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PREFACIO

Las lesiones musculares disminuyen la calidad de vida y autonomia de las personas, tanto en el
ambito deportivo como en la poblacién en general. En el deporte profesional, su alta incidencia
representa una gran diminucidn del rendimiento de los jugadores y en consecuencia también
de sus equipos, con importantes pérdidas econdmicas asociadas. En la poblacién en general
también es habitual sufrir lesiones musculares importante en algin momento, ya que en la
mayor parte de las intervenciones quirurgicas es necesario danar la musculatura. Esto implica
postoperatorios largos y con frecuencia dolorosos, por lo que cualquier mejora en el proceso de

reparacion y regeneracién muscular puede tener una enorme repercusién.

Tuve conocimiento del uso del PRP en patologias del aparato locomotor en el afio 2007, en los
inicios de mi periodo de formacién como médico residente. El Dr. Mikel Sanchez y su equipo, en
un centro de traumatologia y ortopedia de Vitoria, habian comenzado a investigar sobre el uso
de PRP en distintos tejidos a principios de este siglo, y a desarrollar diversas aplicaciones clinicas.
Su uso, que habia comenzado en el ambito de la hematologia en los afios setenta, y en cirugia
maxilofacial en los noventa, representaba una terapia novedosa a nivel mundial en el ambito de
la Traumatologia y de la Medicina Deportiva. En esos comienzos, también participaron
compafieros médicos del Athletic Club, y se aplicé PRP en distintos tipos de lesiones en
futbolistas. Pronto empezaron a desarrollarse algunas investigaciones, y se ampliaron las
indicaciones de tratamiento muy rapidamente, al ser un producto autélogo con una elevada

seguridad de uso.

Me fui formando con las publicaciones cientificas que iban apareciendo, y aproveché la
oportunidad de estar cerca de referentes internacionales en el area, personas como Isabel Andia
y Mikel Sanchez, que acumulaban una gran experiencia investigadora y clinica. Pude aprender
los distintos tipos de indicaciones, métodos de preparacion y técnicas de aplicacién del PRP. En
al afio 2012, tuve la suerte de poder acudir durante varias semanas al centro pionero en estas
técnicas, en Vitoria. Pero en aquella época, el nUmero de publicaciones aun era escaso y los
datos sobre su uso no eran concluyentes. No dejaba de sorprenderme cuando algunos de mis
compafieros médicos se posicionaban a favor o en contra del uso de PRP con absoluta seguridad
en sus palabras, cuando no habia argumentos suficientes para ello. Asi que opté por la postura
gue consideraba mas adecuada: a favor de la investigacion en el campo del Plasma Rico en

Plaquetas, para intentar formular las preguntas adecuadas y buscar sus respuestas.

El uso de cualquier terapia novedosa en el ambito de la salud, puede ser un error buscar
resultados beneficiosos claros desde las primeras investigaciones y para distintas patologias, o
grandes diferencias al comparar distintos productos. Se deben considerar los multiples factores
gue condicionan la regeneracién de un determinado tejido y las dificultades para objetivar los

resultados. Es frecuente el planteamiento de preguntas del tipo todo o nada: “el producto



funciona ¢si o no?”. Esto implica focalizarse en los resultados, en lugar de en el método de
aplicacién y su evaluacién. La ausencia de respuestas positivas en fases iniciales de una terapia,
donde dificilmente se emplean los protocolos mas adecuados, pueda conducir a desestimarla o

criticarla sin criterios suficientes para ello.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, pretendo evaluar el efecto del tratamiento con PRP
Puro en lesiones musculares agudas. En la parte de la introduccidn, se presenta una revisién de
las bases biolégicas del proceso de la reparacion y regeneracién muscular, y se analizan las
multiples posibilidades de modularlo mediante el uso de PRP. Se valoran distintos factores
fundamentales, como el tipo de PRP, para lo que se debe caracterizar su composicién celular
antes de infiltrarlo y considerar un protocolo de aplicacion. Posteriormente, se presenta un
ensayo clinico aleatorizado donde participaron 40 futbolistas federados con lesiones agudas
severas en los musculos isquiotibiales. Se analizaron cuatro variables explicativas que pueden
condicionar el tiempo de recuperacion: el tipo de Lesidn, el Producto infiltrado, el Momento de
la infiltracion y la Edad. También se incluyeron, como factores que pueden influir en la baja
deportiva, las interacciones Producto-Momento y Edad-Momento. Fue calculado un modelo
predictivo del Tiempo de Recuperacion en base a los datos registrados, y posteriormente fueron
discutidos los resultados. En base a las conclusiones obtenidas, se plantea finalmente una

propuesta de protocolo de uso de PRP Puro en las lesiones musculares agudas.

La Medicina Regenerativa es un campo apasionante, en constante desarrollo y con multitud de
aplicaciones en distintos tejidos, pero es dificil objetivar resultados positivos. Han de
considerarse los multiples factores que pueden modificar el proceso de regeneracién tisular y

se deben analizar los resultados obtenidos.

Esta Tesis es el resultado de muchos afios de esfuerzo intentando profundizar en el
conocimiento de un area de compleja. Desde la revisidén de la ciencia basica, hasta la aplicacién
de una terapia bioldgica en jugadores de futbol, empleando el método cientifico y grandes dosis
de ilusidn. Siento satisfaccion al poder compartir contigo este trabajo, y espero que sirva para

seguir avanzando en la regeneracion tisular y en la mejora de la calidad de vida de las personas.

Javier Gonzdlez Iglesias
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Figura 1 - Plaquetas activadas
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

1.1 EL MUSCULO ESQUELETICO

1.1.1 Estructura

Existen dos tipos de musculo estriado, el esquelético y el cardiaco. El musculo esquelético es un
tejido con enorme actividad y plasticidad, que representa alrededor del 40% del peso total del
cuerpo en humanos, y contiene alrededor del 50-75% del total de las proteinas. Se encuentra
muy organizado: las fibras musculares se agrupan en haces que son encapsulados por la matriz

extracelular, formando fasciculos (1).

El musculo esquelético es estimulado por los nervios periféricos de forma voluntaria y consume
gran cantidad de energia, presentando fatiga ante esfuerzos mantenidos. Sus principales

componentes son:

l. Las miofibras o fibras musculares.

Son células multinucleadas de gran tamafio, muy especializadas en la contraccidon. Su membrana
se denomina sarcolema, y en su interior se encuentran las fibrillas (o miofibrillas), formadas por
filamentos contractiles: miosina (gruesos) y actina (finos). Su disposicidon establece el patrdn

caracteristico estriado, con bandas oscuras y claras alternas.

La unidad funcional basica es el sarcomero, que representa una estructura compleja compuesta
principalmente por los filamentos de las proteinas actina (delgados; rodeados por troponina y
tropomiosina) y miosina (gruesos). Visualmente se encuentra delimitado en cada extremo por

un disco Z, que se visualiza como una linea estrecha y oscura.

Las fibrillas estdn conectadas entre si por medio de proteinas especializadas, los filamentos
intermedios, que permiten un acoplamiento mecdnico entre ellas, cuya consecuencia es la
contraccién. Con presencia de calcio se produce la unién de los filamentos: la troponina se
activa, y cambia de posicién a la tropomiosina, que permite la unién entre los filamentos
delgados de actina y las “cabezas” de los filamentos gruesos de miosina. Mediante la hidrdlisis
de moléculas de adenosin trifosfato (ATP), se produce la liberacion de los puentes de unidn entre
actina y miosina. Por lo tanto, el citoesqueleto de las miofibras es un soporte estructural y

mecanico para los ciclos de contraccion y relajacion (2).
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Figura 2 - Sarcomero: unidad funcional de las miofibras.
Microscopia electrénica de una miofibra, con el eje longitudinal horizontal. Fuente: Sweeney y Hammers, 2018 (2).

Junto a las miofibras, se encuentran las células satélite, separadas de la matriz extracelular por
la membrana basal. Son células madre que se encuentran en estado quiescente en condiciones
normales, y con capacidad de activacidn, proliferacion y diferenciaciéon hacia miofibras cuando

se produce una lesién en el musculo.

1. La matriz extracelular.

La matriz extracelular (MEC), también conocida como tejido conjuntivo o tejido conectivo,
proporciona proteccién al musculo, y presenta tres niveles: epimisio (alrededor del musculo),
perimisio (rodeando los grupos o fasciculos de fibras) y endomisio (alrededor de las fibras). Esta
clasificacion general ha sido objeto de gran debate, debido al creciente reconocimiento de la

complejidad de la estructura y la funcidn de la matriz extracelular (3).

Las principales funciones de la MEC del musculo esquelético son la transmisién de la fuerza y el
mantenimiento estructural, junto con la regulacién del nicho de las células madre. Para esto
ultimo, la MEC interactia con las células madre directamente mediante la unidn a receptores
de la superficie celular o indirectamente a través de la presentacion de moléculas como los
factores de crecimiento, permitiendo el equilibrio entre su quiescencia, auto renovacion y
diferenciacién. Estas interacciones son reciprocas, ya que las células madre pueden remodelar

el nicho y secretar o degradar componentes de la MEC (4).

Los componentes principales de la matriz extracelular son colagenos (lo mas abundante),
glicoproteinas (laminina, fibronectina) y proteoglicanos/glicosaminoglicanos (heparin sulfato,
condroitin sulfato) (5). También pueden existir también multiples proteinas enzimaticas
secretadas para el remodelado del coldgeno, como las metaloproteinasas de matriz (MMP) y
sus inhibidores (TIMPs)

Para la produccidn y el mantenimiento de estas proteinas de matriz es importante la presencia
de distintas proteinas de sefializaciéon, como los factores de crecimiento (6). Algunos ejemplos

son:
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el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF). Regula la expresion del gen del
colageno).

el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF). Estimula la angiogénesis y regula la
proliferacién y la accién de los fibroblastos.
el Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B; isoforma mas abundante es TGF-f1).

Es producido por varios tipos celulares, como las células endoteliales, los linfocitos y los

macrofagos, y también se encuentra en las plaquetas. Tiene efecto pleiotrépico: multiples

funciones en funcién del tejido dafiado y del microambiente (ver el apartado 1.4.5).
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Figura 3 - Tejido conectivo alrededor de los fasciculos de miofibras.
Fuente: Sciorati 2016. (7)

Existen multiples tipos celulares en la MEC, como las células progenitoras fibroadipogénicas
(FAP), los pericitos y las células madre mesenquimales (CMM). También hay células vasculares
endoteliales, células nerviosas (Schwann, perineurales y neuronas), fibroblastos, y células de

origen hematopoiético, como los macréfagos, los mastocitos o los linfocitos T reguladores.

1l. Las células satélite

Las células satélite son células madre intimamente asociadas a las miofibras, que se localizan
por dentro de la membrana basal. Al producirse una lesion muscular, pasan de un estado

guiescente a otro activo. Proliferan, se diferencian y finalmente se fusionan para formar fibras

musculares, siendo las principales responsables de la regeneracidon muscular.

A continuacion, es posible ver la imagen de un conjunto de miofibras, junto con células satélite,
pericitos y CMM.
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Iv.

U

Figura 4 - Miofibras y células madre.
Fuente: Pannerec 2012 (7)

Moléculas de seializacidn y fenotipos celulares.

Multitud de proteinas actian como sefiales sobre los distintos fenotipos celulares que se activan

tras la lesion muscular aguda. Estas células con fenotipos caracteristicos estan espacialmente

distribuidas y varian en funcién del tiempo transcurrido desde la lesion. Por lo tanto, es posible

desarrollar tratamientos biolégicos basados en el uso de estas sefiales celulares (proteinas) para

actuar sobre las células presentes en la lesién en cada etapa de la reparacion (distintos fenotipos

celulares).

Proteasas e

Proteinas adhesivas

Proteinas de sefalizacion difusibles

inhibidores y otras
albumin, plasminogen, A R . CXCL7; PF4,
MMP-1, -2, 4,9, | pa|.1, TAFI, uPA/UPAR g1o oS, RANTES,
ADAMTS13 e TGF-b1, -b2, HGF,
’ TSP-1, -2, laminin8, SDF-1,
ADAMTS10, dire lobuli IGF-1, IGF-II, IGF- VEGF, GRO
ADAMTSA7 (TACE), | friis S0 00U e, BP3, BMP-2 bFGF, ANGPT-1, -4, -
* | Geglobulina, TXA2, Fg, Fn, . . ENAT7S,
TIMPs-1-4 BMP-4, CTGF angiostatin, egf, IL-1b,
g Vn, VWF, low MW HA, BDNE CD40L. HMGB1 MCP-1, MCP-3,
a2-macroglobulina, ADP, Ca?", 5-HT, ) IL-8
histamine, microparticulas
R Z——————— ¢ S— — | — ,
i Célulaslocales i inflamatorias i vascular i
l—-—-———-——'—' ——————— e~ ~— ~—— ~— ~— ~—— ~—
| | I | endotelio
mioblastos | ‘ R I
| | | ‘ macréfagos | | |
satélites l I célula l
| - I monocito  neutréfilos | l mesenquimal |
| I I \ | l circulante
— — — — — — — — — — ————J — — — — — — — —

28

Figura 5 - Sefiales moleculares y células sobre las que actuan.
Fuente: Andia, 2013 (modificada) (8).
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V. La placa motora.

Representa la zona de unidn entre el nervio y el musculo, y estd formada por una motoneurona,
cuyo axon se divide en varias ramas en su parte distal, y el conjunto de las fibras musculares que
inerva. El impulso eléctrico se transmite por el axén hasta la zona terminal, donde se produce la
entrada de iones calcio y se libera el neurotransmisor acetilcolina a la hendidura sinaptica. En la
membrana de las fibras musculares existen receptores de acetilcolina cuya activacion provoca
la despolarizacién de la célula (posteriormente interviene para desactivarla la enzima
acetilcolinesterasa, que se encuentra en la matriz extracelular). El potencial de accidn se
transmite hasta el sistema de membrana celular caracteristico: el sistema tubular transverso.
Son invaginaciones de la membrana hacia el interior celular, unidas al reticulo sarcoplasmatico,

lo que permite la rdpida liberacion de calcio (y su posterior acimulo), y la contraccién muscular

(9).

