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1 RESUMEN:

Introduccion: La osteoartritis (OA) corresponde a una enfermedad degenerativa,
multifactorial y considerada como un trastorno poco inflamatorio con respecto a
otras patologias articulares sistémicas. Es una enfermedad articular que afecta a la
articulacion temporomandibular (ATM) generando dolor, deterioro del
funcionamiento mandibular y es mas frecuente en mujeres. Objetivo: Determinar
mediante la cuantificacion de los biomarcadores de inflamacion, regeneracion y
destruccion tisular la eficacia del tratamiento con fibrina rica en plaquetas y
leucocitos en pacientes con osteoartritis de la articulacion temporomandibular.
Materiales y métodos: Se realiz6é un estudio clinico piloto longitudinal prospectivo.
Se reclutaron 5 pacientes, mayores de edad, que fueron diagnosticados con OA
segun el protocolo de Criterios Diagndsticos para Trastornos Temporomandibulares
(DC/TMD) y que cumplieran con los criterios de inclusién del estudio. Se tomaron
muestras de Fibrina Rica en Plaguetas y Leucocitos (FRP-L) de cada paciente las
cuales fueron procesadas mediante Citometria de Flujo y RT-gPCR. También se
obtuvieron muestras de liquido sinovial en tiempo inicial (TO) y 6 meses después de
terminado el tratamiento (T1), las cuales fueron procesadas mediante RT-qPCR.
Los resultados fueron expresados como expresion relativa. La distribucién de datos
fue realizada con la prueba de Shapiro-Wilk. El grado de cambio entre TOy T1 se
utiliz6 prueba de Wilcoxon y un valor p menor o igual a 0,05 se considero
estadisticamente significativo. Resultados: Las 5 pacientes corresponden a
mujeres (promedio de edad 46,2 + 21,4). La citometria de flujo mediante el marcaje
extracelular con anticuerpos monoclonales en las células de la FRP-L permitio la
identificacion de Plaquetas, Células Dendriticas, Linfocitos T CD4+, Linfocitos B. No
existieron diferencias estadisticamente significativas en el grado de cambio de la
expresion relativa de los biomarcadores del liquido sinovial en TO y T1 de
interleuquinas (IL-6, IL-1B, IL-17), TGF-B1, TIMP-1, MMP-9, OPG y RANKL.
Conclusiones: El tratamiento propuesto no mostré eficacia a nivel de
biomarcadores moleculares de inflamacion, regeneracion y destruccion tisular entre
TOy T1.



2 INTRODUCCION-MARCO TEORICO.

2.1 Trastornos temporomandibulares

Los trastornos temporomandibulares (TTM) corresponden a un grupo de patologias
generadas por alteraciones estructurales y/o funcionales de los mausculos
masticatorios y la articulacion temporomandibular (ATM) (Wu y cols., 2021). Los
signos y sintomas frecuentes de los TTM son dolor, ruido articular, rango de
movimiento limitado, funcion de apertura y cierre mandibular deteriorado, desviacion
mandibular o bloqueo en apertura (Zotti y cols., 2019; Monasterio y cols.,
2018). Ademas, se asocia con erosion 0sea y aplanamiento del condilo mandibular
y de la eminencia articular del hueso temporal, perforacion del disco articular, dolor
a la palpacion de la articulacion, hipomovilidad mandibular y dificultad en la
masticacion (Aragén y cols., 2005; Murphy y cols., 2013).

Su etiologia es multifactorial, sin embargo, dentro de los factores que influyen se
encuentran las causas fisicas y psicologicas (Tik y cols., 2021). La maloclusién
producto de pérdida dentaria posterior que genera una sobrecarga articular y los
habitos parafuncionales como: dermatofagia, onicofagia, interposicion de objetos,
entre otros, influyen en la complejidad de los TTM (van der Meulen y cols., 2006;
Winocur-Arias y cols., 2022). La complejidad también aumenta cuando el
componente psicolégico afecta de manera relevante al paciente. Con frecuencia
provocan sintomas de dolor muscular, articular y periarticular. Estos trastornos
corresponden a la principal causa de dolor orofacial de origen no odontogénico (Gil
y cols., 2018), por lo tanto, es importante el estudio de tratamientos eficaces para
los TTM.

A nivel de la poblacion general se menciona que los TTM afectan aproximadamente
de un 5 a 15% de los adultos y los sintomas se manifiestan en un 50% de los
adultos. Segun la evidencia existente, los casos de TTM han ido aumentando en la
poblacion en los dltimos afios (Tik y cols., 2021). Estos trastornos son mas
frecuentes en mujeres y mayoritariamente se producen entre los 20 y 40 afios
(Sandoval y cols., 2015; Wu y cols., 2021). Las mujeres padecen con frecuencia
dolor crénico, con mayor intensidad y duracién (Sandoval y cols., 2015). Producto

de estas patologias los pacientes que las padecen se ven afectados psicoldgica y
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econdémicamente produciendo un deterioro en su calidad de vida (Gil y cols., 2018).
El distrés, trastornos de ansiedad y depresidbn son predisponentes en la
perpetuacion de sintomas severos de TTM (Dworkin, 1994).

2.2 Osteoartritis de la articulacion temporomandibular

La osteoartritis (OA) de la ATM es la enfermedad degenerativa mas frecuente y

corresponde a uno de los TTM méas comunes (De Grandmont, 2010).

La OA corresponde a una enfermedad cronica y degenerativa, considerado como
poco inflamatoria en comparacion con otras enfermedades articulares como la
Artritis Reumatoide o Lupus (Derwich y cols., 2021; Monasterio y cols., 2018), cuya
etiologia es multifactorial y donde intervienen factores sistémicos y locales (Blanco
y cols., 2004; Pefia y Fernandez, 2007; De Grandmont, 2010). Sin embargo, la
sobrecarga de la articulacion se considera fundamental para el desarrollo de la
patologia (De Grandmont, 2010). Es de origen no inflamatorio (Blanco y cols., 2004;
De Grandmont, 2010), se caracteriza por un patron reaccional de la articulacion
producto de la sobrecarga de esta. Provoca alteraciones degenerativas de los
huesos, engrosamiento y remodelacion O6sea, deterioro y abrasion del cartilago
articular y de los tejidos de soporte. Este patrén degenerativo puede provocar
erosion Osea, esclerosis y alteraciones como osteofitos y aplanamiento de la
superficie del condilo, observables en los examenes imagenoldgicos. Por lo tanto,
el diagnéstico se establece por criterios clinicos e imagenologicos (Pefa y
Fernandez, 2007). Estos cambios son frecuentes con la edad, afectan
principalmente a mujeres y a menudo no presentan sintomas. Sin embargo, los
cambios inflamatorios como consecuencia de la lesién tisular en la articulacion
influyen en la aparicién de sintomatologia dolorosa. También puede provocar una
disminucién de la funcién articular y en consecuencia disminuye la dinamica
mandibular (De Grandmont, 2010).

El diagndstico de OA de la ATM se realiza mediante los Criterios de diagnosticos
para los trastornos temporomandibulares (DC/TMD)(Schiffman y cols., 2014). Este
protocolo permite realizar un examen sistematizado que ayuda en la deteccion de
signos y sintomas, permitiendo una confirmacion diagnostica de la patologia

correspondiente. El DC/TMD es la herramienta mas aceptada y estandarizada para
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la evaluacion y clasificacion de los TTM, destacando que tienen un componente
estructural (Eje 1) y psicosocial (Eje IlI). Se encuentra compuesto de dos ejes de
evaluacion, el eje | corresponde al protocolo para realizar el examen fisico
determinando el diagnéstico basado en la articulacion, la musculatura y estructuras
anexas, mientras que el eje Il permite evaluar el dolor, estado psicolégico y el
funcionamiento psicosocial producido por la patologia en el paciente (Schiffman y
cols., 2014; Tik y cols., 2021).

Aunque el DC/TMD entrega las pruebas basicas para el diagnéstico del dolor de los
musculos masticatorios y de la ATM, se pueden producir falsos positivos y falsos
negativos. Se pueden realizar otras pruebas complementarias que pueden ayudar
en el diagnostico como prueba de end-feel, pruebas estaticas y dinamicas
(Schiffman y cols., 2014).

En el caso de los examenes complementarios de imagenologia, se consideran un
elemento util en el diagndstico. La resonancia magnética (MRI) permite evaluar el
estado de las estructuras 6seas y no éseas como la musculatura y el tejido blando,
principalmente se ocupa para evaluar lo Gltimo mencionado, que corresponde a una
ventaja en comparacion con otros examenes (Tik y cols., 2021). Las radiografias
simples como la ortopantomografia también son utilizadas pero su resultado es
limitado, sirven solamente para diagnosticar algunos TTM, no son aptas para

realizar un diagnostico de osteoartritis.

La Tomografia Computarizada de haz cénico (CBCT) permite evaluar con mas
detalle la estructura 6sea de la ATM, por ejemplo, en caso de anquilosis, neoplasias

0seas benignas o crecimiento excesivo.

En el caso de la OA se considera que el CBCT tiene ventajas para comprobar el
diagnéstico, ademas de su relacion costo-beneficio, presenta una dosis de radiacion
relativamente baja en comparacion a otros examenes imagenologicos y presenta
alta resoluciéon para evaluar los tejidos duros. Es por estos motivos que se ha
considerado un examen complementario en el diagnostico de OA dentro del
DC/TMD (Peck y cols., 2014).
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2.3 Tratamiento de la osteoartritis de la articulacion temporomandibular:

Existen tres objetivos principales para el tratamiento de la OA de la ATM, la
reduccion del dolor de la articulacion, el restablecimiento de los movimientos
funcionales normales y el mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes (Al-

Moraissi y cols., 2019).

Existen distintos métodos de tratamientos, ninguno de ellos es mas eficaz, sin
embargo, el enfoque procedimental es en orden progresivo. Entre los métodos de
tratamiento conservadores y no invasivos se incluyen la fisioterapia, férulas
oclusales y farmacoterapia. Los procedimientos quirdrgicos minimamente invasivos
incluyen inyecciones intraarticulares, artrocentesis sola o la combinacion de ambas.
Finalmente, los procedimientos quirdrgicos invasivos consideran la artroscopia y
cirugias articulares abiertas (discectomia, condilectomia alta y artroplastia) (Al-

Moraissi y cols., 2019; Derwich y cols., 2021; Isik y cols., 2023a).

Existen diversos estudios que han mencionado que la artrocentesis se utiliza como
tratamiento para diferentes TTM y se han estudiado sus resultados en la OA (Tvrdy
y cols., 2015; Bousnaki y cols., 2018; Haigler y cols., 2018; Brignardello, 2018, 2019;
Zottiy cols., 2019; Tantillo y Katsigiorgis, 2020; Al-Hamed y cols., 2021). Se describe
como un método de tratamiento minimamente invasivo que se encuentra en el limite
entre la terapia conservadora y quirdrgica, este procedimiento ayuda a disminuir el

dolor generado por los TTM.

La técnica de la artrocentesis consiste en la introduccién de dos agujas, la primera
se utiliza para introducir la solucién de lavado (suero fisiologico o solucion de Ringer)
en el espacio articular superior y la segunda aguja se utiliza para drenar el liquido
(Tvrdy y cols., 2015).

En la literatura podemos encontrar que hay gran variedad de investigaciones para
evaluar la efectividad de artrocentesis seguida de la inyeccion posterior con distintas
soluciones como factores de crecimiento, plasma rico en plaquetas (PRP) y &cido
hialurénico (AH) para el tratamiento de OA (Bousnaki y cols., 2018; Haigler y cols.,
2018; Brignardello, 2018, 2019; Zotti y cols., 2019; Al-Hamed y cols., 2021). Sin

embargo, se sigue destacando la importancia de continuar con la investigacién de
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los tratamientos, considerando que hay mayor cantidad de estudios sobre el

tratamiento con los concentrados antes mencionados.

En vista de la continua investigacion y la creacion de nuevos protocolos para
obtener diferentes concentrados de plaquetas, es que surge la necesidad de
clasificarlos. Dohan y cols., en el afio 2009 clasifican en cuatro categorias los

concentrados en funcién de su contenido de leucocitos y fibrina:

Plasma rico en plaquetas puro (PRP-P)
Plasma rico en leucocitos y plaquetas (PRP-L)

Fibrina rica en plaquetas pura (FRP-P)

0N

Fibrina rica en plaquetas y leucocitos (FRP-L).

