél-lules
autoreactives i al manteniment de la tolerancia, prevenint el desenvolupament
d’autoimmunitats [114].

- Bloqueja la diferenciacié Thl i Th2 i inhibeix directament la proliferacié de
cel-lules T [114].

Esta implicat en la conversi6 de cél-lules T naiie4©D25 a cél-lules
CD4'CD25 mitjancant la induccié de Foxp3, de fet, el TEGEs necessari tant

per a lI'expansid, com per a la capacitat immunosupressora de les cel-lules
CD4'CD25'. Diverses patologies autoimmunitaries com, per exemple, I'artritis
reumatoide i la diabetis, es produeixen de manera espontania quan s’eliminen les
cel-lules nTreg CD4+ CD25+(Foxp3) [114].

En preséncia de TGF4 IL-6, les cél-lules T naive CD4s diferencien a Th17

[41] (Figura 12) i adquireixen un fenotip que sintetitza elevats nivells de IL-10 i
baixes quantitats de IL-22. Li et. al [115] suggereixen que l'estimulacié de
cel-lules Thl1l7 amb TGB-du a la diferenciacio de Th17 a un estat amb aativi
reguladora (rTh17), mentre que I'estimulacié i expansio de rTh1l7 amb IL-23 i en
absencia de TGB-du a I'adquisicié d’'un fenotip efector Th17. Undimsilacio
constant de les Th1l7 amb T@Fes necessaria per a mantenir-se en un estat no

patologic [115], questié important en patologies com I'artritis reumatoide.
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Figura 12: Diferenciaci6 de poblacions cel-lulars T CD4 (Bettelli et al. 2007 [41]) Cél-lules
precursores Tnaive CDperifériques (fp) es poden diferenciar en tres poblacions de cél-lules T
efectores (1, Tu2 i Tyl7) i en varies cel-lules T reguladoregd)T incloent les cel-lules & induibles

(iTreg Trliles Ty3. Les cél-lules T reguladores naturals,{) Bs generen a partir de precursors Cal4

timus. La diferenciaci6 d'aquestes poblacions cel-lulars es regulada per citocines i factors de
transcripcio especifics, i la funcio també és especifica per cada tipus cel-lular.
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Moltes patologies articulars estan relacionades amb dany en el cartilag. En
aguest tipus de patologies s’observa una associacio entre degradacio del teixit i resposta
inflamatoria, ja que fragments de la matriu extracel-lular, productes de la degradacio del
teixit, estimulen una resposta inflamatoria local en I'articulacié. D’altra banda, tota
resposta inflamatoria és causa de dany, la qual cosa comporta la generacié d'una
dinamica ciclica inflamacio- dany, amb situacions d’inflamacio cronica i la perpetuacio

de la degradacio del teixit.

Per fer possible la recuperacié del dany articular seria necessari regular la
resposta inflamatoria, aturar la degradaciéo del teixit i potenciar els processos de
regeneracio. Les citocines i factors de creixement tenen un paper clau en la regulacio de
la resposta inflamatoria i també participen del metabolisme dels condrocits de forma
auto i paracrina. Especialment el T@GRé una important capacitat de regulacié de la

resposta inflamatoria, aixi com un paper clau en la condrogénesi.

En els darrers anys s’estan aplicant, tant en clinica humana com veterinaria, nous
tractaments basats en concentrats de plaquetes, obtenint bons resultats clinics. Tot i que
amb aquesta practica s’aconsegueix una millor i més rapida recuperacié de teixits tous i
0ssis, no es coneix amb detall els mecanismes que ho fan possible. Les plaguetes sén
una font rica en factors de creixement, especialment f;GBGF, EGF i VEGF, cosa
que facilita poder obtenir de forma autologa preparacions de plasma riques en aguests

factors de creixement.

En aquest context ens plantegem generar un model cel-lular in vitro de
condrocits oxidats o estimulats amb LPS per poder veure l'efecte del plasma ric en
plaguetes (PRP) sobre aquestes cel-lules. Amb aix0 pretenem ampliar el coneixement
sobre 'accié que puguin generar els PRPs sobre els condrocits en situacions d’agressio,
aixi com ajudar a entendre millor per quins mecanismes els PRP poden afavorir la

millora clinica d’'una articulacié danyada.
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Per tant, la hipotesi que ens plantegem en aquests treball és:

El plasma ric en plaquetes conté factors moduladors de la inflamacio i
promotors de la regeneracié. Agquests factors podrien actuar sobre els condrocits
modificant-ne I'expressié de citocines i molécules de la matriu cartilaginosa, de
forma que es generaria un entorn favorable per la recuperacio del dany.
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Els objectius plantejats en aquest treball son:

=

Establir cultius primaris de condrocits a partir de biopsies de cartilag articular

procedents de pacients amb artrosi.
Estandarditzar la metodologia per obtenir plasma ric en plaquetes (PRP) a partir
de sang humana, per la seva utilitzaci6 com a font exdgena de factors de

creixement.

Analitzar l'efecte del plasma ric en plaguetes sobre cultius primaris de

condrocits.

Avaluar l'efecte del plasma ric en plaguetes en cultius primaris de condrocits

tractats amb LPS.

Valorar I'efecte del plasma ric en plaquetes sobre la funcié dels condrocits en

presencia d’'un agent oxidant.
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4. OBTENCIO DE LES MOSTRES:

4.1. Biopsies de cartilag articular i cultiu primari de condrocits

Totes les biopsies de cartilag articular utilitzades en aquest estudi s’han obtingut en
col-laboracié amb el Dr. Jordi Monfort de la Unitat d’Investigacié en Fisiopatologia
Ossia i Articular (URFOA) de I'Institut Municipal d’Investigacié Médica (IMIM) de
I'Hospital del Mar (Barcelona). En tots els casos s’havia obtingut el consentiment

informat de pacients sotmesos a cirurgia de reemplagament.

Els cultius primaris inclosos en l'estudi s’han realitzat a partir de condrocits
obtinguts d’11 biopsies de cartilag articular de rotula i de condil lateral de fémur
procedents de 4 homes i 7 dones, d’edats compreses entre els 71 i 90 anys. Les biopsies
que s’extreuen en la cirurgia de reemplacament per a la col-locacié de protesis de genoll
es mantenen en medi DMEM (Ref. 31966-047, Gibco, Invitrogen, Barcelona, Espanya)
suplementat amb un 10% de serum fetal bovi (FCS) (ref.10499044, Invitrogen,
Barcelona, Espanya) a 4°C fins el seu processament en el nostre laboratori.

En aquest estudi, tal com s’esquematitza a la Figura 13, també s’han realitzat
cultius primaris a partir de condrocits congelats. Aquests condrocits provenien de
biopsies de cartilag articular de cap de féemur, de rotula i de condil lateral de femur
extretes en cirurgia de reemplacament de protesis de maluc i de genoll respectivament.
Les biopsies s’havien processat i disgregat en el grup del Dr. Jordi Monfort i els

condrocits s’havien criopreservat en nitrogen liquid.
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Figura 13. Esquema de I'origen i Us experimental de les mostres en aquest estWiRFOA- IMIM:
Unitat d’Investigacié en Fisiopatologia Ossia i Articular de I'Institut Municipal d’Investigacié Médica de
I'Hospital del Mar (Barcelona). IBB-UAB: Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la Universitat
Autonoma de Barcelona (Bellaterra)

41.1. Processament de biopsies de cartilag articular per a la realitzacié de

cultiu primari de condrocits

Les biopsies de genoll es processen sempre en cabina de seguretat biologica classe
I NUAIRE (Ref. NU-437-300E, Nirco, Barcelona, Espanya) per a l'obtencié dels

condrocits, seguint el seglient protocol:

a) Es netegen els trossos de genoll obtinguts de la cirurgia amb tampé fosfat sali
(PBS) (ref. 14190169, Gibco, Invitrogen, Barcelona, Espanya) temperat a 37°C
per a extreure’n residus de liquid sinovial i de sang.

b) Amb un bisturi (Ref. 143.0015, Rubilabor, Espanya) es separen lamines de
cartilag hiali de les zones menys danyades i es dipositen en un contenidor esteril
amb 20 ml de PBS.

c) Es realitza un altre rentat amb 10-20 ml de PBS per tal d’eliminar del tot les

restes de liquid sinovial i de sang.
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d)

¢)

h)

)

K)

S’agafen les lamines de cartilag una a una i es trosseja el cartilag en trossos d’1
mm® aproximadament en placa de petri (Ref. 353003, Becton Dickinson) amb
I'ajut d’un bisturi i/o unes tisores de punta fina.

Es dipositen els trossos de cartilag en un matras i s’hi afegeixen 10 ml de solucio
de hialuronidasa (0,5 mg/ml hialuronidasa testicular bovina tipus IV-S,
ref.H3884, Sigma, Barcelona, Espanya) en medi DMEM:F12 (Ref.31331093,
Gibco, Invitrogen, Espanya) suplementat amb penicil-lina (P)/estreptomicina (S)
(Ref. 15140122, Invitrogen, Espanya) i L-glutamina (RB030024, Invitrogen,
Espanya). S’incuba a 37°C durant 30 min en un bany amb agitacié (LAUDA —
E100, Thermo, Barcelona, Espanya).

S’elimina la solucié de hialuronidasa i s’hi afegeixen 10 ml de la solucié de
pronasa (1 mg/ml pronasa (Ref. 53702, Calbiochem, Merck, Barcelona,
Espanya) en medi DMEM:F12 suplementat amb P/S i L-glutamina). S’incuba a
37°C durant 1 h amb agitacio.

S’elimina la soluciéo de pronasa i es realitzen 3 rentats amb 15 ml de medi
DMEM:F12 per a eliminar bé la pronasa, ja que en cas contrari podria degradar
la col-lagenasa.

S’afegeixen 20 ml de la solucié col-lagenasa (0,5 mg/ml col-lagenasa tipus I
(Ref. 1710-015, Invitrogen, Barcelona, Espanya) en medi DMEM:F12
suplementat amb P/S i L-glutamina). S’incuba a 37°C durant 18-22 h en un bany
amb agitacio.

Es filtra la solucié de col-lagenasa a través d'un filtre de 70 um (Ref. 352350,
BD Falcon, BD Bioscience, Madrid, Espanya) El filtrat, que conté els
condrocits, es traspassa en un tub de 50 ml i es centrifuga (SORVALL- TC6,
Thermo, Barcelona, Espanya) a 1200 rpm durant 5 min.

Es resuspén el botd cel-lular amb 20 ml de medi DMEM:F12 suplementat amb
10% de FCS. Se centrifuga a 1200 rpm durant 5 min. (Aquest pas es repeteix
dues vegades més).

Es resuspen el bot6 cel-lular en 10 ml de medi de cultiu complet (DMEM:F12
10% FCS, 0,05 mg/ml dacid ascorbic (Ref. A4403, Sigma, Barcelona,
Espanya), 1% d’antibiotics) i es realitza recompte cel-lular. (veure apartat 4.1.3)
Si s’obté més de 2x%@él-lules es sembren en flascons T75 (Ref. 156499, Nunc,

Labclinics, Barcelona, Espanya) a una densitat de 223&ldules/flascé. Si
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s’obtenen menys cel-lules es sembren en flascons T25 (Ref. 156367, Nunc,
Labclinics, Barcelona, Espanya)

m) Les cel-lules s'incuben a 37°C amb 5%,C0rant 5 dies com a maxim per a
deixar temps a qué els condrocits s’adhereixin a la superficie del flasco.

n) S’elimina el medi amb totes les cél-lules mortes o que han perdut la capacitat
d’adhesi6. Es renta el flasco amb 15 ml de PBS i, després d’aspirar el PBS,
s’afegeix 15 ml de medi de cultiu complet.

0) Es manté el cultiu a 37°C i 5% @€ns abans d’arribar a confluencia.

4.1.2. Descongelacié de condrocits

El protocol de descongelacié que s’ha seguit per al cultiu primari de condrocits a

partir de les mostres que arriben congelades al nostre laboratori, ha estat el seguent:

a) Es tempera medi de cultiu a 37°C, mantenint una part en fred a 4°C.

b) Es posa el criotub amb els condrocits congelats al bany maria durant 1 min.
Afegim medi a 4°C per a recollir les cél-lules i per a diluir la concentracié de
DMSO. Cal recordar que el DMSO amb el qual es congelen les cél-lules és toxic
a 37°C, per tant és important que mentre les ceél-lules estiguin amb DMSO es
treballi en medi fred.

c) Es centrifuga a 1200 rpm durant 5 min.

d) Es descarta el sobrenadant i es resuspen el pel-let en 5 0 10 ml de medi temperat
segons la grandaria del pél-let.

e) Es realitza recompte cel-lular amb blau de tripa i es calcula la vitalitat dels
condrocits (veure apartat segient). Si la vitalitat és superior al 60%, els
condrocits es sembren en un flascé T75; si és inferior, es descarten i no
s'utilitzen per a I'estudi.

f) S’incuba a 37°C i 5% C{com a maxim durant 5 dies abans de fer-ne un canvi

de medi i eliminar-ne totes les ceél-lules mortes.

4.1.3. Calcul de la concentracid i vitalitat de condrocits.

Per a realitzar els diferents procediments experimentals ens interessa conéixer
tant la seva concentracio, com el percentatge de cél-lules viables del cultiu. Per a

coneixer aquests parametres s’ha utilitzat un hemocitometre (Cambra de Neubauer)
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(Ref. 166546002/ N, Sudelab, Barcelona, Espanya) seguint el protocol descrit a
continuacio.

El blau de tripa és un colorant vital que penetra a totes les cel-lules a través de la
membrana per difusié passiva. Les cel-lules vives son capaces d’expulsar-lo de forma
activa, motiu pel qual s’observen refringents i no tenyides de blau en el microscopi de
contrast de fase. Les cél-lules mortes no poden expulsar del seu interior el blau de tripa i

per aquest motiu es distingeixen blaves i no refringents en el microscopi.

Recompte cel-lular:
a) Assegurar-se gue I’hemocitometre esta net amb etanol 70%.
b) Col-locar amb compte el cobreobjectes sobre la zona quadriculada de
I’'hemocitometre (Figura 14).
c) Assegurar-nos que la suspensi6 cel-lular esta ben barrejada. Ajudar-se, si cal,
d’una pipeta serologica per a resuspendre amb suavitat el contingut cel-lular.
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Figura 14. Representacié d’'un hemocitometre (Cambra de Neubauer)En els cercles es mostra

les quadricules que s’observen al microscopi en realitzar un recompte amb la cambra de Neubauer:
Una quadricula sencera dividida en 9 quadrants i cada un d’aquests quadrants dividit en 16 quadrets
més. Les boletes blanques representen les cél-lules vives, mentre que els punts negres representen les
cel-lules mortes.
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d) Agafar amb una micropipeta 10 ul de la suspensié cel-lular de I'eppendorf i
barrejar-ho bé amb 10 ul del colorant vital blau de tripa (Ref. T8154, Sigma,
Barcelona, Espanya) (dilucié 1:1). Realitzar aquest pas en el moment de fer el
recompte, ja que si es deixa un temps excessiu d’'incubacié algunes cel-lules
vives podrien quedar marcades com mortes i donar un percentatge de vitalitat no
ajustat a I'estat real del nostre cultiu. Amb una micropipeta agafar 10 pul de la
barreja cel-lular amb el blau de tripa i carregar 'hemocitometre. Es deixa
reposar la punta de la pipeta just a I'extrem del cobreobjectes de
I’'hemocitometre i amb molt de compte es carrega la cambra. Per capil-laritat, la
barreja cel-lular amb el colorant es difon Gnicament pels solcs de la cambra.

e) Es col-loca 'hemocitometre al microscopi i amb l'augment 10x s’enfoca la
quadricula sencera (Figura 14). S’enfoca una de les quadricules (subdividida en
16 quadrats) i es compten, seguint algun criteri d’exclusio, les cél-lules vives
(s’observen refringents i no tenyides de color blau). En el mateix quadrant es
compten, seguint el mateix criteri d’exclusio, les cel-lules mortes, que
s’observen blaves i no son refringents.

f) Es mou I'hemocitometre per a enfocar un altre quadrant de 16 quadrets i es
compten de la mateixa manera les cél-lules vives i les cél-lules mortes. Es
realitza el mateix en 2 quadrants més per tal d’haver comptat finalment un total

de 4 quadrants de 16 quadrets.

Calcul de la concentraci6 cel-lular:

L’hemocitometre esta dissenyat de manera que el nombre de cel-lules en un
quadrant de 16 quadrets equival al nombre de cél-lulé10
El calcul de la concentracio cel-lular en la suspensié de cél-lules es realitza seguint la

formula seglent:
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Ceél-lules vives:

At R+ L+ Qi oxadt =
4

cél-lules /ml

Cél-lules morte:

Qi+t Gt g+ G
4

x 2 x 10" = cél-lules /ml

Calcul de la vitalitat cel-lular:

Essent Qel nombre de cel-lules vives q
cél-lules mortes en cada quadrant comptat
i 2, el factor de diluci6 amb el que s’han
diluit les cél-lules en barrejar-les amb el
blau de tripa (dilucié 1:1)

El calcul de la vitalitat cel-lular es realitza a partir del calcul de les

concentracions de cel-lules vives i de cel-lules mortes, segons la formula:

[Cél-lules vives] / ([Cél-lules vives] + [Cél-lules mortes]) x 100 = % vitalitat cel-lular

41.4. Tripsinitzacié cel-lular

Els cultius primaris realitzats en flascons amb els condrocits obtinguts de la biopsia

de cartilag o amb els condrocits congelats, abans que arribin a confluéncia, es

tripsinitzen i es sembren en placa en funcié de les necessitats experimentals, seguint el

seguent protocol:

a) S’elimina el medi del flasco cel-lular.

b) Es fa un rentat amb 15 ml de PBS temperat a 37 °C per a eliminar totes les restes

de sérum fetal present en el medi, ja que les proteines del sérum fetal inhibeixen

I'accio de la tripsina.

c) S’afegeixen 5 ml de tripsina a 37°C en un flasco T75 i es deixa incubant a 37°C

durant 3-5 minuts. Es colpeja el flascO per a ajudar que les cel-lules es

desprenguin del plastic. En un microscopi invertit (Ref. 090-122.012, Leitz) es

comprova que els condrocits estiguin en suspensio.

d) S’afegeixenl5 ml de medi de cultiu complet, amb sérum fetal, per a inhibir

I'accio de la tripsina. Amb I'ajuda de la pipeta s’intenta disgregar suaument els

“grumolls” de cel-lules que s’hagin pogut formar.

e) Es traspassa el contingut en un tub net i es centrifuga a 1200 rpm durant 5 min.
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f) Es resuspen el pél-let amb 10 ml medi de cultiu complet i es torna a centrifugar
a 1200 rpm durant 5 min. (aquest pas es realitza dues vegades).

g) Una vegada s’ha eliminat tota la tripsina residual que hagués pogut quedar, les
cel-lules es resuspenen en 10 ml de medi de cultiu complet (si s’observa un
pél-let cel-lular petit, es resuspén en un volum de 5 ml).

h) Es realitza recompte cel-lular amb blau de tripa i es sembra segons I'iUs que es
vulgui fer del cultiu:

a) 20.000 cel-lules/pou per placa de 96 pous

b) 100.000 cel-lules/pou per placa de 24 pous

c) Pel al manteniment del cultiu es reparteix en dos flascons T75
i) S’incuba a 37°C en un incubador al 5 % de.CO

Per al manteniment del cultiu, el medi de cultiu es renova cada 2-3 dies en funci6 de
la densitat cel-lular. Per a un mateix cultiu, provinent d’'una mateixa biopsia, no es
realitzen més de 3 passes per a I'Us experimental del cultiu. Periodicament es segueix
I'evolucié del cultiu, observant-ne el medi i la morfologia cel-lular amb microscopi
invertit (Ref. 090-122.012, Leitz, Espanya)

4.2. Obtencio de Plasma Ric en Plaquetes (PRP)

L’objectiu de I'obtencié de plasma ric en plaguetes és aconseguir una font rica en
factors de creixement, especialment T Fper a la posterior aplicacié en el cultiu
primari de condrocits. Els concentrats de plaguetes es realitzen a partir de sang humana
| tota la seva manipulacié es realitza en condicions aseptiques i d’esterilitat en cabina de
flux laminar de seguretat biologica. La sang s’ha extret, amb el consentiment informat, a
3 persones voluntaries en el Servei Assistencial de Salut del Campus universitari de
Bellaterra (Universitat Autbonoma de Barcelona). A la Figura 15 es mostra un esquema
del procés d’obtencio del plasma ric en plaquetes (PRP).
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periférica

Figura 15. Esquema de I'obtencié de plasma ric en plaqueteSe centrifuga sang sencera a 460 g
durant 8 min. La fraccié de plasma per sobre de la fraccié vermella (eritrocits) és el que es considera
plasma ric en plaguetes (PRP).La fraccié superior del plasma obtingut es centrifuga una segona vegada
(9000 rpm, 10 min) per a obtenir plasma pobre en plaquetes (PPP).

a) S’obtenen 20 ml de sang periferica en una Xxeringa sense anticoagulant.
Immediatament es reparteixen en 4 tubs amb citrat sodic (4,5 ml sang/ 0,5 ml
citrat sodic; Ref.vt050 sbcs, SULAB, Terrassa, Espanya). S’inverteixen els tubs
amb suavitat unes quantes vegades per a assegurar-nos que la sang s’ha barrejat
bé amb I'anticoagulant.

b) Es centrifuguen els tubs a 460 g durant 8 min (Heraeus Megafuge 2.0.R,
Thermo, Barcelona, Espanya)

c) S’introdueix una xeringa amb una agulla de 21G (Ref. NN2138R, Neolus®,
Monlab, Espanya) just per sobre de la fraccié vermella (eritrocits). Amb molt de
compte de no trencar la interfase s’aspira amb la xeringa 1,5 ml de plasma i es
dipositen en 3 tubs eppendorfs (Ref. 711.1500, Rubilabor S.L., Barcelona,
Espanya) (0,5 ml plasma/eppendorf). Aquest plasma de la fraccio inferior (veure

Figura 15) és el que es considera plasma ric en plaquetes.