1.1.2 Funcién

La contraccidon muscular es la tensién generada en el musculo por un Unico estimulo nervioso
(activacion neuromuscular). Para que exista un aumento en la tensién muscular, es necesario
qgue llegue un segundo estimulo nervioso antes de que el musculo vuelva a la situacién de
reposo: contraccion emparejada, por un fenédmeno de sumacion. Si se aumentan las frecuencias
de estimulacién, se produce un aumento de las tensiones maximas. Se puede llegar a producir
una meseta de tensién maxima, en donde no hay relajacion de la tensidn entre los estimulos
sucesivos (tetania). A pesar de que las unidades motoras se contraen de modo todo o nada, el
musculo esquelético tiene la capacidad de producir distintos grados de fuerza. Es debido
principalmente a dos mecanismos aditivos: espacial (al aumentar la intensidad del estimulo se
activan mas unidades motoras) y temporal (al aumentar la frecuencia del estimulo aumenta la
tensién por cada unidad motora). También pueden influir otros factores, como el angulo de
penacioén (angulo de las fibras respecto al eje de generacién de fuerza), y la densidad y longitud

de las fibras musculares (2).

En relacidn con el tipo de contraccion muscular, puede producirse un acortamiento del musculo
con la misma tensién (contraccién isotdnica; la carga es constante) o a la misma velocidad

(isocinética). También es posible la contraccion muscular sin modificar la longitud (isométrica).

Cuando se producen modificaciones en la longitud del musculo y en la tensidn, se distingue la
contraccién concéntrica (disminucion de la longitud) y excéntrica (aumento). En la contraccion
excéntrica se produce tension muy alta rapidamente, por lo que existe riesgo mas elevado de

lesion.

Existen principalmente tres tipos de fibras musculares:
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- Fibras tipo | (contraccién lenta; metabolismo oxidativo). Tienen capacidad aerébica alta, con
resistencia a la fatiga. La concentracion de capilares y mitocondrias es la mas alta, mientras
gue la contraccién y la relajacién son las mas lentas.

- Fibras tipo IIA (contraccién rapida; oxidativas y glucoliticas). Son fibras de caracteristicas
intermedias entre las | y las Il B.

- Fibras tipo lIB (contraccidon rapida; glucoliticas). Su metabolismo es principalmente

anaerdbico, con baja resistencia a la fatiga. El tiempo de contraccién es rapido.

El patrén de especializacion de las fibras de tipo Il depende de los patrones de expresion de las
isoformas de las cadenas pesadas de miosina durante la histogénesis. Ademas, el entrenamiento
produce cambios adaptativos en las fibras. El entrenamiento de resistencia o aerdbico mejora
la circulacidn sanguinea y la eficiencia energética. Aumenta el tamafio, nUmero y densidad de
las mitocondrias, con aumento del consumo de acidos grasos respecto al glucégeno. También
aumenta el porcentaje de fibras llA. Con el entrenamiento de la fuerza se produce una mejora
en la sincronizacién de la activacion muscular y aumento del nimero de fibras que forma la
unidad motora. También se produce un aumento del tamafio de las fibras musculares

(hipertrofia) y del porcentaje de las fibras IIB.

1.1.3 Los musculos isquiotibiales

El grupo muscular de los isquiotibiales, también llamados isquiosurales, esta formado por tres
musculos: biceps femoral (BF), constituido por un vientre muscular largo y el corto, el

semitendinoso (ST) y el semimembranoso (SM).

Figura 6 - Musculos Isquiotibiales.
IT: Tuberosidad Isquidtica, SN: Nervio cidtico, CT: Tenddn Conjunto,
FT: Tejido graso,; FH: cabeza del peroné. Fuente: Iriarte, 2019 (10).
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El origen se encuentra en la tuberosidad isquiatica. El vientre muscular largo del BF y el ST
forman un tenddén conjunto a este nivel (11), y su lesién suele implicar un peor prondstico (12).
Tiene una longitud orientativa de unos 10 centimetros, mientras que su continuacion, el tendén
intramuscular o aponeurosis, suele tener una longitud en torno a los 15-20 cm. La parte distal
del biceps femoral también presenta un tenddn intramuscular y un tendén libre de fibras
musculares. El semitendinoso tiene un rafe en la zona media del vientre muscular (tejido

conectivo).

Las principales funciones de los isquiotibiales son la extensién de la cadera y la flexién de la
rodilla. Intervienen en la carrera tanto en fase de apoyo (extensién de cadera, junto a otros

musculos) como de balanceo (flexion de rodilla).

En la fase de balanceo durante el sprint (pierna no apoyada), en la parte final de este
movimiento, se activan los isquiotibiales. La rodilla se extiende y el musculo se esta alargando,
mientras se contrae para poder absorber la energia (contraccidon excéntrica). Esto implica un

gran nivel de tensién a nivel del musculo, por lo que existe mayor riesgo de rotura muscular.

1.2 LA LESION MUSCULAR

La lesion muscular implica un dafio muscular que puede presentarse de distintas formas.

Habitualmente se describen dos tipos principales de lesiones estructurales:

- Contusién muscular. Es una lesién por golpe directo, con hematoma e inflamacién
asociados. En el proceso de reparacién suele existir un grado variable de fibrosis y de
regeneracién muscular. En algunas ocasiones, varias semanas después de la lesion se
forman calcificaciones dentro del musculo (miositis osificante).

- Rotura muscular. Se produce rotura de las fibras (lisis de las membranas celulares), con
frecuencia por estiramiento de un musculo activado (contraccidén excéntrica). El riesgo de
rotura es mayor en los musculos que atraviesan dos articulaciones, como los isquiotibiales,
el recto femoral o los gemelos. Son frecuentes las lesiones a nivel de la unién entre el
musculo y el tenddn (unidon miotendinosa o UMT). Si se produce una rotura completa del
musculo (seccidn muscular), el organismo tiende a la reparacién de los extremos mediante

la formacidn de un tejido conjuntivo denso y fibroso.

1.2.1 Clasificaciones de la lesidn muscular

En el ambito del deporte, y en el futbol en particular, la lesién muscular aguda es la patologia
mas frecuente (13), tanto en hombres como en mujeres (14). Se produce, generalmente, cuando

es necesario desarrollar una velocidad maxima en una accidon especifica de juego (15).
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Durante décadas se desarrollaron distintas clasificaciones estableciendo sistemas de gradacién
de la lesion (grados I-1l), basados fundamentalmente en hallazgos exploratorios y ecograficos,
como el tamafio de la lesidn, asocidandose un grado mayor a un peor prondstico (16). En los
ultimos, anos se han realizado numerosas clasificaciones sobre las lesiones musculares,
atendiendo principalmente a aspectos anatdomicos de la localizacion de la lesion y/o al

mecanismo lesional. Dos de las mds importantes son:

e El consenso de Munich de la lesion muscular (2013). Basada en los sintomas, la
exploracién y los hallazgos ecograficos o de RMN (17).

e La clasificacién Britanica de la lesidn en atletas (2014). Basada en hallazgos de RMN
(18).

La gran variedad de grupos musculares, con caracteristicas anatémicas propias y las multiples
lesiones posibles, hacen muy compleja una aproximacion global a la caracterizacién de la lesién

muscular.
Clasificacion de la Sociedad Espainola de Traumatologia del deporte.

Tanto en estudios recientes como en la experiencia de cientos de casos durante las ultimas
décadas dentro de los Servicios Médicos del Athletic Club, se observa una relacidon importante
entre la localizacidn histoldgica de la lesion y el prondstico. Un mayor dafio del tejido conectivo

(matriz extracelular) orienta a una mayor duracién de la baja en el deportista (19).

En el afio 2020, el grupo de estudio de musculo y tenddn de la Sociedad Espafiola de
Traumatologia del Deporte presento un interesante articulo en el que se destaca la importancia
de describir el dafio del tejido conectivo sufrido en la lesién muscular, junto a la clasica

descripcion topografica (20). Distinguen cuatro grupos de lesién:

1. Tendinosa o aponeurdtica. Se considera aponeurosis al tenddn intramuscular, aunque
ambos conceptos se suelen usar indistintamente. Tiene menor grosor y suele ser mas aplanado.
Puede producirse una rotura transversal (peor prondstico), longitudinal, o mixta. También
puede llegar a visualizarse un espacio en el tejido conectivo, y en ocasiones también retraccién

en las fibras musculares en roturas transversas.

2. Miotendinosa o mioaponeurdtica. Lesién en la interfase tenddn-musculo, que produce
afectacion de fibras musculares, el perimisio (tejido conectivo que envuelve los fasciculos de
fibras) y el endomisio (tejido conectivo entre fibras), y posible afectacion del tenddn. Tiene mal
prondstico. La parte mas débil de la estructura funcional hueso-tendén-musculo es la unién

miotendinosa, que puede dafiarse de manera periférica o central.

3. Intramuscular. Afectacién del musculo sin lesién evidente de la aponeurosis. Tiene buen

pronéstico.
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4, Miofascial. Lesidn en la periferia del vientre muscular, con afectacion o no del epimisio
(fascia que envuelve al musculo). En caso de no lesionarse la fascia, se suele visualizar liquido
bien delimitado (sangrado). Si se rompe, suele existir liquido en los planos intermusculares. En

cualquier caso, suele tener buen prondstico.

1.2.2 Lesién en los isquiotibiales

El grupo muscular mas afectado en el futbol son los isquiotibiales (21): biceps femoral,
semitendinoso y semimembranoso. A nivel profesional, el 22% de los jugadores presentan al
menos una lesion de isquiotibiales por temporada, con una media de 1,2 casos por cada 1000
horas de exposicién (22). También es elevado el indice de recidivas, alrededor de un 20% en el
primer afio (23), lo que supone una gran pérdida del rendimiento y elevados costes econdémicos

para los equipos (24).

El jugador/a refiere generalmente un dolor agudo intenso en la zona posterior del muslo, con
impotencia funcional asociada que obliga generalmente al cese de la actividad. A la exploracién,
aparece dolor local a la palpacidn, con el estiramiento de los isquiotibiales (flexién de cadera y
extensién de rodilla, o flexion de cadera con la extremidad en extensidn) y con la contraccion

muscular (flexion de rodilla en decubito prono, contra resistencia).

El diagndstico de la lesion muscular en los isquiotibiales se basa también en las pruebas de
imagen: ecografia (25) y resonancia magnética (26), de forma aislada o complementaria.
Permiten valorar la gravedad de las lesiones musculares, evaluando la localizacién exacta de la
rotura, la afectacién del tejido conectivo, la presencia o no de hematoma y cambios en el

aspecto del tejido perilesional.
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Figura 7 - Lesion en la aponeurosis conjunta Biceps Femoral-Semitendinoso.
“Ecografia Musculoesquelética”. Iriarte, 2019.
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1.2.3 Prondstico

El pronéstico de una lesion muscular depende de multiples factores y, por lo tanto, la duracién
de la baja deportiva es muy variable, desde pocos dias hasta numerosas semanas. Tal y como se
ha comentado con anterioridad, se considera que una mayor afectacion de tejido conectivo
implica peor evolucidn de proceso, con mayor tiempo necesario para la vuelta al juego y mayor
incidencia de recidivas de la lesidon. Por lo tanto, la afectacién de un tenddn a nivel de su origen
o insercion es de peor prondstico (27). Estan en discusidon continua otros posibles factores que
parecen tener menor relevancia prondstica, como el tamafio del edema (longitud y area

transversal), volumen de tejido lesionado o el grado asignado a la lesién (28).

En un interesante articulo del afio 2013, Ekstrand y colaboradores aplicaron y validaron la
clasificacion de Munich de la lesién muscular (29). Para ello, se registraron y analizaron un total
de 393 lesiones musculares en el muslo, de 31 equipos europeos masculinos de futbol
profesional, acontecidas durante la temporada 2011/12. A nivel de los musculos isquiotibiales,
se registraron 193 lesiones estructurales, de las cuales 143 fueron roturas parciales menores, 47
fueron parciales moderadas y 3 fueron subtotales o completas (avulsién tendinosa). El tiempo

de baja deportiva de cada grupo fue:

e Lesiones parciales menores: 17,3 + 16,9 dias.
e Lesiones parciales moderadas: 35,5 + 19,5 dias.

e Lesiones subtotales o completas: 56,3 + 4,5 dias.

Entre las lesiones con peor prondstico, en distintos estudios son destacadas las lesiones
proximales del tenddén conjunto (“tenddn libre”) (12). También presentan muy mal prondstico
algunas lesiones distales de la unién miotendinosa del biceps femoral. Al unirse la cabeza larga
y la corta del musculo BF, se forma una aponeurosis compleja en forma de T. Puede lesionarse
y provocar una afectacién de ambos vientres musculares (“lesidon en cremallera”). Ademas, la
inervacion de cada vientre muscular es diferente. Por todo ello, existe una alta tasa de recidivas

en este tipo de lesidn, superior al 50% en algunas series (30).

Dentro de las lesiones parciales moderadas, las lesiones de la unién miotendinosa (o unidn
mioaponeurdtica) también tienen mal prondstico, aunque no son tan graves como las anteriores

(31). En cambio, las lesiones intramusculares y las miofasciales tienen mejor pronéstico.

Ademds, a nivel estructural, es posible la presencia simultanea de distintos tipos de lesiones:
afectacion del tenddn conjunto, lesion de la unién miotendinosa y lesién intramuscular o

miofascial. En estos casos, definir el prondstico de la lesidon implica una mayor complejidad.
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1.2.4 Tratamientos habituales

Aunque las lesiones musculares en deportistas de élite suponen grandes pérdidas econdmicas
para las entidades deportivas (24), en las ultimas décadas no se han producido grandes avances

en el tratamiento de estas lesiones.

El tratamiento inmediato que se aplica se conoce como “RICE”, de las siglas en inglés de Rest
(descanso), Ice (hielo), Compression (compresion) y Elevation (elevacidn). Hotfiel, en el afio 2021,
indicé que no existen ensayos clinicos randomizados que demuestren su eficacia (32), pero estos

4 principios estan basados en conceptos fisioldgicos y traumatolégicos ampliamente aceptados.