El PRP se produce centrifugando sangre completa heparinizada (anticoagulada)
durante 15 minutos y separa las plaquetas de los demas componentes
sanguineos. Luego, las plaquetas se diluyen con suero fisiol6gico para obtener una
concentracion éptima. Se utiliza por sus propiedades antiinflamatorias, analgésicas
y antibacterianas (Zotti y cols., 2019). Restaura el AH intraarticular, aumenta la
sintesis de glucosaminoglicanos realizada por los condrocitos, equilibra la
angiogénesis articular, promueve la migracion celular, estimula la proliferaciéon
celular, aumenta la produccién de matriz de cartilago por condrocitos y células
estromales mesenquimales derivadas de la médula 6sea, y aumenta la produccién
de AH por sinoviocitos (Zotti y cols., 2019). También ha dado resultados favorables
en el tratamiento de TTM incluso mayores que AH (Chung y cols., 2019 ;Zotti y cols.,
2019).

La fibrina rica en plaquetas y leucocitos (FRP-L) pertenece a la segunda generacion
de los concentrados plaquetarios. Surge debido a que el procedimiento de obtencion
de PRP presentaba algunas desventajas como dificultades en la preparacion
(cambios de tubo de centrifugacion, necesidad de activadores iniciales, entre otros),
requiere de anticoagulante en el momento de la extraccion de sangre (Castro y cols.,
2017a), dependiente del operador y tiene un extenso tiempo para su elaboracién
(Castro y cols., 2017b). La FRP-L debido a su contenido en leucocitos y plaquetas

da como resultado una liberacion constante de factores de crecimiento como Factor
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de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante
(TGF-B1), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento
insulinico (IGF) (Castro y cols., 2017b).

La caracterizacion y cuantificacion del concentrado plaquetario es importante y
regularmente sefialado en la evidencia cientifica, debido a que permite realizar la
clasificacion de este, ayuda a comprender el mecanismo de accion y rol de las
distintas células involucradas, permite contrastar de manera mas precisa los
resultados del estudio con la literatura disponible (Dohan y cols., 2009; Wend y cols.,
2017; Kunze y cols.,2022; Dos Santos y cols., 2023; Marin y cols., 2023).

Las plaquetas activadas liberan proteinas biolégicamente activas (moléculas de
sefializacion) que promueven el reclutamiento de células inflamatorias, crecimiento,
la morfogénesis celular y modulan la respuesta inflamatoria (Mariani y cols., 2016).
Las plaquetas en conjunto con los leucocitos promueven la regeneracion 0sea,
especificamente son los linfocitos los que influyen en la diferenciacion osteogénica

de las células estromales mesenquimales (osteoblastos) (Wend y cols., 2017).

Las células dendriticas regulan la respuesta inmune. Son las principales células
presentadoras antigénicas, tienen la capacidad de capturar, procesar y presentar
antigenos a los linfocitos T, generando respuestas inmunolégicas especificas. Son
capaces de activar también linfocitos B, Células Natural Killer, macréfagos y
eosinofilos. (Vazquez y cols., 2012).

Los linfocitos T son células inmunes que se producen en la médula 6sea y maduran
en el Timo desarrollando la capacidad de reconocer antigenos especificos, son
parte de la inmunidad mediada por células. Todas las células T expresan en su
superficie un receptor de membrana llamado receptor de la célula T (RCT). Gracias
a este receptor los linfocitos T son capaces de identificar el antigeno de forma

especifica (Siachoque y cols., 2011).

Los linfocitos T CD4+ corresponden a una subpoblacion (subtipo) de Linfocitos T y
son conocidos como Linfocitos T Helper, colaboradores o cooperadores. Son

encargados de coordinar defensas especificas e inespecificas, mediante la
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liberacion de sustancias quimicas (citoquinas) estimulan el crecimiento y la
diferenciacion de las células T y B. Los Linfocitos T colaboradores detectan
péptidos presentados por moléculas MHC (Complejo Mayor Histocompatibilidad) de
clase II, activan otras células del sistema inmune mediante la secrecion de
citoquinas. Posterior a la activacion, los linfocitos T adquieren funciones efectoras.
En el caso de los linfocitos T CD4+, se detecta la produccion de citocinas que
pueden polarizar el resto de la respuesta inmunoldgica (Siachoque y cols., 2011).

En la literatura existen investigaciones del tratamiento de OA de la ATM con
inyecciones de PRP, pero no hay informacion acerca de la eficacia del tratamiento

realizado con infiltracién de FRP-L.

La eficacia de los tratamientos en TTM es generalmente evaluada mediante la
disminucién de sintomatologia dolorosa en el paciente, medicibn de apertura
maxima, restablecimiento de movimientos mandibulares funcionales normales y
evaluacion del cambio en la calidad de vida del paciente. Son pocos los estudios
clinicos que consideran dentro de sus objetivos el estudio de la respuesta frente al
tratamiento mediante los biomarcadores moleculares (Al-Moraissi y cols., 2019;
Jaray cols., 2020; Xu y cols.,2023).

2.4Biomarcadores moleculares presentes en el liquido sinovial de pacientes
con OA de la ATM.

El liquido sinovial es un gel viscoso de color amarillento claro, tiene funciones
relevantes en la ATM como la lubricacion, absorcién de impactos, proteccion del
cartilago, nutricién del tejido avascular, es el encargado de mantener y regular la
fisiologia articular. Este liquido se ha considerado fundamental para diversos
estudios, debido a que ha sido utilizado como muestra de diagndéstico y para
determinar el estado intraarticular de la ATM con su analisis (lturriaga y cols., 2018;

Miyamoto y cols., 2002).

El liquido sinovial es levemente alcalino durante el reposo y su pH disminuye
durante la actividad articular. En condiciones de salud estad compuesto por proteinas
plasmaticas (albuminas, globulinas, fibrinégeno, transferina), azucares (glucosa,

galactosa), lipidos, componentes celulares (macréfagos, monocitos, linfocitos,
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leucocitos polimorfonucleares), moléculas lubricantes (AH, lubricina, mucinas,
proteoglicano 4 (PRG 4)), citoquinas (proinflamatorias: IL-1qa, IL-1B, IL-6, TNF-q;
antiinflamatorias: IL-2, IL-4, IL-10, IL-13), factores de crecimiento y enzimas
proteoliticas como metaloproteinasas (MMP-1, MMP-3), inhibidores tisulares de

metaloproteinasas (TIMP), serina, cisteina (lturriaga y cols., 2018).

En la superficie interna de la capsula de la ATM se encuentra la membrana sinovial
de tejido conectivo laxo que produce y mantiene el liquido sinovial. Los sinoviocitos
tipo B son encargados de producir una secrecion rica en glicoproteinas vy
glucosaminoglicanos destacando el AH y la lubricina (lturriaga y cols., 2018).

En ATM de pacientes asintomaticos se han estudiado los niveles presentes de
citoquinas en el liquido sinovial. Se han encontrado de manera constante TNF-a y
de forma esporadica INF-y e IL-2 (lturriaga y cols., 2018). IL-10, IL-1B, IL-6 y TGF-

B1 se encontrarian en niveles minimos (Fang y cols., 1999).

Durante el metabolismo normal las MMPs estan en equilibrio con los TIMPs, que
corresponde a la homeostasis de la matriz extracelular y el recambio celular. Tienen

un rol importante en condiciones fisiologicas y patolégicas de la articulacion.

IL-1B, IL-6 y TNF-a promueven la liberacion de proteasas estimulando la expresion
de enzimas degradantes y mediadores inflamatorios, produciendo la inflamacion de
la articulacién y la degradacion de huesos y cartilagos. Citoquinas proinflamatorias
aumentarian significativamente en OA y estarian relacionadas con el grado de

severidad de la enfermedad y el nivel de dolor.

También se destaca que citoquinas proinflamatorios suprimen los niveles de
proteoglicanos como el PRG4 que son secretados por condrocitos. En el proceso
degenerativo articular se ha asociado que el PRG4 presenta una degradacion y
disminuye su sintesis producto de la pérdida de sinoviocitos y la presencia

citoquinas inflamatorias (Iturriaga y cols., 2018).

La mantencion del fibrocartilago activa a los condrocitos para la secrecion de

glicosaminoglicanos (GAGS) y colagenos, resultando en una matriz extracelular
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organizada que confiere propiedades mecanicas Y fisioldgicas especializadas para

la funcion del disco articular (Moncada y cols., 2020).

Se ha demostrado que la induccion de MMP-1, MMP-3 y MMP-9 se relacionan con
pérdida de colageno y proteoglicanos de la MEC del fibrocartilago, produciendo la
degradacion del tejido conectivo fibroso del disco articular. La destruccién de
proteoglicanos provoca gran absorcion de fluido intersticial, provocando una
disminucién en la capacidad de resistir las cargas. Cuando continlia este proceso
de degradacion articular se produce la abrasion del fibrocartilago y la erosién de las
superficies 6seas subyacentes (Moncada y cols., 2020).

MMP-9 se secreta extracelularmente, influye en factores de crecimiento, en la matriz
extracelular, liberacion citoquinas que activan vias de sefalizacion que participan
en el crecimiento, invasion, migracion celular y la inflamacién. Ademas, la expresion
elevada de MMP-9 en personas con OA se relaciona con el progreso de la
enfermedad degenerativa articular (Zeng y cols., 2015).

La presencia de las metaloproteinasas de matriz (MMP) estdn asociadas con la
degradacion del tejido de la ATM y en la progresion de OA (Miyamoto y cols., 2002;
Haraden y cols., 2019; Cafferata y cols., 2021). MMP-3 es una proteasa que
degrada el colageno y contribuye en la degradacion del cartilago con generacion de
DAMP (patrones moleculares asociados a la lesion), que producen el aumento de
la inflamacion sinovial. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una
proteina de sefalizacion de la angiogénesis, que aumenta la inflamacion mediante
la creacion de vasos sanguineos (Miyamoto y cols., 2002; Haraden y cols., 2019;
Cafferata y cols., 2021). Ademas, ha sido demostrado que la matriz extracelular
(MEC) del cartilago articular es degradado por MMP y su actividad es inhibida por
inhibidores tisulares de metaloproteinasas de matriz (TIMPs) (Miyamoto y cols.,
2002).

La composicién del liquido sinovial se ve directamente afectada por las diversas
patologias que afectan la articulacion. Esta composicion ha sido estudiada con
mayor frecuencia y facilidad en la articulacion de rodilla, no asi en ATM debido a las

dificultades en el muestreo y el analisis del liquido, principalmente por ser una
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articulacion de mayor dificultad en el acceso por su pequefio tamafio, se necesita
de un profesional especialista para la extraccion de la muestra, la cantidad extraida
suele ser poca y requiere de un pronto analisis (Kubota y cols., 1997; Altobelli y

cols., 2017; lturriaga y cols., 2018; Haraden y cols., 2019).

Los distintos procesos que se generan producto de la patologia, como la inflamacion
o destruccion tisular, producen cambios en los niveles de los biomarcadores
presentes. Estos pueden ser de gran valor diagnostico y prondstico de la
enfermedad. Es por este motivo la importancia de caracterizar los biomarcadores
moleculares presentes en el liquido sinovial que también permite evaluar la eficacia
de un tratamiento (Kubota y cols., 1997; Cevidanes y cols., 2014; Haraden y cols.,
2019).

Diversos estudios sefalan los mediadores inflamatorios que estan involucrados en
el proceso de inflamacion de la OA. Cuando ocurre este evento las células
inflamatorias comienzan a actuar junto con las células dendriticas y los macrofagos,
produciendo la liberacion de citoquinas como IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17, interferén
gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Kubota y cols., 1997;
Miyamoto y cols., 2002; Nefla y cols., 2016; Moncada y cols., 2020). IL-17 juega un
rol importante en el metabolismo 6seo, se asocia con moléculas que producen dafio
del cartilago articular y/o el hueso de la articulacion. Por otra parte, la OA se asoci6
con un aumento de los niveles de IL-6 que corresponde a una citoquina inflamatoria.
Esto podria producirse producto que la patologia tiene un caracter inflamatorio
destructivo crénico (lturriaga y cols., 2018). Ademas, el aumento en los niveles de
citoquinas como IL-18, IL-6 e IL-17 genera un aumento del activador del receptor
gue expresa el ligando del factor nuclear kappa B (RANKL) (Arboleya y Castafieda,
2013; Cafferata y cols., 2021). En la remodelacion ¢sea es importante la proporcion
de RANKL y osteoprotegerina (OPG), este ultimo factor mencionado se ha
comprobado que disminuye su concentracion en el liquido sinovial de pacientes con
OA en ATM (Cafferata y cols., 2021).