4.2.1. Activacio de les plaguetes amb CaCl

L’activacié de les plaquetes provoca el buidat del contingut dels granuls de les
plaquetes, com per exemple TGFL'activacié de les plaquetes s’indueix in vitrolam

clorur calcic (CaG)). En el nostre cas s’ha seguit el segient protocol:

a) S’esterilitza mitjancant filtracié per un filtre de 0,22 um (Ref. SA/SLG 503355,
Millipore Iberica, Espanya) 10 ml de solucié Ca0|5 M (Ref.21107, Fluka,
Sigma, Barcelona, Espanya). Aquesta solucid és reutilitzable sempre que
s'utilitzi dins d’'una cabina de flux laminar i es mantinguin les condicions

d’esterilitat .
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b) S’afegeixen 45 ul de la solucié Ca®,5 M a 450 ul de PRP (o de PPP en cas
que es vulgui activar el PPP) i es barreja bé.

c) S’incuba a 37°C durant 60-90 min.

d) Es centrifuga a 9000 rpm durant 10 min per a eliminar els coaguls i fibres de
fibrina.

e) Es recull el sobrenadant i s’emmagatzema a -20°C fins el seu Us.

42.2. Analisi de 'activacio plaquetar

Com que el TGRB present en el PRP és fruit de l'activacio de lesjpétes, s’ha
avaluat el grau d'activaci6 de les plaguetes en diferents moments del protocol
d’obtencié del PRP. L’'analisi de l'activacié plaquetar s’ha realitzat mitjancant el
marcatge de les proteines de membrana inteB8n&D61) i P-selectina (CD62P) per
citometria de flux i quantificant el TGE-alliberat mitjangant ELISA. A la Figura 16 es
mostra un esquema del protocol seguit per a I'analisi de I'activacio plaquetar.

10pl

» Marcatge CD61/CD62P
(per a andlisi per citometria de flux)

37°C
60-90min

0 = 0

Activaci 6 45mM
caCl, I— C ——» -20°C

(per a determinacié TGF-3 per ELISA)

9000 rpm
10 min.

Figura 16. Esquema del protocol seguit per a I'activacié de les plaguet&activen les plaquetes amb

CaCh (45 mM) durant 60-90min (37°C). Per a l'analisi de I'activacié plaquetar mitjangant citometria
s'utilitzen 10 pl de la mostra. La resta es centrifuga (9000 rpm, 10min) i es congela el sobrenadant per a
la posterior quantificacié del TGFalliberat mitjangant ELISA.

a) Marcatge CD61/CD62P per I'analisi amb citometria de flux

El marcatge CD61és indicatiu de plaqueta, ja que la glicoproteina CD61 és una
integrinap3 constitutiva en la membrana de les plaquetes. &@cange CD62P és
marcador de plaqueta activada ja que és una molécula d’adhesié P-selectina que es troba
en la membrana dels granuls-només s’expressa en la superficie cel-lular gesn
I'activacio de les plaquetes s’allibera el contingut dels gramulles membranes dels

organuls i la membrana plasmatica queden fusionades.
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Per a realitzar el marcatge CD61/CD62P de les plaquetes s’ha seguit el seguent

protocol:

1- Es prepara PRP segons el protocol d’obtencié de plasma ric en plaquetes

(apartat 4.2).

2- S’activen les plaquetes tal com s’especifica en l'apartat 4.2.1. Es realitza un

control negatiu d’activacio afegint 45 pl de PBS a 450 ul de PRP.
3- En tubs de citometria (Ref. 17-5653 Mirco, Espanya) es barregen 10 ul de

PRP amb anticossos anti-CD61-FITC (Ref. 21330613, Immuno Tools,
Oldenburg, Alemanya) i anti-CD62P-PE (Ref. 21330624, Immuno Tools,

Oldenburg, Alemanya ) tal com s’indica a la Taula 4.

Taula 4. Marcatge CD61/CD62P de plaquetes per al seu analisi per citometria de flieparacio de
les mostres de PRP per a I'analisi de I'activacié plaquetar mitjancant citometria de flux.

MOSTRA

PRP PBS — FBS 2% antiCD61 antiCD62P
(ul) (k) (FITC) (1) (PE) (ul)
Control doble negatiu 10 40 - -
Control FITC 10 25 15 -
Control PE 10 25 - 15
Mostra PRP 10 10 15 15

4- S’incuba la barreja protegida de la llum, a temperatura ambient durant 20

minuts.

5- Es realitza un rentat amb 1 ml/tub de PBS i es resuspén la mostra amb 0,5 ml de

PBS per a ser analitzades en un citometre de flux FACScalibur® (Becton

Dickinson, Espanya) .

6- Els resultats s’analitzen amb el programa informatic FACScan® (Becton

Dickinson, Espanya) .

b) Determinacio de la concentracio de TGH-

Quan les plaquetes s’activen, aboquen el contingut dels seus granuls al plasma, i

els granulsz sén rics en TGB: Per tant, la concentracié de T@Ralliberat és un

indicador de I'activacio de les plaquetes.

La quantificaci6 de TGB-en el plasma s’ha realitzat mitjancant ELISA tipus

sandvitx. S’han utilitzat els anticossos comercials de R&D Systems (DuoSet ref.

DY240, R&D Systems). Com a anticos de captura s’ha utilitzat un anticos de ratoli
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especific del TGPBL huma, i com a anticos de deteccido, un anticos akastre
especific del TGB1 huma que es troba biotinilat. També s’han utiliestandards de

TGF{1 recombinant huma per a fer la recta patro.

Per a quantificar el TGB1 mitjancant ELISA requereix deslliurar-lo
previament dels propéptids amino-terminals (latency-associated peptides) i de la
proteina d’unié amb la qual esta unit per ponts disulfur, amb els que forma el complex
de TGFB inactiu que secreten les cél-lules. Aquesta activacié delfr&d-realitza in
vitro afegint 100 pl de tampo d’activacio - acid acetic 2.5N (Ref. 010520, Probus,
Espanya), urea 10M (Ref-5128, Sigma, Barcelona, Espanya) - en el mateix volum de
plasma huma, es barreja bé i es deixa incubar a temperatura ambient durant 10 min. El
pH de la mostra es neutralitza amb 100 pl de tampd de neutralitzacié - NaOH 2.7M
(Ref. 141687.1211 Panreac, Espanya), HEPES 1M (Ref. H3375, Sigma-Aldrich,

Barcelona, Espanya) -.

Tot i que el procés d’activacié del T@Ha implica una dilucié 1/3 del plasma,
per a la quantificacio del factor de creixement mitjancat ELISA es realitza una dilucio %
I ¥4 de la mostra activada amb tampd de dilucié - albumina sérica bovina 1,4% (Ref.
10735078001, Roche, Espanya)weeny 0,05% (Ref. 170-6531, Bio-Rad, Espanya),
en PBS -.

Es carreguen per duplicat 1Qpou de la fraccié activada a la placa. Per tal de
quantificar el TGFB1 de les mostres es realitza una recta patré pdicdugirectament
a la placa: s’inicia amb una concentracié de 2000 pg/ml i es fan 6 dilucions seriades 1/2

amb tampo de dilucié fins a una concentracié minima de 31,2 pg/ml.

El protocol seguit per 'ELISA és el seguent:

1- Adsorcié en una placa MaxiSorp (Nunc 442404, Labclinics, Barcelona) de
I'anticos de captura a una concentracié de 2 pg/ml. Es posenl/pod de
I'anticos diluit 180 vegades en PBS 1x. Al blanc es posallpéu de PBS 1x.

Es deixa incubar a temperatura ambient durant tota la nit.

2- Esrenten els pous dues vegades amhuBpOu de PBS 0.05% Twegyn
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3- Es bloqueja la placa amb 3Q0pou de tampé de bloqueig - Twegh%, NaN
0,05% (Ref. 142712, Panreac, Espanya), en PBS - i es deixa incubant a
temperatura ambient durant 1 h.

4- Es renta 3 vegades la placa amb 3i00qu de PBS 0.05% Twegn

5- Es carrega la recta patré per duplicat a la placa en un volum final de 100 ul/pou.
S’afegeixen també per duplicat 100 pg/pou de les diferents mostres a les que
previament s’ha activat el TGR-Es deixa incubant a 37°C dins una cambra
humida durant 1 h .

6- Es renta la placa com en el punt 4.

7- S’incuba amb 10Ql/pou de I'anticos secundari a una concentraciéGfer)/ml
(dilucié 1/180 de l'anticos en tampo de dilucid). S'incuba a 37°C en una cambra
humida i evitant la llum durant 1 h.

8- Esrenta la placa com en el punt 4.

9- S’afegeixen 10Qul/pou d’estreptavidina conjugada a peroxidasa suistmala
en el DuoSet comercial ( ref. DY240, R&D Systems) en una dilucié 1/200 en
tampd de diluci6 i es deixa a les fosques i a temperatura ambient durant 20 min.

10-Es renta com en el punt 4.

11-Es prepara el substrat Fast OPD (P 9187, Sigma, Barcelona Espanya). En el
moment de revelar es desfa una pastilla de o-phenylenediamine dihydrochloride
(OPD) i una d'urea i peroxid d’hidrogen en 20 ml d’aigua milliQ. S’afegeixen
200 pl/pou i es deixa reaccionar a temperatura ambienmB0sense que hi
toqui la llum. La reacci6é s’atura amb plpou d’'H,SO, 2M (Ref. 410306, Erba
Reagent, Barcelona, Espanya).

12- Es llegeix I'absorbancia a 492 nm en un lector de plaques ¥ictor
(PerkinElmer,)

4.2.3. Analisi del contingut de GAGs i citocines en el PRP

L'obtencié de concentrats de plaquetes en aquest estudi es realitza perquée es
volen utilitzar in vitro sobre condrocits en cultiu tractats amb LPS o ajg0b pér tal
d’avaluar-ne els efectes sobre la capacitat de sintesi de GAGs i de citocines
principalment. Es necessari doncs, caracteritzar els PRPs que s’afegiran al cultiu per tal
de tenir el control dels nivells de GAGs i citocines inflamatories/antiinflamatories que

s’afegeixen de forma exogena amb I'aplicacié del PRP al cultiu.
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a) Determinacié de la concentracié de GAGs

Per a la determinacio de la concentracio de GAGs en els sobrenadants dels
cultius, s’ha realitzat I'assaig colorimétric amb Dimethylmethylene blue (DMMB).
Aquest assaig es basa en la reaccio entre la molecula colorant i la molécula de GAGs
sulfatats (polianions) que produeix una Unica especie metacromasica per la pertorbacié
ionica del cromofor. La complexaci6 DMMB/GAG provoca un canvi en les propietats
d’absorcié del dimethylmethylene blue respecte quan la molécula colorant es troba

lliure (Amax=649nm) (font: Sigma-Aldrich, Barcelona, Espanya).

En la posta a punt de la técnica s’ha adaptat el protocol descrit per de Jong et al.
[116] per a realitzar I'analisi en placa de 96 pous. D’aquesta manera es requereix menys
volum de mostra i es poden analitzar més sobrenadants en un mateix assaig. També s’ha
estandaritzat el temps de lectura de I'absorbancia del complex DMMB/GAG, ja que un
punt débil d’aquesta técnica és la inestabilitat del complexe DMMB/GAG [117].

Per a I'assaig quantitatiu s’ha seguit els segient protocol:

1- Es prepara la recta patr6 a partir d’'una dilucié 1/10 de I'estoc de condroitin
sulfat (Ref. C4384-1G, Sigma-Aldrich, Barcelona, Espanya) (1 mg/ml). Per a
realitzar la recta patro es fa una primera dilucié 1/10 de I'estoc de condroitin
sulfat (1 mg/ml) en medi de cultiu (500 ul estoc + 4,5 ml de medi) i es realitza
un banc de dilucions tal com s’indica a la Taula 5.

2- Es descongelen els sobrenadants i es barregen bé.

3- En una placa de 96 pous sense tractar (Ref: 260836, Nunc, Labclinics, S.A.,
Barcelona, Espanya) es carreguen per duplicat 50 pl/pou dels estandards i de
les diferents mostres a analitzar.

4- S'afegeixen 200 pl/pou de la soluci6 de DMMB - 11 mg DMMB (Ref.
341088, Sigma, Barcelona, Espanya) en 1 L sodi acetat 0,05 mM, pH 4,74
(Ref. 71190, Sigma-Aldrich, Barcelona, Espanya) -.

5- Després de 5 min es mesura lI'absorbanéia=81 nm en un lector de plaques

(Victor®, PerkinElmer).
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Taula 5. Banc de dilucions per a la realitzacié de la recta
patré per a la quantificaci6 de GAGs en sobrenadant de
cultiu mitjangant la técnica del DMMB.

[C-4-SO4] Volum medi Volum de
(Mg/mL) (ml) 0,1mg/ml C-4-
SO4 (ml)
0 2 0
2,5 1,95 0,05
5 1,9 0,1
7,5 1,85 0,15
10 1,8 0,2
15 1,7 0,3
20 1,6 0,4
30 1,4 0,6
40 1,2 0,8
50 1,0 1

Aquest mateix procediment s'utilitza per a la quantificacié dels GAGs en els

sobrenadants dels cultius tal com es descriura més endavant.

b) Quantificacio de IL-12p70, TN&; 1L-10, IL-6, IL-1fi IL-8.

La determinaci6 d’lL-12p70, TNk; IL-10, IL-6, IL-1B, IL-8 en els
sobrenadants s’ha realitzat per citometria de flux mitjancant I'assaig comercial Human
Inflammation Cytometric Bead Array (CBA) System (Ref. 551811, BD Biosciences,

San Diego, CA). Aquest sistema permet la quantificacio de les diferents citocines en

poc volum d’una mateixa mostra a partir d’estandards de concentracio coneguda.

Es barregen 25 ul del sobrenadant (o dels estandards facilitats per la casa comercial)
amb 25 ul de la barreja d’anticossos conjugats a les boles (beads) i 25 pl del reactiu de
detecci6 (barreja d’anticossos especifics per a cada citoquina conjugats a PE). Es deixa
incubar la barreja, protegida de la llum, a temperatura ambient durant 3 h. Passat el
temps d’'incubacié es fa un rentat de les mostres amb tampé de rentat i es resuspenen

amb 300 pl d’aguest mateix tampo per a ser analitzades en un citometre de flux
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FACScalibur® (BD Biosciences). Els resultats s’analitzen mitjangcant el programa

informatic CBA (BD PharMingen).

Aquest mateix procediment també s'’utilitza per a la quantificacio de citocines en els

sobrenadants dels cultius tal com es descriura més endavant.
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5. DISSENY EXPERIMENTAL. TRACTAMENT DELS CONDROCITS

5.1. Establiment del model in vitro de dany cel-lular: estimulacié amb LPS i
oxidacio amb HO, del cultiu
Per a avaluar I'efecte dels concentrats de plaguetes en la inflamacié i regeneracio
articular s’estableix un model in vitro que simuli un estat danyat dels condrocits. D’una
banda, s’estableix un model on s’activa la resposta “inflamatoria” via els receptors TLR
(de l'anglés toll-like receptors) per I'activacioé dels condrocits amb LPS (lipopolisacarid
de la membrana externa dels bacteris gram negatius); d’'una altra, s’estableix un model

d’un estat oxidatiu mitjancant el tractament dels condrocits ai®b. H

Per a l'establiment dels diferents models de dany cel-lular cal determinar les
condicions de concentracio i temps d’incubaciéo del LPS,®,Hque no siguin
citotoxiques per als condrocits en cultiu. La citotoxicitat cel-lular s’ha avaluat
mitjancant la determinacio de l'activitat mitocondrial dels condrocits. Es considera que
I'efecte citotoxic implica una disminucié de l'activitat mitocondrial, factor que en el
nostre cas es determina mitjancant I'assaig MTT. Per a l'estandarditzacio de les
condicions de treball utilitzem diferents cultius cel-lulars, en passe 2, sembrats en placa
de 96 pous (Ref. 167008, Nunc, Labclinics, Barcelona, Espanya) a una densitat de
20.000 cél-lules/pou. L'experiment es realitza sempre entre el 3r i 5e dia després de la
sembra, quan en el microscopi s'observen les cel-lules adherides al plastic i amb un

recobriment homogeni en tots els pous.
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5.1.1.

Determinacio de la citotoxicitat del LPS i de 4B sobre cultiu

primari de condrocits

Per a determinar la citotoxicitat del LPS i de,[3] es segueixen els seguents protocols:

LPS H.0,
1- Per a l'estimul del cultiu amb LRS- Per a I'oxidacio del cultiu amb,B, es
es prepara medi de cultiu complgirepara medi de cultiu complet

(DMEM:F12, 10% FCS, 0,05 mg/n
d’acid ascorbic, 1% d’antibiotics) am
10, 50, 80 i 100 pg/ml de LP
d’Escherichia coli (0111:B4, Sigma,
Barcelona, Espanya) a partir d
estoc de 1000 pg/ml LPS.

I(DMEM:F12, 10%

9,1, 0,2,05,1,2, 450 10 m\L®: a
partir d’'un estoc d’ KO, 100 mM (Ref.
UA41076, Panreac, Barcelona, Espan
L'estoc s’esterilitza préeviament al seu

per filtracio en filtre de 0,22 um.

FCS, 0,05 mg/n
il’acid ascorbic, 1% d’antibidtics) am

b

ya).
us

S’elimina el sobrenadant del cultiu tenint en compte no malmetre el

cel-lular i es renta amb 200 pl/pou amb PBS temperat a 37°C.

fons

Als pous buits s’hi posen 200 ul de PBS per a evitar I'evaporacié dels

cultivats

S’afegeixen per quintuplicat 100 ul/pou de cada concentracio de LRG0

H

pous

S’incuba la placa a 37°C durant 24 h en un incubador 5% CO

Es recullen els sobrenadants i es congelen a -20°C per al seu posterior

analisi.

Es determina I'activitat mitocon

drial dels condrocits mitjangant I'assaig |

tal com es descriu a continuacio.

MTT

ASSAIG MTT PER A AVALUAR L'ACTIVITAT MITOCONDRIAL DELS CONDROCITS:

Aquest metode es basa en la capacitat de les cel-lules viables per a metabolitzar

la sal de tetrazoli (0 MTT) mitjancant I'enzim mitocondrial succinat deshidrogenasa.

Aquest enzim catalitza la conversio del MTT a un formazan intracel-lular de color
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parpura, insoluble en 4. La mesura de I'absorbancia obtinguda és directament

proporcional al nombre de cél-lules vives que s6n metabolicament actives.

Per a avaluar I'activitat mitocondrial mitjancant I'assaig MTT s’ha seguit el seglent

protocol:

1

Després d’haver recollit els sobrenadants del cultiu, es realitzen 2 o 3 rentats
amb 200 ul/pou PBS tenint cura de no malmetre la capa cel-lular.

S’afegeixen a cada pou 100 pl de medi DMEM:F12 0,5 mg/ml de MTT (Ref.
M2128- 1G, Sigma-Aldrich, Barcelona, Espanya

Es deixa a I'incubador a 37°C durant 3 h.

S’elimina el sobrenadant i s’afegeixen 100 pl/pou de dimetilsulfoxid (DMSO)
(Ref. D2650, Sigma-Aldrich, Barcelona, Espany@3$ colpeja lateralment la
placa per a facilitar la resuspensié del formazan.

Després de 10 min, quan la ressuspensio del formazan ja és completa, es llegeix
la placa en el lector de plaques Viét@PerkinElmer) a 492 nm. Es consideren
citotoxiques condicions de treball que generin activitats mitocondrials inferiors
al 80% de I'activitat mitocondrial dels condrocits control. Per tant, per a establir
els models in vitro s’escullen aquelles concentracions de LP&)g iHemps
d’'incubacié que mantinguin, com a minim, el 80% de l'activitat mitocondrial

dels condrocits en cultiu.

5.1.2. Determinaci6 del temps de tractament amb LPS i apih ber

I'establiment del model de dany cel-lular

Una vegada s’ha escollit una concentracio de treball per a LBS,iikper tal de

determinar I'efecte del LPS i de 128, al llarg del temps se segueix el seguent protocol:
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LPS H20,

1- Es prepara medi complet amb 100 1- Es prepara medi complet amb| 1
png/ml LPS mM H,0,.

2- S’elimina el sobrenadant del cultiu vigilant no malmetre el fons cel-lular i es

renta amb 200 pl/pou amb PBS temperat a 37°C.