El descanso evita la retracciéon adicional de los mufiones del musculo roto, impidiendo que
aumente el tamafio de la discontinuidad en la zona lesionada, reduciendo el tamafio del
hematoma y de la posible cicatriz. Con respecto al hielo, se ha comprobado que su aplicacién
inmediata reduce el tamafio del hematoma, se produce menos inflamacién y se acelera la
regeneracion tisular. La aplicacién de hielo durante 15-20 minutos en intervalos de una hora
disminuye la temperatura intramuscular 3-72C y consigue reducir el sangrado hasta en un 50%.
Se recomienda la elevacion de la extremidad lesionada por encima del nivel del corazén, para

reducir la presion hidrostatica y la acumulacion de fluidos intersticiales.

Ademads, es habitual el uso de analgésicos como el paracetamol o antiinflamatorios no

esteroideos (AINES), como el ibuprofeno, aunque el uso de estos ultimos esta en discusién.

También se ha propuesto el drenaje del hematoma, en el caso de existir una coleccién
sanguinea, con el fin de evitar una fibrosis asociada al hematoma.

Las mejoras en el tratamiento de fisioterapia y de readaptacién, con el desarrollo de estrategias
progresivas en los ejercicios y con la evaluacion de la progresién del deportista, si ha conseguido
una mejor adaptacién a las cargas de trabajo y un retorno al juego con un nivel de riesgo menor

gue en décadas pasadas (33).

1.3 REGENERACION DE LA LESION MUSCULAR

La regeneracion tisular se define como el conjunto de procesos celulares y moleculares que
acontecen para sustituir el tejido dafiado por otro nuevo, con el resultado final de una
recuperacion completa estructural y funcional. Existen tres elementos fundamentales parar
conseguir la regeneracion del tejido: las células, el andamiaje o matriz y las moléculas bioactivas
de sefializacién, como las citoquinas o los factores de crecimiento. Existen multitud de tipos
celulares implicados en la regeneracion celular. Es importante conocer los distintos linajes

celulares que pueden estar implicados (ver anexo 4, hematopoyesis).
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La reparacion de un tejido hace referencia de manera genérica al proceso de la curacién que se
inicia tras la lesion. Algunos autores lo utilizan cuando el tejido dafiado es sustituido por otro de
peor calidad, con cierto grado de fibrosis y una menor capacidad funcional (curacién parcial)
(34). Cabe destacar que, en el ano 2021, Roman y colaboradores publican un articulo
describiendo por primera vez la reparacion del musculo esquelético independientemente de las
células satélite (35). Se observo que durante el ejercicio se producen pequefias lesiones locales
gue desencadenan cascadas de sefializacidn con calcio, proteina Cdc42 (regula el ciclo celular) y
la fosfoquinasa C. Los nucleos de las fibras musculares, cuya funciéon principal es la sintesis de
proteinas, se dirigen al lugar dafiado a través de los microtibulos y la dineina, facilitando la

reparacion del sarcémero y la entrega local de ARN mensajero para la reconstruccion celular.

El término regeneracién muscular ha dado lugar a confusién y se ha mezclado con otros como
hipertrofia. Para hablar de regeneracion muscular, Grounds y colaboradores destacan la
necesidad de que se produzcan necrosis de fibras musculares (destruccion celular) (36). A
continuacién, se producen varios procesos interconectados y encaminados a la recuperacion
estructural y funcional del tejido: inflamacidn, miogénesis (36), angiogénesis (37), neurogénesis

(38) y depdsito y remodelacion de la matriz extracelular (39), (40).

Tidball, en un articulo muy interesante del afo 2017, explicé la importante secuencia temporal
en las modificaciones locales de las concentraciones celulares, tras la lesién muscular aguda (41).
Se van superponiendo los distintos procesos que forman parte de la regeneracion muscular,

tanto por parte de las células miogénicas como por parte de las células inmunes (Figura 8).
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Figura 8 - Fases iniciales de la miogénesis
Fuente: Tidball, 2017 (41).

1.3.1 Respuesta Inflamatoria

La inflamacidon es la consecuencia de la invasién y acumulacién de leucocitos, proteinas
plasmaticas y liquido, derivados de la sangre, en un tejido extravascular infectado o dafado.
Representa el mecanismo fundamental mediante el cual el sistema inmune innato se enfrenta

a las infecciones y a la lesion tisular.

Durante las primeras 24 horas, la respuesta inmunitaria se caracterizada por niveles elevados
de citoquinas (ej.: TNF-a: ) y quimiocinas (ej: CCL2), que favorecen la respuesta inflamatoria en

el tejido, y promueven el reclutamiento de células mieloides y linfoides.
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Tras producirse la ruptura de fibras musculares y la necrosis tisular, comienza la respuesta
inflamatoria aguda. Se liberan al medio extracelular moléculas asociadas al dafo tisular
denominadas DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns), que son reconocidas por las
células centinela tisulares, principalmente macréfagos, células dendriticas y mastocitos. Los
mastocitos secretan mediadores (histamina, prostaglandinas) que actlian sobre los capilares
favoreciendo el aumento del flujo sanguineo, la llegada de proteinas plasmaticas y la migracion
de los leucocitos hacia el tejido dafiado. Los macrofagos y las células dendriticas secretan
importantes citoquinas inflamatorias como el TNF-a (activacion de plaquetas, células

endoteliales y fibroblastos), y las IL1, IL6 e IL12.

Se produce la activacién de las células madre del tejido muscular, las células satélite, que pasan
de un estado quiescente a entrar en el ciclo celular e iniciar la proliferacion. También se produce
el reclutamiento de un gran numero de células del sistema inmune mieloides desde la sangre

hacia el tejido lesionado (42), principalmente neutrdfilos seguidos de monocitos.

Los neutrofilos

Son los responsables de liberar la enzima mieloperoxidasa (MPO), que cataliza la conversion de
peroxido de hidrégeno en acido hipocloroso, un potente agente oxidante implicado en
numerosas reacciones, como la oxidacién de las moléculas lipidicas LDL. Puede contribuir a la
defensa frente a agentes infecciosos, pero también puede provocar dafo en el tejido (43). El
aumento progresivo de neutréfilos se produce de forma rapida e intensa, aproximadamente

desde la 22 hora tras la lesion hasta transcurridas 24 horas (41).

Estimulados por la IL-12, los linfocitos T citotdxicos y los linfocitos T Natural Killer secretan gran
cantidad de la citoquina interferén gamma (INF-y). Provocan el reclutamiento de monocitos y
la activacion de un mayor numero de macréfagos, diferenciacién de los propios LT hacia LT
colaboradores tipo 1 (LTh1) y aumenta la actividad citotdxica. También pueden producir IL-12,

lo que supone un sistema de retroalimentacion positiva (44).

Existen otros tipos celulares que colaboran en el proceso inflamatorio, como las células
endoteliales. Liberan éxido nitrico, que provoca vasodilatacién, aumento de la permeabilidad

vascular local y reclutamiento celular (45).

Macréfagos e inflamacion

Las principales funciones de los macréfagos son microbicidas, proinflamatorias y regenerativas.
En el dmbito de la regeneracidn tisular, su papel es fundamental en las etapas iniciales. Tras
producirse la lesién, se acumula un gran numero de macréfagos en el tejido dafado, y
experimentan una polarizacién gradual (cambio de fenotipo) en funcidon de las moléculas
presentes en el micro entorno de la lesion. Los macréfagos sufren transiciones de fenotipos

temporales, en un espectro de polarizaciéon que pasa de M1 (inflamatorio) a M2 (reparativo).
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Actualmente, se investigan las caracteristicas de los fenotipos intermedios y su influencia en la
reparacion. Por ejemplo, se ha hipotetizado que el PRP influye en la polarizacidn, y que el control
de dicha polarizaciéon puede determinar el éxito de la regeneracion tisular. Las investigaciones
en curso tratan de identificar moléculas neo-sintetizadas por los macréfagos y su influencia en

la regeneracién en condiciones fisiolégicas y patoldgicas.

La secuencia temporal de polarizacion de los macréfagos, y la duracién del predominio de cada
etapa, estan directamente relacionadas con la posible formacién de fibrosis. Se ha observado
gue un aumento inicial de M1 produce mds mioblastos y menos miofibroblastos, lo cual implica

predominio de miogénesis versus fibrosis (46).

La activaciéon de los macrdéfagos se realiza de diferentes formas, dependiendo del entorno
molecular. En la fase inflamatoria inicial que se produce tras la lesidn del tejido, habitualmente
se considera que los macrofagos se activan por la via clasica: inmunidad innata. Esto se discutira
mas adelante (apartado 5.2.2). Presentan una actividad pro-inflamatoria (fenotipo M1). Entre
sus funciones, destaca fagocitar restos celulares (unién de LDL oxidadas-Receptor CD68), liberar
oxido nitrico, que produce vasodilataciéon y edema local asociado, y también la liberacidn de

TNF-a e INF-y.

Los macrdéfagos sintetizan diferentes interleucinas, como la IL-1, que puede producir efectos
paracrinos en su entorno (IL-1 o), o ser secretadas y unirse a receptores que se encuentran en
la mayoria de las células (IL-1 B), provocando la sintesis y liberacion de prostaglandinas
(pirégenos) y la activaciéon de LT-colaboradores. También liberan factor de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1), lo que aumenta la proliferacidn de las células satélite (47), en las que
inicialmente esta inhibida la expresion de los genes de diferenciacién. Se produce la migracién

de las células satélite hacia la lesién (48).

El periodo de aumento de los macréfagos M1 abarca aproximadamente desde la 22 hora hasta

las 48 horas (41).
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Figura 9 - Lesion muscular y espacio intersticial en el musculo esquelético.

Diferentes poblaciones de células madre se activan (en verde), y progresivamente se diferencian y fusionan. Es
necesario el apoyo de distintas células intersticiales y células derivada de la sangre (azules), mediante contacto fisico
o por sefializacion paracrina. Fuente: Ceafalan, 2014 (49).

SC: Célula satélite; MPs: progenitores mesenquimales, como los progenitores PDGFRa+, los FAPs (progenitores
fibroadipogénicos), y los progenitores Tie2+; PICs: células intersticiales PW1+/Pax7; TCs: telocitos; fibroblastos
positivos a Tcf4, células SK-34; fib-SDF-1: fibroblastos; Macrofagos M1y M2; MECs: células endoteliales miogénicas;
ACs: células adventiciales; SMC: células musculares lisas.

Los macrdfagos activados por la via alternativa, favorecen la reparacion del tejido. Son
macrofagos activados por la IL-4 y la IL-13, producidas principalmente por los LTh2 y otros
leucocitos. Existen otros posibles estimulos de la via alternativa, como la degradacion del
coagulo de fibrina por la accién de la enzima plasmina o el propio proceso de fagocitosis. El
fenotipo que expresan es M2, que comprende varias subpoblaciones. Algunas son

principalmente antiinflamatorias y otras participan en la reparacidn tisular.
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Figura 10 - Activacion de los macrdfagos: cldsica vs alternativa.
Fuente: Abbas, Lichtman, Pillai, 102 edicion, 2022 (44).

Sus funciones principales son controlar la inflamacién y promover la reparacién del tejido y la
fibrosis. La principal responsable de la accién antiinflamatoria es la IL-10, que inhibe citocinas
como INF-y o TNF-a, favorece también el cambio de los LTh1l hacia LTh2, y continua la

proliferacién de los mioblastos (50).

Los macréfagos M2, junto con las plaquetas y las células endoteliales, también secretan Factor
de Crecimiento Transformante Beta (TGF-B), que activa los receptores de membrana de
distintas células, implicando multiples acciones. Provoca la fosforilacion de factores de
transcripcion citoplasmaticos que entran en el ndcleo y activan o inhiben distintos genes en
funcion del entorno. Puede estimular a las células progenitoras fibro adipogénicas (FAP) del

tejido intersticial, que al secretar IL-33 favorecen el reclutamiento de LT reguladores.

El aumento progresivo de macréfagos M2 se produce en el periodo de las 20-96 horas,
aproximadamente; el aumento de LT-reguladores se produce en un periodo similar: alrededor

de las 24-96 horas (41).
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Figura 11 - Regulacion de la regeneracion muscular por el sistema inmune.
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Linfocitos T

En contraste con la invasion de gran nimero de células mieloides en la fase aguda, el nimero
de células linfoides es muy reducido y su papel en la regeneracién muscular ha sido menos

investigado.

Los linfocitos T son los mediadores de la inmunidad celular. Existen dos principales

subpoblaciones, que se definen por la expresidén en superficie celular de proteinas CD4 y CD8:

- LT CD4+ colaboradores (LTh). Sus funciones son la activacién de linfocitos B (inmunidad
humoral), activacion de macroéfagos (inmunidad celular) y la estimulacién de la inflamacion.
- LT CD8 + citotoxicos (LTc). Reconocen y matan a células infectadas por virus y otros
microbios que pueden estar dentro de las células, y también pueden matar a células

tumorales.
Ambos tipos celulares expresan receptores para el antigeno o del linfocito T (TCR).
En la regeneracidn tisular es fundamental otra subpoblacién:

- LT reguladores. Son LT CD4+, y también presentan el receptor TCR. Su funcién principal es
la supresion de la funcion de otros LT. De este modo, regulan las respuestas inmunitarias, y
mantienen la tolerancia frente a lo propio (51). Favorecen un ambiente pro-regenerativo,
liberando IL-10 (inhibe la accidn de la IL-12), y gran cantidad de “amphiregulin” (conocida
también como AREG), que estimula la diferenciaciéon de los mioblastos: aumenta la

expresion de factores reguladores de la actividad celular y facilita la fusién de los miotubos,
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hasta formar finalmente miofibras (52). Cabe destacar que sus receptores para el antigeno
o presentan especificidad para antigenos propios, lo que podria tener implicaciones en la

regeneracién muscular y se discutira en la parte final del trabajo (apartado 5.2.2).

1.3.2 Miogénesis

La formacion de nuevas fibras musculares es un complejo proceso en el que estan implicadas
numerosas células. Son fundamentales las interacciones que se establecen entre el sistema

inmune y el tejido muscular.

Las Células Satélite.