Por lo mencionado anteriormente es que se destaca la importancia de caracterizar
y evaluar los niveles de los biomarcadores del liquido sinovial de pacientes con OA

antes y después del tratamiento con fibrina rica en plaquetas y leucocitos.
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3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
3.1 HIPOTESIS:

3.1.1.

El tratamiento con fibrina rica en plaquetas y leucocitos produce el

aumento de biomarcadores de regeneracion tisular y una disminucion

de los biomarcadores relacionados a la inflamacion y destruccion tisular

en el liquido sinovial de pacientes con osteoartritis de la articulacion

temporomandibular.

3.2 OBJETIVO GENERAL:

3.2.1

Determinar mediante la cuantificacion de los biomarcadores de
inflamacion, regeneracion y destruccion tisular la eficacia del
tratamiento con fibrina rica en plaguetas y leucocitos en pacientes con

osteoartritis de la articulacion temporomandibular.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.3.1

3.3.2

3.3.3

3.34

Caracterizar la poblacion celular y factores de crecimiento de la fibrina
rica en plaquetas y leucocitos.

Cuantificar los biomarcadores de inflamacién, regeneracion vy
destruccion tisular presentes en el liquido sinovial de pacientes con
osteoartritis de la articulacion temporomandibular, antes y después del
tratamiento con fibrina rica en plaquetas y leucocitos.

Comparar los niveles de biomarcadores de inflamacién, regeneracion
y destruccion tisular del liquido sinovial antes y después del
tratamiento.

Determinar la eficacia del tratamiento con fibrina rica en plaquetas y
leucocitos para la osteoartritis de la articulacion temporomandibular,
de acuerdo con el andlisis de biomarcadores de inflamacion,

regeneracion y destruccion tisular del liquido sinovial.



20

4 MATERIALES Y METODOS.

4.1.

4.2

Disefio del estudio:

Corresponde a un estudio clinico piloto longitudinal prospectivo, realizado en
la Clinica Odontologica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion del
Servicio de Salud Metropolitano Norte, carta N° 024/2020 (Anexo 1). Todos los
participantes del estudio aceptaron de manera voluntaria su participacion y

firmaron el formulario de consentimiento informado (Anexo 2).

Seleccion de la muestra de pacientes:
La muestra de pacientes estuvo constituida por 5 personas, mayores de 18
afos. Los pacientes fueron reclutados en la Clinica de Odontologia de la
Universidad de Chile, en un periodo comprendido entre junio y octubre del afio
2021.

4.2.1 Diagnostico:

El diagnostico clinico de la OA se realiz6 utilizando el protocolo de la
taxonomia extendida de DC/TMD (Peck y cols., 2014) y se confirm6 mediante
una tomografia computarizada de haz coénico (CBCT), este examen
imagenologico fue realizado en el servicio de radiologia de la Clinica
Odontolégica de la Universidad de Chile, fue ademas realizado el diagndstico

imagenoldgico por un radidlogo dentomaxilofacial.

La articulacion temporomandibular escogida para el estudio correspondié a

aguella que presentaba un mayor grado de destruccion y sintomatologia.

4.2.2 Criterios de inclusion:

Se seleccionaron pacientes ASA | 0 ASA |l con diagnéstico de OA de la ATM,
diagnosticado mediante el protocolo DC/TMD, definido por presentar artralgia
y crepitacion (Peck y cols., 2014). Los participantes fueron evaluados

clinicamente por odontdlogo especialista en TTM y dolor orofacial.
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4.2.3 Criterios de exclusion:

4.3

4.4

Pacientes que hubieran recibido hace un afio o que se encontraran en
tratamiento de ortodoncia, tratamiento orofacial-miofuncional o de TTM actual
0 en los ultimos 6 meses. Pacientes con historia de intervencion quirdrgica en
la ATM, embarazadas o en periodo de lactancia, que tuvieran alergia al
paracetamol. Ademas, también se excluyd a pacientes que presentaran
enfermedades sistémicas como artritis reumatoide, diabetes mellitus,
trastornos hematologicos asociados con el uso de FRP-L en los cuales
destacan trastornos de la funcion plaquetaria, deficiencia de fibrindgeno,
tratamiento anticoagulante, enfermedades autoinmunes o0 pacientes que se

encontraran con inmunosupresion.

Obtencion de muestra de liquido sinovial:

Se trazo una linea desde el angulo externo del ojo hasta la parte mas central
y posterior del tragus (linea Holmlund-Hellsing). 2 mm bajo la linea
previamente descrita y 10 mm hacia anterior desde el centro del tragus se
ubica el sitio de puncidn, que corresponde a la zona de maxima concavidad

de la fosa mandibular.

La obtencién de la muestra del liquido sinovial se realiz6 mediante una técnica
para artrocentesis. Para dar inicio al procedimiento, el Cirujano maxilofacial
realiz6 una técnica anestésica infiltrativa local extracapsular, luego de esto se
utilizé una aguja de calibre 21 que fue insertada en direccion inferolateral en
el espacio articular para obtener el liquido sinovial de la ATM. La muestra
obtenida debia encontrarse sin contaminacion sanguinea para realizar un

correcto analisis.

En el post-operatorio, se les prescribié analgesia de paracetamol 1 gramo cada
8 horas por 3 dias, en caso de ser necesario.
Obtencion de fibrina rica en plaquetas y leucocitos:

La extraccion sanguinea fue realizada por una enfermera, quien utilizé una

aguja mariposa de calibre 21 y la posicion6 en la vena basilica o cefalica de
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cada paciente. Se recolectaron 2 tubos con 9 ml de sangre periférica en tubos

de ensayo de vidrio seco sin anticoagulante.

Posteriormente la sangre se coloc6 en una centrifuga de mesa (IntraSpin™,
Intra-Lock international, Boca Raton, Florida, EEUU), los tubos fueron
posicionados de manera opuesta y se centrifugd de manera inmediata a
temperatura ambiente utilizando el protocolo cuyo nimero de patente es
63,381.

Luego del centrifugado la sangre se encuentra separada en dos fracciones: la
fraccidn superior contiene el fibrindgeno liquido (FRP-L), en la parte inferior
quedaran contenidos los globulos rojos. Se extrajo 2 ml de FRP-L con una
jeringa calibre 18 desde el area mas cercana a la fraccioén de globulos rojos.
Luego de que la muestra termind el proceso de centrifugado hay 12 minutos
disponibles aproximadamente para realizar la infiltracion del contenido en la
ATM, si se excede este tiempo el fibrinbgeno se coagula y no puede
inyectarse. La polimerizacion natural y progresiva formara coagulos de fibrina
con una cantidad relevante de factores de crecimiento de plaquetas y

leucocitos.

Inyeccién intra-articular:

El mismo punto de puncion que se utilizo previamente para la artrocentesis se
inyectaron 2 ml de FRP-L al inicio (TO) y a los 30 dias posteriores. Se utilizé
una aguja de calibre 18 para realizar la inyeccion de FRP-L. Luego del
procedimiento, se les indic6 a los pacientes del estudio una dieta blanda
durante 3 dias. Luego de 6 meses de haber inyectado la segunda dosis de
FRP-L (T1) se realizé un nuevo examen imagenoldgico, examen clinico y la
recoleccion de muestra de liquido sinovial, utilizando la misma técnica de

artrocentesis descrita anteriormente.

Procesamiento inicial:

Una vez obtenida la muestra fue trasladada inmediatamente al laboratorio de

Biologia Periodontal de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
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La muestra de FRP-L fue dispensada en tubos Falcon que contenia EDTA, se
encontraban debidamente rotulados con el nimero de paciente y el tipo de
muestra. El liquido sinovial también fue depositado en tubos Falcon de 15 ml
sin EDTA, se recolectaron aproximadamente 2 ml de cada paciente.

Las muestras fueron transportadas a temperatura ambiente en una caja
térmica, en cuyo interior contenia una gradilla. Una vez ingresada al

laboratorio se comenzo con el procesamiento inicial de la muestra.

4.6.1 Procesamiento FRP-L :
En tubos Falcon, 9 ml de FRP-L en 2 ml de EDTA 1 mM (milimolar), se

centrifugaron a 400 xg durante 10 min a temperatura ambiente utilizando una
centrifuga convencional (Universal 320R, Hettich, Tuttlingen, Alemania).
Luego el pellet se resuspendi6 en PBS (Tampon fosfato salino) y el
sobrenadante se almacend en un tubo Falcon nuevo a -80°C, para posterior

andlisis.

De la suspension celular obtenida se realiza el conteo de las células utilizando
la cAmara de Neubauer (Mariendfeld, Lauda-Konigshofen, Alemania). Se
realiz6 dilucion 1:10 que contenia la suspension celular en PBS 1x y Azul
Tripano (Trypan Blue Stain 4%, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU) como marcador de viabilidad que me permitié contar

las células vivas (sin tincion).

Luego el sobrenadante se centrifuga a 10.000 xg x 15 min a 4°C (centrifuga
Universal 320 R, Hettich, Tuttlingen, Alemania) y fue guardado en 200 pL
(microlitros) de RNA Safer (RNAlater™ Soln, invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU).

4.6.2 Procesamiento liquido sinovial:

Se utilizaron tubos eppendorf para 2 ml de liquido sinovial en solucién salina.

Para recuperar las células se realizo una centrifugacion a 12.000 xg x 15 min
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a 4°C, en una centrifuga de mesa (Z 233 MK-2, Hermle LaborTechnik GmbH,
Wehingen, Alemania).

Luego se realizaron dos lavados con 1ml de PBS 1x, posteriormente se vuelve
a realizar la centrifugacion antes sefialada. El pellet obtenido se guarda en 300
uL (microlitros) de RNA Safer (RNAlater™ Soln, invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU).

Todas las muestras finales obtenidas fueron rotuladas y conservadas a -80°C

hasta su siguiente procesamiento.

4.7 Caracterizacién celular de fibrina rica en plaquetas y leucocitos (FRP-L):

La viabilidad celular se realizé segun lo mencionado en el punto 4.6.1. Luego,
las células se analizaron mediante citometria de flujo. Para el marcaje
extracelular, las células se incubaron con los anticuerpos monoclonales
(Biolegend, San Diego, California, EEUU; BD Biosciencies, Becton Dickinson,
Madrid, Espafia; eBioscience, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU), anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD19,
anti-CD25, anti-CD56, anti-CD14, anti-CD11b, anti-CD117, anti-CD11c, anti-
CD83, anti-HLA-DR, anti-CD41, anti-CD42b, anti-CD62P (Tabla 1). La
identificacion de la caracterizacion celular se realizé utilizando Gates

secuenciales de acuerdo a las caracteristicas FSC/SSC.

Adquisicion de las muestras procesadas por citometria se realiz6 en equipo
citbmetro (BD LSRFortessa X-20, Becton Dickinson, Madrid, Espafa), ubicado
en la unidad de citometria de flujo FACS en la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.
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Tabla 1. Panel de anticuerpos utilizados para la caracterizacion celular de

FRP-L.
CD3 BV 605 1:200 Linfocitos T
CD4 BUV 395 1:200 Linfocitos T CD4+
CD8 BV 510 1:200 Linfocitos T CD8+
CD19 BV 421 1:200 Linfocitos B
CD25 BUV 737 1:200 Linfocitos T activados
CD56 BV 785 1:200 Células NK
CD14 BV 650 1:500 Macréfagos/ Monocitos
CD11b FITC 1:200 Neutrofilos
CD117 APC Cy7 1:200 Neutrofilos
CD11c AF700=APC700 1:1000 Células Dendriticas
CD83 BV711 1:100 Células Dendriticas
HLA-DR PE Cy7 1:400 Células presentadoras de
antigeno
CDh41 PE 1:200 Plaguetas
CD42b APC 1:200 Plaquetas
CD62p PE-CF594 1:1000 Plaguetas activas

4.8Extraccion de ARN total y transcripcion reversade FRP-L y liquido sinovial:

Para la extraccion del ARN citoplasméatico total se procesaron
aproximadamente 1x10° de células por cada muestra, las células fueron
lavadas 2 veces en PBS y lisadas en 400 yL de amortiguador de lisis celular
gue contiene 0,5% lgepal® CA-630 (Rhodia Inc, Paris, Francia), 50 mM Tris-
HCI, a pH 8, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl:z y suplementado con 10mM de VRC
(vanadyl-ribonucleosidos) 40 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EEUU).