3- S’afegeixen 100 pl/pou del medB- S’afegeixen 100 pl/pou del medi amb
amb LPS aixi com de medH,0,, aixi com de medi complet per als
complet per als controls. controls.

4- S’incuba la placa a 37°C i 5% GO

5- A les 2 h d'incubacio es recull eb- A les 2 h d’incubacié es recull gl
sobrenadant de 5 pous del cultisobrenadant de 5 pous del cultiu estimulat
estimulat amb LPS i també damb HO,, i també de pous de cultiu sense
pous de cultiu sense estimulagstimular (control) i es guarda a -20°C fjns
(control) i es guarda a -20°C fins|al seu posterior analisi.

seu posterior analisi.

6- S’afegeixen en els pous on s’ha recollit el sobrenadant en el punt 5, 100|ul/pou

de medi complet. La placa s’incuba a 37°C.

7- Es realitza el mateix procediment- Es realitza el mateix procediment que
que enelpunt5ales 4,6, 8 12nelpunt5ales4,6,8,12,24,48172 h
24, 48 i 72 h d’incubacié delsd’incubacio dels cultius amb ..
cultius amb LPS

5.2. Activitat sintetica dels condrocits en cultiu tractats amb LPS o amb
H,0..
Per a establir els diferents models in vitro de dany articular s’ha avaluat I'activitat
sintética dels condrocits en les condicions d’estimul amb LPS i d’oxidacio a@b H
Es necessari descriure I'activitat sintética de matriu extracel-lular i el perfil de citocines
inflamatories/antiinflamatories en els diferents models per a poder avaluar després

I'efecte que hi provoca 'addicio de plasma ric en plaquetes en els cultius.

L’activitat sintética de matriu extracel-lular s’ha avaluat mitjancant la determinacio

de la concentracio de GAGs en els sobrenadants dels cultius estimulats amb 25, 50 i 100
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ug/ml LPS i dels cultius oxidats amb 0,5 i 1 mMQA durant 24 h. També en els
sobrenadants del cultiu estimulats 2, 4, 6, 8, 121 24, 481 72 h amb LPS (apartat 5.1.2) i
2,4,6, 8,121 24 h amb,B,. S’ha determinat també en cultius de condrocits sense
estimular (control). En tots els casos la determinacié de GAGs s’ha realitzat mitjancant
assaig colorimeétric dimethylmethylene blue (DMMB) tal com es descriu a I'apartat
4.2.3.a.

El perfil de citocines inflamatories/antiinflamatories s’ha avaluat mitjancant la
quantificacié de d’IL-12p70, TNle; IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 en els sobrenadants
anteriorment esmentats mitjancant citometria de flux (técnica CBA). El protocol
utilitzat es descriu a I'apartat 4.2.3.b. S’ha quantificat també el factor de creixement
TGF{ que sintetitzen els condrocits tant en condicioasdany (estimul amb LPS i
oxidaciéo amb HO,), com en condicions control, ja que és un factor de creixement amb
capacitats reguladores importants i que posteriorment s’incorporara de forma exogena
amb I'addicié als cultius de PRP. La quantificacié de T els sobrenadants s’ha

realitzat mitjancat ELISA, seguint el protocol descrit a I'apartat 5.3.3.

5.3. Avaluacio de I'efecte del PRP en condrocits tractats amb LPS 0,8..

Els PRP amb els que es tracten els cultius de condrocits s’activen amb 45 mM
CaCb. Previament a la incubacié dels cultius amb PRP, s’ha volgut determinar si el
CaCl té algun efecte sobre els condrocits que pugui interferir en els resultats del nostre
estudi. Amb aquest objectiu s’han avaluat els efectes citotoxics del @z€iminant,
mitjancant assaig MTT, l'activitat mitocondrial dels condrocits en cultiu després
d’haver estat incubats durant 24 h amb diferents concentracions de Ta@bé s’ha
valorat si el CaGlté algun efecte sobre la capacitat de sintesi de I &&condrocits
en cultiu determinant, mitjangant ELISA, la concentracié de PGER els diferents

sobrenadants.

1- En placa de 24 pous se sembren condrocits a una densitat de 80.000
cel-lules/pou.
2- Al cap de 5 dies, s’eliminen els sobrenadants vigilant de no malmetre el fons

cel-lular i s’afegeix, per duplicat, 1 ml/pou de medi complet amb 100, 50, 25,
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12,5 o 6,25 mM CaGl Dos pous, en els quals s’hi afegeix medi de cultiu
complet sense Cag ks reserven per als controls.

3- S’incuba el cultiu a 37°C durant 24 h en un incubador 5% CO

4- Es recullen els sobrenadants vigilant no malmetre el fons cel-lular i es guarden a
-20°C pel posterior analisi de la concentracio de PGhitjancant ELISA (tal
com es descriu en l'apartat 5.3.3).

5- Es renta el cultiu amb 2 ml/pou de PBS vigilant no danyar les cel-lules i
immediatament es determina la seva activitat mitocondrial mitjancant I'assaig

MTT, tal com es descriu en l'apartat 5.1.1.

Una vegada s’han establert els models in vitro de dany articular, concentracio de
I'estimul i temps d’incubacio, s’avalua I'efecte dels concentrats de plaquetes sobre
condrocits en un context de “salut”, és a dir, sense estimul, i en els contextos de dany

establerts amb estimul de LPS i amb oxidaci6 anti»H

LPS H202

1- En cultius sembrats en placa de{24 1- En cultius sembrats en placa de|24
pous, sense estimular i estimulats pous, sense estimular i estimulats

amb LPS tal com es descriu en gls amb HO, tal com es descriu en gls

apartats anteriors, s’afegeix per apartats anteriors, s'afegeix per
duplicat 0,5 ml/pou de medi duplicat 0,5 ml/pou de medi
complet (control) o 0,5 ml/pou de complet (control) o 0,5 ml/pou de
medi complet 25% o 50% PRP medi complet 25% o 50% PRP

2- La placa s’incuba a 37°C i 5% G@Qurant 24 h.

3- Es recullen els sobrenadants i es guarden a -20°C fins el seu posterior analisis.

Per a poder determinar que els efectes observats sobre I'activitat sintetica de GAGS i
en el perfil de citocines siguin provocats pel PRP i no per I'absencia de I'estimul, es

realitza un assaig incubant el cultiu amb LPS i PRP simultaniament:

1- Es sembra en placa de 24 pous condrocits amb una densitat de 80.000
cel-lules/pou.

2- Passats 5 dies després de la seva sembra s’elimina el sobrenadant i s’afegeix 0,5
ml/pou de medi amb 100 ug/ml LPS i 25% o0 50% de PRP.

3- S’incuba el cultiu a 37°C durant 24 h.

72



MATERIALS | METODES

4- Es recullen els sobrenadants i es guarden a -20°C fins el seu posterior analisi de
GAGs i citocines.

5.3.1. Determinaci6 de la concentracié de GAGs en sobrenadant de cultiu.

Per a la determinaci6 de la concentraciéo de GAGs en els sobrenadants dels
cultius s’ha realitzat I'assaig colorimetric amb Dimethylmethylene blue (DMMB)

descrit amb anterioritat a I'apartat 4.2.3.a.

5.3.2. Quantificacié de IL-12p70, TNk IL-10, IL-6, IL-1Bi IL-8 en
sobrenadant de cultiu.
La quantificaci6 de IL-12p70, TNE&; IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 en els

sobrenadants dels cultius procedents dels diferents experiments s’ha realitzat mitjancant

citometria de flux tal com es descriu en I'apartat 4.2.3.b.

5.3.3. Quantificacié de TGB-en sobrenadant de cultiu.

La quantificacié del TGP dels sobrenadants de cultiu s’ha realitzat migahc¢
el mateix ELISA descrit en l'apartat 4.2.2.b. L'activacié del T&present en
sobrenadant de cultiu cel-lular requereix d'un protocol lleugerament diferent al
recomanat per la quantificaci6 de TGFen mostres de plasma. En sobrenadants
I'activacié del TGFB es realitza de la segient manera:
1- S’afegeixen 50ul de solucié d’'acid clorhidric 1 M (Ref. 131020, [Reac,
Barcelona, Espanya) en 250de sobrenadant de cultiu i es barreja bé.
2- La barreja s’'incuba a temperatura ambient durant 10 min.
3- Es neutralitza el pH de la mostra afegint-hi B0de soluci6 NaOH 1,2 N/
HEPES 0,5 M.

En el cas de mostres de sobrenadant de cultiu, a diferencia de les de plasma, no

es dilueixen amb tampo de dilucio per a poder ser quantificades.
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6. OBTENCIO DE MOSTRES | REALITZACIO DE CULTIU PRIMARI DE
CONDROCITS.

Per avaluar in vitro I'efecte dels concentrats de plaquetes sobre un entorn
d’agressié articular s’estableixen dos models cel-lulars: 1) d’estimul amb LPS i 2) un
model d’oxidacio. Ambdds models cel-lulars in vitro es realitzen amb cultius primaris

de condrocits humans.

Els cultius primaris s’han realitzat a partir de condrocits provinents de biopsies
de cartilag articular. Per determinar si per a aquests models a estudiar era indistint
treballar amb condrocits congelats o amb condrocits frescos provinents de biopsies
disgregades al laboratori, s’ha avaluat, mitjancant I'analisi de diferents parametres, el
comportament de condrocits en cultiu que havien estat préviament congelats i de

condrocits frescos.

6.1. Realitzacid del cultiu primari a partir de biopsia de cartilag

articular
Per a la realitzacio dels cultius primaris s’han obtingut biopsies de cartilag articular
de rotula i de condil lateral de femur, procedents d’homes i dones d’edats compreses
entre 71 i 90 anys. Les biopsies s’han digerit mecanicament en trossos
d’aproximadament d’1 min s’han digerit enzimaticament per I'obtenci6 dels
condrocits i després de determinar la vitalitat dels condrocits obtinguts mitjancant

recompte cel-lular amb blau de tripa, s’han sembrat en flascons de cultiu.

La quantitat de cel-lules obtingudes del teixit és un factor limitant a I'hora de
realitzar un cultiu primari i condiciona el disseny dels assajos posteriors. Per aquest
motiu s’ha optimitzat les condicions de la digestido enzimatica per tal d’obtenir el maxim
rendiment d’obtencid de condrocits a partir de les biopsies de cartilag. En I'optimitzacio
de les condicions de la digestié enzimatica s’han valorat els segiients parametres:

- Tipus de col-lagenasa

- Concentraci6 de col-lagenasa

- Temps d’incubacié amb col-lagenasa

- Digesti6 enzimatica sequencial amb hialuronidasa, pronasa, col-lagenasa
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La valoracio de les diferents condicions s’ha realitzat en funcio del rendiment i
vitalitat aconseguits en I'obtencié de condrocits. El rendiment s’ha definit com n° de
cel-lules/g de cartilag; i la vitalitat, com el percentatge de cel-lules vives respecte les

cel-lules totals (cél-lules vives/cel-lules totals)x100).

6.1.1. Col-lagenasa: Tipus, concentracio i temps d’'incubacio.

Per a dur a terme la digesti6 enzimatica s’han testat col-lagenasa D (Ref.
11088858001, Roche, Espanya) i col-lagenasa Il (Ref. 17101, Gibco, Invitrogen,
Espanya). Per a escollir quina de les dues és més adient per a obtenir condrocits del
cartilag articular s’han realitzat digestions del teixit amb diferents concentracions de

col-lagenasa (0,3, 1 i 3 mg/ml) durant 4 h o durant tota la nit.

Amb totes les concentracions de col-lagenasa assajades, quan les digestions es
realitzaven durant tota la nit s’obtenia meés cel-lules que en les digestions de 4 h. Es va
observar, perd, que per un mateix temps, entre 1 i 3 mg/ml de col-lagenasa, la
concentraci6 més elevada no sempre suposava un rendiment més alt. Amb la

concentracié 0,3 mg/ml practicament no s’obtenien cel-lules.

En valorar la vitalitat dels condrocits no es va observar una relacidé entre la
vitalitat i la concentracié de col-lagenasa utilitzada. En les diferents digestions es van
obtenir vitalitats del 75% al 98% i en canvi, si es va observar que en el nostre cas les
vitalitats més baixes coincidien amb I'is de la col-lagenasa D de Roche. Per aquest

motiu es va escollir la col-lagenasa Il per sequir els assaigs

6.1.2. Digesti6 enzimatica sequencial: hialuronidasa, pronasa, col-lagenasa.

Tenint en compte que el cartilag el composa tota una estructura entrellacada de
molecules estructurals com l'acid hialuronic, el col-lagen tipus Il i altres proteines
d’'unid que envolten als condrocits, s’ha realitzat una digestié enzimatica sequencial
amb hialuronidasa 0,5 mg/ml, pronasa 1 mg/ml i col-lagenasa Il 0,5 mg/ml a fi de
millorar el rendiment de I'obtencié de condrocits a partir de les biopsies de cartilag.
Mitjancant la digestié enzimatica seqtiencial s’han obtinguts rendiments del 0:52x10

3,44x16 cél-lules/g de cartilag.
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Per tal de poder escollir a priori les biopsies més adients per a la realitzacio de
cultius primaris, es va valorar si el sexe i/o I'edat es relacionaven amb un millor o pitjor
rendiment en I'obtencié de condrocits a partir de cartilag articular. Valorant 13 biopsies,
el 38,5% procedents d’homes i el 61,5% de dones, en una franja d’edat de 71-90 anys,
es va observar que ni el sexe, ni I'edat estan relacionades amb un millor o pitjor
rendiment en I'obtencié de condrocits (aquestes dades no es mostren). Per tant, en
obtenir una bidpsia, no es descartava a priori cap mostra. En finalitzar la disgregacio, es
descartaven per a la realitzacio dels experiments, aquelles mostres amb un rendiment

inferior a 1x18 cél-lules/g de cartilag, concretament, 2 de 13 mostres digerides.

Els condrocits, quan s’adhereixen al plastic de la placa, o del flascé de cultius,
perden la seva morfologia esferica caracteristica i com que no es troben en el seu entorn
cartilaginés es desdiferencien amb molta facilitat i acaben adquirint en pocs dies un
fenotip semblant als fibroblasts (Figura 17.b).

a. . - b.

Figura 17. Morfologia cel-lular del cultiu primari de condrocits en funcié dels passes i dies de
cultiu. (a) Cultiu en passe 1, al segon dia després de la sembra: morfologia de condrocits (x20); (b)
Cultiu en passe 2, al desé dia després de la sembra, morfologia de fibroblast (x20).
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Obtencio de la Bidpsia

Digestid del cartilag

Filtracid (filtre 70um)

2 dies

T 2 dies en cultiu

o

=1}

b

= om

€8

W m

W

=

=

Q « b

4 dies en cultiu

5 dies

10 dies encultiu

1.f

18 dies en cultiu

Figura 18. Procés de realitzacié de cultiu primari de condrocits per a I'establiment d’'un model in

vitro de dany articular. Esquema del protocol seguit per a la realitzacié de cultiu primari de condrocits

a partir de cartilag articular huma: (1.a) Obtencié de biopsia de genoll; (1.b) final del procés de digestié
del cartilag, després d’haver-se realitzat una digesti6 mecanica i una digestié enzimatica sequiencial amb
hialuronidasa, pronasa i col-lagenasa Il; (1.c) eliminacié de les restes de la digestié i obtencid dels
condrocits per filtracié en una malla de 70 um; (1.d i 1.e) cultiu primari de condrocits als 2 i 4 dies de la
seva sembra; (1.f) cultiu primari de condrocits als 10 dies de la seva sembra, en passe 1 i passe 2; (1.9)
cultiu primari de condrocits als 18 dies de la sembra. Per a I'establiment del model in vitro de dany
articular només s’han utilitzat cultius entre els 2 i 5 dies de la seva sembra.
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S’ha segquit I'evolucié de la morfologia dels condrocits en cultiu al llarg del
temps i en diferents passes. Tal com es mostra a la Figura 18, entre els 2 i 4 dies de
cultiu els condrocits adherits al plastic adquireixen una morfologia pentagonal i de mica
en mica van desenvolupant prolongacions filamentoses. A mesura que augmenten els
passes i dies de cultiu, la morfologia de les cel-lules es torna més estirada, tal com es
mostra a la Figura 17. En aquest punt es considera que s’ha perdut el fenotip de

condrocit.
Per tal d’estar segurs que totes les cel-lules en cultiu mantenen el fenotip de
condrocit, tots els experiments s’han realitzat entre els 2 i 5 dies després de la sembra i

mai després del 2n o 3r passe.

6.2. Realitzaci6 del cultiu primari a partir de condrocits congelats.

Part d’'aquest treball s’ha realitzat a partir de mostres de condrocits congelats
procedents de cartilag articular de maluc (cap de fémur) o de genoll (rotula i condil
lateral de femur). Després del protocol de descongelacio cel-lular, s’ha determinat la
vitalitat dels condrocits realitzant un recompte cel-lular amb blau de tripa per avaluar si
la congelacio/descongelacié afecta de forma diferencial a condrocits provinents de

cartilag d’articulacions diferents.

100
. :
80 .
3 s .
S i‘ :_ Figura 19. Analisi de I'efecte de la congelacio
s 60+————— en condrocits de diferent origen Vitalitat
° cel-lular de condrocits de maluc i de genoll
8 s . posterior a la descongelacié cel-lular. La vitalitat
S 40 s’expressa com a percentatge de cel-lules vives
> respecte les cel-lules totals descongelades. S’ha
ES determinat mitjancant recompte cel-lular amb
20 4 ° colorant vital blau de tripa. En el grafic es
mostren amb un punt els valors individuals de
e valors | o
" cada mostra (uc13, Nenai=7) i €n vermell les
0 : : = milana  giferents mitjanes Amb linia discontinua s'indica
maluc  genoll la vitalitat cel-lular minima acceptada al

descongelar condrocits per realitzar els cultius

condrocits U
primaris en aquest treball.
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Tal com es mostra a la Figura 19, no s’han observat diferéncies significatives al
descongelar condrocits provinents de cartilag de genoll (vitalitat del 64,86+22,8 %) o
cartilag de maluc (vitalitat del 69,96+11,9%); per tant, considerem que la congelacio no

afecta de forma diferencial a condrocits de diferent origen.

Dels cultius realitzats amb condrocits congelats de maluc, tot i que provenien d’'unes
cel-lules que representaven un 69,96+11,9% de vitalitat després de la descongelacio, el
7,7% dels cultius no han resultat viables. Si ens fixem en els condrocits congelats de
genoll, el 28,6% dels cultius no han resultat viables. Per tant, tot i tenir percentatges de
vitalitat similars després de la descongelacio, els cultius de condrocits de maluc han
resultat una millor font de condrocits que els provinents de condrocits de genoll
congelats. Per a dur a terme aquet treball s’han descartat d’entrada totes aquelles
mostres que al ser descongelades presentessin una vitalitat inferior al 60% i que a mes,
una vegada posades en cultiu, no resultessin en cel-lules adherides al plastic amb la

morfologia tipica dels condrocits.

Comparant els cultius viables realitzats amb condrocits de cartilag de genoll fresc o
realitzats amb condrocits congelats de genoll, s’observa a la Figura 20, que el 91% dels
cultius realitzats amb condrocits frescos sén viables. De tots els cultius realitzats a partir

dels condrocits congelats de genoll Unicament persisteixen el 71%.

120
100 ;
80 1
2]
2
3 60
=S
40
Figura 20. Analisi de la viabilitat dels
cultius en funcié del tipus de mostra.
20 1 Percentatge de cultius realitzats que han estat
viables (fraccié negra) i dels que han resultat
0 inviables (fraccié grisa). Els cultius s’han
& > > realitzat amb condrocits frescos de genoll
s\\ gé Qé ) < .
N S = vigbles (n=11), amb condrocits congelats de genoll
§ é\o\\ ((\,500 === noviables (N=7) i amb condrocits congelats de maluc
S (n=13).
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Els parametres que s’han avaluat per a determinar si és indistint realitzar els
cultius primaris amb condrocits frescos o condrocits que han estat congelats han estat la
capacitat de sintesi de glicosaminoglicans (GAGS) i de diferents citocines (IL-12p70,
TNF-a, IL-10, IL-6, IL-1B, IL-8). Aquests parametres son els que s’estudiarab
posterioritat per a determinar I'efecte dels PRP sobre els diferents models in vitro
d’agressié articular; per tant és necessari determinar si les cél-lules amb les que

s’estableixen els models in vitro mostren un mateix comportament.

La Figura 21 mostra com la sintesi de GAGs no difereix entre condrocits frescos
i condrocits congelats en cultiu. De forma semblant, tal com mostra la Figura 22, passa
amb la concentracio de les citocines IL-12p70, IL-10, IL-6 i IL-8 a diferéncia de la
concentraci6 de TNEk-i IL-1p que sembla ser lleugerament superior, tot i no
estadisticament significatiu, en els sobrenadants dels cultius provinents de cél-lules que

no han estat congelades.

12

10 1

[GAG] (ug/ml)
(o]

4 4 Figura 21. Efecte de la congelaci6 de
condrocits sobre la sintesi de
2 | glicosaminoglicans (GAGS).