Las células satélite (CS) son una poblacidn de células madre adultas localizadas en el musculo.
Estan implicadas tanto en el crecimiento de las fibras durante el desarrollo postnatal como en
la reparacion de la lesion muscular (53). Se encuentran habitualmente en un estado quiescente
indiferenciado, situadas en la matriz extracelular entre la membrana de la fibra (sarcolema) y la
membrana basal, en un microambiente caracteristico llamado nicho celular (54). A lo largo de
la regeneracion, los comportamientos jerarquicos y colaborativos de las células satélite se ven
influidos por los cambios en su nicho. Estos cambios incluyen diversas moléculas, como factores
de crecimiento, quimiocinas, metaloproteinasas de la matriz. También incluyen células, como
las del Sistema Inmune, que también tienen una gran capacidad de modificar ese
microambiente, junto con las neuronas motoras, las células vasculares y las plaquetas (55). Todo
ello constituye un nicho dinamico que influye continuamente en las multiples tareas

establecidas para las células satélite (54).

I.  Activacion y auto renovacién
Al producirse la rotura de fibras musculares, las células satélite migran al sitio de la lesién. La
lamina basal sirve de andamiaje para orientar su migraciéon y para facilitar su propia auto-
renovaciéon (56), manteniendo asi la capacidad regenerativa del tejido muscular. El
citoesqueleto de las células satélite se ancla en la lamina basal, y las sefiales mecanicas
extracelulares de las miofibras se pueden convertir en sefiales quimicas intracelulares,
produciéndose la activacion celular (57). También hay determinadas proteinas de sefializacién
gue pueden activar las células satélite quiescentes, como la IL-6, que es producida en la zona de

la lesién por las miofibras o los macréfagos (58).

1. Proliferacion y diferenciacion.
La miogénesis esta controlada principalmente por una jerarquia de factores de transcripcién
que incluye factores reguladores miogénicos (MRF) y miembros de la familia del factor
potenciador de miocitos 2 (MEF2), que coordinan con precisidn las actividades de un conjunto

de genes musculares (59).
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Las células satélite expresan estos factores de transcripcion y se activan distintas vias de
sefializacién para la produccidn de proteinas (60). Las células progenitoras de las células satélite
expresan PAX3/PAX7. Al activarse y entrar en el ciclo celular, las células madre expresan MYF5
y MYOD1 (Figura 12). Como ya se ha comentado, otra parte de la poblacién de las células satélite
activadas tienen la capacidad de volver a la quiescencia para mantener la capacidad
regenerativa muscular. La cantidad en la que se expresan MYF5, MYOD1 y MYOG en las células
PAX7+y su secuencia temporal (aumento inicial y disminucién progresiva), regulan y mantienen

la proliferacién de las CS activadas (54).

La diferenciacién terminal se inicia con la disminucién progresiva de MYF5 y el aumento de
MEF2C y MYOG. Posteriormente disminuye MYOG, y varios dias después de la induccién de la
diferenciacién se activa MRF4. Estos factores de transcripcién inducen la expresién de genes
especificos del musculo, como las proteinas contractiles miosina y actina, o proteinas relevantes
para el metabolismo energético, como la creatinquinasa (cataliza la refosforilacién del ADP en

ATP) (61).
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Figura 12 - Miogénesis: activacion de los principales factores de transcripcion
Fuente: Mukund-Subramaniam, 2019 (61).

También se ha observado que las células satélite que se encuentran activadas expresan
proteinas de membrana Scrib. Su distribucién en la célula estd polarizada, y regula el ciclo
celular. En un modelo en ratones, publicado por Ono y colaboradores en el 2015, se observd
una expresién baja de Scrib durante el estado proliferativo, mientras que los niveles altos se

asociaron a una reduccion de la proliferacién (62). Su eliminacién en las células satélite de
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ratones evita la regeneracién muscular, concluyendo los autores que la proteina Scrib dirige el
destino de las células satélite (proliferacién o diferenciaciéon). En la misma linea y profundizando
en la miogénesis esquelética, Scully y colaboradores publican en el 2019 un articulo
describiendo la importancia del eje PDGF/VEGF-Ciclina D1-MyoD-Scrib-Myogenin, al regular el
ciclo celular e impulsando la diferenciacién de las células madre musculares, acelerando la
regeneracién muscular después de una lesidon aguda (63). Observaron este efecto de VEGF y
PDGF de manera dosis dependiente empleando un modelo ex vivo de fibra Unica, consiguiendo
un aumento de células Pax7-ve/MyoD+ve (comprometidas con la diferenciacién) con una mayor
exposicion al contenido plaquetario. Ademas, también observaron que la inhibiciéon de los
receptores VEGF y PDGF revirtio ese efecto de células comprometidas y de aumento del nimero
total de células satélite. Destacan en sus conclusiones la importancia del secretoma plaquetario

en la medicina regenerativa.

lll.  Fusion celular
Por ultimo, se produce la fusion de los miocitos en miotubos para formar la fibra muscular. Los
mecanismos moleculares empleados para esta fusidon no son bien conocidos. Recientemente, se
han descrito proteinas que intervienen en este proceso, como la proteina transmembrana
Myomaker y la microproteina Myomixer (también llamada Minion), que son especificas del
musculo esquelético. La expresidén simultanea de Myomaker y de Myomixer permite inducir la
fusién celular y la posterior reorganizacion del citoesqueleto (64). Zhang y colaboradores, en el
2017, sugieren un modelo en el que la proteina transmembrana Myomaker induce la interacciéon
de las membranas celulares, posibilitando su alineacién, mientras que la microproteina
Myomixer impulsa la reorganizacién citoesquelética, permitiendo su fusién. Ambas proteinas se
expresan con intensidad durante el desarrollo y la regeneracién muscular. Su expresion se
produce sdlo durante el periodo de mayor respuesta miogénica, durante la diferenciacién y la
fusién de los mioblastos, pudiendo estar regulada por Myod y MyoG (65). También es relevante
la presencia de sarcolipina, proteina fundamental en la termogénesis. Actla sobre las enzimas
Calcio-ATPasas del reticulo sarcoplasmatico, que dejan de bombear iones calcio y contintan
hidrolizando ATPs, liberando la energia en forma de calor y aumentando la temperatura celular.
Este tipo de proteinas diminutas constituyen un “microproteoma” con funciones criticas en la

regeneracion tisular.

45



INTRODUCCION

—————t i — :’ + P e —
E13 E14 E1S5 E16 E17 PO P7 P14 P21 P42 1 3 5 7 9 11 13
Edad Dias posteriores a la lesion

Raton

Relativo a la expresion »=
7 ~
/,

Relativo a la expresion »

o
o

Figura 13 - Patrdn de expresion de las proteinas myomaker y myomixer.
Embriogénesis y post-parto (a la izquierda), y tras una lesion muscular (a la derecha). Modelo de raton.
Fuente: Chen, 2020 (65).

IV.  Otros reguladores de la actividad de las células satélite: microRNAs
Los microRNAs son moléculas de ARN no codificante de aproximadamente 22 nucledtidos que
pueden regular la miogénesis. Controla la expresion génica de las células mediante la

destruccién del ARN mensajero (ARNm) o la inhibicién de su traduccion.

Nakumara y colaboradores, en el afio 2015, publicaron un estudio en donde se realizaron
lesiones en el musculo tibial anterior de 10 ratones (66). Emplearon exosomas de MSCs
derivadas de médula ésea humana (vesiculas extracelulares con contenido de mRNA y
microRNAs). Aislaron los exosomas mediante centrifugacion, y los infiltraron en la zona de la
lesién. Observaron aumento de la angiogénesis y reduccion de la fibrosis, lo que orienta a la
posibilidad del uso de este tipo de terapia en la regeneracién muscular. También se observo en
otros estudios in vitro que las células mesenquimales de placenta, el tejido adiposo, los
miofibroblastos, los miotubos o los macréfagos del tejido adiposo pueden modificar la actividad

de las células satélite (67).
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Figura 14 - Transferencia de microRNAs en la regulacion de la miogénesis.
MSC: Mesenchymal Stromal cell; ATM, adipose tissue macrophages,
Fuente: Yue 2020, (67).
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1.3.3 Angiogénesis

Para conseguir la recuperacion estructural y funcional del musculo lesionado, es fundamental el
conjunto de interacciones directas (yuxtacrinas) e indirectas (paracrinas) entre células

miogénicas y otras no-miogénicas (68).

Las plaquetas y multitud de células producen y liberan moléculas de sefalizacion como factores
de crecimiento y citoquinas, necesarios para la formacién progresiva de nuevos vasos

sanguineos y nervios (37).

Los pericitos son células alargadas, con multiples prolongaciones, que se localizan alrededor de
los capilares. Estan en intima relacidon con la membrana basal, que comparten con las células
endoteliales vasculares, situacion que se asemeja a la relacion entre la fibra muscular y las
células satélite. Participan en el mantenimiento de la integridad de los vasos y en la
angiogénesis. En el contexto de las lesiones musculares, los pericitos contribuyen a un
microambiente regenerativo mediante la liberacion de factores tréficos y la modulacién de las
respuestas inmunitarias locales (69). Se consideran células madre mesenquimales (MSC) y
podrian mejorar directamente la curacién del tejido al diferenciarse hacia células satélite y

miofibras, aunque esto esta en discusion (70, 71).

1.3.4 Neurogénesis

También las motoneuronas y las células de Schwann secretan factores como el Factor de
Crecimiento Insulinico (IGF-1) y el Nerve Growth Factor (NGF), que pueden contribuir a la
formacion de nuevos nervios y a la proliferacion, diferenciacién y fusion de las células

satélite/mioblastos (68).

Las células que expresan IL-33, como las células madre fibroadipogénicas (FAP), fueron
observadas con frecuencia intimamente asociadas a estructuras nerviosas (72): en el perineuro,
recubriendo la vaina de mielina de las fibras nerviosas, dentro de los haces de nervios, y junto a
los husos musculares (conjunto de nervios y miofibras especializadas en la mecano
transduccién). Desde el punto de vista de la regeneracién muscular, esto implica una importante

asociacién entre las miofibras, el sistema inmune y el sistema nervioso.

1.3.5 Matriz Extracelular, células madre mesenquimales y fibroblastos.

Los principales componentes del tejido conectivo muscular son la Matriz Extracelular (MEC) y

las células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells o MSC; también llamadas células
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mesenquimales estromales). Estas células producen, mantienen y remodelan activamente este

andamiaje dindmico durante el desarrollo, la homeostasis y después de un dafio tisular.

La Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT) fijo unos criterios minimos para definir
una célula como MSC que han sido ampliamente aceptados (73): 1) Las MSC deben ser
adherentes al plastico cuando se mantienen en condiciones de cultivo estdndar. 2) Deben
expresar marcadores especificos de la superficie celular, como el complejo de diferenciacion
(CD) 73, CD90, CD105, y carecer de la expresién de las moléculas de superficie CD14 o CD11b,
CD34, CD45, CD 79 alfa o CD 19 y del antigeno leucocitario humano-DR (HLA-DR). 3) Deben ser

capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condroblastos.

) @ ©)
Adherencia al plastico Expresion del marcador Potencial de diferenciacion multipotente

Positivo Negativo

MSC ey 295% +  <2%+ s MSC
* CD45-

« CD105* » CD34- / \
* CD73* e CD14-or CD11b-

*CD90*  * CD790r or CD19-
— — -DR- 2N
* HLA-DR = &

Capa adherente Adipocito Osteoblasto  Condrocito

Figura 15 - Criterios minimos para la identificacion de Células Madre Mesenquimales.
Propuesta de la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (ISCT). Fuente: Horwitz, 2005, (74). Image Credit:
PromoCell GmbH.

En el afio 2017, Caplan, quien acuiid el término célula madre mesenquimal (MSC) en el afio
1991, hace referencia a la necesidad del cambio de denominacién (75). Sugiere el término
“Célula de Seiializacion Medicinal”, debido a que la funcién de las MSC in vivo es secretora y
actia principalmente en sitios de lesidon, enfermedad o inflamacion (actividad paracrina
terapéutica). Y la ISCT se posiciona en el afio 2019 a favor del acrénimo "MSCs" (76), pero
recomienda que: 1) Se complemente con el origen tisular de las células, lo que indica las
propiedades especificas de los tejidos; 2) Se denominen MSCs con pruebas rigurosas de su
caracter de células madre que puedan respaldarse con datos in vitro e in vivo; 3) Se asocien a
una base de ensayos funcionales para demostrar las propiedades de las MSC, que se definen en

el modo de accién terapéutico previsto.

En el tejido intersticial muscular existen células madre, ademas de las células satélite, que tienen
como funciéon dar soporte a estas ultimas, interaccionando mediante accion yuxtacrina y
paracrina, y potenciando su accién miogénica (77). Las principales MSC en la matriz extracelular
muscular son los progenitores fibroadipogénicos (células FAP), capaces de diferenciarse en
adipocitos o fibroblastos) y los pericitos. Cuando existe una lesién en el musculo, las células FAP

contribuyen a la deposicién y remodelado del tejido conectivo, aumentando la poblacidon de
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fibroblastos activados. Contreras et al. (78), en el afio 2021, proponen definir como FAP a las
células que presentan las siguientes caracteristicas: 1) Expresa receptores alfa del factor de
crecimiento derivado de Plaquetas (PDGFRa) a nivel de genes y proteinas. 2) Localizacidn en el
intersticio del tejido y comportamiento como una célula perivascular, pero sin residir en la
cavidad del vaso sanguineo. 3) Formadora de colonias in vitro. 4) Puede diferenciarse en
fibroblastos activados, adipocitos, condrocitos y osteocitos in vitro e in vivo. Estas células actian
como centros de sefalizacion, recibiendo estimulos y liberando moléculas en el nicho muscular.
Influyen en otras poblaciones celulares y viceversa. Por ejemplo, para mantener la poblacion de
las células PAF y la sintesis de matriz extracelular, es necesario un equilibrio entre el TNFa (fase
temprana tras la lesién) secretado principalmente por los macréfagos M1, y el TGFB1,

antiinflamatorio secretado por los macréfagos M2 (fase posterior) (79).

La secuencia temporal de la expresion/presencia de citoquinas y factores de crecimiento es
fundamental para la adecuada regeneracion muscular. La pérdida de esta progresion
secuencial en condiciones inflamatorias, tanto agudas como crénicas, puede provocar un exceso
de TGF-B que estimule la diferenciacidon masiva de las PAF en fibroblastos, contribuyendo a un
entorno fibrético (61), (80). Por lo tanto, el papel de las células FAP es fundamental en la

homeostasis del tejido muscular y el inicio y el establecimiento de la cicatrizacién.