La lisis celular completa se obtuvo resuspendiendo vigorosamente las células
10 veces en el amortiguador de lisis. El nucleo fue removido mediante

centrifugacion a 14.000 xg x 10 seg (centrifuga Z 233 MK-2, Hermle
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LaborTechnik GmbH, Wehingen, Alemania). 400 uL del sobrenadante fueron
sometidos a digestion con 25 yg/mL de proteinasa K (Roche Ltd., Basilea,
Suiza), en presencia de SDS 1% y EDTA 15 mM (Fluka, Honeywell, Charlotte,
Carolina del Norte, EEUU) por 30 min a 37°C. Posteriormente, el ARN fue
extraido a un volumen igual de 400 pL de cloropan (fenol : cloroformo :alcohol
isoamil 25:24:1) (Fluka, Honeywell, Charlotte, Carolina del Norte, EEUU)

centrifugado por 10 min a 14.000 xg a temperatura ambiente.

El ARN presente en la solucion acuosa se precipité por 1 hora a -20°C con 0,3
M de acetato de sodio, 1 mL de etanol 100% y 20 pg/pL de glicogeno (Roche,
Basilea, Suiza), se recuperé mediante centrifugacion por 30 min a 14.000 xg y

se resuspendio en 20 uL de agua mili-Q libre de ARNasas.

El ARN citoplasmatico fue cuantificado usando un espectrofotometro a una
longitud de onda de 260 nm (Synergy HT, microplate reader. Biotek, Winooski,

Vermont, EEUU) y almacenado a -80°C a una concentracién de 1 ug/uL.

Para obtener la primera cadena de ADNc, 2 pg/uL de ARN total fueron
retrotranscritos usando un kit especifico y siguiendo las recomendaciones del
fabricante (iScript™ Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR, BIO-RAD,
Hércules, California, EEUU).

4.9Expresion de Factores de crecimiento de FRP-L mediante RT-PCR:

Los niveles de expresion de los mRNA de TGF-81, PDGF-A, PDGF-B, IGF,
FGF-2, VEGF-A, KGF y CTGF fueron determinados mediante PCR en tiempo

real a partir de 20 ng de cDNA, utilizando partidores especificos (Tabla 2).

La amplificacion mediante PCR en tiempo real se realiz6 utilizando un reactivo
especifico SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix.(BIO-RAD,
Hércules, California, EEUU) y se cuantificd en un termociclador en tiempo real
(7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
EEUU) el cual se encuentra ubicado en el Programa de Farmacologia
Molecular y Clinica, Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de
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Medicina de la Universidad de Chile. Como control de amplificacion se

analizaron los niveles de expresion de la subunidad de rRNA 18S.

Tabla 2. Partidores usados para la amplificacién mediante qPCR de los Factores de
crecimiento y 18S rRNA.

Factor de Partidor 5’-3’ Partidor 3’-5’.
Crecimiento
TGF-R1 5-CGC TGC CCATCG TGT ACT A-3° 5-CGC ACG ATC ATG TTG GAC-
3
PDGF-B 5-AAC TAT GCG TCA ACC AAT 5-GCG GGG AAC AAG TTG TCA
CGT A-3 -3’
PDGF-A 5GGG CTT CAC CAA GAC CTACA- 5-TGC AGG GGA TGG ATA AAC
3 A-3
IGF 5-CCA CCC TGA CCT GCT GTA A-3 5- GGA GGA CAT GGT GTG CAT
CT-3’
FGF-2 5-TCC TGC CAG TGG TAA TAC 5’- CCC TAA GAG TAT AAA GGT
GAT-3’ ATC CAC AAG-3’
VEGF-A 5-CTACCT CCACCATGC CAAGT- 5-GAT AGA CAT CCATGAACT
3 TCA CCA-3
KGF 5-GGG CTT ATC ATG CAG TTT GG  5-TGT GTC TCATTC ACG CTC
-3’ AAG-3’
CTGF 5-ACA TTA GTA CAC AGC ACC 5-GTC ATC TGA TGA TAC TAA
AGA ATG T-3’ CCTTTC TGC-3
18S 5-CGC TCC ACC AAC TAA GAA CG- 5-TGG GGA TGA TCA AAA GGA
3 GCC-3

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1; PDGF-A y PDGF-B: Factor de
crecimiento derivado de plaquetas; IGF: Factor de crecimiento insulinico; FGF-2: Factor de
crecimiento fibroblastico 2; VEGF-A: Factor de crecimiento endotelial vascular; KGF: Factor
de crecimiento de fibroblastos; CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo; 18S: 18S

rRNA, control endégeno.

4.10 Expresion de los factores de transcripcion y citoquinas de liquido
sinovial:

Los niveles de expresién de los mRNA de IL-1(3, IL-6, TIMP, IL-17, TGF-B1,
RANKL, OPG, MMP9 fueron determinados mediante PCR en tiempo real a partir
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de 20 ng de cDNA, utilizando partidores especificos (Tabla 3). La amplificacion
mediante PCR en tiempo real se realizd utilizando un reactivo especifico
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BIO-RAD, Hércules,
California, EEUU) y se cuantificé en un termociclador en tiempo real (7300 Real
Time PCR System, Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EEUU). Como
control de amplificacion se analizaron los niveles de expresion de la subunidad
de rRNA 18S.

Tabla 3. Partidores usados para la amplificacibon mediante gPCR de las

citoquinas, metaloproteinasas y 18S rRNA.

IL-113 5-CTG TCC TGC GTG TTG AAA GA- 5-TTG GGT AAT TTT TGG GAT CTA

3 CA-3
IL-6 5-GCC CAG CTA TGA ACT CCT 5-GAA GGC AGC AGG CAA CAC-3’
TCT-3
IL-17  5-TGG GAA GAC CTC ATT GGT GT-  5-GGA TTT CGT GGG ATT GTG AT-3
-

TGF- 31 5-CGC TGC CCA TCG TGT ACT A-3 5-CGC ACG ATC ATG TTG GAC-3’
RANK-L 5-TGA TTC ATG TAG GAG AAT TAA 5-GAT GTG CTG TGA TCC AAC GA-3’

ACA GG-3
OPG 5-CGT CGC CCT GTT CTT CTA 5-ATG CAG TGA GTG CCATCT TC-3’
TTT-3
MMP9 5-GAA CCA ATC TCA CCG ACA 5’-GCC ACC CGA GTG TAA CCA TA-3
GG-3’
TIMP-1 5'GGG CTT CAC CAA GAC CTACA- 5-TGC AGG GGA TGG ATA AAC A-3
3
18S 5’-CGC TCC ACC AAC TAA GAA CG- 5-TGG GGA TGA TCA AAA GGA
3 GCC-3

IL-1B: Interleuquina 1 beta; IL-6: Interleuquina 6; IL-17: Interleuquina 17; TGF-B1: Factor
de crecimiento transformante beta 1; RANK-L: Ligando de receptor activador para el
factor nuclear kB; OPG: Osteoprotegerina; MMP-9: Metaloproteinasa de la matriz

extracelular 9; TIMP-1: Inhibidor tisular de metaloproteinasa de la matriz 1.
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4.11 Evaluacion de larespuesta inflamatoria y regenerativa del tratamiento
con fibrinarica en plaquetas y leucocitos:
La evaluacion de la respuesta inflamatoria, regenerativa y de destruccion
tisular se obtuvo mediante la comparacion de los valores de los

biomarcadores antes mencionados, entre TOy T1.

412 Andlisis estadistico:

Debido a que corresponde a un estudio piloto, no presenta calculo de
tamafio muestral. ElI tamafio de la muestra se realizé considerando un
reciente estudio previo (Monasterio y cols., 2018) y el posible retiro de algin

participante.

Los datos de gPCR fueron analizados utilizando el software del equipo 7300
Real Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
EEUU). La cuantificacion relativa se obtuvo normalizando previamente la
expresion del mRNA de cada biomarcador molecular a la expresion de
MRNA 18s usando el método 2-AACt y usando los datos de TO (tiempo

inicial) como referencia.

Los niveles de expresion relativa de todos los biomarcadores moleculares
medidos (IL-1B, IL-6, IL-17, TGF-B1, TIMP-1, MMP-9, OPG y RANKL) en el
liquido sinovial en TO se utilizaron para normalizar el analisis,
considerandolos como valor 1, con el objetivo de realizar la comparacion

con los niveles de expresiéon obtenidos en T1.

Para la distribucion de datos se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk. Para
comparar los resultados entre TO y T1 de los biomarcadores evaluados, se
utilizara la prueba t pareada o la prueba de Wilcoxon dependiendo de la

distribucion de los datos.

Para este estudio se considerd la eficacia del tratamiento para los cambios
en los biomarcadores cuando en la comparacion entre TO y T1 presenta

una disminucion de los marcadores de inflamacion y destruccion tisular,
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ademas de un aumento de los marcadores de regeneracion 6sea, o si existe

una mantencion en la expresion de los biomarcadores sefialados.

El valor de p menor o igual a 0,05 se considerara como estadisticamente
significativo.
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5. RESULTADOS:

5.1 Caracterizacién demogréafica de los pacientes:

Todas las participantes fueron de sexo femenino y de nacionalidad chilena. El rango
de edad de los participantes del estudio estuvo entre los 20 y 64 afios. Su promedio
de edad es de 46,2 £ 21,4 y una mediana de 59 afios. 3 pacientes fueron
diagnosticados con OA de ATM izquierda y solo 2 con diagnostico de OA en ambas
ATM. Todas las articulaciones intervenidas fueron en ATM izquierda.

5.2 Cuantificacién celular FRP-L mediante citometria de flujo:

Se analizaron 5 muestras de FRP-L de cada paciente, obtenidas en TO. Para la
identificacion de las poblaciones celulares mediante citometria de flujo se utilizo la
estrategia de gateo que se puede observar en la figura 1. La Figura 1 muestra la
relacion SSC que corresponde a la dispersion lateral de la luz generada que nos
indica la complejidad celular y FSC corresponde a la dispersion frontal del haz de
luz que muestra el tamafio de la célula. La relacion FSC-FSC fue utilizada para la
discriminacion de dobletes (ocurre cuando el citbmetro analiza dos células al mismo
tiempo). La relacion marcador y células vivas/muertas se presenta de manera
biparamétrica para evaluar caracteristicas de la célula, para lograr identificar la

poblacién celular y la viabilidad celular.

5.2.1 Estrategia de gateo:

L

FSC

SsC——
M
1
\
Live/Dead ——»
i
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FSC——m———> FSC——m— CD45 ———>

Figura 1. Estrategia de gateo para determinacién de las poblaciones celulares de FRP-L.
Se determinaron basandose en su tamafio (FSC: dispersion frontal, por sus siglas en inglés

forward scatter) y complejidad (SSC: dispersion lateral, por sus siglas en inglés side scatter).
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FSC/FSC se eliminan los dobletes (los conglomerados celulares). CD45: corresponde a
marcador especifico (anticuerpo monoclonal) para identificacion de Leucocitos. Live/Dead

(Vivas/Muertas) es para la identificacion de poblacion celulares vivas.

5.2.2 Expresion celular:

La expresion celular de la FRP-L obtenida mediante citometria de flujo fue
representada en grafico bidimensional de puntos o grafico de difraccion. Se
identificd la poblacién celular de plaguetas como aquellas células que fueron
doblemente positivas (expresion positiva para CD42b y CD41), observado en la
figura 2A. Las plaquetas activadas son identificadas por ser células de expresion
doblemente positiva (positivas para el anticuerpo monoclonal CD62p y CD41). La
expresion del anticuerpo CDA41 identifica a la célula como plaqueta, la expresion
positiva de CD62p demuestra las células que se encuentran activadas (figura 2B)
para ambas figuras corresponde al cuadrante superior derecho del gréfico. Las
plaguetas corresponden a un 80,39% de la poblacion celular total y las plaquetas

activadas corresponden a un 79,72% del total de células identificadas.

A. B.

Plaquetas Plaquetas activadas

A A
80.39 79.72

+1.9 | +1.8

CD41
CD41

| P
CD42b > CD62p >

Figura 2. Gréficos bidimensional de puntos obtenidos por citometria de flujo de FRP-L.
La poblacién total de plaquetas se identifica por su doble positividad para CD41 y CD42b
(A). La subpoblacion de plaquetas activadas expresa ademas de positividad para CD41,
positividad para CD62p (B).
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Se identifico la poblacion de células dendriticas como aquellas células que fueron
doblemente positivas (expresion positiva para CD83 y CD11c), observado en la
figura 3A. La subpoblacion de células dendriticas activadas fue identificada por ser
positivas para el anticuerpo HLA-DR, junto con el anticuerpo CD83 (figura 3B). De
la poblacion total celular presente en la muestra de FRP-L un 5,03% corresponde a

células dendriticas y un 4,95% corresponde a esta poblacion celular activada.