Concentraci6 de GAGs, determinada per
l'assaig DMMB, en sobrenadants de
0 cultius realitzats amb condrocits frescos

fresc congelat (n=10) o realitzats amb condrocits que
havien estat congelats (n=10).
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Figura 22. Efecte de la congelaci6 de condrocits sobre la produccio de citocin@santificacio
de IL-12p70, TNFw, IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 mitjancant assaig CBA-kit en sobrenadants de cultius
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realitzats amb condrocits frescos (n=5) i amb condrocits congelats (n=2).

amb cel-lules congelades o no congelades, de cartilag articular de genoll o de cap de
femur.
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7. ESTABLIMENT DEL MODEL IN VITRO DE DANY
CEL-LULAR: TRACTAMENT AMB LPS O AMB AGENTS
OXIDANTS

7.1. Tractament de cultiu de condrocits amb LPS.

S’ha establert un model in vitro de dany articular mitjancant I'estimul de
condrocits en cultiu amb LPS. El LPS és un lipopolisacarid de la membrana externa
bacteriana que activa la resposta cel-lular via receptors TLR (de I'anglés toll-like
receptors). En I'establiment del model, primer s’han determinat les condicions de
concentracié de LPS i de temps d’'incubacio que no ocasionin efectes citotoxics, pero
gue en canvi, produeixin alguna modificaci6 metabolica en el condrocit. Posteriorment
s’ha caracteritzat el model avaluant la resposta dels condrocits a I'estimul amb LPS des
del punt de vista de sintesi de citocines inflamatories/antiinflamatories i de molécules
reguladores (TGB).

Els efectes citotoxics del LPS s’han avaluat mitjancant la determinacié de
I'activitat mitocondrial dels condrocits posterior al tractament del cultiu amb diferents
concentracions de LPS i diferents temps d’incubacio. L’activitat mitocondrial és un

indicador de la vitalitat cel-lular i s’ha determinat mitjancant I'assaig MTT.

Per a avaluar les condicions de tractament amb LPS que provoquen algun canvi
metabolic en els condrocits s’ha determinat la concentracio de glicosaminoglicans
(GAGs). Una de les funcions biologiques dels condrocits és la sintesi de matriu
extracel-lular i per aquest motiu s’ha escollit en aquest estudi la capacitat de sintesi de
glicosaminoglicans (GAGs) com a indicador del metabolisme del condrocit.

7.1.1. Analisi de la citotoxicitat del LPS.

Per a l'analisi de la citotoxicitat del LPS sobre cultiu de condrocits, s’han
incubat concentracions de 0 fins a 100 pg/ml de LPS durant 24, 48 i 72 h i s’ha
determinat I'activitat mitocondrial mitjancant assaig MTT. Els resultats s’expressen
com a % de la vitalitat respecte el control: (activitat mitocondrial de les cel-lules

tractades amb LPS/activitat mitocondrial de les cel-lules sense tractar) x 100.
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Figura 23. Analisi de la citotoxicitat del LPS sobre cultiu de condrocits.
Valoracio6 de I'efecte del LPS (0-100 pg/ml) sobre la vitalitat de condrocits en
cultiu mesurada mitjancant I'assaig MTT després de la incubacié dels cultius
amb LPS durant 24 h. Els resultats s’expressen com a percentatge respecte la
vitalitat dels condrocits control: (activitat mitocondrial de cél-lules tractades
amb LPS/activitat mitocondrial de cél-lules control)x100 (n=2 experiments)

La Figura 23mostra com de les concentracions de LPS avaluades (0gif©h0

cap provoca disminucio en la vitalitat dels condrocits durant 24 h d’incubacio. Valorant
els efectes citotoxics del LPS al llarg del temps, a la Figura 24 podem observar com la
concentracié de 10 ug/ml de LPS no causa disminucié de I'activitat mitocondrial del
cultiu de condrocits ni a les 24, ni a les 48, ni a les 72 h d’incubaci6. Quan el cultiu
s’incuba amb 100 pg/ml, només després de 72 h d’incubacid els condrocits presenten
una lleugera disminucié de la seva activitat mitocondrial, que representa un 78,3% de la
vitalitat de les cel-lules sense tractar. S’ha determinat també I'efecte del LPS (100
ug/ml) a temps inferiors a 24 h, perd en cap casnsiaservat efectes citotoxics.

(Aquestes dades no es mostren en els grafics).

Per tant, segons aquests resultats, el LPS en les condicions estudiades, no és
citotoxic pels condrocits.
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Figura 24. Analisi de la citotoxicitat del LPS al llarg del temps.
Valoracié de l'efecte del LPS (10 i 100 pg/ml) durant 24, 48 i 72 h
d’'incubacié sobre la vitalitat de condrocits en cultiu mesurada mitjancant
l'assaig MTT. Els resultats s'expressen com a percentatge de vitalitat
respecte el control: (activitat mitocondrial de condrocits tractats amb
LPS/activitat mitocondrial de condrocits control)x100. (n=2)

7.1.2. Avaluacio dels efectes del LPS sobre I'activitat metabolica dels condrocits

Per a avaluar les condicions de tractament amb LPS que provoquen algun canvi
metabolic en els condrocits, s’han incubat cultius amb diferents concentracions de LPS
(25, 50 i 100upg/ml) i s’ha quantificat la concentraci6 de GAGs @nsobrenadant
cel-lular per 'assaig DMMB a les 24 h postincubaci6. S’ha valorat també la resposta

dels condrocits a I'estimul de LPS al llarg del temps.

Els resultats de la concentracio de GAGs en els sobrenadants de cultius tractats
amb diferents concentracions de LPS s’expressen com a increment de la concentracio
respecte la sintesi de GAGs en els cultius control: (concentracié de GAGs en el cultiu
tractat amb LPS/concentracié de GAGs en cultiu sense tractar). Tal com es mostra a la
Figura 25, el LPS no causa una pérdua de capacitat dels condrocits a secretar GAGs. Al
contrari, els resultats mostren un augment dosi depenent en la concentracié de GAGs en
el sobrenadant. Amb un estimul de p@/ml LPS durant 24 h es pot doblar la
concentracio de GAGs en el sobrenadant mentre que amigf®0LPS la mitjana de

I'increment arriba fins a les 8 vegades respecte el control.
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3 10 | Figura 25. Efecte del LPS sobre
T I'activitat metabolica dels condrocits.
X L’activitat metabolica dels condrocits s’ha
8 81 mesurat mitjangcant la determinacié de
< glicosaminoglicans (GAGs) en els
2 6 1 sobrenadants de cultius tractats amb LPS
° (25, 50 i 100 pg/ml) durant 24 h
% 4 mitjancant I'assaig DMMB i s’expressa
= com a increment respecte el control:
g 2 (concentraci6 de GAGs en sobrenadants
£ de cultius tractats amb LPS/concentracio
0 : : : de GAG en sobrenadants de cultius
25 50 100 e increments control). Es mostra els valors individuals
+— mitjana de cada assaig (negre) i les mitjanes de
[LPS] (ug/ml) cada grup (vermell).

Valorant la sintesi de GAGs al llarg del temps, s’observa a la Figura 26 que en
les cel-lules control els nivells de GAGs en el sobrenadant no son quantificables fins a
les 12 h de cultiu, mentre que a les cél-lules tractades amb LPS ja es detecten GAGs a
les 2 h de cultiu. D’aquesta manera es pot veure com el tractament amb LPS provoca al
cultiu una acceleracio en la sintesi de GAGs. L'increment de la concentracio de GAGs
que ja s'observa a les 2 h d’incubacio del cultiu ambigithl de LPS es manté amb
una concentracié superior al control durant les 24, 48 i 72 h d’estimul (LPS) present en
el medi. A les 24 i 48 h de cultiu és quan s’observen més diferencies entre la
concentraci6 de GAGs entre les cél-lules tractades amb LPS i les cél-lules control,

diferéncia que a les 72 h és menys significativa.
S’ha estimulat el cultiu de condrocits amb Iml de LPS durant 24,48 i 72 hii

els condrocits han mostrat un comportament molt similar als condrocits control.

(Aquestes dades no es mostren als grafics)
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Figura 26. Efecte del LPS sobre la sintesi de glicosaminoglicans (GAGs) al llarg del temps
Analisi de la concentracié de GAGs en sobrenadants de cultiu tractats amb LR§/dQ@urant 2,

4, 6, 8,12, 24, 48 i 72 h (linia continua). La concentracid6 de GAGs en els sobrenadants dels cultiu
control es mostra en el grafic en linia discontinua.

7.1.3. Caracteritzacio del model d’estimul amb LPS segons el perfil de citocines

En aquest treball es vol avaluar I'efecte del plasma ric en plaquetes sobre un
model in vitro de dany articular. Quan existeix dany en un teixit es genera com a causa
0 consequeéncia un estat d’'inflamaci6. Per tant, és necessari poder definir en el model in
vitro que s’estableix per realitzar I'estudi, el perfil de citocines inflamatories i
antiinflamatories existent, aixi com el del factor de creixement f,G&-que és una

molécula amb importants capacitats reguladores de tota resposta inflamatoria.

Dels assajos anteriors s’ha determinat que unes condicions de tractament del
cultiu amb 100 pg/ml LPS durant 24 h no causen efectes citotoxics en els condrocits i
que, en canvi, si provoquen canvis significatius en l'activitat metabolica mesurada com
a capacitat de sintesi de GAGs. Per tant, ha estat en aquestes mateixes condicions que
s’ha estudiat el perfil de citocines i de TBFS’ha analitzat la preséncia de IL-12p70,
TNF-0, IL-10, IL-6, IL-1 i IL-8 en sobrenadants de cultius tractats i notata amb
LPS mitjancant citometria de flux amb l'assaig CBA-kit. La preséncia de ff&€ha

analitzat per ELISA.

Les citocines son molécules que actuen de forma paracrina i autocrina, adquirint

una funcié estimuladora o inhibidora en funcié del context (perfil de citocines) en qué
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es trobin. Per a poder entendre millor I'efecte del LPS sobre els condrocits en cultiu
tenint en compte la interrelacié que es pugui produir entre les diferents citocines, es va
avaluar la cinetica de sintesi IL-12p70, TMFH.-10, IL-6, IL-1B i IL-8 abans de les

24h, resultats que es descriuen meés endavant i es resumeixen a la Figura 29.

Els resultats de la determinacié de IL-12p70, Ta\f:-10, IL-6, IL-1B, IL-8 i
TGFJ en els sobrenadants de cultius tractats amb 1080l dyfrant 24 h s’expressen
com a increment dels nivells de cada citocina en el cultiu tractat respecte els nivells de
la mateixa citocina en el cultiu control. A la Figura 27 es mostra com en el cultiu de
condrocits incubat amb LPS es produeix un increment molt important d’IL-8 (fins unes
443 vegades meés) respecte el conffambé s’observa un increment de IL-6 (unes 15
vegades), de IL-10 (unes 10 vegades) i més lleugerament de E-vegades). De
IL-12p70 i IL-1B sol se’n detecta traces amb el sistema utilitzad is’observa cap
variaci6 amb Il'addici6 de LPS. Els resultats de I'ELISA per a determinar la
concentracié de TGB-mostren que la incubacio del cultiu amb LPS fa disnnila

concentracié de TGBfins a 7 vegades en el sobrenadant

1000

(o] (0]
o o
o o
1 1

(x n° de vegades)
N
o
o

increment de citocint

0 = mn [0
=

IL-12p70 TNF-a IL-10 IL-6 IL-1b IL-8 TGF-b

Figura 27. Caracteritzacid del model in vitro d’estimul amb LPS segons el pefrfil

de citocines.Determinacio de diferents citocines i T@Een el model in vitro d’estimul

amb LPS establert amb el tractament de 100 pg/ml LPS durant 24 h. En el sobrenadant
dels cultius s’ha quantificat 1L-12p70, TNE-IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 mitjancant
'assaig CBA-kit (n=3) i els nivells de TGF-per ELISA (n=2). Els resultats
s’expressen com a increment respecte el cultiu control: (concentracié de la citocina en
el cultiu tractat amb LPS/concentracié de la mateixa citocina en el cultiu control)

Com ja s’ha comentat anteriorment, es creu que el @@Fdan paper clau en la

regulacio de tota resposta inflamatoria i cal tenir en compte que, amb I'addicié als
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cultius del plasma ric en plaquetes (PRP), s’esta incorporant aguest factor de creixement
de forma exogena. Per a poder estudiar I'efecte del PRP sobre un model in vitro
d’estimul amb LPS, es va voler avaluar si la disminucio dels nivells defT&Fun

factor caracteristic de l'agressio per LPS i si el mateix efecte el provocava
concentracions més baixes de LPS. Es va tractar el cultiu de condrocits amb 25, 50 i
100 pg/ml LPS durant 24 h, i a la Figura 28 es pot vetom, efectivament, les
concentracions més baixes de LPS també provoquen una disminucié de la concentracio
de TGF$ en el sobrenadant del cultiu respecte el cultiurobrPer tant sembla que la
disminucio de TGH sigui un factor caracteristic de I'estimulacié dedsdrocits amb

LPS en les condicions estudiades.

2500
2000 -
£
S 1500 J—
A= _
=
L
o 1000
=
500
Figura 28. Efecte del LPS sobre la sintesi de
TGF-B en condrocits en cultiu.Determinacio
0 ‘ ‘ ‘ ‘ mitjancant ELISA de la concentracié de TGF-
0 25 50 100 en sobrenadant de cultiu tractat amb LPS (25,
50 i 100pug/ml) durant 24 h i en sobrenadant de
[LPS] (ug/ml) cultiu control.
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Efecte del LPS sobre la sintesi de citocines al llarg del temps en cultiu de condrocits.

Determinacié de la concentracio de IL-12p70, T&yAL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 en sobrenadants de
cultius tractats amb LPS (100 pg/ml) durant 2, 4, 6, 8, 12i 24 h.
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Avaluant la cinetica de sintesi de les diferents citocines abans de les 24 h,
s'observa a la Figura 29 una resposta rapida del condrocit a I'estimul amb LPS
incrementant de forma considerable la sintesi de IL-6. Els condrocits sintetitzen IL-6 de
forma constitutiva, pero amb I'estimul amb LPS s’incrementen els nivells de sintesi i
s’escurca el temps de reaccid. A les 4 h d’'incubacié amb LPS el cultiu assoleix el seu
maxim de concentracio de IL-6 a diferéncia del que succeeix a les 12 h en les cel-lules

control.

Un cas semblant és el del TNFgue comenca a presentar concentracions
notablement superiors respecte el control a les 4 h d’incubaci6 amb LPS. &l TNF-
assoleix el seu pic de concentracié a les 8 h d’incubacid, coincidint amb el de la IL-8, i
en ambdds casos, passades les 8 h la concentracio disminueix paulatinament, mantenint-

se encara a les 24 h superior a la concentracio de les cél-lules sense estimul.

També s’observa com el LPS estimula la sintesi de IL-10, de forma lenta pero
constant, presentant el seu maxim a les 24 h d’incubacio. La major diferéncia entre els
nivells de IL-6 en sobrenadant de cultiu estimulat i no estimulat es produeix entre les 2 i
12 h ja que en el cultiu estimulat la concentracid6 comenca a disminuir a partir de les 12
h, mentre que en el cultiu no estimulat, la concentracié de IL-6 entre les 12 i 24 h es

manté constant.

Amb el métode utilitzat no s’ha detectat IL-12p70 ni IL-1B en sobrenadant de

cultiu estimulat amb LPS, ni en el sobrenadant del cultiu control.

7.2. Tractament de cultiu de condrocits amb kD,

L'oxidacio es relaciona amb patologia i és causa de danys en diferents teixits,
moltes vegades al provocar la disfuncionalitat de certes proteines, aixi com per la
capacitat de provocar resposta inflamatoria. Com a model in vitro de dany articular per
avaluar-ne I'efecte dels concentrats de plaquetes, s’ha cregut oporta establir un model in
vitro d’oxidacio.

Per a l'establiment del model in vitro d'oxidacié s’ha tractat el cultiu de
condrocits amb un agent oxidant, el peroxid d’hidroges©OfHi s’ha seguit la mateixa
estrategia que en I'establiment del model in vitro d’estimul amb LPS. Aixi, primer s’han

determinat les condicions de concentracié i temps d’'incubacigDd’glie no ocasionen
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efectes citotoxics, perd que causen algun efecte metabolic en el condrocit. L'activitat
metabolica s’ha valorat en funcid de la concentracié de GAGs en els sobrenadants dels
cultius, de la mateixa manera que en el model anterior. Posteriorment, s’ha caracteritzat
el model establert des del punt de vista del perfii de citocines

inflamatories/antiinflamatories i de TG

7.2.1. Analisi de la citotoxicitat de I'HO,.

Per a analitzar la citotoxicitat de kB, sobre els condrocits, s’han incubat les
cel-lules amb diferents concentracions &k (0-10 mM) durant diferents temps
compresos entre 2 h i 24 h. L'activitat mitocondrial dels condrocits s’ha determinat
mitjancant assaig MTT i representa un indicador de la vitalitat cel-lular. Els resultats
s’expressen com a percentatge de la vitalitat respecte el control: (activitat mitocondrial
de les cél-lules tractades amhQdfactivitat mitocondrial de les cél-lules sense
tractar)x100

A la Figura 30 es mostra com la incubacié del cultiu amb concentracions
inferiors a 1 mM d’HO, no provoquen, en els condrocits, una disminucié menor del
10% de la vitalitat respecte les cél-lules control. A mesura que augmenta la concentracio
d’H.0, la vitalitat disminueix notablement, quedant-se al 40% o 30% de vitalitat de les
cel-lules control quan el cultiu s'incuba amb 5 0 10 mM,@Hespectivament. Per
tant, considerem 1 mM la concentraci6 maxima de treball, ja que concentracions

superiors resulten citotoxiques.

A la Figura 31 s’observa que, en valorar la citotoxicitat dgdHal llarg del
temps, la vitalitat dels condrocits ja és inferior respecte les cél-lules control a les 2 h
d’incubacié amb 1 mM kD,, mantenint-se constant entre un 80% i 90% de I'activitat
de les cél-lules sense®} durant les 24 h posteriors d’incubacio.
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Figura 30. Avaluacié de la citotoxicitat de I'HO, sobre condrocits en cultiu.
Valoracio de l'efecte I'HO, (0-10 mM) sobre la vitalitat de condrocits en cultiu. La
vitalitat s’ha determinat mitjancant I'analisi de I'activitat mitocondrial dels condrocits
mitjancant I'assaig MTT després de la incubacié dels cultius ag@b dlirant 24 h. Els
resultats s’expressen com a percentatge respecte la vitalitat dels condrocits control:
(activitat mitocondrial de cél-lules tractades amB4factivitat mitocondrial de cel-lules
control)x100
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Figura 31. Analisi de la citotoxicitat de I'H,O, al llarg del temps.
Valoracio de l'efecte de I'tD, (1 mM) durant 2, 4, 6, 8, 12 i 24 h
d’incubaciod sobre la vitalitat de condrocits en cultiu. La vitalitat cel-lular
s’ha determinat mitjancant I'analisi de I'activitat mitocondrial, per
lassaig MTT, en condrocits posterior al tractament am®,HEls
resultats s’expressen com a percentatge de vitalitat respecte el control:
(activitat mitocondrial de condrocits tractats amb,OMfactivitat
mitocondrial de condrocits control)x100.
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7.2.2. Avaluacio dels efectes de 13, sobre I'activitat metabolica dels condrocits.

En aquest estudi s’ha utilitzat la determinacié de la concentraciéo de GAGs en el
sobrenadant dels cultius com a indicador de l'activitat metabolica dels condrocits. S’han
incubat diferents cultius de condrocits amfObla concentracions en el rang 0-1 mM
durant 24 h i s’ha quantificat la concentracio de GAGs en el sobrenadant per I'assaig
DMMB. S’ha valorant I'efecte de I'oxidaci6 amb,8, sobre la cinetica de sintesi de
GAGs.

D’un total d'11 assaigs Unicament en 6 experiments s’ha pogut quantificar, amb
la metodologia utilitzada, la concentraci6 de GAGs en el sobrenadant dels cultius. Els
resultats (Figura 32) ens mostren com en els sobrenadants dels condrocits tractats amb 1
mM d'H,O, disminueix lleugerament la concentraci6 de GAGs, mentre que a
concentracions inferiors (0,5 mM &8,) es manté la mateixa concentracié de GAGs
gue en els sobrenedats dels cultiu control.

En 5 assajos dels 11 no es va detectar GAGs erugsssbrenadants. Per tant,
es pot afirmar que, o bé les cel-lules eren incapaces de sintetitzar-ne o que la
concentracié es trobava per sota del llindar de detecci6 del protocol utilitzat.

2,0

15

Figura 32. Efecte I'H,O, sobre [lactivitat
metabdlica dels condrocits. L’activitat
metabolica dels condrocits s’ha mesurat
mitjan¢ant la determinacio de
0,5 glicosaminoglicans (GAGSs) en els sobrenadants
de cultius tractats amb,8, (0,5 i 1 mM) durant
24 h. La concentracié de GAGs s’ha determinat
mitjangant I'assaig DMMB i s’expressa com a
\ \ \ increment respecte el control: (concentracié de
00 05 1,0 GAGs en sobrenadants de cultius tractats amb
H,O,/concentracié de GAG en sobrenadants de
[H,0,] (mM) cultius control).

1,0 —

increment de GAGs (x n° vegades)

0,0
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Per a estudiar la cinética de sintesi de GAGs durant 24 h de cultiu i cgba I'H
podia modificar-la, es van tractar cultius de condrocits amb 1 mMQd'Hurant
diferents temps se’'n va quantificar la concentraci6 de GAGs en els sobrenadants

mitjancant la tecnica DMMB.