Los fibroblastos, ademas del depdsito de colageno y la remodelacién del tejido conectivo,
también favorecen el crecimiento y desarrollo de las miofibras, mediante la secrecién de IGF-1
(81). El dafio en el tejido modifica el microambiente e implica como respuesta un cambio de
fenotipo en distintas células, como los fibroblastos. Los reguladores transcripcionales
desempenan un papel fundamental en la reprogramacion de la identidad y el comportamiento
de estas células. Estudios recientes en el musculo cardiaco y esquelético han identificado al
factor de transcripcién scleraxis como un potente determinante del fenotipo celular en las
células que producen grandes cantidades de matriz extracelular, incluidos los tenocitos y los
fibroblastos cardiacos (82). Estimular la produccién de este factor podria aumentar el nimero

de miofibroblastos y aumentar su capacidad de reparacion de la lesion (diana terapéutica).

1.4 LAS PLAQUETAS EN LA REGENERACION TISULAR

Las plaguetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados y limitados por una membrana, que
se forman a partir de fragmentacion del citoplasma de los megacariocitos en la médula ésea. Se
liberan de forma continua hacia la sangre, y su vida se encuentra alrededor de los 7-12 dias. En
condiciones normales, su concentracién esta habitualmente entre 150.000 y 400.000/ul y su

tamafio medio esta entre 1,5y 3,5 um. Su forma inactiva es discoidea y aplanada.
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1.4.1 Funciones plaquetarias

Las plaquetas tienen la capacidad de producir, almacenar y liberar multitud de moléculas y

proteinas con muy diversas funciones. Su compleja estructura y su riqueza de contenido le

proporcionan una gran diversidad funcional. Las principales funciones son:

1.

50

Hemostasia. Los componentes del sistema hemostatico, incluidas las plaquetas y los
factores de coagulacidn, son necesarios para evitar la pérdida sanguinea y para la
curacién de las heridas. Después de un dafio en un tejido y la afectacién vascular, se
produce la exposicién de proteinas protrombdticas del tejido intersticial a la sangre, lo
gue provoca la adhesidn y activacidon plaquetaria. Se inicia el proceso de la coagulacion
y la protrombina pasa a trombina, que transforma el fibrinégeno (soluble) en hebras
insolubles de fibrina, y que también actia como quimio atrayente para los macréfagos,
las células madre mesenquimales y las células endoteliales. Las plaquetas se agregan y
fusionan sus membranas, liberando progresivamente los granulos de su interior. Los
coagulos ricos en plaquetas y fibrina representan un buen andamiaje para la reparacion
del tejido (83).

Reparacién/Regeneracion tisular. Las plaquetas contribuyen a la curacidn de las heridas
promoviendo la generacion de trombina y secretando una amplia gama de factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas que influyen directamente en el proceso de
reparacion (84). Hay una reaccion inflamatoria y una respuesta inmunitaria iniciales. Se
establecen interacciones entre las plaquetas activadas y los leucocitos, que a nivel
vascular son positivas para la adherencia y migracion de los leucocitos, a través del vaso,
hacia la lesion (85).

Mantenimiento de la integridad vascular. Las plaquetas intervienen en la reparacién de
los vasos. Gimbrone y colaboradores (86), en el afio 1969, demostraron que las
glandulas tiroideas que se almacenaban para el trasplante conservaban la integridad
vascular (sin alteracion del endotelio) al ser perfundidas con PRP en lugar de con plasma
pobre en plaquetas. Se ha calculado que aproximadamente el 18% del recambio
plaguetario puede atribuirse al mantenimiento de la integridad vascular (87).

Otras funciones plaquetarias asociadas a mecanismos transcripcionales. A pesar de no
contar con nucleo en su interior, y en contra de lo que se creia anteriormente, se ha
demostrado que las plaquetas pueden sintetizar factor tisular (factor Il de Ia
coagulacién) y también IL-1B, pudiendo asociar procesos como la hemostasia y la
inflamacidon. Disponen de mecanismos Unicos para traducir el ARNm en proteinas de
forma dependiente de sefiales extracelulares (88). De este modo, las plaquetas
presentan una gran capacidad de adaptarse a las situaciones ambientales, presentando
mecanismos post-transcripcionales para dividir, traducir y regular niveles de ARN.

Actualmente se encuentra en desarrollo e investigacion el area de los microRNAs
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(miRNA), que puede aportar nuevas funciones plaquetarias (apartado 1.3.2, seccion IV).
Zhao y colaboradores, en el afio 2019, indican su posible relevancia en la regulacion de
la miogénesis del musculo esquelético, mediante el estimulo de las células satélite (89).
Se ha demostrado su abundancia en las plaquetas, y la liberacion de microvesiculas
(exosomas) con miRNAs a objetivos extracelulares, alterando la expresidén génica de

esas células (90).

1.4.2 Granulos plaquetarios: almacenaje y liberacién

Las moléculas que transportan las plaquetas se encuentran localizadas principalmente en tres
tipos de compartimentos de almacenamiento (91). Se liberan a la circulaciéon o localmente
cuando las plaquetas se activan.
1. GRANULOS «. (50-80/plaqueta). Son los mds abundantes y muy heterogéneos.

a) Proteinas de adhesidn.

b) Factores de coagulacion.

c) Inmunoglobulinas

d) Citoquinas.

e) Factores de crecimiento.

2. GRANULOS DENSOS (3-8/plaqueta). Principal fuente de moléculas pequefias.
Nucledtidos, como adenosin difosfato o trifosfato (ATP, ADP), que facilitan la adhesion

plaguetaria y la vasoconstriccién. Neurotransmisores, como la serotonina.

3. LISOSOMAS. Contienen importantes enzimas hidroliticos acidos, como la elastasa o la
colagenasa. Su funcidn principal es la degradacién del coagulo en fases avanzadas de la

reparacion tisular.

Se desconoce con exactitud como se organizan los organulos secretores que favorecen la
liberacién del secretoma y cudles son las rutas clave, y las investigaciones sobre la secuencia de

liberacién a lo largo del tiempo aln son insuficientes.

Ademids, se siguen descubriendo nuevas moléculas que son almacenadas, transportadas y
liberadas por las plaquetas. Un ejemplo es la tirosin quinasa VLK, en los granulos a, tal y como
destacaron Bordoloni y colaboradores en el afio 2014 (92). Su liberacion justifica la amplia
fosforilacion de tirosina de las proteinas extracelulares, que era un misterio, al no existir
previamente una proteina tirosina quinasa secretada conocida (93). En la misma linea, se
observaban azucares extracelulares modificados formando parte de la composicion de proteinas
de la circulacidn, sin fuente evidente de esos nucledtidos o de glucosiltransferasas. Se ha
observado que la plagueta es fuente de ambos: nucleétidos de azlcar extracelular (94) y

glucosiltransferasas (95).
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También ha ganado relevancia en los Ultimos afios el estudio de los exosomas y las
microvesiculas. Los exosomas son vesiculas derivadas de los endosomas (invaginaciones previas
de la membrana), con tamafio entre 40 y 100 nm, y las microvesiculas son gemaciones de la
membrana plasmatica con un tamafio menor a 1000 nm (67). Representan un reservorio de
moléculas. Los exosomas contienen proteinas transmembrana, lipidos, mRNA, microRNA (89) y
también factores de crecimiento. Todo ello indica que pueden tener un papel relevante en las

acciones de las plaquetas (96).
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Figura 16 - Contenido plaquetario.
Fuente: Burnouf, 2016 (97).

. Almacenaje molecular en los granulos

La distribucion de las moléculas dentro de los granulos alfa se ha estudiado en plaquetas en
reposo mediante inmunofluorescencia de alta resolucién, y se ha observado que esta
espacialmente segregada, pero aparentemente sin selectividad tematica (98, 99). En cambio,
otros autores si observan un almacenaje tematico en distintos granulos para proteinas pro y anti

angiogénicas (100, 101), lo que puede implicar una secreciéon determinada segun su funcion.

52



INTRODUCCION

Ademas, se ha observado que las plaquetas circulantes pueden modificar su composicién. Son
capaces de secuestrar hacia su interior proteinas reguladoras de la angiogénesis (101), o
factores de crecimiento presentes en el plasma, como IGF-1 (102). Esto conduce hacia una
interesante cuestion: ¢existen modificaciones importantes del contenido plaquetario tras una
lesién aguda? En el caso de la utilizacién del PRP, podria existir un momento dptimo para la
extraccion y obtencion de plaquetas tras producirse una lesidn. Hay que tener en cuenta que el
musculo esquelético tienen capacidad de secrecion de moléculas a la circulacién (mioquinas),
en respuesta a distintos estimulos ambientales o fisioldgicos, y estas moléculas pueden influir

en el propio proceso de miogénesis o modular la homeostasis de otros tejidos (103).

1R Secrecion del secretoma plaquetario

Es necesario progresar en el conocimiento y caracterizacién de los mecanismos de liberacion
de las plaquetas para definir los criterios que controlan la degranulacién y la secrecién de
moléculas que promueven o contrarrestan las respuestas adhesivas e inflamatorias (104). En la
fusién de las membranas intervienen factores como las fuerzas de cizallamiento, y distintos
subconjuntos de proteinas de membrana SNARE (Receptores de proteina de fijacion soluble a la

N-etilmaleimida).

Las necesidades del tejido cambian, siguiendo una secuencia temporal. Heijnen, en su articulo
del 2015 (104), plantea dos interesantes cuestiones en relaciéon con las heterogeneidad de
funciones de los componentes de los granulos: éexiste algin mecanismo para regular el
almacenaje de las moléculas segun su funcién?, y ¢hay una cinética de liberacién diferente para
proteinas con funciones diferentes? Algunas posibles respuestas las aportd Schar en el afio
2015, indicando que puede existir una liberaciéon tematica, en base a la funcién de las moléculas
(ejemplo: mediadores adhesivos frente a inflamatorios) (105) y una cinética de secrecién
especifica para distintos subtipos de granulos .. Por lo tanto, puede existir una liberacién del

contenido plaquetario diferenciada por el producto y en el tiempo.

A. Secrecion diferenciada

Mediante métodos de criofijacidon se ha demostrado que los granulos o y los densos forman
poros de fusion transitorios con la membrana plasmatica, pudiendo liberar moléculas pequefias
(106), mientras que las proteinas mas grandes son retenidas. Es posible que distintas vias de

sefializacién contribuyan a una liberaciéon diferenciada en ambos tipos de granulos.

Dada la gran diversidad que existe en la composicién de los granulos, pueden encontrarse juntas
moléculas con funciones antagonistas, por lo que, en teoria, deberia producirse una liberacién
diferenciada. Un mecanismo puede ser la activacion selectiva de receptores de trombina PAR-1
y PAR-4, que ha sido descrita como una via para la liberacion de factores pro o anti angiogénicos
(107). También es posible que la liberacién diferenciada sea funcidén de una activacién parcial de

las plaquetas. En el lugar del dafio vascular, se produce un trombo cuya composicidn y estructura

53



INTRODUCCION

son dindmicos, y el grado de activacion de las plaquetas podria estar estratificado. En

consecuencia, la liberacién de granulos podria variar tanto espacial como temporalmente (99).

B. Cinética de liberacion.

La velocidad de liberacion ha de ser muy rapida para los factores adhesivos-coagulantes y para
el reclutamiento de células inflamatorias, pero podria ser mas lenta para moléculas implicadas
en fases mas avanzadas en el proceso de regeneracion del tejido, como la diferenciacion de los
mioblastos, la fusidon de los miocitos en fibras, el depdsito y remodelado de colageno o el

aumento del tamafo de las fibras

Jonnalagadda y colaboradores, en el 2012, estimularon las plaquetas con diferentes agonistas
(trombina, agonista PAR1, agonista PAR4 y convulxina) y cuantificaron la liberacién de 28
moléculas a lo largo del tiempo, relacionando la potencia del agonista con su dosis y la velocidad
y alcance de la liberacion (99). La trombina provoco rdpidamente la mayor liberacion de
moléculas. Encontraron distintas proporciones de moléculas secretadas a lo largo del tiempo,
distinguiendo tres picos de liberacién. Los autores consideraron que la liberacién de plaquetas
se describe mejor como la suma de al menos 3 clases de procesos de liberacion que difieren en
velocidad, pero la distribucién de la carga en cada clase pudo ser aleatoria. Unicamente la
serotonina (granulos densos), estaba de manera constante elevada solo en esa primera fase. Los
autores describen la secrecién plaquetaria como un proceso estocdstico (sistema compuesto
por factores tanto predecibles como aleatorios), y potencialmente controlado por factores
como la solubilidad de la carga, la forma de los granulos y/o los mecanismos de fusién de los

granulos con la membrana plasmatica.

La estructura y composicion del coagulo que se forma también puede condicionar la cinética de
secrecion plaquetaria. En el articulo ya citado de Schard (105), se observé in vitro la liberacion
de varios factores de crecimiento, durante 28 dias, en distintas preparaciones: PRP leuco
enriquecido (L-PRP), Fibrina Rica en Plaquetas leuco enriquecida (L-PRF) y un coagulo de la
sangre. En cuanto a la cantidad de factor liberado por cada concentrado, no se observaron
diferencias en el IGF-1 y PDGF-AB. Se liber6 mas TGF-B1 en el L-PRF y en L-PRP respecto al
coagulo (10 y 7 veces mas, aproximadamente), mientras que a partir del coagulo sanguineo se
observé una mayor liberacién de VEGF (entre 2 y 3 veces mds, frente a L-PRF y L-PRP). En cuanto
al momento de mayor concentracién de cada molécula, los autores observaron una cinética de
liberacion especifica para la mayoria de los factores de crecimiento en los tres concentrados

(Tabla 1), con algunas diferencias entre ellos:

1. En todos los concentrados, la mayor cantidad de VEGF se observd entre las 72 horas y los 7
dias. En el L-PRP también se observd altas cantidades a las 8 horas, que descienden para luego

aumentar (liberacién concentrada en 2 picos).
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2. La liberacién principal de IL-1B ocurrid a las 24 horas (coagulo sanguineo y L-PRF) y a las 72
horas (L-PRP).

3. EI IGF-1 y el PDGF-AB estaban presentes en altas concentraciones a las 8 horas, en el L-PRP y
en el coagulo sanguineo, mientras que su liberacién fue mas baja y sostenida en el L-PRF,

durante 72 horas.