A. B.
Células dendriticas Células dendriticas activadas
A A
5.03 4.95
+0.9 ~ +1.0
(4p) ™
0 00
()] ()]
@) O

CD11c > HLA-DR >

Figura 3. Determinacién citométrica de células dendriticas. Expresion positiva de CD11c
y CD83 corresponde a células dendriticas (A). Las células dendriticas activadas son
positivas para el anticuerpo CD83 y HLA-DR (B).

La expresion celular de linfocitos fue identificada mediante la expresién de los
distintos anticuerpos. Marcador CD3 positivo identifica poblacion celular de
Linfocitos T, para la identificacion de la subpoblacion de Linfocitos T CD4+ fueron
positivos también para el anticuerpo CD4, corresponde al 7,13% de la poblacion
celular, cuadrante superior derecho (figura 4A). El anticuerpo CD25 corresponde al
marcador de activacion de linfocitos T, por lo tanto, la subpoblacién identificada
como linfocitos T CD4+ activados fue sefialada por ser doblemente positivo para

marcador CD25 y CD4, corresponde a las células ubicadas en el cuadrante superior
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derecho (figura 4B), la cuantificacion celular de esta subpoblacion es un 6,78% de

la poblacion total celular de la muestra.

Se cuantifico que un 3% de las células totales de la muestra corresponden a células
B (Linfocito B) identificadas mediante la expresion positiva del anticuerpo CD19 vy la
expresion negativa el anticuerpo CD3 corresponde al cuadrante superior izquierdo
(figura 4C).

A. B. C.
Células T CD4+ Células T CD4+ Células B
activadas
6.78 3.00
+1.2 +0.5

cCh4 ——»
H
o

Ch4 ———»

CcD19 ——

CD3

v

CD3 > CD25

Y

Figura 4. Identificacion y cuantificacion de poblacion de linfocitos mediante citometria de
flujo. La poblacion de linfocitos T CD4+ fue definida por la expresion positiva de CD3y CD4
(A). Los linfocitos T CD4+ activados fueron identificados por la expresion positiva de los
anticuerpos CD25 y CD4 (B). Los Linfocitos B (células B) fueron determinados por la
expresion negativa de CD3 y positiva de CD19 (C).
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5.3 Expresion de Factores de Crecimiento de FRP-L (TO) mediante RT-
gPCR en tiempo real:
Tabla 4. Resultados CT promedios de RT-gPCR correspondiente a FRP-L

en tiempo inicial (TO).

Factores de P4TO P5TO

Crecimiento

_ 32,47 32,58 31,91 31,395
_ 30,455 54,78 55,56 40,33 47,215
_ 28,295 31,08 32,895 29,865 29,835
_ 28,285 31,56 35,335 32,6 33,965
_ 30,21 38,425 34,57 45,845 41,7
_ 27,68 30,53 33,695 33,52 34,06
_ 27,645 30,18 31,72 30,62 30,895
_ 29,36 31,915 33,22 31,78 33,38
_ 7,69 25,695 38,405 27,79 29,96

P1 TO: Paciente 1 tiempo inicial, P2 TO: Paciente 2 tiempo inicial, P3 TO: Paciente 3
tiempo inicial, P4 TO: Paciente 4 tiempo inicial, P5 TO: Paciente 5 tiempo inicial.

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1; PDGF-a y PDGF-b: Factor de
crecimiento derivado de plaquetas; IGF: Factor de crecimiento insulinico; FGF-2:
Factor de crecimiento fibroblastico 2; VEGF-a: Factor de crecimiento endotelial
vascular; KGF: Factor de crecimiento de fibroblastos; CTGF: Factor de crecimiento
de tejido conectivo; 18S: 18S rRNA, control endégeno.

5.4 Cuantificacion de biomarcadores moleculares de Liquido sinovial (TO
y T1) mediante RT-qPCR:

El andlisis de distribucién de los datos de la expresioén relativa de RT-gPCR del
liquido sinovial de TOy T1 fue analizada mediante la prueba de Shapiro-Wilk entregé
como resultado que los datos tienen una distribucion no normal (no paramétrica).
La comparacion fue evaluada con la prueba de Wilcoxon. La cuantificacion relativa

fue expresada en mediana.
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Fue posible detectar niveles de expresion de mRNA de IL-1B, IL-6 e IL-17 en el

liguido sinovial de todos los pacientes con OA. La expresion relativa de IL-1B no

tuvo diferencias estadisticamente significativa de TO y su expresion en T1

(Mediana=0,10) (p=0,62) (Fig.5A). Con respecto a la expresion relativa de IL-6 no

existen diferencias significativas de la expresion entre TO y T1 (1,03) (p>0,99)

(Fig.5B). Con respecto a la expresion relativa de IL-17 no existe diferencia

estadisticamente significativa entre TO y la expresion relativa de la citoquina antes

mencionada en T1 (1,00) (valor p>0,99) (Fig.5C).
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Figura 5. Cuantificaciéon de expresion relativa de Citoquinas del Liquido Sinovial

TOy T1.

TO corresponde al tiempo inicial, T1 es 6 meses posteriores al tratamiento.

Los puntos amarillos de cada gréfica corresponden a los valores individuales obtenidos

de la expresion relativa de la citoquina de cada paciente en el tiempo especifico. Niveles

de expresion relativa de citoquina IL-1f3 obtenidos en TO y T1 (A). Niveles de expresion

relativa de citoquina IL-6 obtenidos en TO y T1 (B). Niveles de expresion relativa de

citoquina IL-17 obtenidos en TOy T1 (C).
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5.4.2 Expresion relativa del Factor de Crecimiento TGF-B1.

Se detectaron niveles de expresion de mRNA de TGF-B1 en el liquido sinovial de
los cinco pacientes. Los niveles de expresion obtenidos en TO (1,00) no se
determind diferencia estadisticamente significativa al ser comparada con la

expresion de este factor de crecimiento en T1 (0,00) (p=0,25) (Fig.6).
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Figura 6. Cuantificacion de expresion relativa de TGF-b1.
TO corresponde al tiempo inicial, T1 es 6 meses posteriores al tratamiento.
Puntos de color amarillo corresponden a los valores individuales obtenidos de la

expresion relativa de TGF-B1 de cada paciente en el tiempo especifico.

5.4.3 Expresion relativa de MMP-9 y TIMP-1

Los niveles de expresion de mRNA de MMP-9 y TIMP-1 en el liquido sinovial de
todos los pacientes con OA fueron detectados. La expresion de MMP-9 en TO
(1,00) no fue estadisticamente significativa con respecto a su expresion en T1
(1,00) (p=0,5) (Fig.7A).
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Por otra parte, la expresion relativa de TIMP-1 en TO no existe una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la expresion del Inhibidor tisular de
metaloproteinasa de la matriz 1 en T1 (0,00) (valor p>0,99) (Fig.7B).
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Figura 7. Cuantificacion de expresién relativa de Metaloproteinasa 9 (MMP-9) e
Inhibidor tisular de metaloproteinasas de la matriz (TIMP-1).

TO corresponde al tiempo inicial, T1 es 6 meses posteriores al tratamiento.

Los puntos amarillos tanto para el grafico A como B corresponden a los valores
individuales obtenidos de la expresion relativa de los biomarcadores de cada paciente en
el tiempo especifico.

Niveles de expresion relativa de MMP-9 presentes en el liquido sinovial en TO y T1
obtenidos mediante RT-qPCR (A). Niveles de expresién relativa de TIMP-1 presentes en

el liquido sinovial en TO y T1 obtenidos mediante RT-gPCR (B).

5.4.4 Expresion relativa de RANKL y OPG

Se detectaron niveles de expresion de mMRNA de RANKL y OPG en la muestras
obtenidas de liquido sinovial. La expresion de RANKL en TO en comparacién con
la expresion de RANKL en T1 (1,00) no fue estadisticamente significativa

(p>0,99)(Fig.8A). La expresion relativa de OPG en TO en comparacion con su
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expresion relativa en T1 (1,00) no obtuvo una diferencia estadisticamente

significativa (valor p>0,99) (Fig.8B).
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Figura 8. Cuantificacion de expresion relativa de RANK-L y OPG.

TO corresponde al tiempo inicial, T1 es 6 meses posteriores al tratamiento.

Los puntos amarillos tanto para el grafico A como B corresponden a los valores
individuales obtenidos de la expresion relativa de RANKL y OPG de cada paciente en el
tiempo especifico.

Niveles de expresion relativa de RANKL presentes en el liquido sinovial en TO y T1
obtenidos mediante RT-gPCR (A). Niveles de expresién relativa de OPG presentes en el

liquido sinovial en TO y T1 obtenidos mediante RT-qPCR (B).
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6 DISCUSION:

La osteoartritis es una enfermedad degenerativa clasificada como de baja
inflamacion en comparacién con artritis reumatoide, en la que participan
biomarcadores moleculares (Derwich y cols., 2021; Monasterio y cols., 2018; Blanco
y cols., 2004; Pefia y Fernandez, 2007; De Grandmont, 2010).

Para el tratamiento se utilizan infiltraciones de distintos productos, que se aplican
solos o0 en combinacién con otras técnicas para mejorar el efecto (Al-Moraissi y
cols., 2019; Cardoneanu y cols., 2022; Derwich y cols., 2021; Gutiérrez y cols.,
2018). En este contexto surge la necesidad de ir encontrando nuevos tratamientos
y entender el rol que cumplen los distintos biomarcadores moleculares con respecto

al desarrollo de la enfermedad.

Es importante destacar que la fibrina rica en plaguetas (FRP) fue desarrollada como
una primera fuente de factores de crecimiento autdgenos derivados de la sangre del
paciente, sin necesidad de un anticoagulante para su elaboracién, ya que los
anticoagulantes actuarian como supresores en el proceso de cicatrizacion
(Gutiérrez y cols., 2018; Miron y cols., 2017). Estos factores de crecimiento se
encontrarian en una matriz tridimensional de fibrina, lo que potenciaria la
regeneracion de los tejidos (Miron y cols., 2017). El i-FRP corresponde al
concentrado plaquetario en el que se obtiene una presentacion inyectable o
infiltrable (Miron y cols., 2017; Isik y cols., 2022; Isik y cols., 2023a), que no
corresponde al FRP-L infiltrable utilizado en el presente estudio. La técnica de
obtencion del FRP se basa en la migracion de los componentes de la sangre por el
efecto de la fuerza gravitacional, lo que genera variabilidad en la estructura del
concentrado plaguetario obtenido dependiendo de la centrifuga utilizada, aunque se
realice bajo el mismo protocolo de elaboracion, influye también el radio, angulacion
del rotor y el tubo utilizado en la centrifugacion (Isik y cols., 2023b). Se han reportado
diferentes protocolos de centrifugacion, principalmente encargados de modificar
tiempo y velocidad, produciendo distintos concentrados y por ende resultados
clinicos variables (Gutiérrez y cols., 2018; Isik y cols., 2023b; Kosmidis y cols., 2023;
Dos Santos y cols., 2023). Se observan mayor presencia de células regenerativas

(Isik y cols., 2023a) con mayor cantidad de factores de crecimiento a velocidades
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de centrifugacion mas lentas y cortas en su elaboracion (Miron y cols., 2017; Wend
y cols., 2017; Isik y cols., 2022; Kosmidis y cols., 2023). Los leucocitos y las
plaguetas requieren un reduccion de la fuerza centrifuga rotacional para poder
conservar los factores de crecimiento. La disminucién del nimero de células es una
de las consecuencias de una alta velocidad de centrifugacion, pero también se
menciona que un alto niumero de células principalmente de leucocitos influye

negativamente en la liberacion de los factores de crecimiento (Mariani y cols., 2016).

Los factores de crecimiento encontrados en el FRP-L son VEGF, PDGF, TGF-B1,
EGF (factor de crecimiento epidérmico), IGF, HGF (factor de crecimiento de
hepatocitos) y FGF (Wend y cols., 2017; Simbes-Pedro y cols., 2022; Jasmine y
cols., 2021b).