Fins a les 12 h no es detecta suficient GAG en el sobrenadant del cultiu control
per a poder ser quantificat amb la técnica del DMMB. Quan el cultiu s'incuba amb
H.O, sembla que aquest temps s’allargui, i tal com mostra la Figura 33, no es quantifica
fins a les 24 h. Tal com ja haviem vist en altres experiments, en determinats cultius
primaris de condrocits, 24 h no son suficients per poder-ne quantificar els GAGs en el

sobrenadant amb la técnica DMMB.
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Figura 33. Efecte de I'HO, sobre la sintesi de glicosaminoglicans (GAGSs) al llarg del temp&nalisi
de la concentracié de GAGs en sobrenadants de cultiu tractats,@ntilkhM) durant 2, 4, 6, 8, 12i 24
hores (linia continua). La concentracié6 de GAGs en els sobrenadants del cultiu control es mostra en el

grafic en linia discontinua.

A partir d’aquests resultats, escollim un temps alibeci6 de 24 h per a
I'establiment del model in vitro d’oxidacio, ja que amb el tractament de 1 p®4 hb
resulta citotoxic per als condrocits i és el temps minim per a poder-ne determinar certs

efectes sobre el metabolisme cel-lular mesurat com a capacitat de sintesi de GAGs.

7.2.3. Caracteritzacio del model d’oxidacié segons el perfil de citocines
De la mateixa manera que en el cas del model in vitro d’estimul amb LPS, hem
caracteritzat el model d’oxidacio des del punt de vista inflamatori/antiinflamatori. Per

tal de poder estudiar I'efecte del PRP sobre el model d’oxidacié és necessari que,
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previament, es determini I'efecte de I'oxidacié amiDHsobre el perfil de citocines i
TGF en el cultiu de condrocits.

Shan tractat els condrocits amb les condicions establertes en els assaigs
anteriors (1 mM HO, durant 24 h) ja que no provoquen citotoxicitat i, a més, permeten
detectar certa activitat metabolica en els condrocits. S’ha analitzat la concentracié de
IL-12p70, TNFe, IL-10, IL-6, IL-1pB, IL-8 en el sobrenadant mitjancant assaig de CBA-
kit per citometria de flux. També s’ha quantificat la concentracié de [ Gitjancant
ELISA.

S’ha avaluat la cinética de sintesi de I1L-12p70, 9\NH--10, IL-6, IL-1B i IL-8 abans
de les 24 h per tal de comprendre millor el paper d’aquestes citocines en el model

oxidatiu.

Els resultats (Figura 34) mostren qued4 no causa cap efecte sobre la sintesi
de les citocines analitzades en les condicions estudiades. A la Figura 34 es representa la
variacio entre la concentracié de les diferents citocines respecte els sobrenadants
controls i es pot observar que en totes les citocines esta al voltant de 1, i per tant, que hi
ha practicament la mateixa concentracid en els sobrenadants control que en els
sobrenadants dels cultius tractats. Sembla, que la concentracio de IL-8 augmenti
lleugerament amb I'addicio de .8, al medi, pero la desviacio entre els diferents
experiments és suficientment elevada perque no es pugui considerar un augment

significatiu.
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Figura 34. Caracteritzacio del model in vitro d’oxidacié segons el perfil de citocineBeterminacio

de diferents citocines inflamatories i de T@En el model in vitro d’oxidacié en condrocits tractats amb
H,0,: 1 mM H,0O, durant 24 h. En el sobrenadant dels cultius s’ha quantificat IL-12p70oTNIF10,

IL-6, IL-1B i IL-8 mitjancant I'assaig CBA-kit i els nivells de TGQFper ELISA. Els resultats
s’expressen com a increment respecte el cultiu control: (concentracio de la citocina en el cultiu tractat
amb HO,/concentracié de la mateixa citocina en el cultiu control)

Valorant la cinetica de sintesi de IL-12p70, TWFHL-10, IL-6, IL-1pB i IL-8,
sobserva a la Figura 35 com de totes les citocines analitzades, unicament la IL-6 i IL-8
son constitutives dels condrocits en cultiu. La IL-6 ja es comenca a detectar a les 2 h
d’incubacid, i la seva concentracié va augmentant lleugerament fins a les 12 h on la
concentraci6 s’estabilitza. L3, no modifica aquest perfil. La IL-8 també es comenca
a detectar a les 2 h i augmenta timidament fins a les 12 h, per0 sempre presenta
concentracions molt inferiors respecte la IL-6. El cultiu tractat an@, Hresenta la
mateixa cinética que el cultiu control, tot i que sembla que a les 24 h la concentracio
augmenti. Les citocines IL-12p70, IL-1ANF-a, IL-10 no es quantifiqguen en els
sobrenadants dels cultius sense estimular, i nomeés se’n poden detectar traces a les 6 i/o

8 h en els cultius estimulats amb®4.
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Figura 35. Efecte I'H,O, sobre la sintesi de citocines al llarg del temps en cultiu de condrocits.
Determinacié de la concentracié de IL-12p70, T&NAL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 en sobrenadants de
cultius tractats amb 4@, (1 mM) durant 2, 4, 6, 8, 12i 24 h.
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8. TRACTAMENT DEL MODEL DE DANY CEL:-LULAR AMB
PLASMA RIC EN PLAQUETES

8.1. Obtenci6 de Plasma Ric en Plaguetes (PRP)

El plasma ric en plaquetes (PRP) utilitzat en aquest estudi s’ha generat de manera
especifica per al seu Us en I'analisi de I'efecte del PRP sobre els models in vitro de dany
articular. S’ha obtingut a partir de sang humana amb I'objectiu d’obtenir una font rica
en TGF§.

Per tal d’estandaritzar el protocol d’obtencié de plasma ric en plaquetes, ens hem
guiat per protocols descrits en bibliografia que descriu I'is del PRP en clinica humana
mitjancant centrifugacio. A partir de la centrifugacié de la sang sencera (veure Figura
15 de I'apartat materials i métodes) es separa la fraccidé vermella (eritrocits), la fraccio
inferior de plasma que és la que es considera rica en plaquetes (PRP) i la fraccio
superior de plasma que, després d’'una segona centrifugacio, es considera plasma pobre
en plaguetes (PPP). Per a alliberar al plasma el @@éntingut en les plaquetes, és

necessaria I'activacio in vitro de les plaguetes amb £aCl

Abans d’estandarditzar el protocol d'obtenci6 de PRP s’han valorat diferents
parametres per tal d’obtenir una major quantitat de F@r-el PRP:
a) Velocitat de centrifugacio en I'obtencié del PRP
b) Concentracié de Caber a I'activacié de les plaquetes

c) Temps d’activacio de les plaguetes amb gaCl

La valoracio d’aquests parametres s’ha realitzat per I'analisi de la concentracio
de TGFf al plasma mitjancant ELISA i/o analitzant l'actiaglaquetar mitjancant
marcatge CD61/CD62P per citometria de flux, ja que lalliberacio del FGs-
consequéncia de I'activacio de les plaquetes.

8.1.1. Valoraci6 de la velocitat de centrifugacio per I'obtencio de PRP.
S’ha generat PRP a partir de la centrifugaciéo de sang humana a dues velocitats
diferents: 280 g i 460 g, durant 8 minuts. Part dels concentrats obtinguts s’han activat

amb CaCl mentre que I'altra s’ha mantingut sense Gaér tal de poder determinar si
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el procés de centrifugacié provoca activacié espontania de les plaquetes. En totes les
fraccions de PRP s’ha determinat la concentracié de [f @#tancant ELISA com a

index d’activacio de les plaguetes.
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250007 T Figura 36. Valoracid de
diferents velocitats de
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0 i i = PRP activat mitjancant ELISA en PRP

280 460 sense activar (barra negra) i

en PRP activat amb 45 mM
Vcentrif (9) CaCl durant 2 h (barra gris)

Tal com mostra la Figura 36, després de centrifugar la sang a 280 i 460 g es
quantifica 2545+350 i 2094+636 pg/ml respectivament de F&R-els PRPs que no
shan activat. Quan les plaguetes s’activen amb &a@l concentracié de TGf-
augmenta de forma considerable, fins a assolir uns valors 9 vegades superiors a quan no
s’activen. Segons aquests resultats no s’observen diferencies en la concentracié de TGF-
B en el PRP generat a 280 g i 460 g, ni s'observa antgacio espontania en una
velocitat de centrifugacio que en l'altra. Per aquest motiu, ja que des del punt de vista de
I'obtencié de TGH3 és indistint centrifugar la sang a 280 g que agi&®escull 460 g
com a velocitat de centrifugacid per a la preparacié del PRP perqué, segons altres
estudis no realitzats per nosaltres, 460 g és la velocitat amb la que s’obté PRP lliure de

leucocits i, per tant, és el que més s'utilitza en clinica humana.

8.1.2. Valoracio de la concentracié de Cagber a 'activacio de les plaquetes.
S’han valorat diferents concentracions de Gafér a l'activacid6 de les
plaquetes, pero perque aquest factor quimic no generés citotoxicitat posteriorment sobre

les cél-lules, no s’ha superat la concentracié que s'utilitza en clinica humana.
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L’activacié de les plaquetes s’ha analitzat mitjancant citometria de flux (marcatge
CD61/CD62P).
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Figura 37. Valoracié de la concentraci6 de CaGlper a I'activacio de les plaguetes.
Valoraci6 de lactivaci6 de PRP amb CaC{25 i 45 mM) mitjancant marcatge
CD61'/CD62P per citometria de flux (taronja). El grau d’activacio espontania de les
plaguetes durant el procés d’'obencié de PRP es mostra en vermell.

Tal com mostra la Figura 37, sempre existeix cert grau d’activacio de les
plaquetes. Per PRP no activat s’ha trobat que un 15,9+6,8% sén’/CD62P.
Activant amb 25 mM CaGls’assoleix un 60% de plaquetes CD62#entre que amb la
concentracié utilitzada en clinica humana, 45 mM, s’aconsegueix un 80% d’activacio. A
la Figura 37 s’observa com la poblacié CDBD62P és major a I'activar amb 45 mM
de CaCl.

Per tant, tenint en compte els resultats obtinguts, s’escull la concentraciéo 45 mM
CaCl per a activar les plaquetes del PRP, perqué és la concentracio geqGacCl

produeix una major activacio de plaguetes.

8.1.3. Valoracié del temps d’activacio de les plaquetes amb CaCl

S’ha valorant el temps d’incubacio de les plaquetes amb,@a€lprovoca una
maxima activacio i un major alliberament de T@FS’ha activat PRP amb 45 mM
CaChk durant 10-150 min i s’ha determinat I'activacié plaquetar mitjancant marcatge
CD61/CD62P per citometria i la concentracio de T=#hberat al plasma per ELISA.

A la Figura 38 es mostren els resultats obtinguts del marcatge CD61/CD62P i de

la determinacié de la concentracié de TEGFFenint en compte la part superior del

103



RESULTATS

grafic (% plaguetes CD6ICD62F), es pot observar que un 12% de les plaquetes
s’activarien espontaniament en el procés d’obtencié del PRP o en el propi marcatge, ja
que s6n CD6ICD62P i no han estat activades amb Ga€l PRP al qual no se li ha
afegit CaCJ} manté una activacio basal estable entre els 10 i 90 min del 7E0&8prés

de 10 minuts d’incubacié del PRP amb 45 mM Ga&ll146% de les plaquetes sén
CD61/CD62F mentre que als 30 minuts el percentatge ja augmenta fins elA80%.
mesura que augmenta el temps d’incubaciéo del PRP amb, €a@krcentatge de
plaquetes CD6ICD62F disminueix, fins als 90 minuts que el % d’activacié s’iguala

amb el PRP control no activat.
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Respecte a la mesura de la concentracié de [ &frels sobrenadants dels PRP
no activats (part inferior del grafic) es detecta certa quantitat def] G&13+68 pg/ml.
Quan valorem el TGB-present a les diferents mostres incubades amb, Ca€ivades
durant diferents temps es pot observar (Figura 38) que fins als 60-90 minuts no
s’assoleix la concentracio de T@FAnés elevada (17406+2019 pg/ml de TERls 60
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min i 18621+4034pg/ml als 90 min). Ja en els 10 minuts després de l'activacié amb
CaCl s’observa un increment de T@Fins al voltant de 5000 pg/ml, mantenint-se
practicament constants fins als 30 minuts. Dels 30 als 60 minuts es produeix
I'alliberacié massiva de TGB-assolint el maxim de concentracié en el plasm®@ls

90 min d’activacié. A partir dels 90 min la concentracié torna a disminuir poc a poc.

En valorar de manera conjunta aquests resultats, s’observa que existeix un
desfasament en el temps d’activacié de les plaquetes i el d’alliberacié dpg @iGEH
plasma. Tenint en compte els resultats obtinguts, s’ha escollit entre 60 i 90 min com a
temps d’incubacio del PRP amb Cafal que és en aquest temps quan el plasma és més

ric en TGFB, proteina del nostre interes per als estudis poster

8.2. Tractament de condrocits amb PRP

Els concentrats de plaquetes amb els que es tracten els cultius de condrocits han
estat activats amb 45 mM CaQlurant 60-90 minuts. Préviament a la incubacio del
cultiu amb els PRPs s’ha volgut estudiar si el Ga&hlgun efecte sobre els condrocits
gue pugui afectar els resultats del nostre estudi. Amb aquest objectiu s’ha avaluat la
citotoxicitat del CaGl sobre el cultiu de condrocits i I'efecte del Cagbbre la sintesi
de TGF§.

En aquest estudi s'utilitza el PRP com una font rica en FGavalua el seu
efecte sobre diferents models in vitro de dany articular, tant sobre I'efecte en la sintesi
de matriu extracel-lular, com sobre el perfil de citocines. Per aquest motiu és important
coneixer la concentracio de T@Fen els PRP, aixi com la quantitat de GAGS i
citocines que s’esta afegint de manera exogena amb l'administracié de PRP en els

condrocits in vitro.

8.2.1. Control de I'efecte del CaGlsobre el cultiu de condrocits

S’ha incubat el cultiu de condrocits amb diferents concentracions de @acCl
100 mM) durant 24 i 48 h. S’ha determinat la citotoxicitat del Gasibre els
condrocits mitjancant la determinacié de l'activitat mitocondrial amb l'assaig MTT,
com a indicador de la vitalitat cel-lular. Els resultats s’expressen com a percentatge de
vitalitat respecte el control: (activitat mitocondrial de les cél-lules tractades amb

CaCl/activitat mitocondrial de les cél-lules control)x100. L’efecte del £atlre la
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sintesi de TGEB-en el cultiu s’ha valorat mitjancant la determidage la concentracio
de TGF$ en els diferents sobrenadants mitjangcant ELISA.
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Figura 39. Analisi de la citotoxicitat del CaC} sobre condrocits en
cultiu. Valoracié de la vitalitat cel-lular de condrocits tractats amb £acCl
(6, 13, 25, 50 i 100 mMdurant 24 o 48 h. La vitalitat cel-lular s’ha
analitzat mitjancant la determinaci6 de I'activitat mitocondrial mitjancant
'assaig MTT. Els resultats s’expressen com a percentatge de vitalitat
cel-lular respecte el control: (activitat mitocondrial de condrocits tractats
amb CaGCJactivitat mitocondrial de condrocits control)x100.

A la Figura 39 es mostra com cap de les concentracions de €stGfliades
sembla que tingui algun efecte negatiu sobre la vitalitat dels condrocits, a excepcié de
100 mM CaCi que provoca un lleuger descens de la vitalitat cel-lular. D’aguesta
manera els resultats obtinguts ens mostren que la concentracié degq@aGlutilitza
per a l'activacié de les plaquetes (45 mM) no té un efecte negatiu sobre la vitalitat dels

condrocits.

En valorar I'efecte del Cagsobre la sintesi de TGFen condrocits en cultiu no
sembla que el Caghi causi cap efecte rellevant. A la Figura 40 s’observa que el cultiu
de condrocits que no s’ha tractat amb Ggfésenta a les 24 h de cultiu 1270,5+14,8
pg/ml de TGFB en el sobrenadant i el que s’ha incubat amb 50 nakakC745,5+6,4
pg/ml de TGHB. Amb una concentracié de Ca®@holt superior a la present en el PRP,
100 mM Cady, els nivells de TGB-en el sobrenadant disminueixen fins a 295,5+40,3

pg/ml, fet que significa un 23,3% del T@Fgque es quantifica en els cultius control.
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Figura 40 . Efecte del CaC} sobre la sintesi de TGH en cultiu de condrocits.Determinacié de la
concentracié de TGB-en sobrenadant de cultiu de condrocits incubats amb, @C50 o 100 mM)
durant 24 h (barra negra) o 48 h (barra grisa). Es mostra la concentracié feefiGRedi 50% PRP
(barra ratllada).

Els cultius control i els que s’han incubat amb diferents concentracions de CacCl
durant 48 h sempre presenten en els sobrenadants concentracions @lesupeFRers

als sobrenadants dels respectius cultius incubats 24 h.

D’aquests resultats €s important destacar que I'addicié al cultiu de €aChp
cas provoca un augment en la sintesi de PG els condrocits en cultiu i que les
concentracions de TGF-en els sobrenadants en cultiu sén totalment irfggnis
comparats amb els 8840+1619 pg/ml TEpresents en el medi amb 50% PRP amb el
que es tractara els cultius en els posteriors estudis (Figura 40). D’aquesta manera es pot
estar segur que amb I'aplicacié de PRP als cultius, tot elfT@fe s’estara afegint sera

exogen, alliberat per les plaguetes.

8.2.2. Control del contingut en TGFB, GAGs i citocines en els concentrats de
plaguetes.

El plasma ric en plaquetes (PRP) és una font rica en fTGidtres factors de
creixement. En aquest estudi, el producte que basicament es vol obtenir amb la
generacio de PRP és T@FAquesta és la rad per la qual s’ha valorat la eotmacio

de TGFf que s’obté seguint el protocol d’obtencio de plasim&n plaquetes (Figura
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15 i 16 de l'apartat Materials i Métodes) establert en aquest treball: s’ha determinat la
concentracié de TGB-mitjancant ELISA en PRP activat, PRP no activati em en

fraccions de plasma pobre en plaquetes (PPP) activat i no activat.

A la Figura 41 s’observa com totes les fraccions de plasma presenteh EGF-
PRP i PPP no activats presenten nivells molt semblants defTG#30+428,5 pg/ml i
25261964 pg/ml respectivament. EI PPP activat presenta 4228+2014 pg/ml, mentre que
en el PRP aquesta concentracié es quadruplica fins a 17680,5£3239,9 pg/ml (Taula 6).
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Taula 6. Concentraci6 de TGFB en diferents f
fraccions de plasma. @ 10000
TGF$ E
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Figura 41. Contingut de TGFf en diferents fraccions de plasmaDeterminacioé de la concentracié de
TGF- mitjancant ELISA en: Plasma ric en plaquetes no activat (PRPNA) n=4; plasma ric en plaguetes
activat (PRPA) n=4; plasma pobre en plaquetes no activat (PPPNA) n= 2; plasma pobre en plaquetes
activat (PPPA) n=2.

Per a conéixer els nivells de GAGs i citocines que s'afegiran de forma exogena
amb l'addicio de PRP als cultius, es quantifica la concentracio de GAGs per l'assaig
DMMB i la presencia de IL-12p70, TN&-1L-10, IL-6, IL-1B i IL-8 per citometria de
flux en fraccions de PRP i en medi de cultiu enriquit amb 25% i 50% PRP, ja que aquest

sera el medi amb el que es tractara posteriorment els models in vitro de dany articular.

A la Taula 7 es mostren els resultats i s'observa com les concentracions de totes

les citocines sbn baixes. La IL-12p70 és, de les citocines quantificades, la que major
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concentracié presenta (43,66+13,6 pg/ml en el PRP) i disminueix a mesura que el PRP
es dilueix en medi de cultiu. En canvi, en la resta de citocines mesurades la concentracio

és lleugerament superior en el medi enriquit amb PRP que en el PRP pur.

Recordant els valors d’aquestes citocines que es quantificava en els sobrenadants
dels cultius incubats amb LPS o amfOy els nivells de GAGs, IL-12p70, TNds-IL-
10, IL-6, IL-1B i IL-8 presents en el PRP soén insignificants. Aid@ncs, es pot
considerar que amb I'addicio de PRP en els cultius no s’esta afegint de forma exogena
GAGs, IL-12p70, TNFe, IL-10, IL-6, IL-1p ni IL-8, que pugui interferir amb els
posteriors assaigs.

Taula 7. Contingut de citocines i glicosaminoglicans en plasma ric en plaquetes (PRP) i medi 25% i
50% PRP.La determinaci6 de IL-12p70, TN&-IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 mitjancant I'assaig CBA-Kit, i
la concentracié de GAGs s’ha determinat mitjancant I'assaig DMMB.