4. La concentracién de TGF- B1 tuvo dos picos bien diferenciados en el L-PRP, a las 8 horas y a
los 7 dias, y en el coagulo sanguineo, a las 8 horas y a los 14 dias. Mientras que en el L-PRF tuvo

un aumento progresivo con un Unico pico a los 14 dias.

Los autores indicaron que para conocer la relevancia de estos resultados son necesarias nuevas
investigaciones donde el factor tiempo sea tenido en consideracion, para valorar el efecto de

los concentrados plaquetarios sobre los tejidos lesionado.

En conjunto, los resultados sobre el tipo de secrecién de los granulos y la cinética de liberacién
evidencian un proceso dinamico y complejo, muy distinto de un “todo o nada”, con diferentes
momentos de mayor liberacion de moléculas. La cinética de liberaciéon de factores de
crecimiento puede tener una gran relevancia en la regeneracién del tejido. En base a los estudios
mencionados, parece légico pensar que una liberacion especifica de moléculas en el momento

adecuado, segun la fase de curacién del tejido, puede favorecer la regeneracion del tejido.

1.4.3 Adhesién, coagulacién y defensa

En condiciones normales, las plaquetas se encuentran en el torrente sanguineo en su forma
inactiva. Se activan al unirse a componentes, como el factor von Willebrand (VWF) o el colageno,
gue se exponen en la lesidén vascular. Se activan varias vias de sefializacion que aumentan el
calcio en el interior de la plaqueta, promoviendo la fusiéon de los granulos con la membrana

plasmatica y la liberacidn de su contenido.

Las glicoproteinas adhesivas son necesarias para la hemostasia primaria. Permiten a las
plaquetas adherirse a la zona dafiada como paso previo a la formaciéon de un trombo estable.
Las principales proteinas adhesivas son el VWF y la fibronectina (unién al vaso dafiado), el
fibrinégeno (soluble; pasa a fibrina mediante la accién de la trombina), la vitronectina, y la

trombospondina (accién anti-angiogénica).

En relacién con los factores de coagulacidn, algunos ejemplos relevantes son el Factor V, la
Proteina Sy el Factor XI. Y también es muy relevante la funcidén inmuno-moduladora asociada a
las plaquetas. Existen inmunoglobulinas dentro del secretoma plaquetario, lo que le transfiere
capacidad defensiva frente a patégenos como bacterias u hongos. Esta accién moduladora de la
respuesta inmune se pone igualmente de relevancia con la secrecion de multitud de citoquinas

y factores de crecimiento.
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1.4.4 Citogquinas

Aunque la importancia de los PRPs se ha focalizado durante afios en los factores de crecimiento,
los PRPs vehiculizan multitud de proteinas, entre las que se encuentran las citoquinas. Son
pequeiias proteinas solubles que regulan la respuesta inmune, modificando la actividad de un
gran numero de tipos celulares. Se emplea como sinénimo el término citocinas, y pueden
distinguirse diferentes subpoblaciones, como las quimioquinas (movilizan células inmunitarias)
o las interleuquinas (comunicacién entre leucocitos). También pueden clasificarse por familias:
Interleuquina I, hematopoyetina, Interferén, Factor de Necrosis Tumoral, Interleucina-17 y

quimioquinas.

Sus acciones generales son: cambios en la expresion de moléculas de adhesién celular
(movimiento), regulacion de la actividad enzimatica y regulacién de la activacion, proliferacién
y diferenciacion de algunas células, como los LT. El mecanismo de accidn es la unidn a receptores
especificos de membrana en las células, activando vias intracelulares de sefializacién (108). Con
respecto a las células diana, estas acciones pueden ser endocrinas (a distancia de la célula
secretora), paracrinas (cercanas) o autocrinas (sobre la propia célula secretora). Por lo tanto, se
establece una red de conexién entre distintos tipos celulares: comunicacién intercelular,

principalmente como sefializacién paracrina.

Su funcién principal es modular la respuesta inmune ante una agresion, mediante acciones pro
y anti inflamatorias. Son liberadas por las plaquetas ante la lesién del tejido. Y también son
producidas por macrdfagos activados, linfocitos, y otras células como leucocitos neutrdfilos,

células endoteliales, adipocitos o miocitos.

La alta capacidad regulatoria de las citoquinas viene determinada por sus multiples efectos
bioldgicos: pleiotropia (diferentes efectos en funcidn de la célula diana), redundancia (dos o mas
citoquinas provocas efectos similares), sinergismo (la accién combinado de dos citocinas
potencian el efecto provocado), antagonismo (inhibicidon o accién opuesta), efecto cascada (la

célula diana produce una o mds citocinas adicionales).

La proteina mas abundante en las plaquetas es la citoquina Factor 4 plaquetario (PF4 o CXCL4).
Se une a glicosaminoglicanos e interviene en la hemostasia/trombosis y en la atraccién de
monocitos y neutréfilos. También tiene accidén angiostatica, es decir, produce un efecto negativo
sobre la angiogénesis. El mecanismo angiostatico es a través de la inhibicidn de los factores de

crecimiento VEGF y bFGF (109).

Otras citoquinas con una importante accién moduladora de la respuesta inflamatoria y muy

abundantes en los PRPs son:

- RANTES o CCL5. Acttia sobre diferentes células que expresan receptores transmembrana de
tipo CCR1, CCR3 y CCR5. Estos receptores estan presentes en linfocitos Thil,

monocitos/macréfagos, células dendriticas, baséfilos y eosindfilos, por lo que la CCL5 puede
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inducir su activacién, polarizacién, proliferaciéon y quimiotaxis (110). La administracion de
CCL5 recombinante en un modelo con ratones knock out para la sefializacién del
complemento C3a restauraba la reparacién muscular a través del reclutamiento de
macroéfagos y la proliferacion de mioblastos, lo que indicé la relevancia de esta citoquina en
el proceso de regeneracion muscular (111).

- Proteina quimio atrayente de monocitos MPC-1 o CCL2. Es producida por diversos tipos
celulares, ya sea de forma constitutiva o tras su induccién, por otras citoquinas o por
factores de crecimiento. Tiene una gran capacidad de reclutar monocitos, linfocitos T

memoria y células Natural Killer, participando en la regeneracién muscular (108).

1.4.5 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas de bajo peso molecular y solubles, y son esenciales
para la reparacion y regeneracién del tejido lesionado. Actuan coordinadamente en la
sefializacién celular que tiene lugar en las distintas fases de la reparacién tisular,
interaccionando con receptores especificos situados en la membrana celular. Pueden activar la
mitosis, estimular la angiogénesis, la sintesis de matriz extracelular o la remodelacién del tejido.
En base a estas multiples funciones, a lo largo de los ultimos 20 afios se ha propuesto la
aplicacién de distintos concentrados de plaquetas en diversas patologias, como las lesiones
tendinosas y las musculares en el ambito de la Traumatologia y de la Medicina del Deporte (112).
Existen multitud de factores de crecimiento. Algunos seran comentados a continuacidn por su
importancia y cantidad, como el PDGF, TGF-B, VEGF, IGF-1. Existen muchos otros ejemplos,
como el factor de crecimiento epidérmico EGF (regula la inflamacion y los fibroblastos, y
estimula el crecimiento de células epiteliales para la reparacién de tejido), el factor de
crecimiento de fibroblastos bFGF (proliferacidn de células precursoras, como el condroblasto o
el osteoblasto, para formar tejido fibroso), y el factor neurotréfico derivado del cerebro BDNF

(crecimiento y diferenciacion de poblaciones neuronales).

Mecanismo de accién y funcion.

Los factores de crecimiento se unen a receptores de membrana especificos en distintos tipos de

células, activando vias de sefializacion intracelulares.

En cada una de las fases de la regeneracion muscular descritas, una sefializacién especifica se
activa, se silencia o se equilibra con otras sefales endégenas que sirven para limitar la duracion
de cada etapa, y hacer que el tejido evolucione a la etapa siguiente de la reparacion. Durante
estas etapas, las células locales y las infiltradas sintetizan distintas proporciones y distintos tipos

de factores, en un intento por atender las demandas del musculo en fase de reparacion.

Consecuentemente, las estrategias terapéuticas para manipular la reparacidn tisular necesitan
integrar multiples fenotipos celulares y distintos circuitos de sefializacién molecular, para que

haya una comunicacidon dinamica entre las células. La necesidad de modificar distintas vias
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moleculares simultdneamente demanda el suministro de una combinacion de moléculas
mediadoras, en vez de la administracion de una sola proteina purificada que no podria abastecer
las multiples demandas del tejido lesionado (113). Por tanto, la capacidad de proporcionar
sefiales celulares apropiadas en el momento adecuado para suplir las necesidades del tejido es

una de las premisas que sustenta la aplicacién de PRP.

A continuacion, se destacan algunos factores de crecimiento que tienen un papel importante en

la regeneracién muscular

1. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas PDGF.
Actua principalmente en las primeras fases de la curacién. En fase tardia puede influir en la

remodelacion.

- Activacion, migracién y proliferacién de células inflamatorias como los macréfagos (M1) y
los fibroblastos.

- Angiogénesis. El PDGF-BB es secretado por el endotelio activado de los nuevos vasos,
estimulando el reclutamiento de pericitos, que se asocian para la maduracion de los vasos.

- Sintesis de otros factores de crecimiento, como el IGF-1.

Gianni-Barrera, en el afio 2020, destaca la importancia de dos factores criticos para que el PDGF
pueda realizar sus funciones: la interacciéon con la MEC y la formacidon de un gradiente de

concentracién (114).

Es necesaria una presencia simultdnea y en equilibrio entre el VEGF y el PDGF-BB. In vitro, se ha
observado que concentraciones patolégicas de VEGF pueden dar lugar a angiogénesis
aberrante, mientras que la presencia simultanea de PDGF-BB puede limitar esa proliferacion

descontrolada de células endoteliales (115).

Ademads, para continuar con el proceso de angiogénesis, es necesario el contacto entre las
células endoteliales y los pericitos, quienes producen seifales paracrinas que regulan la funcion
endotelial. Los principales mediadores de estas interacciones moleculares son el TGF-B1, las

angiopoyetinas-1vy -2 (Ang-1y Ang-2) y la efrinaB2/EphB4 (116).

2. Factor de crecimiento transformante TGF-B1.

Es una proteina que se sintetiza por multiples células, como los macrdéfagos, los linfocitos, las
células endoteliales y los megacariocitos. En el musculo, es muy relevante su secrecién por parte
de los LT reguladores. Es liberada en su forma inactiva, y es necesaria su escisién proteolitica
para generar la proteina activa. La activacién se produce a partir de complejos latentes que se
presentan en la superficie de las células inmunitarias o en la matriz extracelular. Con la
disolucion del coagulo sanguineo, se produce la protedlisis del plasmindégeno y su paso a

plasmina, que activa el TGF-B. La forma activa se une a receptores celulares (tipo | y 1), que
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tienen actividad serina-treonina quinasa, produciendo la fosforilacion de factores
citoplasmaticos llamados Smads. Los Smads fosforilados entran en el nucleo de la célula, se
asocian a proteinas de union al ADN y activan o inhiben la transcripcidon de determinados genes
(117). Los efectos posibles son multiples, dependiendo del tipo de célula que estimula y del
entorno (efecto pleiotrépico). Tras un dafno tisular agudo, en fase iniciales puede regular la
proliferacién de distintas células (118), junto a otros procesos como la diferenciacién o la
apoptosis. La accién predominante es antiinflamatoria, al provocar la supresion del sistema
inmune. En algunos articulos se han obtenido mejores resultados en la regeneracién tisular con
concentraciones bajas (119, 120), pero es una cuestion en debate. En el musculo, puede
estimular el paso de células progenitoras fibroadipogénicas a fibroblastos, lo que implica una
regulacién en el depdsito de colageno (aumento de su sintesis y depdsito). También puede
disminuir la actividad de proteasas de la matriz extracelular, disminuyendo la degradacion del

colageno.

A nivel vascular, el TGF-B puede promover funciones opuestas en la regulacién del endotelio y
de los pericitos. La activacién de Alk1-SMAD1/5 estimula la proliferacion y la migracion de las
células endoteliales, asi como la transicion de endotelial a mesenquimal. En cambio, la
activacion de Alk5-SMAD2/3 promueve especificamente la estabilizacion vascular induciendo
la quiescencia endotelial y la produccién de proteinas de la matriz extracelular y de la membrana
basal (121).

3. Factor de crecimiento vascular endotelial VEGF.

Es el principal regulador del crecimiento vascular, tanto en el desarrollo embrionario como en
la reparacion de tejidos. Actla de forma selectiva sobre las células endoteliales, con una potente
accién mitdgena (122). También induce la sintesis y liberacidon de metaloproteasas por parte de
las células endoteliales, lo que les permite la degradacion de la membrana basal, y la sintesis de
integrinas para su presentacion en la superficie celular. Ambos procesos facilitan la migraciéon

de las células endoteliales.

El VEGF pone en marcha la compleja cascada de acontecimientos celulares y moleculares que
conducen al ensamblaje ordenado de las nuevas estructuras endoteliales (morfogénesis) (123),
su asociacién con las células murales/pericitos (maduracion) y su posterior capacidad de
persistirindefinidamente en ausencia del factor de crecimiento (estabilizacién). Se forman redes

vasculares plenamente funcionales (114).

Es posible diferenciar distintas etapas durante la angiogénesis inducida por el VEGF en el
musculo esquelético: en una etapa inicial, hay aumento del tamafo circunferencial de los
nuevos vasos, durante los primeros 4 dias. Posteriormente hay un desdoblamiento longitudinal
(invaginacion) que se completa alrededor del 72 dia (124). Estos cambios en la angiogénesis

coinciden con cambios observados en la cinética de liberacién de VEGF en un concentrado de
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PRP rico en leucocitos (L-PRP), en el estudio citado de Schard (105), donde existe una fase

meseta de concentracién del factor VEGF entre el tercer y séptimo dia.

Para la persistencia a largo plazo de los vasos, se ha comprobado con distintos métodos que la
expresion de VEGF en el microambiente es necesaria durante al menos 4 semanas (125, 126).
En caso contrario, los nuevos vasos son inestables, y retroceden rapidamente tras el cese del
estimulo. También se observd que los vasos inducidos por niveles mas bajos de VEGF se
estabilizan mas rapidamente, sin afectarse el reclutamiento de pericitos, que parece ser
dependiente de PDGF (114). Esto datos de Gianni-Barrera coinciden con los resultados del
articulo de Schard, donde se observaron dosis bajas y mantenidas de VEGF entre los dias 14 y

28, de un concentrado plaquetario del tipo L-PRP (Tabla 1).