Debido a que la mayor cantidad de investigacion cientifica esta orientada a PRP y
FRP, es importante conocer la accién de otros concentrados plaquetarios que
podrian presentar mejores propiedades terapéuticas, como la FRP-L. Es necesario
mencionar que la mayor cantidad de los estudios hablan de la matriz tridimensional
de FRP pero en andamios (Dohan y cols., 2009; Jasmine y cols., 2021b; Xu y cols.,
2023), existiendo pocos estudios sobre el andlisis de la estructura de la FRP-L
inyectable. Jasmine y cols. (2021), publicaron un estudio comparativo de las
variaciones arquitectonicas y ultraestructurales de la FRP-L y la FRP inyectable,
sefialando que las fibras de la matriz son mas delgadas en su presentacion
inyectable, por otra parte, la matriz de FRP-L corresponden a fibras gruesas y
rugosas que influye en la resistencia y el potencial de captura y liberacion de los
factores de crecimiento (biodegradabilidad) (Dohan y cols.,2012). El estudio de
Wend y cols., compard tres matrices distintas de FRP-inyectable que fueron
elaboradas disminuyendo solamente la fuerza centrifuga relativa, evaluando las
propiedades regenerativas, numero total de plaquetas y leucocitos y su distribucién
(Wend y coals., 2017).

Por otro lado, es relevante destacar que los resultados obtenidos para la
caracterizacion celular mediante la citometria de flujo permiten dar cuenta de la
cantidad aproximada de células (Linfocitos T, Linfocitos B, células dendriticas y

plaguetas) que estan presentes en la FRP-L inyectada en los pacientes, lo cual



42

permite comprobar que efectivamente el tratamiento propuesto en el presente
estudio es de un concentrado plaquetario con alto contenido en leucocitos y

plaguetas.

Es necesario recordar que la citometria de flujo es un método de analisis para
multiples pardmetros de una célula. Se basa en la medicion de la fluorescencia
asociada a las células que previamente han sido marcadas con anticuerpos
monoclonales ligados a fluorocromos. La utilizacion de estos fluorocromos permite
la deteccion y cuantificacion de parametros celulares, permitiendo una deteccion

sensible (Monteiro y cols., 2002; Barrera y cols., 2004).

Las células deben estar en una suspension y son introducidas en un sistema
hidrodindmico, de modo que son guiadas a fluir en una fila Unica en el centro de la
corriente. Al ser transportadas por el flujo son interceptadas por una luz laser,
causando una dispersion de esta luz lo que nos permite cuantificar el tamafio
relativo y la complejidad de la célula. Las plaquetas tienen valores inferiores de
dispersién de la luz en comparacion a otras células de la sangre, debido a su

pequefio tamafio. (Monteiro y cols., 2002; Barrera y cols., 2004).

El resultado de esto es lo que se puede observar en los gréaficos de puntos de las
figuras 1, 2, 3y 4. Enlafigura 1 se sefala la estrategia de gateo utilizada. La figura
2 nos muestra que efectivamente el FRP-L tiene una gran cantidad de plaguetas y

plaguetas que se encuentran activadas.

En las figuras 3 y 4 por otro lado podemos observar que también se lograron
identificar células dendriticas, linfocitos T y linfocitos B en distintas cantidades. La
importancia de la citometria de flujo en este estudio fue poder identificar las

poblaciones celulares que efectivamente se encontraban en la FRP-L.

La FRP-L tendria efectos positivos en el proceso de cicatrizacion, ya que las
plaquetas, fibrina y leucocitos actuarian sinérgicamente. Tiene un gran potencial de
regeneracion natural, acelerando el proceso de cicatrizacion de tejidos blandos y
duros (Salgado y cols., 2017; Jasmine y cols., 2021b; Xu y cols., 2023; Kosmidis y
cols., 2023).
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Las plaguetas tienen un papel fundamental en la hemostasia, cuando hay una lesion
se adhieren a las estructuras subendoteliales expuestas, las plaguetas son
activadas y se agregan unas a otras, formando asi una parte esencial del tapon

hemostético primario (Monteiro y cols., 2001; Jasmine y cols., 2021b).

Es importante destacar que no existe un protocolo establecido para caracterizar los
concentrados plaquetarios, por lo tanto, al momento de comparar los resultados del
presente estudio con otros sefialados en la literatura tiene una gran complejidad.
Solamente hay un estudio de caracterizacion de distintas FRP-i segun protocolo de

elaboracion que corresponde al estudio de Wend y cols. del afio 2017.

Con respecto a los resultados obtenidos del RT-gPCR de FRP-L también es posible
coincidir con lo mencionado por Simdes-Pedro y cols. (2022), que efectivamente
hay presencia de factores de crecimiento en la FRP-L. Se observa en la Tabla 4 que
se encuentran en distintos niveles de expresién debido a que provienen de

diferentes individuos.

La importancia de los factores de crecimiento segun la literatura es que cumplen
una funcién relevante principalmente en la regeneracion de los tejidos. Por este
motivo era fundamental tener en consideracion las caracteristicas celulares y
moleculares de la FRP-L con el objetivo de comprender posteriormente la respuesta

al tratamiento.

El codgulo natural que forma la FRP-L produce una matriz de fibrina que permite la
proliferacion y migracion tisular, la aposicion de la matriz y el remodelado (Salgado
y cols., 2017; Wend y cols., 2017; Albilia y cols., 2020; Jasmine y cols., 2021b; Isik
y cols., 2023b; Kosmidis y cols.,2023; Xu y cols., 2023)

El TGF-B es liberado y activa los queratinocitos y el PDGF-a y PDGF-b, IL-1, FGF
y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Estas estimulan a los fibroblastos para
producir coladgeno para angiogénesis y bloquean la actividad de proteasas
bacterianas (Mariani y cols., 2016; Wend y cols., 2017; Jasmine y cols., 2021b;
Kosmidis y cols., 2023).

Entre los factores liberados por las plaquetas esta el VEGF-a, que es promotor de

la angiogénesis. Otros factores liberados son el IGF, FGF y CTGF que promueven
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la division, proliferacion y diferenciacion celular, aumento de la sintesis de colageno,
estimulaciéon de la angiogénesis y la eliminacion del tejido necrético, con el objetivo
de acelerar la reparacion y la regeneracion tisular. El atrapamiento de células
madres mesenquimales en el coagulo de fibrina permite la reparacion vascular y
tisular (Schar y cols., 2015; Mariani y cols., 2016; Salgado y cols., 2017; Wend y
cols., 2017).

Se estimula la diferenciacion y la proliferacion de osteoblastos, produciendo la
integracion y el remodelado 6seo (Wend y cols., 2017; Jasmine y cols., 2021b;
Kosmidis y cols., 2023). Las proteinas morfogenéticas 6seas que se encuentran en
la matriz de fibrina son liberadas progresivamente e inducen la produccion de hueso
debido a que son osteoconductoras (guian el crecimiento de reparacion osea).
Finalmente, los linfocitos producen factores de crecimiento y contribuyen al
remodelado tisular durante la Gltima fase de la cicatrizacién. Los factores de
crecimiento son liberados en el sitio de forma lenta y mantenida durante un tiempo
prolongado (Salgado y cols., 2017; Isik y cols., 2023a; Albilia y cols., 2020; Xu y
cols., 2023; Kunze y cols., 2022).

La cuantificacion de los biomarcadores de inflamacién, regeneraciéon y destruccion
tisular presentes en el liquido sinovial de pacientes con OA de la ATM, luego de 6
meses posteriores al fin del tratamiento con FRP-L permitié determinar la expresion
relativa de las citoquinas IL-1B (fig. 5A), IL-6 (fig.5B) e IL-17(fig.5C) con respecto a
la cuantificacion de la expresién de los biomarcadores obtenidas en TO (tiempo

inicial antes del tratamiento).

Algunas investigaciones mencionan que hay una correlacion positiva entre la
concentracion de plaquetas y la expresion de genes anabdlicos. También una
relacion entre la expresion de leucocitos y la expresion de genes catabdlicos.
Reacciones de defensa podrian ser estimuladas por la presencia de leucocitos y
citoquinas, produciendo un efecto beneficioso. Un exceso de leucocitos podria
anular la capacidad de los factores de crecimiento para modular las citoquinas

proinflamatorias (Cabaro y cols., 2018; Baca-Gonzalez y cols., 2022).

Como fue mencionado anteriormente los leucocitos tienen funciones muy

importantes en la inmunidad y en el proceso de regeneracion de los tejidos,



45

produciendo citoquinas y factores de crecimiento. En este sentido, la FRP-L al incluir
un alto contenido en plaquetas y leucocitos podria interferir en la capacidad de los
factores de crecimiento para modular las citoquinas proinflamatorias generando asi
una mayor respuesta inflamatoria, si bien se observa mayor respuesta inflamatoria
en un paciente, esto no se logré determinar para toda la poblacion del estudio, por
lo tanto, no podemos decir que para este estudio se comprueba lo anteriormente
mencionado. Ya que no hay diferencias significativas con respecto al aumento de la

expresion relativa de citoquinas entre TOy T1 (Figura 5).

IL-1B tiene relevancia en la remodelacion 6sea, se ha demostrado que esta
citoquina activa directamente la sefializacion de RANK, ademas de inducir la
osteoclastogénesis y la pérdida 6sea medida por RANKL. Induce la infiltracion de
células inflamatorias y estimula la produccién de MMP. FRP-L segun el estudio de
Baca-Gonzalez y cols. (2022) muestra mayor liberacion de la citoquina antes
mencionada. La mayor liberacion de IL-1B es entre los dias 1 y 7 (Schar y cols.,
2015).

IL-6 también corresponde a una citoquina proinflamatoria que estimula RANKL, que
es indispensable para la diferenciacion y activacion de los osteoclastos. Su efecto
es que en conjunto con IL-1B provocaria resorcion 6sea (Baca-Gonzalez y cols.,
2022). IL-6 se expresa significativamente en FRP de forma inyectable (Jasmine y
cols., 2021). FRP inyectable parece tener el potencial de mejorar la diferenciacién
celular temprana (Kosmidis y cols., 2023). FRP-i presenta una mayor expresion de
esta citoquina proinflamatoria, estimula el sistema inmunolégico generando
reclutamiento de monocitos, favoreciendo la homeostasis 6sea, mejorando la

sefializacion celular y la regeneracion de los tejidos (Jasmine y cols., 2021b).

IL-17 corresponde a una citoquina proinflamatoria que actda a nivel de receptores
Th17, se ha demostrado en el estudio de Monasterio y cols.(2018), que hay una alta
expresion de esta interleuquina en pacientes con OA, que la vincula a la patogénesis
de la enfermedad. Cafferata y cols.(2021), también menciona que si se establece la
respuesta inmune patdgena de Thl7 y la produccion de IL-17 mejora la

osteoclastogénesis mediada por Th17 y la actividad de resorcion 6sea en la ATM.
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Por otra parte, en este estudio clinico piloto se obtuvieron expresiones de TGF-f31,
RANKL, OPG, MMP-9 y TIMP-1. El estudio de TGF- B1 (Factor de crecimiento
transformante (31) fue necesario considerarlo debido a que es un factor responsable
de la proliferacion y diferenciacion de los condrocitos, también para la sintesis y
degradacion de la MEC (matriz extracelular). El factor de crecimiento antes
mencionado influye significativamente en la produccion de colageno vy
glucosaminoglicano que corresponden a componentes de la MEC. TGF-p1
promueve procesos anabolicos en la ATM aumentando la tasa de proliferacion
celular (osteoblastos, fibroblastos y condrocitos) y la produccion de componentes
de la MEC. (da Costay cols., 2017; Salgado y cols., 2017; Wend y cols., 2017; Xu
y cols.,2023; Kosmidis y cols., 2023).

Jasmine y cols. (2021), sefiala que TGF- 1 en conjunto con PDGF promueven la
cicatrizacion al iniciar la infiltracion de fibroblastos. Ying y cols. (2013), demostraron
mediante técnicas histoldgicas el efecto beneficioso de TGF-B1, pero generaba un
cartilago mas grueso y desorganizado en comparacion al normal. Por otra parte, el
estudio de Miron y cols.(2017), también destaca que la FRP inyectable a los 7 dias

mostré niveles de ARNm significativamente mas altos de TGF-f31.