IL-12p70 | TNF-u IL-10 IL-6 IL-1B IL-8 GAGs
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/mi)
25% PRP| 9,23+5,2| 5,25+7,4 6,257 125+12,6 5,45+7,7 13,8411,8 2,46t1,2
50% PRP 18,6 10,5 10,3 21,5 10,4 26,3 10,46+2,45
PRP 43,66+13,6  1,24+1 2,38+1,7 14,8+3l9 3,01+1,4 10,88k15 5,71%1,2

8.3 Tractament amb PRP dels models in vitro de dany cel-lular.

Per a avaluar I'efecte del PRP sobre els models in vitro de dany cel-lular, s’han
tractat cultius control, cultius estimulats amb LPS (50 o d@fanl) i cultius oxidats
amb HO, (1 mM), amb plasma ric en plaquetes (PRP 25% o 50%) durant 24 h. S’han
recollit els sobrenadants després del primer tractament amb LBS,a Hesprés del
tractament amb PRP. A les Figures 42 i 43 es mostren els esquemes de I'experimental
seguit. En tots els sobrenadants recollits es determina la concentracié de GAGs
mitjancant I'assaig DMMB i la concentraci6é de IL-12p70, TWAL-10, IL-6, IL-1B, i

IL-8 mitjancant citometria de flux amb I'assaig CBA-kit.
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Figura 42. Esquema experimental de la valoracié de
I'efecte del PRP sobre cultiu de condrocits control.
0 hores Z4 hores Es tracta el cultiu de condrocits amb PRP (25% o 50%)
> durant 24 h. Es recull el sobrenadant pel posterior
analisi de GAGs i citocines.
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Figura 43. Esquema experimental de la valoracio de I'efecte del PRP sobre model in vitro d’estimul

amb LPS o d'oxidacia Es duu a terme el model in vitro mitjancant el tractament amb LPg¢ H
durant 24 h. Passat el temps d’estimulacio del cultiu es recullen els sobrenadants (blau) i es tracta el cultiu
amb PRP (25% o 50%) durant 24 h. Finalitzat el procés es recullen els sobrenadants (taronja). Es
determina el contingut de GAGs i citocines en tots els sobrenadants recollits.
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8.3.1. Efecte del PRP sobre la capacitat de sintesi de matriu.

L'efecte del PRP sobre la capacitat de sintesi de la matriu s’ha avaluat mitjangant
I'analisi de la concentracio de GAGs en els sobrenadants del cultius abans i després del

tractament amb PRP.

En els cultius control, cultius que no han estat tractats amb LPSOy H

I'addicio al cultiu de PRP provoca un augment en la sintesi de GAGs. La incubacié amb

25% de PRP incrementa 6,5 vegades la sintesi de GAGs, mentre que amb 50% de PRP

es pot arribar a incrementar fins a 9,3 vegades.
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Figura 44. Efecte del PRP sobre la capacitat de sintesi de matriu en condrocits control (a), en el
model in vitro d’'estimul amb LPS (b) i en el model in vitro d'oxidacidé (c).Concentracié de
glicosaminoglicans (GAGs) en sobrenadants de cultius tractats amb PRP. (a) Concentracié de GAGs
en sobrenadant de cultius tractats amb 0, 25 o0 50% PRP. (b) Concentracié de GAGs en sobrenadants
de cultius tractats amb LPS i posteriorment amb PRP. En el grafic b) es mostren en blau els nivells de
GAG control, de cultius sense tractar o de cultius immediatament després d’haver-se tractat amb LPS.
En taronja es mostren els nivells de GAGs en els cultius tractats amb LPS durant 24 h i posteriorment,
24 h amb PRP (25%) o sense (PRP-) (c) Concentraci6 de GAGs en sobrenadants de cultius tractats
amb HO, i posteriorment amb PRP. En el grafic es mostra en blau els nivells de GAG en els cultius
control (cultiu sense tractar o immediatament després d’haver-se tractat.@mb Eh taronja es

mostren els nivells de GAGs en cultius tractats a®,durant 24 h i posteriorment 24 h amb PRP

(25% 0 50%) o sense (PRP-).

A la Figura 44 s’observa com la concentraci6 de GAGs incrementa quan el
cultiu s’estimula amb LPS. Quan aquest s’elimina del cultiu i es deixa durant les
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seguents 24 h els condrocits sense estimul, els nivells de GAGs tornen a revertir una
mica, pero si s'incuben amb 25% PRP, la concentracié de GAG es manté elevada.

A la Figura 44 es mostra com quan s'afegeix PRP en el cultiu oxidat, els nivells de
GAGs augmenten, pero de forma més discreta que quan el PRP s’afegeix en els cultius
control 0 en els cultius tractats amb LPS. Quan el cultiu oxidat s'incuba amb 25% de
PRP el nivell de GAGs en el sobrenadant augmenta 2,3 vegades respecte el control, i

quan s’incuba amb 50% de PRP, I'increment és de 2,6 vegades.

8.3.2. Efecte del PRP sobre el perfil de citocines

S’ha avaluat I'efecte del PRP sobre el perfil de citoclhek2p70, TNFe, 1L-10,
IL-6, IL-1B, i IL-8 en els diferents cultius. En els cultiusntrol, tal com mostra la
Figura 45, el PRP no altera els nivells de IL-12p70, BNAE-10, IL-1B en el
sobrenadant. En canvi, s'observa un important canvi en la concentracio de IL-6 i IL-8

que incrementen 5 i 8 vegades respectivament respecte el control a temps zero, i quan la
concentracié de PRP s’augmenta fins el 50%, aquest increment és de 8 vegades per la
IL-6 i de 10,3 per la IL-8.
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Figura 45. Efecte del PRP sobre el perfil de citocines en cultiu de condrocii3eterminacié de la
concentracio de 1L-12p70, TNé&-IL-10, IL-6, IL-1B i IL-8 en sobrenadants de cultiu tractat amb PRP
(25% o0 50%) durant 24 h. Els resultats s’expressen com a increment respecte el control: (concentracio de
la citocina en el cultiu tractat amb PRP/concentracio de la mateixa citocina en el cultiu control).
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Quan s’avalua l'efecte del PRP sobre el model in vitro d’estimul amb LPS,
s’observa a la Figura 46, tal com ja s’havia vist en anteriors seccions de resultats, que
I’addicié de LPS, ni I'addici6 de PRP altera la sintesi de IL-12p70 ni de.ILBf
canvi, la incubacio dels condrocits amb LPS provoca un augment lleuger de iTUNF-
augment elevat de IL-10. Després de 24 h d’estimul amb LPS i 24 h amb medi complet
sense PRP, els nivells de THRornen a assolir els nivells control, de la mateixa
manera que quan s’'incuba amb PRP després del tractament amb LPS. La concentracio
de IL-10 disminueix en els sobrenadants dels cultius després de 24 h sense LPS, pero en
aquells cultius que s’han tractat amb 25% o 50% de PRP després del tractament amb
LPS, la disminucio dels nivells de IL-10 és molt més pronunciada.
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Figura 46. Efecte del PRP sobre el perfil de citocines en model in vitro d’estimul amb LPS.
Determinaci6 de la concentraci6é de IL-12p70, TaNFE-10, IL-6, IL-1B, IL-8 en sobrenadants de cultiu

de condrocits incubats amb LPS (100 pug/ml) durant 24 h i posteriorment amb medi al 25% o 50% de
PRP durant 24 h. Es mostren els nivells de les diferents citocines en el sobrenadant del cultiu sense
tractar amb LPS ni amb PRP (control); després de 24 h amb LPS (LPS+); després de 24 h amb LPS
seguides de 24 h amb medi (PRP-); després de 24 h amb LPS seguides de 24 h amb 25% PRP (PRP25%)
i després de 24 h amb LPS seguides de 24 h amb 50% PRP (PRP50%).
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Aquests resultats ens plantejaven si la disminucié d’aquestes citocines només la
provocava la no preséncia de LPS en el cultiu, present exclusivament les primeres 24
hores i substituit per medi de cultiu sense LPS les seguents 24 hores, o si el PRP també
participava en aquesta disminucio dels nivells de tNRe IL-10. Per aquesta rao, tal
com mostra la Figura 47, vam incubar en altres experiments el cultiu de condrocits amb
LPS (50 o 100ug/ml) i PRP (25 i 50%) simultaniament i després deh2es van

analitzar les citocines en els sobrenadants de la mateixa manera que en I'assaig anterior.

24h
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My —
Medi + LPS LPS +
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N Figura 47. Esquema
experimental de la valoracié
de lefecte del PRP tractat

24h
coec000e =k conjuntament amb LPS sobre
: 3 LPS+ PRP50% cultiu de condrocits. Es tracta
Medi + LPS + 50%PRP el cultu de  condrocits

conjuntament amb LPS (100
pag/ml) i PRP (25% o 50%)
0 hores 24 hores durant 24 h i es determina la
concentraci6 de GAGs i
citocines en els sobrenadants.
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A la Figura 48 es mostra com la preséncia de PRP en un cultiu amb LPS manté
els nivells de TNFe normals, per tant sembla que el PRP si participal esstabliment
dels nivells control de TNE-en el cultiu de condrocits incubats amb LPS.
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Figura 48. Efecte del PRP sobre el perfil de citocines quan es tracta el cultiu de condrocits
conjuntament amb LPS Concentraci6 de IL-12p70, TNk-IL-10, IL-6, IL-1B, IL-8 en sobrenadants

de cultiu de condrocits tractats simultaniament amb LPS (100 pg/ml) i PRP (25%) durant 24 h. Es
mostren els valors de les diferents citocines en els sobrenadants sense tractar (control); tractats Unicament
amb 100 pg/ml LPS (LPS+); tractats simultaniament amb LPS (100 pg/ml) i PRP (25%) (LPS+PRP
25%) i tractats simultaniament amb LPS (100 pg/ml) i PRP (50%) (LPS+PRP 50%).
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En el cas de la IL-10, com ja s’havia vist en els experiments anteriors (Figura
46), la concentraci6 de la citocina en el sobrenadant del cultiu disminueix lleugerament
nomes eliminant el LPS del medi, pero en aquells cultius tractats amb PRP després de
I'estimulacio amb LPS, la disminucio dels nivells de IL-10 és molt més pronunciada,
essent encara major a mesura que s'afegeix més PRP al medi. Quan s’observen els
resultats de la incubacié del PRP simultani al LPS (Figura 48), es corrobora que el PRP
fa disminuir la concentracioé de IL-10 en sobrenadants de cultiu de condrocits estimulats
amb LPS, tot i que ni amb el 50% de PRP es restableix els nivells control. Per tant, el
PRP provoca els mateixos efectes sobre el cultiu de condrdcits quan es tracta després de
I'estimulacié amb LPS que quan s’incuba el cultiu conjuntament amb PRP i LPS.

La concentracio de IL-6 i IL-8 augmenta molt considerablement tant si el cultiu
s’estimula amb LPS, com quan s’afegeix PRP. A les Figures 46 i 48 s’observa com en
tots els casos els nivells d’aquestes citocines sén molt elevats respecte el control, fins i
tot després de les 24 h sense estimul posteriors a la incubaciéo amb LPS, la IL-6 i la IL-8

es mantenen altes.

En valorar I'efecte del PRP sobre el model in vdioxidacio, cal recordar els
resultats que s’han exposat en l'apartat 7.2.3 els quals indicaven que, amb les
condicions i metodologia utilitzades, la incubaci6 ami®Hno causava cap efecte
sobre la concentracio de les citocines analitzades en el cultiu. Es vol avaluar, doncs, si el
PRP té capacitat de generar algun efecte, com en els cultius control, tot i la oxidacié de

les cel-lules.

La concentracio de IL-12p70, TNE-IL-10 i IL-1P en el sobrenadant no es veu
alterada ni per I'accié de I'tD,, ni del PRP, com es pot veure a la Figura 49. En canvi,
I'addicié de PRP en el cultiu oxidat provoca un lleuger augment de la IL-6 (1,5 vegades
quan s’incuba amb PRP 25% i de 1,9 vegades amb el PRP 50%) i una mica més

considerable de la IL-8 (4,5 i 6,3 vegades pel PRP 25% i 50% respectivament).
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Figura 49. Efecte del PRP sobre el perfil de citocines en un model in vitro d’oxidaci@oncentracio

de IL-12p70, TNFe, IL-10, IL-6, IL-1B, IL-8 en sobrenadants de cultiu de condrocits tractats a@p H

(2 mM) durant 24 h i posteriorment amb PRP (25% o 50%) durant 24 h. Es mostren els valors de les
diferents citocines en el sobrenadant del cultiu sense tractar @Damithmb PRP (control); després de

24 h amb HO, (H,0,"); després de 24 h amb®} seguides de 24 h amb medi (P’Ré’esprés de 24 h

amb HO,seguides de 24 h amb 25% PRP (PRP25%) i després de 24 h@pdebuides de 24 h amb
50% PRP (PRP50%).
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A la Figura 50 es mostra I'efecte del PRP sobre el cultiu de condrocits control i
sobre el cultiu oxidat ambJ,, avaluant la sintesi de GAGs i de diferents citocines. Es
pot observar com l'efecte del PRP (25% i 50%) sempre €s menor sobre les cél-lules

oxidades amb 1 mM #D, que sobre les cel-lules control.
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Figura 50. Comparacié de I'efecte del PRP sobre condrocits oxidats o no oxida@oncentracié de
GAGs i citocines (IL-12p70, TNlg; I1L-10, IL-6, IL-1B, IL-8) en sobrenadants de cultius de condrocits
control (barres negres) i en sobrenadants de cultius de condrocits oxidats@n(b M) durant 24 h
(barres grises)

Recollint els resultats més rellevants en relacié a la sintesi de citocines en el
nostre model in vitro de dany articular (LPSH), es pot observar com el TNE-a
IL-10, IL-6 i IL-8 son, de les citocines avaluades, les que més responen als diferents
estimuls estudiats. Cal remarcar, tal com es mostra a la Figura 51, que el LPS provoca
uns efectes molt més elevats en els condrocits qu@&4'Hambé es valora molt millor

I'efecte del PRP sobre condradcits tractats amb LPS que no pas.@nb H
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Figura 51. Comparacio de I'efecte del PRP sobre un model in vitro d’estimul amb LPS i un model
in vitro d’oxidacio . Concentraci6 de TNE; IL-10, IL-6 i IL-8 en sobrenadants de cultius que han rebut

diferents tractaments: LPS g®} (barra negra); LPS 08, seguit de 25% PRP (barra gris clar); LPS o
H,0, seguit de 50% PRP (barra gris fosc)
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Davant els bons resultats clinics en 'aplicacié de concentrats de plaquetes en
lesions articulars i el poc coneixement sobre els mecanismes que ho fan possible, un
dels objectius principals d’aquest treball ha estat avaluar I'efecte del plasma ric en
plaguetes sobre condrocits en cultiu en una situacié d’agressio, sigui causada per

I'estimul amb LPS o per I'oxidacié ambEk.

EL CULTIU DE CONDROCITS

Els condrocits del cartilag articular, quan es cultiven in vitro, sintetitzen
glicosaminoglicans (GAGS) i algunes citocines de forma constitutiva tal com s’ha vist
en aquest estudi. Per establir el model in vitro s’han escollit aquelles condicions que
asseguren que les cél-lules estan adherides a la placa de cultiu i que desenvolupen la
seva funcid de sintesi de molécules de la matriu extracel-lular com son els GAGs. Tal
com mostren els resultats, la presencia de GAGs es detecta en els sobrenadants després
de 24 h de cultiu, fet que indica que a partir d’aquest temps les cél-lules estan en bones

condicions i és quan s’estableix el model in vitro.

Les citocines que s’expressen de forma constitutiva en els condrocits en cultiu,
segons els nostres resultats, son la IL-6, la IL-8 i el factor de creixemerft T@HRtre
les diferents molécules analitzades, ja que es detecten en sobrenadants de cultius que no
han rebut cap tipus d’estimul i el medi de cultiu amb el lot de sérum fetal emprat no
presenta nivells de citocines detectables. Ja abans, Guerne, P.A et al.[6] i Merz et al.
[118] havien descrit I'expressio de IL-6 i IL-8 respectivament en condrocits en cultiu,
pero no de TGEB- Aida et al. [119] i Sandell et al. [120] tambéetatinen expressio de
IL-8, pero Unicament en condrocits que han rebut algun tipus d’estimul. Els nivells
d’expressio de IL-8 en els nostres resultats varien molt entre els condrocits control i els
estimulats. En el nostre estudi s'observa que I'estimul amimd/®@ LPS durant 24 h
incrementa fins unes 400 vegades la sintesi de IL-8. En els estudis de Sandell et al. s’ha
vist com la IL-1p també estimula de forma important I'expressio de8 I[120].
Aquestes diferencies en l'ordre de magnitud de I'expressio de IL-8 en condrocits
estimulats respecte els control és el que probablement porti a considerar a autors com
Sandell et al. que I'expressio de IL-8 en els condrocits és dugui a terme Unicament com

a resposta a I'estimul.
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El TGF{$ s’ha descrit com una molécula que es troba de foranmal en el
cartilag i que esta involucrada en el creixement i diferenciacio del teixit [6]. SOn
bastants els estudis que avaluen el paper d’aquest factor de creixement sobre I'activitat
dels condrocits en cultiu, pero sén molt pocs els que estudien la seva expressio in vitro
en condrocits sota diferents condicions [121-123]. En aquest treball s’ha fet palesa
I'especial importancia dels condrocits en la sintesi de fGEem aquesta capacitat es
pot veure alterada per algun estimul. Aquest fet, clarament evident a partir dels nostres
resultats, ens fa pensar que en el cartilag in vivo els condrocits exerceixen un paper
important en el subministrament de TGIen el teixit i que la seva disminucio pot tenir

consequeéencies en el desenvolupament dels processos patologics.

En aquest treball s’ha volgut comparar el comportament in vitro de condrocits
gue préviament havien estat congelats, amb els cultivats directament a partir de biopsies
de cartilag. Des del punt de vista de sintesi de GAGs i de citocines no s’han observat
diferencies significatives entre uns cultius i altres, per tant, el seu comportament i
activitat in vitro es pot considerar indistint. Des del punt de vista metodologic €s una
dada important ja que una de les limitacions dels estudis amb cultius primaris de
concrocits és la disponibilitat de teixit i la duplicacié/proliferacié limitada de les
cel-lules que, amb el temps, es diferencien a fibroblastos. L'obtencié de biopsies sovint
esta condicionada a la realitzacié d’intervencions quirdrgiques amb un calendari
establert i una molt bona coordinacié entre I'equip médic de I'hospital i I'equip de
recerca. Poder congelar els condrocits préviament al seu Us experimental pot permetre
un millor disseny experimental, evitant refusar biopsies en epoques de moltes
operacions i poder seguir realitzant cultius quan no hi hagin biopsies disponibles. Xia et
al. [124] estudien l'efecte de la criopreservacidé en la viabilitat i proliferacié dels
condrocits i observen que tant el valor de la viabilitat, com de la proliferacié és menor
guan els condrocits han estat congelats. En el nostre estudi s’ha valorat la viabilitat dels
cultius i no s’han observat diferéncies apreciables entre els cultius que s’havien realitzat
amb condrocits previament congelats o amb condrocits frescos. Pero tampoc seria un
inconvenient per 'objectiu del nostre estudi que la viabilitat i proliferacié fos menor,
com anuncia Xia et al. [124], ja que el que interessa €s que, un cop establert el cultiu, els
condrocits tinguin el mateix comportament en sintesi de GAGs i de citocines, questio

gue s’afirma en els nostres resultats. Andreas et al., en els seus experiments, realitzen
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els cultius primaris de condrocits amb cél-lules préeviament congelades, fet que tampoc

condiciona els seus resultats [125] i els permet un millor disseny experimental.

EFECTE DEL LPS SOBRE CULTIUS PRIMARIS DE CONDROCITS

Quan els condrocits s’estimulen amb LPS s’observa un increment important de
GAGs en el sobrenadant dels cultius. En I'estudi realitzat per Sun et al. sobre condrocits
de rata no s’observa el mateix. Ells descriuen que el LPS provoca la disminucio de la
sintesi de GAGs en condrocits en cultiu en el sise dia de tractament amb el LPS, pero
préeviament observen que a les 48 h de tractament amb LPS la vitalitat dels condrocits
disminueix notablement [126]. Per tant, la disminuci6 en la sintesi de GAGs
probablement sigui consequencia de la baixa vitalitat cel-lular i no una consequéncia
directa del LPS. En les nostres condicions de treball, la vitalitat cel-lular dels cultius de
condrocits no disminueix quan es tracten amb LPS, i I'increment de la sintesi de GAGs
s’observa fins a les 72 h de cultiu (veure Figura 26 de Resultats). Bobacz et al.
descriuen també, als 5 dies de tractament de cultiu de condrocits de ratoli amb LPS, una
disminucié de la sintesi de GAGs, que relacionen directament amb I'estimulacié dels
receptors toll-like (TLR) [9]. Observen també en aquest treball que I'expressié d’alguns
TLR (TLR-7) en condrocits humans esta condicionada a I'edat. Com més elevada és
I'edat menys expressio de TLR s’observa en els condrocits, concretament, a partir dels
30-35 anys el TLR-7 deixa d’expressar-se [9]. Esta ampliament descrit que amb I'edat
es perd la capacitat de renovacié de la matriu cartilaginosa [26, 127]. Per tant aquest fet
donaria suport a que el LPS pogués estimular la sintesi de GAGs ja que, si la sintesi de
GAGs s’accentua per I'estimulacié de TLR, quan aquests no s’expressen, no es pot
produir I'estimul que porta a la sintesi de GAGs i per tant la sintesi de matriu

extracel-lular disminueix.