4. Factor de crecimiento insulinico IGF-1.

Es un factor de crecimiento que se produce principalmente en el higado, estimulado por la
hormona de crecimiento. Viaja en el torrente sanguineo asociado con proteinas de unién: “IGF
Binding Proteins” (IGFBPs). Sus efectos comienzan al separarse de la proteina de unidn y unirse

a sus receptores especificos, que se encuentran en células de muy diversos tejidos.

Entre sus efectos destacan la proliferacidon celular, la neurogénesis y la inhibicién de la apoptosis
celular. Ademas, puede actuar de manera positiva en diferentes etapas de la miogénesis, como

en la proliferacion de células satélite y, posteriormente, en el crecimiento de miofibras.

En un estudio en ratones, se demostré una expresién de IGF-1 marcadamente aumentada en
los macrofagos del musculo lesionado, por lo que es posible asociar un papel fundamental en la
regeneracién muscular tanto a los macrdéfagos como a la IGF-1. El reclutamiento de los
monocitos y los macréfagos, desde la medula dsea a la sangre y desde la sangre al musculo
lesionado, fue promovido mediante la sefializacion del receptor de quimiocinas CCR2, lo que no

ocurrié con las poblaciones de linfocitos o neutrofilos (127).

Este importante papel en la miogénesis también ha sido descrito en otros interesantes modelos
con ratones, donde se provocé una lesién muscular en los musculos gastrocnemios y se aplico
un protocolo de tres infiltraciones los dias 1, 3 y 5 de distintos factores de crecimiento
especificos (b-FGF, IGF-1 y NGF) en distintos grupos de ratones (128, 129). Menetrey y
colaboradores midieron histolégicamente la regeneracion muscular en algunos de los ratones
transcurrida una semana, analizando el nimero de miofibras en el musculo infiltrado y en el
contralateral, considerando las miofibras con nucleo centralizado como las regeneradas o de
nueva sintesis. También fue medido el didmetro de las miofibras. Al mes, también se realizdé una
valoracién histoldgica de cada grupo, asi como una valoracidn de las propiedades contractiles.
Los resultados mostraron que la infiltracién con IGF-1 y b-FGF mejoraron la regeneracién
muscular en vivo en comparacion con el musculo control, junto con un aumento significativo de

la fuerza de contraccién répida y tetanica (129).
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La naturaleza dinamica, en espacio y tiempo, de los mecanismos de reparacidén representa un

reto a la hora de identificar cudles son los mecanismos criticos en la regeneraciéon muscular.

Tabla 1 - Liberacion y acciones de distintos factores de crecimiento en el laboratorio.

Adaptacion de los articulos de Schaer 2015 (*): liberacidn de factores en un concentrado de LR-PRP en las primeras
8-24-72 horas y 14-28 dias (105); y de Kobayashi 2016 (**): liberacion de factores en un concentrado de PRP en las
primeras horas 1-8-24-72 horas) y 10 dias (130).

PDGE Migracién y proliferacion de células | - Primeras 8 horas ** Activacién del gen CCL2 en
inflamatorias y fibroblastos y - (Leve aumento a las 72 h) * multiples tipos de células.
células endoteliales.

Estimula la sintesis de fibronectina.

TGF-B | Efectos pleiotrépicos, en funcion de = - Primeras 8 horas ** Estimulo de receptores con
la célula y el microambiente. Repartido en 2 fases: actividad serina-treonina
Regulacion del crecimiento celular - Primeras horas. kinasa, con fosforilacion de
Activacion de células FAP - Fase meseta, entre 72 h- 7 dias* | factores Smads, y sintesis
Fibrosis. Accidn antiinflamatoria posterior de ADN

VEGF Angiogénesis: migracion y - 12 hora - 10 dias ** Activacidn del receptor
proliferacion de las células Repartido en 2 fases: VEGFR-2
endoteliales. - Primeras horas. Sefializacion DIl4/Notch1

- Fase meseta, entre 72 h- 7 dias*

IGF-1 Proliferacion celular. Inhibicién de - 12 hora - 10 dias ** Eje Hormona de crecimiento
la apoptosis. Neurogénesis. (GH)/IGF-1. Activacion del
Hipertrofia muscular. Receptor IGF-1. Accién

regulada por las IGFBPs.

1.5 CLASIFICACIONES DE LOS PRP

1.5.1 Terminologia

Se emplea el término “Plasma Rico en Plaquetas” de manera genérica, en referencia a un
concentrado plaquetario con capacidad para estimular la reparacién y regeneracion del tejido.
En realidad, este término engloba distintos productos bioldgicos con grandes diferencias en su
composicion. Ademas, los resultados clinicos de su aplicacién dependen de factores como las
caracteristicas propias de la sangre del paciente y del tipo de tejido lesionado, y las interacciones
celulares en un microambiente con dafio agudo o crénico (131). Todo ello implica una
complejidad elevada en la evaluacién de resultados, que se puede minimizar con dos aspectos

fundamentales:

e la descripcidn o caracterizacion del producto infiltrado, en relacidon a su obtencion,
composicion y aplicacion.

e el registro y analisis de la evolucidn de cada paciente.
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Al tratarse de distintos tipos de productos y al no existir una clara superioridad de un tipo
concreto sobre el resto, no existe una estandarizacién de la preparacién para conseguir un PRP
de referencia. En consecuencia, tampoco se ha conseguido un sistema de clasificacion

consensuado, y han ido apareciendo diferentes terminologias y abreviaciones (Tabla 2).

Tabla 2 - Principales términos relacionados con los concentrados plaquetarios.
En base a los articulos de Kon 2020 (132), Dohan-Ehrenfest 2009-2012 (133, 134) y Everts 2020 (131) .

Plasma Rico en Plaquetas PRP Término genérico, en relacién con un concentrado
plaquetario con capacidad para estimular o mejorar el

proceso de reparacion/regeneracion de un tejido

Plasma Rico en Plaquetas - Puro P-PRP PRP con ausencia de glébulos rojos (<106/pL) y con una
cantidad de leucocitos neutréfilos minima o nula (menos
de la linea basal en sangre) (132).

Plasma Rico en Plaquetas - Pobre LP-PRP PRP con concentracidn baja de leucocitos, en relacién con

en Leucocitos la linea basal en sangre. Solucidn inyectable, que tras su
activacion pasa a gel de fibrina (133).

Plasma Rico en Plaquetas - Rico LR-PRP PRP con elevada concentracidn leucocitaria (neutréfilos)

en Leucocitos respecto a la concentracidn sanguinea. Solucién inyectable,

también en forma liquida o gel de fibrina (133).

Fibrina Rica en Plaquetas - Pura P-PRF La fibrina es un biomaterial sélido, puro en ausencia de
glébulos rojos y leucocitos (o presencia minima). Se
obtiene por centrifugacidn sin anticoagulante y sin
activadores externos, dando lugar a una estructura de
fibrina fuerte (134).

Plasma Condicionado Autédlogo (o ACP Plasma autdlogo extraido y expuesto a agentes externos,
Suero autdlogo condicionado) (o ACS) como pequefias perlas de cristal, para conseguir la
produccién y secrecion de proteinas anti-inflamatorias.
Plasma Rico en Factores de PRGF Concepto genérico e impreciso en términos de
Crecimiento regeneracion tisular, ya que en el plasma hay muchas otras

sustancias relevantes.

PRP-Clinico efectivo C-PRP PRP con caracteristicas adecuadas para producir resultados
clinicos significativos. Depende del tejido, de la dosis de
plaguetas, ausencia o minima presencia de glébulos rojos,
y de la concentracion o eliminacion de leucocitos (131).

1.5.2 Clasificaciones. Caracterizacion del PRP

Se han establecido distintas clasificaciones de los concentrados plaquetarios en los ultimos 15
afios, en base a caracteristicas como el método de obtencidn, el contenido celular del producto
o su estado fisico en el momento de la aplicacion. Ninguna de ellas ha llegado a establecerse
como referencia, probablemente porque no existe una definicion clara de lo que significa la

caracterizacion o descripcion del PRP.
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En un breve resumen de las principales clasificaciones, destaca la presentada por Dohan-
Ehrenfest en el afio 2009 (133). Agrupa los concentrados plaquetarios en 4 grupos, en funcién
del contenido de leucocitos y la estructura de fibrina: Plasma Rico en Plaquetas y pobre en
Leucocitos (Pure-PRP), Plasma Rico en Plaquetas y Rico en Leucocitos (L-PRP), Fibrina Rica en
Plaquetas y Pobre en Leucocitos (Pure-PRF), Fibrina Rica en Plaquetas y Rica en Leucocitos (L-
PRF).

En el ailo 2012 aparecen los trabajos de Delong (135) y de Mishra (136). Ambos hacen referencia
a laimportancia del nimero absoluto de plaquetas, la activacion o no plaquetaria, y la presencia

o no de glébulos blancos (neutroéfilos).

En el afio 2015, Mautner insiste en la importancia de un sistema de clasificacién estandarizado
(137), destacando las caracteristicas del PRP que pueden influir en su actividad y eficacia, como
la concentracién de plaquetas, de leucocitos, de eritrocitos y la activacion o no por agentes
exogenos (clasificacion PLRA). Y en la misma linea, Magalon publicé una clasificacién en el afio
2016, la clasificacion DEPA (138), que se basa en la dosis de plaquetas inyectadas, eficiencia de
la produccion, pureza del PRP y la activacion del PRP. En el 2017, Santos-Duarte (139) introduce
la clasificacién MARSPILL, donde incluye el registro del sistema de centrifugacion y el de
activacion. También se propone otra clasificacion en el 2020, desde la Sociedad Internacional de
Trombosis y Hemostasia, con recomendaciones consensuadas sobre el uso de productos

plaquetarios en medicina regenerativa.

Caracterizacion del PRP: descripcion de su obtencién, composicion y aplicacion

En el afio 2020, tanto los trabajos de Everst (131) como de Kon y colaboradores (132), insisten
en la importancia de los numerosos factores a tener en cuenta para clasificar o caracterizar un
PRP. Everst indic6 numerosos parametros, como la tecnologia empleada (centrifugacion,
recuperadores-separadores sanguineos, plasmaféresis) o la presencia o no de aditivos en el PRP
(como productos autdlogos o farmacos). Kon indica un resumen de las numerosas
caracteristicas del PRP a reflejar en los estudios in vitro, en animales o en ensayos clinicos. En
ambos enfoques se destaca la complejidad de la clasificacién de un producto bioldgico. Esto,
junto al hecho de que ninguna de las clasificaciones previas ha conseguido llegar a establecerse
como referencia, indica que se necesita una descripcion completa de distintos apartados

relacionados con el producto bioldgico empleado: obtencién, composicién y aplicacion.

Kon y colaboradores, en una publicacion del 2020, proponen una clasificacion basada en
describir los aspectos relacionado con la obtencién del producto, el analisis celular y el protocolo
de aplicacion. Ademas, proponen un sistema de codificacién del PRP, lo que representa un
nuevo avance, al informar sobre la composicion del producto de una manera rdpida, sencilla 'y

facilmente comparable.

En definitiva, independientemente de la clasificacién empleada, lo fundamental es que exista

siempre una descripcion global del PRP empleado.
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1.5.3 Obtencion de los PRPs

Existen dos métodos principales, que se presentan a continuacion:

. Métodos para la obtencion del PRP

Separacion por centrifugacion. Es el mas empleado y antiguo. Generalmente se realiza
mediante dispositivos mecanicos, con técnicas de centrifugado Unico o miiltiple. Al centrifugar
la sangre, las células sanguineas se separan en base a su densidad. Esto permite separar el
componente plaquetario, con menor densidad, de los eritrocitos. Los leucocitos, con una
densidad intermedia, quedan en una capa intermedia (“buffy coat”). Las diferencias en la fuerza
G empleada y el tiempo de centrifugacién provocan diferencias en la composicién del producto

y en el estado de activacién de las plaquetas aisladas.

La anticoagulacion sanguinea suele hacerse con citrato sddico, citrato dextrosa o acido
EtilenDiaminoTetraAcético (EDTA). Es relevante registrar la proporcion empleada de
anticoagulante-sangre (ejemplo: 1 ml de citrato sédico por cada 9 ml de sangre), para que no se

produzca la coagulacién del producto y para tener en cuenta la posible dilucion de la sangre.

Existen multitud de dispositivos comerciales desarrollados para la preparacion de PRP por

centrifugacion, lo que da lugar a variaciones en la composicién final del producto obtenido (140).

Separacion estandar de células sanguineas. Se emplean separadores y tecnologia de flujo
continuo por donde circula la sangre, junto con pasos o fases de centrifugacion. Son empleados

en algunos procesos de manera intra-operatoria.

Densidad celular PRP
Plasma 1.025-1.029
Plaquetas  1.060-1.067

Monocitos  1.062-1.068
Linfocitos  1.068 -1.072

Neutréfilos 1.080-1.090
Eritrocitos  1.086 -1.100

Figura 17 - Densidad de los distintos componentes celulares sanguineos.
Fuente: Everst 2020.

64



INTRODUCCION

1. Dispositivos para la obtencion de PRP.

Algunos dispositivos son sistemas cerrados, en los que en todo momento la sangre o el PRP se
encuentra contenido en recipientes, mientras que otros son abiertos y precisan de un pipeteado
para la obtencién del producto. También se distinguen dispositivos que consiguen una buena
separaciéon por densidades de los distintos tipos de células sanguineas, mientras que otros
mezclan las plaquetas con los leucocitos, o no consiguen evitar la totalidad de los eritrocitos. Es
positivo que se consigan separar bien las células en distintos niveles o fases celulares, porque

permite la opcidn de incluir o no la parte con leucocitos.

En un interesante trabajo de Fadadu, en el 2019 (140), se analizan 33 sistemas y protocolos de
obtencidn de PRP. Se encontraron grandes diferencias en los protocolos y en el rendimiento de
los sistemas en la obtencién de plaquetas, desde valores por debajo de la concentracién
sanguinea, hasta una concentracién de 1,6 x 10° plaquetas/pl. Encontraron una correlacion
positiva entre el volumen de sangre recogido y la fuerza centrifuga del dispositivo, y la
concentracién de plaquetas obtenida. Consideran en las conclusiones que debe resolverse la

gran heterogeneidad entre los sistemas para poder comparar los resultados.