Como fue mencionado anteriormente el TGF-B1 participa en el proceso de
cicatrizacion y remodelacion de los tejidos, activando a los condrocitos, fibroblastos,
favoreciendo la sintesis de colageno y junto con las Interleuquinas activando la
respuestas celulares (Xu y cols., 2023). Los resultados obtenidos en el estudio
clinico piloto demuestran que hay una disminucién de este factor de crecimiento en
T1 (figura 6), en tres de los casos hay una disminucién, en un paciente no existe
modificacién y solamente en uno hay un aumento. Por lo tanto, esto se podria
explicar debido a que TGF-B1 tendria una accion en los primeros dias del proceso
de reparacion tisular, por lo tanto, seria recomendable evaluar antes de los 6 meses
posteriores a la infiltracibn de FRP-L. Cuando se infiltra FRP-L debe haber
aumentado significativamente TGF-1 y esto puede provocar un cuadro inflamatorio
temporal, cuya duracion no supera los 7 dias, de modo que, para los 6 meses de
control, es decir en T1 si se encuentra en nivel mas bajo que en TO0, es, aunque no

sea significativo, indicador de un estadio de la enfermedad mas apagado o
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escasamente inflamado y, por ende, menos doloroso, tal como es indicado por

Schéry cols., en el afio 2015.

Ademas, es importante sefalar que TGF-B1 en normalidad se encuentra en niveles
minimos, en el caso de OA se presenta en niveles menores que en otras patologias
de trastorno interno de la articulacion (Fang y cols., 1999; van der Kraan, 2018). La
liberacibn maxima de TGF-B1 de la FRP-L se produce en el dia 7 (Schar y cols.,
2015), por lo tanto, si se considera el tiempo que transcurre para el analisis de la
muestra en T1 tiene sentido que los niveles de este factor de crecimiento se

encuentren en niveles bajos.

TGF-p tienen actividades bioldgicas que controlan la regulacion de la deposicion de
matriz extracelular, la proliferacion, migracion y diferenciacion celular. Hay 3
isoformas de TGF-B 1, 2y 3 (Proetzel y cols., 1995).

La concentracion de esta proteina en su forma activa determina la sefalizacion
celular y dependera del nimero de diferentes receptores en la membrana celular de
los diferentes tipos de células.

En fibroblastos las concentraciones bajas de TGF- activan la ruta Smad 2/3 y

concentraciones altas estimulan la via Smad 1/5/8.

El cartilago del ser humano sano contiene gran cantidad de TGF-B1 que
normalmente no es accesible facilmente por los condrocitos. Este es almacenado
en grandes cantidades en la matriz del disco articular y la carga mecanica puede
activarlo. Van der Kraan en el 2018 encontrd niveles elevados de TGF- activo en
el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y una concentracion a la mitad
en el caso de pacientes con OA. Las células de los tejidos de las articulaciones que
normalmente no estan expuestas al TGF-$ activo estan expuestas a altos niveles
en las articulaciones con OA. (Van der Kraan, 2018). En el presente estudio clinico

piloto se encontraron niveles bajos de TGF-bl posterior a la aplicacion de FRP-L.

Con respecto a la expresion relativa de MMP-9 y TIMP-1 después de 6 meses de
tratamiento en el estudio no hubo diferencias significativas con respecto a la

expresion obtenida del liquido sinovial previo al tratamiento (TO).
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La importancia de este analisis radica en que el grupo de enzimas de
metaloproteinasas de la matriz (MMP) cumplen la principal funcién de realizar la
remodelacion de la MEC de diferentes tejidos. Estas enzimas son expresadas tanto
en procesos fisiologicos como en procesos patologicos. La actividad de estas MMP
esta controlada por los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz
(TIMP). En condiciones patolégicas se pierde el equilibrio existente entre ellas (Diaz
y cols., 2014). No obstante, en los resultados obtenidos no podemos hacer una
relacion con este desequilibrio y la OA. Los niveles de MMP-9 aumentaron
solamente en dos pacientes (figura 7A), con respecto a TIMP-1 en un paciente

aumentd y en otros tres disminuyd su expresion con respecto a TO (figura 7B).

La actividad de MMP es regulada transcripcionalmente por citoquinas, factores de
crecimiento y hormonas. Un equilibrio favorable entre la actividad de MMP y la
inhibicion de los TIMP es esencial para prevenir o detener el progreso de patologias

como la artritis (Gardner y Ghorpade, 2003).

Se menciona también en el estudio de Kunze y cols., en el afio 2022, sobre el uso
de PRP para la regeneracion de ligamentos que ademas de producir un aumento
del colageno tipo | y lll, también aumenta la sintesis de matriz extracelular y la

remodelacion mediante la relacion de MMPs y TIMPs.

TIMP-1 es la forma inducible y es regulada positivamente por IL-1B, TGF-31, IL-6
y EGF (factor de crecimiento epitelial). Esta relacionado a una serie de procesos
bioldgicos, la remodelacion tisular, la inhibicion de la angiogénesis (Gardner y
Ghorpade, 2003).

La Gelatinasa A (MMP-9) esta en niveles muy bajos en tejidos normales, se
encuentra secretada por células dendriticas, hematopoyéticas, neutrofilos,
macrofagos, mastocitos, linfocitos y fibroblastos. Ademas de ser inhibida por TIMP-
1 también su actividad es regulada por TIMP-3. La MMP-9 esta involucrada en la

resorcion 0sea (Pereira 'y Cols., 2016).

Los resultados obtenidos (figura 7) no sefialan un gran desequilibrio en la relacion

MMP/TIMP, hay respuestas particulares de cada paciente frente al tratamiento.
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Existe posibilidad de que hay en general mayor expresion de MMP-9 que de TIMP-
1, no obstante, son confundentes la expresién particular de algunos pacientes. Se
desconoce cual seria la expresion de MMP-9 y TIMP-1 antes de T1 limitando la

interpretacion de los resultados.

Por otra parte, la expresion de RANKL y OPG en el liquido sinovial T1 tampoco
indico diferencias estadisticamente significativas en comparacion con su expresion
en TO (figura 8 Ay B).

Cafferata y cols.(2021), mencionan en su estudio que la sobreexpresion de RANKL
y OPG es mayor en OA en comparacién a otros trastornos temporomandibulares.
Los niveles de RANKL, que corresponde a un inductor clave en la diferenciacion y
actividad de los osteoclastos, son significativamente mayores en OA. El recambio
0seo patoldgico se puede estimar mediante la relacion de RANKL/OPG,
determinada por la producciéon de RANKL y OPG mediada osteoblastos y
osteocitos.

RANKL se une a su receptor especifico RANK, que es expresado por osteoclastos
precursores, induce su union y la diferenciacion en osteoclastos maduros que

produciran la resorcion ésea.

OPG es un inhibidor de la union de RANKL a su receptor RANK, inhibiendo la
cascada de eventos moleculares que llevan a la diferenciacion de osteoclastos y en
consecuencia impidiendo la resorcién 6sea. Por este motivo es relevante conocer
la relacion antes mencionada, ya que regula la tasa de activacion de los
osteoclastos y los desequilibrios producen efectos negativos y patologias

asociadas.

Por lo tanto, RANK, RANKL y OPG son proteinas que tienen un rol conocido en
patologias que involucran el tejido 0seo. Las concentraciones de estas proteinas
estan reguladas por factores, en ausencia de inflamacion, el balance es beneficioso
para OPG. En presencia de inflamacion los mediadores quimicos como IL-1B, IL-6,

entre otros producen balance en favor a la resorcién.

En el caso de RANK se menciona que ademas de estar vinculada con la

diferenciacion de osteoclastos, también incluye supervivencia de células
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endoteliales, maduracion y funcion de células dendriticas, quimiotaxis y reforzar la

respuesta de células T (Neyro y cols., 2011; Asquino y cols., 2022).

La comprension del complejo sistema OPG/RANKL/RANK es fundamental para
entender la fisiopatologia 6sea. Se ha comprobado que los osteoblastos maduros
producen altas cantidades de OPG, generando el bloqueo en el transcurso de la
osteoclastogénesis e impediria la formacion de osteoclastos. Los Osteoblastos
inmaduros mediante descensos en la expresion de OPG e incrementos en la
expresion de OPGL (factor de diferenciacion de los osteoclastos) son capaces de
reclutar a los osteoclastos que se encargarian de limpiar el tejido 6seo antiguo
(Ferrer y cols., 2002).

En el estudio clinico piloto propuesto los niveles de OPG y RANKL no tienen un
comportamiento definido claramente en los pacientes. Para el caso de RANKL
(figura 8A) en dos pacientes disminuy6 la expresion de RANKL posterior al
tratamiento (T1), en dos pacientes no se experimentaron cambios entre TOy T1y
en un paciente existio aumento de RANKL en T1 con respecto a TO, por lo tanto,
podria indicar que para ese paciente se esta induciendo la diferenciacion de los
osteoclastos. No se puede sefialar que el tratamiento con FRP-L generaria una
disminucién de la expresion de RANKL y por lo tanto, una disminucién de la

resorcion 6sea.

Siguiendo en la misma linea en el caso de la expresion relativa de OPG (figura 8B),
no existen diferencias significativas entre la expresién relativa entre TO y T1. No
hubo variacion en tres pacientes en la expresion en TO y T1, en un paciente se ve
un leve aumento de OPG y en otro paciente existio la disminucion de OPG. Sin
embargo, la disminucion de OPG no corresponde al mismo paciente que tiene
aumento de RANKL (Anexo 3).

La comparacion de los biomarcadores moleculares presentes en TO y T1 no dieron
diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, no hemos podido
determinar una asociacion directa entre lo que ocurre con estos mediadores a nivel

de la OA y posterior a su tratamiento.
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No existen diferencias significativas de los biomarcadores presentes en el liquido
sinovial de pacientes con OA en T1 y TO para regeneracion tisular, inflamacién y

destruccion tisular.

Si bien en el estudio se pudieron determinar las expresiones relativas mediante la
técnica de RT-gPCR no se obtuvo una correlacion clara, para entender lo que
realmente pasa en la OA y luego del tratamiento. No es posible determinar la
eficacia del tratamiento propuesto, ya que no hubo diferencias estadisticamente

significativas en la respuesta general del tratamiento propuesto.

Como se puede observar en los graficos que se encuentran en el anexo 3, todos los
pacientes expresaron distintos niveles de los biomarcadores antes sefalados, en
comparacion de TO y T1, para cada uno tampoco hubo resultados estadisticamente
significativos. No es algo que pueda ser extrapolado a la poblacion general, debido
a que los resultados fueron diferentes entre ellos y el tamafio de la muestra fue

pequefo.

Es relevante sefalar que todas las participantes del estudio corresponden a
mujeres, dos que se encuentran en edades de 20 y 26 afios, en comparacién con
otras 3 pacientes que sus edades se encuentran sobre los 59 afos. Estos factores
edad y sexo también pueden influir en relacibn con la expresion de los

biomarcadores presentes.

En este sentido es importante sefalar la funcibn que tienen algunos niveles

hormonales, que seran sefialados a continuacion.

Las hormonas sexuales influyen en el metabolismo 6seo. Los estrogenos en el
mantenimiento de la masa dsea tienen un rol y es consecuencia de su interaccion
con las interleuquinas, inhiben la resorcion y estimulan la formacion 0sea. En este
sentido los estroégenos actuan directamente sobre los osteoblastos, modulando la
proliferacion y diferenciacion, aumentando también la secrecion de citoquinas que
actuarian de forma paracrina estimulando o inhibiendo la actividad de los
osteoclastos. También pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG) por
lo que tendrian un rol importante en la regulacion de la osteoclastogénesis. Estas

funciones se verian influenciadas por el hipoestrogenismo tras la menopausia. Los
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androgenos tienen un efecto anabdlico, facilitan la accidon osteoblastica e inhiben la
resorcion Osea al disminuir la secrecion de citoquinas como IL-6 (Von

Bischhoffshausen y cols., 2019; Sanchez y cols., 2020; Moncada y cols., 2020).

Estudios sefialan que hay una predisposicion femenina a la remodelacion
disfuncional de la ATM y esto puede ser atribuido a las hormonas sexuales en
modulacién a las respuestas biologicas de los tejidos articulares, principalmente de
niveles bajos de estrogenos y prolactina (Sanchez y cols., 2020). Las mujeres que
toman anticonceptivos orales tienen una caida de estrégeno al final del ciclo cuando
dejan de tomar medicamentos activos y un nivel relativamente bajo de esta hormona

en el momento de la menstruacion (Von Bischhoffshausen y cols., 2019).