Un altre fet que podria explicar la induccié de la sintesi de GAGs pel LPS en
condrocits podria ser la seva naturalesa. El LPS és un patré molecular de la superficie
de molts patogens i la resposta via TLR esta, evolutivament parlant, dissenyada per fer
front i protegir I'organisme de la invasio de bacteris patdogens gram negatius. Quan la
cel-lula rep l'estimul pels seus receptors de membrana TLR, a part de desencadenar
altres respostes, la ceél-lula estimularia la sintesi de matriu extracel-lular com a
mecanisme de proteccié mitjancant barrera fisica. També s’ha descrit la capacitat de les

molécules de la matriu extracel-lular d’estimular els receptors toll-like (TLR) [128].
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Aquest mecanisme és el que utilitzarien els condrocits com a indicador de la degradacio
de la matriu cartilaginosa al que respondrien amb l'increment de la sintesi de molecules
de la matriu extracel-lular com els GAGs, ja que una de les funcions del cartilag és el

manteniment de la homeostasi del teixit.

Campo et al. identifiquen la capacitat dels GAGs en contrarestar els efectes del
LPS sobre la sintesi de citocines inflamatories i enzims catalitics en el cultiu de
condrocits [129]. Els resultats obtinguts en aquest estudi, en els quals s’observa un
increment en la sintesi de GAGs en condrocits estimulats amb LPS, indicarien que els
GAGs poden participar en la regulacié de la resposta induida per LPS utilitzant un

mecanisme de feedback negatiu.

En els nostres experiments hem observat que els condrocits expressen IL-6, IL-8
I TGF-f de manera constitutiva. Quan s’estimulen els culdmb LPS, els nivells de
IL-6 i IL-8 s’incrementen, mentre que la sintesi de Tgéisminueix. L'increment de
IL-8 en el sobrenadant del cultiu tractat amb LPS és molt notable respecte als cultius de
condrocits sense tractar, i tal com ja s’ha comentat anteriorment, sigui probablement per
aquest fet que en altres publicacions es considera que la sintesi de IL-8 s’activa amb

I'estimulacio dels condrocits [119, 120].

L’augment de IL-6 s’ha descrit en altres treballs [6, 10, 129]. Majoritariament la
IL-6 té efectes pro-inflamatoris ja que propicia el reclutament de monaocits i estimula la
diferenciacio i creixement de ceél-lules T i B (Janeway, 1994). Sobre els condrocits, els
efectes de la IL-6 sOn incerts, ja que alguns autors descriuen que inhibeix la proliferacio
dels condrocits en cultiu i disminueix la sintesi de proteoglicans [130], mentre que altes
no observen que tingui cap d’aquests efectes [131, 132], perd observen que estimula la
sintesi d’inhibidors tissulars de metal-loproteases (TIMPs) [133]. Per aquest motiu
Guerne et al. [6] postulen que la IL-6 pot participar de ’homeostasi del cartilag, la qual
cosa seria coherent amb les observacions de Fernandes et al. [32] que descriuen com la
IL-6 actua de forma diferent en funcié de I'entorn on es trobi, és a dir, en funcidé del
perfil de citocines i altres molécules amb les que es coexpressi. Elkraiokoutper
I'expressio de la IL-6 perd la capacitat de reparar ferides cutanies [134] i en estudis
sobre regeneracié de lesions de teixit cardiac s’ha vist que la IL-6 és capa¢ de modular

fenotipicament I'expressié génica d’'uns quants tipus cel-lulars involucrats en la cura de
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l'infart [135]. Aquesta capacitat pro-reparadora podria explicar I'increment d’aquesta

citocina com a resposta a un estimul com el LPS.

La disminucié de la sintesi de T@F-observat en aquest treball com a
consequéncia de I'estimul dels condrocits amb LPS pot tenir un significat rellevant en
I'estudi de patologies degeneratives articulars com l'osteoartritis, o en el model in vitro,
tal com aprofundirem més endavant. No hem trobat referéncies bibliografiques que
mostrin I'efecte del LPS sobre la sintesi de T[§s&n condrocits en cultiu, la qual cosa
indica que és una questié poc estudiada tot i la seva importancia. Sniekers et al pero,
realitzen un model in vitro d’osteoartritis induit amb iodoacetat i observen també una
disminucié de I'expressio del TGFen els condrocits [121], fet que suggereix que el
TGFJ pot jugar un paper clau en el desenvolupament gatiaogia. El deficit en la
sintesi de TGH- pot ser un dels causants de que es desenvolugpetpéel dany en el
cartilag, situacié que es podria revertir amb un aportament exogen dp, T&Eom

Savalua en el nostre estudi.

En altres models cel-lulars no realitzats sobre condrocits si s’ha mirat I'efecte del
LPS sobre la sintesi de T@F-Sobre cel-lules de microglia el LPS no provocavisan
significatius en lI'expressiéo de TG¥F{136], mentre que en cél-lules tumorals PC3 el
LPS indueix la sintesi de TGF{137]. Cal remarcar la caracteristica de les ceklul
tumorals que es divideixen de forma aberrant i es poden considerar immortals, totalment
contrari als condrocits osteoartritics amb major mortalitat que els normals. Potser no és
del tot casual que un increment en la sintesi de f@Btigui relacionada amb la
“immortalitat” cel-lular mentre que el deficit en la sintesi d’aquet factor de creixement

condueixi a una major mortalitat.

Havent observat aquesta disminucio de la sintesi defT&reondrocits tractats
amb LPS in vitro, resultaria de gran interés saber si els condrocits de cartilags articulars
danyats també sintetitzen in vivo menys TfGgte els condrocits de cartilags sans. No
hem trobat referencies bibliografiques al respecte ni en les quals comparin els nivells de
TGF en liquid sinovial d’articulacions sanes amb lete@artritiques o d’artritis
reumatoide, factor que podria donar molta informacio del curs de la patologia. Com ja
s’ha comentat anteriorment, Sniekers et al., en un model cel-lular d’osteoartritis induida

amb iodoacetat, troben que I'expressié de PGtmbé baixa [121], la qual cosa
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reforcaria la idea que la disminucié del T@Rpodria ser una de les causes del
desenvolupament de la patologia. Pohlers et al. estudien I'expressio de les proteines de
les vies de senyalitzacié de T@Fen fibroblastos sinovials d’individus amb artritis
reumatoide (AR) i osteoartritis (OA) [138], pero no ho estudien en individus sans,
guesti6 que hauria aportat dades importants per a poder entendre una mica millor el
paper del TGH en aquest tipus de patologies. Segons Pohlers et@ptors de TGF-

Bl i proteines de les seves rutes de senyalitzatah edbreexpressats en cel-lules
sinovials d’individus amb AR respecte els dels individus amb OA [138]. Aquesta
observacié remarca la diferent naturalesa de les dues patologies, remarcant que en la
osteoartritis, que es caracteritza pel desgast del teixit, existeix menys activitat del TGF-
B, mentre que en una patologia com la artritis reamatclarament autoimmunitaria
I'activitat del TGF$ es presenta més elevada. Seria important, doneggjealitzessin
estudis in vivo per avaluar la sintesi de TBER cartilags sans i comparar-ho amb la
sintesi de TGH de cartilags danyats. Si la disminucié de TgGgue s’observa en el

nostre model in vitro tractat amb LPS, també s’observés in vivo, donaria molta
informacio sobre el curs de la patologia i seria de gran utilitat per al diagnostic i correcte

tractament de la lesio.

En altres estudis s’ha relacionat una disminucié de la sintesi de TGiRa
menor capacitat de resposta davant d’aquest factor de creixement amb I'edat [14, 26],
essent I'edat el factor de risc més clar per malalties com 'osteoartritis [14, 30]. A més a
més es reconeix el paper del T@Eom a inhibidor de I'Gltima diferenciacié terminal
en els condrocits del cartilag articular [14], cosa que els permet mantenir-se en un estat
pre-hipertrofic. Quan es perd el bloqueig via ALKS (receptor tipus | de @)GEls
condrocits reprenen la seva maduracié i s’encaminen cap a la diferenciacio terminal.
Amb aquesta ultima diferenciacio, els condrocits prenen el fenotip hipertrofic (sintesi de
col-lagen X, de metal-loproteases que degraden la matriu), fet que condiciona I'entorn
cap al desenvolupament d'artrosis. D’aquesta manera, €s considera rellevant la
disminucié de la sintesi de TG¥Fen condrocits tractats amb LPS, ja que pot ajudar a

entendre el desenvolupament i transcurs de la patologia.

A més de la IL-6, IL-8 i TGH, ens hem fixat en altres citocines. Després de la
incubacié del cultiu amb LPS durant 24 h observem un augment de la citocina

reguladora IL-10 i un lleuger increment de la pro-inflamatoria TNEFigura 27 de
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I'apartat Resultats). Campo et al. observen també en els seus resultats un increment en
la sintesi de TNF provocada per I'estimul amb LPS [129]. Es imporfadr-se en la
cinetica d’expressio del TNé&-ja que és una molecula que, conjuntament amb-14,IL

esta directament implicada en l'osteoartritis i la degradacio del cartilag en general [45,
139-141]. En diferents estudis, s’hagin realitzat in vitro [120] o in vivo [139, 142]
s'observa que la primera citocina que s’expressa com a resposta a un estimul
“inflamatori” és el TNFe. Aquesta citocina presenta un pic d’expressio gseaurts,
retornant practicament a nivells normals quan altres citocines encara es troben

sobreexpressades.

Nosaltres observem un increment de TiN&des 2 h d’'incubacio amb LPS amb
un maxim de concentracié en el sobrenadant a les 8 h (veure Figura 29 de l'apartat
Resultats). A les 24 h els nivells de ThFen el sobrenadant han disminuit fins a la
meitat del seu maxim. Per aquest motiu, quan es descriu el perfil de citocines del model
establert amb un estimul de LPS durant 24 h, practicament no s’observen diferencies de
concentracié de TNk-respecte els cultius control. Aixd no vol dir, pegae no s’hagi
expressat ni desenvolupat la seva funcié. Diferents autors han descrit que el TNF-
incrementa els nivells de IL-6 [6, 9], de IL-10 [139, 143] i RGE4] i incrementa
I'apoptosi en els condrocits [145]. Per tant, €s molt probable que ebTtike es troba
en concentracié maxima a les 8 h de tractament del cultiu amb LPS, actui mantenint els
nivells elevats de IL-6 i provoqui I'increment de la IL-10. Moretti et al. descriuen que el
TNF-o estimula I'expressié de IL-10 en sinovitis d’aifriteumatoide [143], fet que

reafirma la interrelacié entre les dues citocines.

John et al. descriuen que la IL-10 contraresta els efectes apoptotics del TNF-
sobre els condrocits [145]. En els treballs de Miuller et al. es descriu com la IL-10
contraresta la disminucié de col-lagen induida per &MR-els condrocits, aixi com la
sintesi de MMPs i de citocines proinflamatories [146]. Concretament es mostra com la
IL-10 inhibeix parcialment I'expressio de TNF+IL-1p induida per TNFe. Aquest fet
podria explicar també el que s’ha vist en aquest estudi: a mesura que augmenta la IL-10
en el sobrenadant, els nivells de TiRlsminueixen. D’aquesta manera, la relacio
entre TNFe i IL-10, podria actuar com un mecanisme de cordeola propia resposta
inflamatoria essent important que els nivells de T\ es mantinguin elevats al llarg

del temps, ja que és una molécula que es relaciona amb la fase aguda de la resposta
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inflamatoria [33]. lannone et al. observen que els condrocits osteoartritics expressen
més IL-10 que els sans, i com més danyat estigui el cartilag, més IL-10 intracel-lular es
detecta [7], probablement com a mostra d’'una major necessitat del teixit de contrarestar

els efectes inflamatoris de la patologia.

Si es compara el perfil de citocines que es generd rostre model in vitro de
condrocits tractats amb LPS amb el que es troba en liquid o teixit sinovial
d’articulacions osteoartritiques, s’observa que el perfil de citocines és molt similar,
coincidint amb la sobreexpressio de IL-6, IL-8, TWIFIL-10 [32, 33]. De les citocines
caracteristiques de patologies articulars degeneratives Unicament lant_slifia pogut
descriure a través de la metodologia utilitzada en aquest treball. Segons especifica la
casa comercial de I'assaig utilitzat per realitzar la quantificacié de les diferents citocines
(Ref. 551811, BD Biosciences, San Diego, CA), la sensibilitat de deteccié de la IL-1p
per aquest assaig és menor que per la resta de citocines. Amb les condicions establertes

no hem quantificat IL-1f&n els sobrenadants dels cultius.

EFECTE DE L'HO, SOBRE CULTIUS PRIMARIS DE CONDROCITS

L'oxidacio es relaciona amb moltes patologies, aixi com amb artritis reumatoide
i osteoartritis [147-149]. Les espécies reactives d’oxigen (ROS de l'anglés reactive
oxygen species) participen directament danyant els components de la matriu i com a

molécules efectores en la inflamacié i la immunitat [147].

Quan els condrocits es cultiven en un medi oxidatiu, hem observat que
sintetitzen menys glicosaminoglicans. En determinar els nivells de GAGs en els
sobrenadants de cultius tractats am@Hurant 24 h, sovint la concentracio es troba al
limit de detecci6 de la técnica utilitzada i, a diferéncia de quan els condrocits es tracten
amb LPS, s’observa la tendéncia a una disminucio de la sintesi de GAGs provocada per
I H,0,, La cinetica de sintesi de GAGs en condrocits durant 24 h de cultiu remarca els
diferents efectes que té el LPS i 4®% sobre la sintesi de GAGs. Mentre que I'estimul
de LPS accelera i augmenta la sintesi de GAG;Q:H'alenteix i la disminueix.
Diferents autors han descrit els efectes de@Hen la disminucié de la capacitat
sintetica dels condrocits observant una disminucié de la sintesi de proteoglicans [150,
151] i col-lagen 11 [152]. També han relacionat I'efecte de@famb l'activacio de

I'expressié de metal-loproteases MMP-1 i MMP-3 [152].
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Segons els nostres resultats, no sembla que l'aigua oxigenada tingui un efecte
apreciable sobre la sintesi de les citocines analitzades en els condrocits, perqué
s’observa el mateix perfil d’expressio de citocines constitutives que en els condrocits
control. En cel-lules epitelials Lakshminarayanan et al. [153] observen gi®, I'H
estimula I'expressio de IL-8 a diferéncia de les cel-lules endotelials, la qual cosa mostra
gue diferents tipus cel-lulars responen de manera diferent@I’'Bobre condrocits no
hem trobat altres estudis que determinin I'expressio de citocines en cultius tractats amb
H,0,.

Un efecte ampliament descrit de $BL sobre els condrocits en cultiu és la
induccié de senescencia i apoptosi [150, 154-156]. En el model establert s’ha treballat
amb concentracions de;®, que no fossin citotoxiques pels condrocits, és a dir, que la
seva vitalitat (mesurada com activitat mitocondrial mitjancant assaig MTT) es
mantingués com a minim al 80% respecte del control. En altres estudis del nostre grup
realitzats sobre cél-lules endometrials s’ha observat la induccié de I'activitat caspasa-3
d’'una manera dosi-depenent a la concentracio £&,Hberd en concentracions ¢6b
gue provocaven vitalitats baixes als cultius (resultats de Tesis Doctoral de S. Estany).
Lo et al. descriuen que la induccié d’apoptosi als condrocits agh tquereix de
I'activacio de les caspases, pero no de la permeabilitzacié de la membrana mitocondrial
[155]. En el nostre model, en les condicions de temps i concentracio,@e H
estudiades, no sembla que els condrocits entrin en apoptosi ja que no hi han
disminucions en el percentatge de vitalitat, ni disminucié de I'activitat mitocondrial
mesurada amb I'assaig MTT. Varem plantejar estudiar I'efecte d@4’eh condicions
en les que no hagués disminucio de vitalitat en les cel-lules, motiu pel qual la induccié
d’apoptosi no va ser mesurada. En principi, treballem en condicions no citotoxiques

pels condrocits.

PLASMA RIC EN PLAQUETES, FONT DE TGB-EXOGEN.

Amb l'addicié de PRP s’esta aplicant T@Fexogen al cultiu. S6n moltes les
metodologies que s'utilitzen per l'obtenci6 de plasma ric en plaquetes [63],
habitualment per separacioé cel-lular [56-58] o per centrifugacié de sang sencera [59-62].
La gran quantitat de variables (des de volum de sang, anticoagulant, nombre i velocitat
de centrifugacid, mecanitzacié/automatitzacié) expliquen la variabilitat en la

composicié i concentracio del plasma ric en plaquetes [56, 63], altrament dits plasma ric
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en factors de creixement [82] perqué els PRPs son rics en factors de creixement
alliberats per les plaguetes quan aquestes son activades. En aquest estudi s’ha
comprovat que els PRP utilitzats sén rics en PGHen altres estudis, utilitzant
protocols diferents, han obtingut concentracions més elevades d@ T86E-157], no

per aix0 meés eficacos 0 més recomanables per al seu Us en clinica.

El TGFJ alliberat dels granuls-de les plaquetes s’allibera de forma inactiva,
associat al LAP (de l'anglés latency-associated peptide) i a la proteina LTBP-1 (de
I'anglés latent TGH binding protein), per tant és incapa¢ d’unir-seal receptor fins
que en I'entorn cel-lular no sigui activat mitjancant la lisi o alliberaci6 del LTBP-1 i el
LAP. Per tant, I'objectiu en la realitzaci6 dels PRP no és aconseguir la maxima
concentracié possible de TG¥-sind obtenir una font exogena de T(GFeapac
d'actuar sobre els condrocits. Pero en l'obtenci6 de PRP per l'aplicacié clinica no
Gnicament s’ha de tenir en compte la concentracio en fL.G&H#-protocol d’obtencio
també condiciona la composicié del PRP d’altres poblacions cel-lulars presents en la
sang, com eritrocits, limfocits o monocits, la concentracié de les quals no é€s constant en
la vida de lindividu, sindé que fluctua en funcié de I'ambient (situacié geografica,
infeccions, etc.). Per poder utilitzar el PRP com a farmac, la legislacioé requereix de tot
un seguit de requeriments com és, d’entre altres, la reproductibilitat en I'obtencié. En
aquest estudi I'obtencio del PRP es realitza a partir de la centrifugacio de sang a 460g,
condicions que Anitua et al. determinen que s’aconsegueix un PRP lliure de leucocits, i

per tant, més adient per la seva utilitzacio en clinica humana [158].

En aquest estudi s’ha determinat la concentracid6 de citocines pro i anti-
inflamatories (IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-1p i el IL-8) dels concentrats de
plaquetes per comprovar si les citocines que avaluavem en els sobrenadants eren
sintetitzades Unicament pels condrocits i que no les afegiem exdogenament amb I'addicio
del PRP. En cap altre treball no haviem trobat que es caracteritzés el PRP amb el
contingut de citocines pro i anti- inflamatories. En el nostre estudi s’han detectat traces
d’aquestes citocines en el PRP. Cal ressaltar que les concentracions d’aquestes citocines
en el PRP sén totalment insignificants respecte les que sintetitzen els condrocits en
cultiu. Aquests resultats ens asseguren que les citocines detectades en els sobrenadants
dels cultius d’aquest estudi han estat sintetitzades pel condrocits i no s’han afegit de

forma exdgena amb I'addicié del PRP.
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La relacio del TGH amb la proteccio front la degeneracio de cartikagjiedat
recolzada pels estudis de Mahr et al. [159] sobre ratolins STR/ort. Aquests ratolins
desenvolupen espontaniament canvis degeneratius a les articulacions similars als que es
produeixen en l'osteoartritis humana i s’ha observat que els condrocits de les femelles,
més resistents al dany articular, tenen major expressié dg T@€-els condrocits dels
mascles. La proteccido enfront de la degeneracidé del cartilag es correlaciona amb
'increment en I'expressié de TEF{159]. Aixo fa pensar que en els condrocits tractat
amb LPS, que segons els nostres resultats presenten menys expressio3dgué@ls
condrocits control, una aportacié exogena de PQhijancant I'addicié de PRP, pot

actuar de forma “condroprotectora”.

En els nostres experiments, quan afegim plasma ric en plaquetes (PRP) en el
cultiu de condrocits tractats préviament amb LPS, la sintesi de glicosaminoglicans
(GAGs) continua essent elevada. Sembla que el LPS i el PRP causin sobre els
condrocits el mateix efecte en l'alliberacio de GAGs en el sobrenadant, ja que cel-lules
sense estimular amb LPS i tractades amb PRP produeixen nivells de GAGs molt
similars als cultius Unicament tractats amb LPS. Com s’ha comentat anteriorment, amb
I'addicio de PRP s’esta aplicant T@Fexogen al cultiu, factor de creixement que s’ha
relacionat amb la sintesi de matriu extracel-lular, especialment agrecan i col-lagen [76,
160]. En condrocits de porc, Akeda et al. observen que I'addici6 de PRP en el cultiu
estimula la sintesi de proteoglicans i de col-lagen [100], igualment que en cultius de
cel-lules del disc invertebral [107], del lligament periodontal o en cél-lules
osteoblastiques [161]. En canvi, Anitua et al. [106] observen que el tractament de
fibroblastos de pell humana, sinovium i tend6 en cultiu amb PRP, incrementen la sintesi
d’acid hialuronic, component de la matriu extracel-lular, perd no la sintesi de col-lagen.
Conclouen que l'efecte del PRP depen de la concentracié de plaquetes i del tipus
cel-lular sobre el que s’apliqui [106], pero en tots els casos existeix un increment en la
sintesi de components de la matriu extracel-lular, necessari per la regeneracio del

cartilag.

Des del punt de vista de les citocines, I'addicio de PRP en el cultiu provoca la
disminucié de la sintesi de IL-10 i TNFgue s’havia induit amb el LPS. La disminucio

de TNFa en el sobrenadant mostra com el PRP provoca untesfantiinflamatoris i
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protectors en el cultiu. EI TNE&; juntament amb la IL-1fes la “classica” citocina
inflamatoria que estimula la sintesi d’altres citocines i mediadors inflamatoris, estimula
la sintesi de metal-loproteases que degraden la matriu, inhibeix la sintesi de molecules
de la matriu i indueix I'apoptosi cel-lular. Per tant, si la inhibicié de la sintesi dexTNF-
gue s'observa en els condrocits tractats in vitro amb PRP en el nostre estudi també
succeis in vivo, podria actuar atenuant la destruccio del teixit i I'estat inflamatori. Hui et
al., a partir dels seus estudis, afirmen que el BGPproteina important del PRP,

protegeix el cartilag dels efectes degradatius que provoca eb TNG2].

Verrecchia et al. observen que el TBFel TNF-a actuen de manera antagonica
en la regulacio de I'expressio del col-lagen [160]. La via de senyalitzacio dep TEIF-
TNF-o interfereixen per la via JUN i Smad, de manera quefGFff activa la
transcripcio del col-lagen mentre que el T&lF& inhibeix [160]. Aquesta interaccié de
les rutes de senyalitzacid en els condrocits, amb resultats antagonics pel que fa a la
sintesi de col-lagen, fa pensar que el PGpot actuar sobre el condrocit de forma
inversa al TNFe, factor que seria de gran importancia des del gentista de la terapia
de l'osteoartritis, si també actués antagonicament als efectes apoptotics del TNF-
Aquest fet I'afirma Lires-Dean et al. quan descriuen que el ff@hibeix I'apoptosi
induida amb TNFe en condrocits osteoartritics, perdo no en condrdwtsnals [163],
fet que posaria de manifest I'efecte protector del PGsebre el cartilag danyat.
L’efecte diferent del TGIB- sobre condrocits osteoartritics o condrocits sanshé
I'han descrit Xiang et al., els quals observen que el FG€gula de manera distinta
I'expressio d’alguns gens en condrocits osteoartritics 0 condrocits sans [164]. Aquesta
diferencia podria estar relacionada amb la sintesi defT@Bpia dels condrocits. Els
condrocits amb una sintesi deficient de TfIFespondrien favorablement al TGF-
exogen, mentre que els condrocits que ja sintetitzen suficient fT@Bpondrien al
TGF exogen de menor forma o de diferent manera. Aquegticacio també serviria
per entendre la variabilitat que sovint s’extreu de la bibliografia en I'eficiencia del
tractament amb PRP. El seu efecte podria variar en funcié de la gravetat o afectacio del

dany i/o de la sintesi intrinseca de T@&per part dels condrocits.

Dels resultats obtinguts, volem destacar la sintesi de IL-10 induida amb LPS
quan s’afegeix PRP en el cultiu de condrocits. La IL-10 és una reconeguda citocina anti-

inflamatoria/reguladora i la seva expressié s'activa paral-lelament a les vies de
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senyalitzacié pro-inflamatories (TN&/IL-1B) induides per TLR [165]. S’han descrit
efectes de la IL-10 sobre els condrocits molt similars als del f:G#e Unicament
inhibeix la sintesi de citocines inflamatories, sind que protegeix als condrocits dels
efectes de la IL-1 i del TNE-[7]. Cultius de condrocits tractats amb TMR-IL-10
mantenen el fenotip amb menor sintesi de col-lagen induida pela,TN¥EFo
sinhibeixen els efectes apoptotics. En canvi, el cultiu tractat Unicament amb IL-10,
recupera I'expressio de col-lagen Il, pero no altera el nivell de les caspases (apoptosi)
[145]. S’ha descrit també que la IL-10 inhibeix I'expressi6 de MMP-3 [166] i que

proporciona una major proteccio enfront de la destrucci6 del cartilag [139].

A priori, per tant, sembla que I'addicio del PRP sobre el cultiu provoqui efectes
perjudicials sobre els condrocits, ja que disminueix la sintesi d’'una molécula protectora
com la IL-10. S’ha comentat anteriorment pero, que la sintesi de la IL-10 i la de TNF-
estan molt inter- relacionades, i que la sintesi d’una condiciona la sintesi de l'altra. Per
tant, pot ser que els nivells de IL-10 disminueixin com a consequéencia de la disminucio
del TNFw provocada per I'addicio del PRP en el cultiu, ogpéra I'estar afegint de
forma exogena TGB; potent citocina reguladora, ja no sén necesshrisfectes de la
IL-10. La relacio entre I'expressio del TNF-la IL-10 també s’observa en el treball de
Pilette et al. sobre monocits [167]. L'augment en la sintesi de dNHRE-10 que
provoca el LPS en els mondcits es veu revertida pel tractament amb IL-9 [167], el qual
tot i ser un model allunyat dels condrocits, reforca la idea que la disminucié d’'una
citocina implica o condiciona la disminucié de I'altra (TMFIL-10).

També en el cartilag osteoartritic s’observa aquesta estreta relacio entre
I'expressio de TNFe i IL-10. Tal com també s’ha observat en els culdascondrocits
tractats amb LPS, en el cartilag danyat existeix una sobreexpressio @ei T fE-10.

El tractament del cartilag osteoartritic amb ones de xoc (ESW de I'anglés extracorporeal
shock waves) millora els simptomes clinics i provoca la disminucié de I'expressio de
TNF-o i de IL-10 [143]; per tant, indica que la disminucie la IL-10 no té perque ser

un inconvenient pel bon curs de la patologia.

Com s’ha vist fins ara, el PRP té la capacitat de disminuir la sobreexpressié de
TNF-o i de IL-10 induida per LPS en condrocits, peroande IL-8 i la de IL-6. De fet,
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tal com mostren els resultats, el PRP estimula la sintesi de IL-8 i IL-6 en condrocits en

cultiu.

La IL-8, que en el model in vitro d’estimul amb LPS no disminueix la seva
expressio després del tractament amb PRP, en el model d’artritis induida per antigen, es
relaciona amb la fase aguda de la inflamacio[168] per la seva capacitat quimiotactica de
neutrofils. També s’ha descrit que la IL-8 té capacitat quimiotactica de cel-lules MSC
(de l'angles mesenchymal stem cell) [169] que, tot i no ser rellevant pel model in vitro,
si que pot ser-ho per l'aplicacié in vivo del PRP en una articulaci6 danyada. Les
cel-lules MSC es diferencien a condrocits sota I'estimul de[{@b2, 170, 171]. Amb
I’addicié del PRP es genera un entorn favorable a la diferenciacio de nous condrocits
probablement a partir de MSC presents en el mateix PRP. Segons Purfe et al., en sang
periferica existeix una poblacié cel-lular pluripotent (PCMO, de Ianglées
“programmable cells of monocytic origin”) que tractades in vitro amb FGIGF-I,

BMP-2 i BMP-7 es diferencien a condrocits [172]. Aquestes cel-lules PCMO de sang
periferica també es trobarien presents en els PRP que, en ser administrats in vivo
conjuntament amb un entorn ric en T@Fes podrien diferenciar a condrocits i

“renovar” el teixit.

Merz et al. [118] descriuen que la IL-8 indueix la hipertrofia dels condrocits
estimulant-los la sintesi de col-lagen X. Aquesta observacié indicaria que uns nivells
elevats de IL-8 serien desfavorables per a una correcta regeneracié del teixit. En
contraposicio, amb I'addicio de PRP s’esta administrant fQRelécula que evita la

diferenciacié terminal de condrocits i per tant, el fenotip hipertrofic [76].

La IL-6 és una citocina inflamatoria I'expressié de la qual s’indueix per I'accio
de la IL-1, el TNFe, IFN-y i I'estimul dels receptors TLR. El TGFtambé té la
capacitat d’estimular la sintesi de IL-6 [6]. Els efectes que la IL-6 exerceix sobre els
condrocits estan una mica discutits perqué sovint resulten contraris. S’han realitzat
estudis en els quals la IL-6 no mostra cap efecte sobre la proliferacid cel-lular en la
sintesi de proteoglicans, ni en I'expressié de MMPs en condrocits en cultiu [131]. Altres
autors associen la IL-6 a efectes inhibidors en la proliferacié dels condrocits i en la
sintesi de proteoglicans [130]. Tanmateix, en alguns treballs es descriu la IL-6 com

estimuladora de la proliferacié dels condrocits [32]. Aquesta varietat d’efectes
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s’explicaria amb les observacions de Fernandes et al. que diferencien els efectes de la
IL-6 en funcié de I'entorn on actui. En preséncia de IL-1, la IL-6 potencia els efectes
degradatius, mentre que en absencia de IL-1, la IL-6 indueix la sintesi de TIMPs i pren
meés aviat efectes reparadors [32]. Els treballs de Fernandes et al. [32], conjuntament
amb I'observacié d’'Henrotin et al. [173] que la IL-6 és capac de disminuir la sintesi de
IL-8 en condrocits en cultiu, fa pensar que la IL-6 pugui participar en 'homeostasi del
cartilag actuant mitjancant un mecanisme de feedback que limita el dany proteolitic [6,
32].

La sobreexpressio de IL-6 i IL-8 que s’ha observat en el nostre estudi in vitro
també s’observa en altres estudis que avaluen els efectes antiinflamatoris de diferents
compostos. Els bifosfonats presenten efectes antiinflamatoris en artritis reumatoide in
vivo i s’han realitzat estudis in vitro per avaluar-ne els efectes com a condroprotectors i
antiinflamatoris, de manera no gaire distinta al nostre estudi amb el PRP [174]. De
manera semblant amb el que succeeix amb el PRP en el nostre estudi, els bifosfonats no
modifiquen la sintesi IL-6 i IL-8 induida amb IL-1 en condrocits en cultiu [174], la qual
cosa ens faria pensar que la sobreexpressié de IL-6 i IL-8 no és un inconvenient, o fins i

tot és necessaria, per a possibilitar una millora en el dany articular.

La IL-10 sobreexpressada en cultiu de condrocits tractats amb LPS tampoc
podria regular els nivells de IL-6. Segons Radons et al., la IL-10 no provoca cap efecte
sobre la sintesi de IL-6 induida per IL-1 en la linia cel-lular de condrosarcoma huma
SW1353, a causa d'una deficient expressio del receptor per IL-10 en la superficie
cel-lular [175]. Aquesta deficient expressio del receptor per IL-10 pot indicar que la IL-
10 no actuaria directament sobre els condrocits en la regulacié de la inflamaci6 [175] i
potser per aix0o es requereix del TGRue, en no ser suficientment sintetitzat per
condrocits danyats, es necessari afegir-lo de forma exogena, com per exemple, amb
I'addicié de PRP.

El TGF$ i altres factors de creixement presents en el P&Raha poden
participar en la regulacié de la sintesi de molecules pro i anti- inflamatories en els
condrocits estimulats amb LPS, pero no son les uniques molécules implicades. Campo
et al. comproven que GAGs purificats del plasma (presenten un percentatge elevat de

condroitin-4-sulfat) tenen la capacitat de reduir, en condrocits, I'expressio de citocines
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inflamatories induides amb LPS. [176]. Per tant, tot i que en els PRP utilitzats en
aquests estudi no es quantifiqui nivells elevats de GAGs, comparat amb els GAGs que
es produeix en els cultius de condrocits estimulats amb LPS o tractats amb PRP, els
GAGs presents en el plasma poden contribuir en la disminucié de citocines
inflamatories. Els PRP utilitzats en aquest estudi s’han generat a partir de sang
d’individus sans, que segons Campo et al. presenten en el plasma nivells més baixos de
condroitin sulfat que individus amb algun tipus de patologia, com lupus erythematosus,
artritis reumatoide, etc. [176]. Si en la clinica s'utilitza el PRP de forma autologa com a
terapia per a patologies com lartritis reumatoide, I'enriquiment del plasma amb
condroitin sulfat d’aquest tipus de pacients, pot ser avantatjés pels efectes

antiinflamatoris del PRP.

L’addicié de PRP en el model in vitro generat amftprovoca I'estimul per a
la sintesi de les mateixes molécules que en el cultiu control, pero amb una intensitat
menor. Després del tractament dels condrocits aptly, Hjue tendia a disminuir la
produccio de GAGs i no afectava la sintesi de citocines, el PRP estimula la sintesi de
GAGs, pero de 4 a 7 vegades menys (en funcio de la concentracido de PRP) que en un
cultiu sense oxidar. La concentracio de IL-6 i de IL-8 en els sobrenadants dels cultius
també incrementa després del tractament amb PRP, pero de 4 a 6 vegades menys que
quan el cultiu no s’ha oxidat. Per tant, es pot deduir que condrocits oxidats perden bona
part de la capacitat de resposta a les molécules que s’afegeixen de forma exdgena amb
I'addicié del PRP, pero tot i aixi el PRP encara és capa¢ d’actuar sobre aquestes
cel-lules. Condrocits oxidats amh®3 presenten inhibida I'expressio de II;1B-6, IL-
8, INOS i COX-2 quan s’estimulen amb IL-I$ LPS, aixi com també s’observa un
increment de I'expressio de NdB menor que en condrocits no tractats am@H152,
177]. D’aquesta manera es pot observar que I'oxidacio fa els condrocits més insensibles
als estimuls inflamatoris, pero de fet aquesta insensibilitat €s resultat de la perdua de la

capacitat de resposta, que també es dona en els estimuls anabolics.

DE L’IN VITROA L'IN VIVO. CONSIDERACIONS

Per tal d’intentar entendre els bons resultats obtinguts en clinica amb el
tractament de lesions articulars amb PRP, convé tenir present que en una articulacié
danyada existeix una situacié molt més complexa que la que es genera en qualsevol dels

models d’artropatia establerts in vitro. Es genera una resposta inflamatoria amb infiltrat
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cel-lular de neutrofils, eosinofils, cel-lules T, macrofags, etc. que actuen de forma
coordinada produint i responent a multiples mediadors pro- i anti inflamatoris amb la
finalitat de resoldre el dany. Perd sovint, i a causa de mdultiples factors, no es pot
resoldre de manera satisfactoria la inflamacié i el dany en el teixit es cronifica.
L’aplicacié terapéutica dels PRP in vivo pot tenir efectes no Unicament sobre els
condrocits, com s’ha vist en els models establerts in vitro, sind que pot actuar sobre els

diferents tipus cel-lulars i de diferent manera.

La disminucio de la sintesi de T@Fen condrocits estimulats amb LPS que
sobserva en aquest estudi in vitro, creiem que pot ser de gran rellevancia en el
desenvolupament i el curs de la patologia articular degenerativa si es demostra que aixo
succeeix in vivo. A part de la capacitat reguladora del fenotip en els condrocits, el TGF-
B és un dels majors responsables de la regulacio coalrol de la resposta
immunologica. EI TGH secretat per limfocits reguladors (Treg) inhibeia |
diferenciacio de les cél-lules T naive a cel-lules Thl, Th2 o Th1l7. Quan s’elimina en
algun model animal les cél-lules reguladores ForpProdueixen de forma espontania
certes patologies autoimmunitaries com l'artritis [114], fet que mostra la importancia
d'aquest tipus cel-lular. Les cél-lules Thl7, altament proinflamatories i que es
relacionen amb I'artritis reumatoide, requereixen d’'una estimulacié constant amb TGF-
B per mantenir-se en un estat no patologic [115].tRer;, davant la manca de T@F-
induida per I'estimul dels TLR, I'aportacié exogena de PGhitjancant I'aplicacié de
PRP pot provocar efectes beneficiosos.

Al PRP encara se li atribueix una altra propietat important que pot jugar un
paper clau en la reparacio del teixit. En estudis in vitro realitzats per Mishra et al. i
Drengk et al. s’observa com el PRP provoca la proliferacid de cél-lules MSC i la
diferenciacio a condrocits [102, 103]. Li et al. [76] descriuen que és elfT@ke
actuant de forma sinergica amb la via de senyalitzacié Wnt, estimula la diferenciacio de
cel-lules mesenquimals a condrocit. Com ja s’ha comentat anteriorment, @l jUGH -
un paper important en la condrogénesi com en el manteniment del fenotip no hipertrofic
en els condrocits del cartilag articular [76]. Aquest fet pren importancia quan es té en
compte que el cartilag articular €s un teixit on hi ha molt poca renovacié de condrocits
[14]. Quan per questions d’edat avancada, trauma o agressio inflamatoria els condrocits

es tornen disfuncionals o amb la funcié alterada, no existeix reemplacament de cel-lules,
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la qual cosa deixa al cartilag encara més vulnerable. Amb l'aplicacié del PRP in vivo
s'esta facilitant un entorn on hi pugui haver incorporaci6 de “nous” condrocits.
Probablement la pérdua de condrocits per apoptosi es compensi amb la diferenciacié de
cel-lules mesenquimals a condrocits, mediada pel f@Fesent en el PRP i a les

cél-lules MSC que es puguin trobar presents en el PRP [172] o que atregui la IL-8 [169].

Per tant, en aquest treball s’ha pogut comprovar etsncondrocits tenen un
paper actiu en la sintesi de citocines i factors de creixement. El perfil d’expressio
d’aguestes citocines i factors de creixement canvia com a resposta a I'estimul amb LPS.
Dels diferents canvis que s’han observat, remarquem la disminucio de sintesi le TGF-

per la importancia de la seva activitat biologica.

Amb I'aplicacio de plasma ric en plaquetes al cultiu s’addiciona f@&forma
exogena, cosa que permet als condrocits recuperar el perfil de citocines que sintetitzen
guan no existeix dany cel-lular. Aquest treball realitzat in vitro ens revela la importancia
que pot tenir el TGB-en el transcurs de patologies articulars degerneratien el seu
diagnostic. Aix0 animaria la realitzacié d’altres estudis per determinar si un
comportament semblant al que s’ha observat en aquest treball in vitro també succeeix in
vivo. Treballs d’aquesta indole aportarien nova informacio en el coneixement del dany
articular la qual cosa seria de gran utilitat per a la millora en els tractaments, com també
per a definir en quins diagnostics de lesié articular seria justificat I'is dels PRP com a
terapia, davant d'una disminucié del T@Fendogen consequéncia de la propia

patologia.
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. Cultius de condrocits obtinguts a partir de biopsies congelades presenten uns
nivells de sintesi de glicosaminoglicans (GAGS) i de citocines similar al dels
condrocits frescos. Per tant, és indistint utilitzar condrocits just després de la
seva obtencié a partir de la biopsia de cartilag, o condrocits que hagin estat
congelats.

. Un temps d’incubaci6 de les plaquetes amb ¢€4&ImM durant 60-90 min per

la seva activacio in vitro, allibera tot el TBFRgresent en els granule. -Entre
I'eclosié dels granuls, detectat per I'externalitzacié de la molécula CD62-P, i
I'alliberaci6 maxima del TG en el plasma, existeix un desfasament de 30

min.

. El plasma ric en plaquetes activat utilitzat en aquest estudi in vitro €s ric en
TGF{3, amb una concentracié promig de 17,7£3,2 ng/ml. No es detecten
concentracions significatives de glicosaminoglicans ni de les citocines I1L-12p70,
TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-6, IL-8. En consequiéncia, podem saberdacentracio

de TGFB exogen gue s’addiciona al cultiu de condrocits.

. El tractament d’un cultiu primari de condrocits amb un 50% de plasma ric en
plaguetes provoca un increment de la sintesi de GAGs i un augment de

I'expressio de les citocines IL-6 i IL-8.

. EI LPS (100 pg/ml) no és citotoxic pels condrocits en cultiu en les condicions
analitzades. Provoca un augment en la sintesi de GAGs, de les citocines
inflamatories TNFe. i IL-6, de la IL-8 i de la citocina reguladora II01Es a
destacar la disminucié que provoca el LPS sobre I'expressio def TéaFel

cultiu de condrocits.

. L’addicié de PRP en el cultiu de condrocits tractats amb LPS aporta de forma
exogena TGH als condrocits que han perdut la capacitat detgizgelo. La
preséncia de TGRPB; faria possible la regulacié de les citocines inflamatories,

malgrat la disminucio de la sintesi de IL-10.
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7. Concentracions de 1mM de®h, no citotoxiques pels condrocits, disminueixen

144

lleugerament la velocitat de sintesi de GAGs i no modifiquen el perfil de

citocines que els condrocits expressen de manera constitutiva.

L’efecte del PRP sobre el cultiu de condrocits en condicions d’oxidacié genera

un increment de la IL-8 i un lleuger augment de la IL-6.

El tractament amb PRP sobre cél-lules tractades amb LPS modifica el patr6 de
citocines cap a un perfil menys inflamatori i podria promoure la proliferacié dels
condrocits. Aguest efecte es produeix tant en el cas de que el PRP s’addicioni

conjuntament amb el LPS, o bé després de la estimulaciéo amb el LPS.
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