Los estrogenos pueden actuar de forma directa sobre monocitos y macréfagos para
regular la produccion de citoquinas como IL-1, IL-6, TNF-q, entre otras. IL-1B y IL-6
estan presentes en la ATM cuando hay inflamacién. IL-1 con TNF- a promueven la
reabsorcion del cartilago articular e inhiben la sintesis de proteoglicano (Von

Bischhoffshausen y cols., 2019).

En este sentido seria importante analizar los niveles hormonales presentes en los
pacientes del estudio y esto podria ademas influir en el tratamiento, también podria
indicar las diferentes respuestas moleculares obtenidas en los distintos pacientes

segun su grupo etario.

Por otra parte, la HPT (hormona paratiroidea) que es producida en las glandulas
paratiroides, es una hormona hipercalcemiante. Realiza su accion directamente

sobre el hueso, estimulando osteoclastos y favoreciendo la resorcién ésea.

También se destaca que la hormona de crecimiento (HG) actGa sobre los receptores
de los osteoblastos, estimulando su actividad, lo que produce un aumento en la
sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina (crucial en el proceso de
mineralizacién de la matriz intercelular por parte de los osteoblastos). También
actua de forma indirecta con el aumento de la sintesis de factores de crecimiento
de la insulina (IGF) por los osteoblastos, lo que favorece su proliferacion y

diferenciacion.
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Una limitacién con respecto al estudio de la OA es que el tratamiento fue aplicado
solamente en mujeres, de ciertos grupos etarios. También la dificultad del
procesamiento de la muestra, por ejemplo: lograr una extraccion sin contaminacion
sanguinea, el procesamiento inmediato, en conjunto con la poca cantidad de liquido
sinovial que es posible extraer de la ATM y el breve tiempo de seguimiento con
respecto al analisis biomolecular, esto dificulta el andlisis obtenido. Sin duda, la
mayor limitacion en la obtencién de resultados més esclarecedores ha sido la toma
de muestra de liquido sinovial en un mayor nimero de pacientes y un control de
niveles de expresion de biomarcadores mas proximo a TO o después de la segunda
infiltracion con FRP-L. Una ventaja de este estudio es que al parecer contribuye con
la mantencion de la expresion relativa de los biomarcadores de inflamacion vy
destruccion tisular, dificultando la progresién de la enfermedad y no afectando
negativamente a ninguno de los pacientes.

Segun ha sido mencionado en varios estudios tanto in vitro como ensayos clinicos,
se destaca la importancia de seguir investigando sobre la funcién de las respuestas
celulares, como influyen los tratamientos utilizados, la estandarizacion de protocolos

de obtencion de FRP-L y el seguimiento en el tiempo de los tratamientos aplicados.

Una vez sean publicados todos los resultados del proyecto al que pertenece el
presente estudio que incluyen: aspectos clinicos, imagenolégicos y calidad de vida,
en conjunto con los datos entregados en este trabajo de investigacion sera posible

determinar la eficacia real del tratamiento propuesto para OA de la ATM.
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CONCLUSIONES:

7.1 El tratamiento propuesto no mostré una disminucibn a nivel de
biomarcadores moleculares de inflamacion y destruccion tisular, tampoco un
aumento de los biomarcadores asociados a regeneracion tisular debido a no
encontrarse diferencias significativas en los niveles de las citoquinas,
presentes en el liquido sinovial entre antes y después del tratamiento.

7.2 El tratamiento es eficaz en la mantencion de la expresion relativa de los
biomarcadores estudiados entre antes y después del tratamiento.

7.3 Es necesario aumentar el seguimiento y numero de pacientes para
determinar la respuesta al tratamiento durante un mayor tiempo y en etapas

previas.
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9. ANEXOS:

Anexo 1: Aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion del Servicio de
Salud Metropolitano Norte.
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Prof. Dr. Aler Fuentes
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Universidad de Chile
Presente

Ref.: Proyecto de Investigacion: “Evaluacion del tratamiento con fibring rica en plaquetas y
leucocitos en pacientes con osteoartritis de la articulacion temporomandibular”.
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Tralammnio da demost1ado ser efical en enfy Ak U COmpe RUES0 v 105005 blandos.

4. Procedimientos

Siusted deses participar se le reafzardn los s proced

a|  historia y sxamen chinico: s rmhm wNa eNrevsta dmu con of Ain de conocer su Nstorial e
salud. Se realizard un exarmen chneo de ambas ATH para detenminar que podne astecartitis.

Bl wvabaacion de su calidad de wida usted i WK 0 paad inar vl grado de
AteCCOn quw e provocs el poseer osTEOratritis en la ATML
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el examen por imagenes (cone Beam) w realizard Un examen por Magen ESokigca park confrmar
QUE POSEE OSLEONTILE S8 b ATM,

d) toms de muestra de sangre: S¢ realUars park profess 1 saogre v obtenar ol concenrads de
oebidas 3 imyectar deatro de £ ATM coma trataminmo de ws endermedad. So extraerhn 9 ool du
Sargre por ATM afactads mediants el metodo estdndar por puscian en ol bexro izguierdo, realizado
por wna enfermera en s dapendincies y semgin ks normas de b Qinica Odantokgica de e
Unnwrydad de Chile

e} toma de muestra de liquide uinavial e lmyection: Se bomard wna muestra de liguide unovisl, o cual
se enouertna dentro de w aticulicidn El procedimiento es ambuialono y serd realizads poe un
Crujaro ikfacial an um pabefion de | Chinica Ddontokgeca & W Universdod de Chite, Se
limgiacs la 2ona de © pied con sohatidn desinfectante y w aphcard anestesia local. Postenamente
W0 reabzacin Sou punclones B0 D 0N D91 exIraer wna musstrs de Rogudo de su ATM, con la
finalidad de conooer ks mokculas inflamatorias y de destruccidn de 1o)dos que ve sncusntran
dentro de su hiculacion. Luego se nywctnrdn | ml del preparado de s progeo concentrado de
orbdm sanpuineas dentro de su wticulacidn, como ratamiento de su OStEDINNUS. Faaimente, s¢
le aplcanin medicamentos pers daminur s MokSTas pot Operaloeas, con diprona & gf
ENAOVENdEa v/0 paracetamal L gr, cada § hotas, de AUerdo 3 9 INdiLkoon del especisiata. En
cavo ce usted tener INLOCOSENTEs & warpia » Is ansstesly, antibideicos o asaRésicas, debe
ind o o e o profesonal tratante,

Todos ks procedim@ntos (excapia ls toms de muestra de Sa0gre e impecciones| serdn reakzados al iniclo y
luego ce & meses fndizado ol tratasiento La toma de muestra de SINgre ¢ inyeccicnes en ls articulackon
seran realeacias 2 veces en to1af, al incio del tratammmo y luego de un mes.

5. Criterios de inclusion

Fara ser nchado en o prasents stodio wited debe ser Mayor 30 edad y presestar osteoartriis en wa o
amtas ATM

6. Criterios de exchanion

NO podvd 2amicpar @0 ol prewnte esuBo 51 s BCCUENIa & Uatamiento de arfodonc [frenitos) o en
tratamiento de sU MTCUlIGon, Tampocs huberve sometico 3 orugo de b amculadan o presectar otra
E0kgi en L articulacion. No debe estar embarazada 0 en periedo de lactancly. No dete teser
diagneaticn de airkis reumatoide, Satates mlituy, alteraciones de b sangre, de ks vases wnguiseos,
enleimedad wmtcenmune ¢ presentar 3lergla 3 B anestesa, antibidtens ¢ anslgesicos como diprona o
poracetamol

7. Rwsges 0 Incomoddades

Usted puide experimentar una fgera mofesta o hematoma en b mas de ls extraccion de sangre. Dabids
4 Qo U cankidad de sangre 8 eatraer o5 paquela L posbiidad e gaw expeniments Mareos o enaciden
de detelidad penens pasaers v bga

Luego de la extraccitn de Kqudao de la ATM y/o de bs myeccicn imra-articular posde exatis dilicudtsd en los
movimentos de s mandbua en las primeras 46 boras. para 1o cudl recibivd las indicaciones e los
Uspecialinten tratantes,

£n caso de ccurrin wfecion advenos producidos por el tratamients de s ATM, estos serdn tratados &n la
Facultad de Odontolopia de 12 Universidad de Chile v costeados por el presente peoyecto.

& Munwjo y Sifuaion de Ia Informacion

Lo dM0s obtenidos serdn ifv2ados, labulido v b 0d03 por ol Investigador resporcabiv e la
Unreeesicad de Chile y solo secdn welizados para b g Sowade i wacio

Las muesiras de sangre y < Squdo sinovial tambien seran utiliradas Gnica y escluuvamente pars los fnes
Cescntos en la presente linea o imnetgacian y serdn destrudas una vez utiizadas. A su muwesirs de hguido
unouisl w e psignard un cadigo NumEnco, con ol fin de evitar Gue la persona que trabaje con su Mussten
COrOEta su identiclad

Lon resuliados de B presente avestgacdan como les imagenes de b ATM podvds siv usados en
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presEmiacanes 3 congratid cenhifised & puslicadon en revistes deckBoas nackosakes o s reecicnabes,
garantizando en 1000 M o ¢ ansnits o de tades Ins participames

% Berwficios para wated ¥ b sociedad

Si ustad Secide participar wohetanamene on ol esfudo, @ B meaiads o precadimientor v sl
Tratamenio prevlaments tRSCHRD para la oR1eSanmilis e e AT, 5in coshy eoondmicg para usied Lsied
Ea pindalting remunarasicn por participar &n el presenne estudie, Al panicigar enlack Bacends wna ibe ¥
geraroad contfibacidn paa la imeefgacian que podrd ser beneficlosy para Tuluros packntes con
cabenartritis U ofrat patnlogi DERENErAThAS & | husso v bejidos Blandos

En cavd de que we alnerse alguna obrs patologly se b informard a usted v 4 dervasd de aruerds 3 su
HED O kalud para rediar @l trsbamienin cormespondene

A0 Seguisde g

Fara probeger sus derechos, b Faculad de Odontokgia podria en slgun mosenio iregecsona los regismoes
ook b2 dalis duminsilrados por usied pary ebe proEeclD (M0 £Or nomkeis, s ulileesdn wlamenge
oodigns mumioodl Esbo can el fin di asperars que sus derechos Ban sko protighsos.

11. Aclaracionex

31l PrafaniEs o pretujucions s sooe exte astudio, o 5 eipe imenta cualguien geoblira, pusde lemar
Al imeesigador prinigal O, Alier Fuistes de | Campn al kifonn « 56229736420,

L2 CONSTRTIRIERTO

He kids y tomprendide b imformacion de e32as hojas e consentimi@nto. Tedas mis pregunges sobre
astidis ¥ mil paricacdn Fan 5283 Sndelid v espendides sstafacioiamence.

Al firmar exta Bajs de conseniimienio, no he renunsade 3 Ringuns di mi derschos legale:

Doy mi consenbimsnie &l ifrsstgadar v sy colshoradonss. pira panicips o 13 prasimbe irssbgacian ls
realzscion de koo procedimientas y ramianto priviamente descrito, 231 como o] iy I divagaciin de
l& informecion chimnide, pars g proposios dewrilos on COE Do msimi

FMombre g Participante Firma de Paraipasts
RUT. Fecha

Serogn 4 Berar par el Investigasdar qué boma el consenbimiemo nformade v por o dieesor del
estables mienbo

He eaplicadn & Sifamal - la naturalezs de 1p
IraEstigaoian, b b eaplcato aanca di Lok ievgo v b neficion gee i mplica 2o pamkcipaciin. He contestads
A las prapuntyy v e prapuntats 8 tene algung dida. Scepa gqui conoaod |y normativa wigeme para la

Pia b il inweRligEcain con werey fumanos ¢ me apego a elia.

FMombre de Iraetigndor Firma di Investgadar

RUT: Festhaa:

HMembre de Director del estableciienio Firera g Mirector del establecimients
BUT: Fecha;

El pragirbe documents corats de T hojas.
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Anexo 3. Expresion relativa por paciente de citoquinas, TGF-b1, MMP-9,
TIMP-1, RANKL y OPG obtenida mediante RT-qPCR de liquido sinovial en
pacientes con OA.

La primera barra del grafico para cada paciente corresponde a la expresion
relativa en TO (tiempo inicial) y la segunda barra correspondiente para cada
paciente sefiala la cuantificacion en T1 ( 6 meses posterior al tratamiento). La

expresion relativa en TO fue considerada como valor 1 para cada paciente.
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