En otro estudio previo de Magalon (2014) (141), se comparé el PRP obtenido empleando 4
dispositivos y un protocolo propio desarrollado en el laboratorio. Se empled un modelo con diez
personas donantes de las muestras sanguineas, y por cada donante se obtuvo una preparacién
de PRP con cada uno de los dispositivos y con el protocolo propio. Se evaluaron las
concentraciones de plaquetas, glébulos blancos y eritrocitos, el estado de activacion de las
plaquetas, y varios factores de crecimiento (VEGF, PDGF-AB, EGF, TGF-B1). Se encontrd una
correlacidn positiva entre las dosis de plaquetas y todos los factores de crecimiento estudiados.
Por otro lado, observaron diferencias importantes entre las composiciones celulares de los
distintos PRP obtenidos, y consideraron que podrian suponer resultados diferentes en el tejido
tratado, como una posible causa de la variabilidad observada entre los resultados de las

publicaciones cientificas.

1.5.4 Composicién y activaciéon del PRP

Para determinar la composicién del PRP, Kon y colaboradores proponen un sistema de
codificacion (132). Esto implica una descripcion detallada de la formulacién del producto y de
su activacion. Distinguen 6 principales apartados (niveles o nimeros), y asignan unos posibles
valores a cada uno.

Una interesante utilidad de este sistema es que se pueden afadir otros aspectos de la
composicion del PRP y codificarlo, en funcidn de la relevancia que puedan llegar a adquirir. Un

ejemplo podria ser el uso de PRP combinado con otros productos.
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Tabla 3 - Codificacion del PRP.
Composicion celular y tipo de activacion plaquetaria. Fuente: Kon, 2020.

APARTADOS CARACTERISTICAS

N1 Concentracion Basal de plaquetas en la sangre. Ejemplo: valores entre
200000 y 300000 plaquetas/ul, se codifican con un 2.

N2 Concentracion de plaquetas en el PRP. Ejemplo: valor entre 400.000 y
500000 plaquetas/pl. Codigo: 4.

N3 Células rojas en el PRP. Valores inferiores a 1x106/pl, codigo 0, y
superiores un 1.

N4 Glébulos blancos en el PRP. Codificacién con 0 los valores inferiores a los
basales en sangre; con un 1 los valores entre 1,01 a 2 veces superiores, 2
para valores entre 2,01 y 3 veces superiores, y asi sucesivamente.

N5 Activacién externa. Cédigo 0 si no existe, y un 1 en caso afirmativo.

N6 Adicidon de calcio. Cédigo 0 si no existe, y un 1 en caso afirmativo.

El modo en que se produce la activacidn de las plaquetas es otra caracteristica importante del
PRP obtenido. De manera fisiolégica, se produce por el contacto de las plaquetas con el colageno
subendotelial, el ADP o la trombina local. La activacion es mas lenta que la producida por los
agentes externos. En el caso de optar por la activacion provocada, los métodos mas habituales
son el empleo de cloruro calcico o trombina, aunque también es posible emplear métodos
térmicos como la congelacion (142). Se provoca la activacién en los minutos previos a la
infiltracion, y se produce una liberacion progresiva del contenido plaquetario, desde

transcurridos aproximadamente 15 minutos (143).

1.5.5 Aplicacion del PRP obtenido: total vs parcial.

Es importante destacar si se emplea la totalidad del PRP obtenido, dado que puede provocar
diferencias en el proceso de regeneracion que se pretende potenciar. Todo estudio deberia
reflejar la cantidad de PRP empleado en relacion con el total de PRP obtenido (%). Algunas
casas comerciales distinguen entre PRP Pobre y Rico, porque existe una mayor concentracion
plaquetaria en la parte mas cercana a la capa intermedia de leucocitos. Pero la realidad es que
lo que se produce es un gradiente de concentracion plaquetaria, y ese PRP “pobre” (PPP) si tiene
plaquetas, ademas de otras moléculas que pueden ser importantes en la regeneracion tisular

(apartado 5.1, discusién).

También se debe tener en cuenta el volumen de PRP que se infiltra. En un tejido como el
musculo es posible infiltrar cantidades grandes, superiores a 10 ml. En base a las publicaciones
previas y con la intencidn de mejorar el proceso de regeneracion, parece razonable infiltrar la
zona lesional y todo el tejido circundante, para lo que suelen ser necesarias cantidades

intermedias o grandes de PRP.
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1.6 PRP EN LA REGENERACION TISULAR

1.6.1 Definicidn y conceptos generales

El Plasma Rico en Plaquetas es un concentrado de plaquetas obtenido a partir de una muestra
de sangre periférica, que se obtiene habitualmente mediante centrifugacion con el objeto de
separar sus componentes (144). Las plaquetas que se obtienen son bioldgicamente activas, y su
concentracién es superior a los valores habituales encontrados en sangre. Los numerosos
factores de crecimiento y citoquinas presentes en sus granulos-a son los principales

responsables de la modulacién del proceso de reparacion del tejido danado (145).

El primer factor de crecimiento conocido fue el factor de crecimiento neuronal (NFG),
descubierto en 1947 por la italiana Rita Levi-Montalcini. Ayudo al conocimiento del crecimiento
celular, y a partir de entonces se comenzo con el estudio de concentrados plaquetarios en el
contexto de la trombosis (Kingsley, 1954) (146). Posteriormente, el concepto y descripcidén de
PRP se desarrollé en el campo de la hematologia en los afios 70, empledndose como un producto
de transfusion en pacientes con trombocitopenia (147). Tuvo su continuacidn en los afios 80 en
en el ambito de la Cirugia Cardiaca y en el tratamiento de Ulceras, y posteriormente se utilizd
como fibrina (PRF) en Cirugia Maxilofacial (148). A principios del presente siglo, el doctor Mikel
Sanchez y su equipo comenzaron a emplear infiltraciones de PRP en patologias del aparato
locomotor, en el ambito de la Cirugia Ortopédica y Traumatologia y en la Medicina del Deporte
(149). También aparecieron los primeros articulos en estas areas empleando suero autdlogo

condicionado (150, 151).

La seguridad de uso de los concentrados plaquetarios, al tratarse de productos autélogos, junto
con la facilidad para su obtencidn y los tedricos beneficios asociados, provocaron su empleo en
multiples patologias, por delante incluso del desarrollo de ensayos clinicos que aportasen
evidencia cientifica para su empleo (152). Progresivamente, a lo largo de las dos ultimas
décadas, la investigacion y el uso del PRP se han extendido a multiples especialidades médicas
y patologias, como la Cirugia Plastica y Reparadora, la Oftalmologia, la Dermatologia o la Cirugia

Vascular (153).

En el aparato locomotor se han realizado numerosas investigaciones en distintas patologias,
ampliandose progresivamente el uso de distintos tipos de PRPs (144), (154). Actualmente, se
emplean PRPs en patologias agudas, como las lesiones musculares (155-157), roturas meniscales
periféricas (158), o roturas de ligamentos (159). También en patologias crénicas, como lesiones
osteocondrales (160), artrosis leve-moderada (161), necrosis avascular dsea (162) o patologia

tendinosa (163).

Los resultados positivos en la regeneracion tisular con el tratamiento de PRPs se relacionan con
su capacidad de mejorar procesos como la proliferacion y diferenciacién celular, la angiogénesis

o la modulacién de la respuesta inmune (68), (164).
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En una lesidon aguda muscular se producen grandes modificaciones en el microambiente celular
en un periodo breve de tiempo (apartado 1.3). En un dafio crdénico, los mecanismos para la
reparacion muscular no funcionan con normalidad, el microambiente se encuentra alterado, y
se produce la destruccidén progresiva del tejido, o su sustituciéon por otro de peor calidad. Para
emplear PRPs en el tratamiento de una lesion, aguda o crdnica, hay que tener en cuenta que
existen multiples factores que puede modificar el resultado del tratamiento, y que pueden ser
responsables de las diferencias en los resultados de las investigaciones. Algunos de estos
factores pueden ser el producto infiltrado, el protocolo de aplicacion y el tipo de tejido
lesionado (157), (165, 166). También pueden existir otros factores relevantes que
habitualmente no se consideran, como la edad o el tipo de rehabilitacion, u otros desconocidos.
A medida que se avanza en el conocimiento de las bases biolégicas de la curacién de los tejidos,
y se registran y evaluan los resultados, es posible desarrollar mejores protocolos y mejorar la

eficacia terapéutica de los PRPs (167) (Gonzalez-Iglesias, 2013; anexo 1).

1.6.2 Producto: composicién y volumen

Una caracteristica fundamental en la composicion de un PRP es la presencia o no de leucocitos
(138), debido a los cambios que se establecen a nivel molecular. Los leucocitos pueden
aumentar las concentraciones locales de mieloperoxidasa (119), con posible dafo en el tejido
sano (balance catabdlico), y aumentar en exceso las concentraciones de TGF-B, con abundante
depdsito de colageno y posible fibrosis (81), por lo que el L-PRP no parece una buena opcion

para el tratamiento de la lesién muscular aguda, aunque esta cuestidén contintda en debate.

Dada la importancia del contenido celular y molecular del concentrado plaquetario empleado,
el PRP debe estar siempre caracterizado o descrito, en relacidon con su obtencidn, composicion
y aplicacién, tanto en investigacién como en la practica clinica. Es algo que con frecuencia no
ocurre. Muchos autores asocian las diferencias en los resultados del tratamiento de una
determinada patologia a la variabilidad en la composicién de los productos infiltrados (140),
(168-170).

También es fundamental registrar el volumen del producto infiltrado, ya que mediante su
caracterizacion previa podremos calcular la dosis total de plaquetas, leucocitos o eritrocitos

infiltrados (171).

En estudios de laboratorio con PRP se ha observado efectos dosis-dependientes sobre las células
satélite, tanto en su proliferacién (63), (120), (172), como en su diferenciacion (63), (120), (173),
y en la migracién celular (48). Sin embargo, esa relacidon directa no se encuentra en muchos

otros articulos (174).

Estas diferencias pueden deberse a que es probable que la accién de la mayoria de los factores

de crecimiento dependa de la concentracién en el microambiente local, y no de su dosis total
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administrada. En estudios focalizados en un Unico Factor de Crecimiento, como el VEGF, se ha
observado esa accién dependiente de la su concentracidn alrededor de las células productoras
(126). Gianni-Barrera, en un articulo muy interesante del 2020, indica que la concentracion del

VEGF tiene que tener dos caracteristicas importantes para hacer su efecto terapéutico (114):

1. Gradiente de concentracion. Se debe a la fuerte interaccién del VEGF con la matriz
extracelular, con distintos grados de afinidad segun su isoforma. Se necesita un equilibrio entre
difusion y unidn. La isoforma mads corta difunde mas en el tejido y la mas larga se queda
localizada en el lugar de produccién. La isoforma intermedia genera gradientes intermedios
(175).

2. Distribucion homogénea. Se observé que mioblastos modificados genéticamente con un
vector viral para producir VEGF y expandidos (poblaciones monoclonales) producian VEGF en
cantidad y distribucién homogénea y se producia angiogénesis normal. No se conseguia cuando
era introducido el vector viral en una poblacién heterogénea de miocitos, produciéndose

distintos niveles de VEGF alrededor de la célula productora (176).

Aunque se simplifique el estudio de los PRPs y se centre fundamentalmente en algunos pocos
factores de crecimiento, el secretoma plaquetario contiene cientos de proteinas de sefalizacion
(8). Actualmente, se realizan estudios descriptivos mds amplios utilizando la tecnologia
protedmica (177). Los analisis bioinformdaticos ponen en evidencia diversos mecanismos de

accién dependiente de contexto, asi como diferencias entre PRPs atribuibles a la edad (178).

Dado que el efecto terapéutico es el resultado de la interaccién de estos productos
multimoleculares con el tejido receptor, hay que poner el énfasis no solo en la formulacién de
PRP, sino también en qué estadio de los mecanismos de reparacién intervenimos. Esta

dimensién temporal del efecto bioldgico del PRP permanece sin descifrar.

1.6.3 Protocolo: nimero de infiltraciones, momento de infiltracién y técnica.

El nimero de infiltraciones de PRP necesarias para mejorar una determinada patologia es un
factor poco estudiado. En el tratamiento de la artrosis moderada de rodilla, generalmente se
emplean protocolos de tres infiltraciones, separadas por periodos de una semana. En los
ensayos aleatorizados publicados sobre el tratamiento de las lesiones musculares con PRP, se

ha empleado en casi todos una Unica infiltracién, y dos en uno de ellos (179).

En un estudio con conejos, publicado el afio 2021, Yasui y colaboradores realizaron lesiones
condrales en el céondilo femoral interno en dos rodillas de 48 conejos, y no encontraron
beneficios en la infiltracion seriada (2 o 3 infiltraciones) frente a la infiltracién Unica (180). En
cambio, en otra publicacién del mismo afio, Chou y colaboradores revisaron distintos estudios
en los que se empleaba PRP en el tratamiento de artrosis de rodilla leve-moderada, encontrando
gue la terapia de 3 inyecciones de PRP tuvo la mejor eficacia en el alivio del dolor y la mejora de

la funcién en comparacién con las terapias de 1y 2 inyecciones (181).
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Por otro lado, el primer articulo que incidié en la importancia del momento de infiltracién en la
regeneracién muscular pertenece a Wright-Carpenter, y data del afio 2004 (150). En su estudio,
provocd una lesidn por contusidon en el musculo gastrocnemio de ratones, e infiltro suero
autdlogo condicionado a las 2, 24 y 48 horas. Compard la histologia de cada lesiéon con un grupo
control con homeopatia, observando una mayor activacion de las células satélite a las 30/48
horas y un mayor diametro de las miofibras a los 7 dias. Por lo tanto, encontraron resultados
favorables asociados a la infiltracion de las 24 horas. Curiosamente, ya indicd las posibles
aplicaciones de los concentrados plaquetarios en el ambito del deporte y también en situaciones
postoperatorias. Posteriormente, otros autores le ha prestado también atencién al momento
de la infiltraciéon en diferentes articulos: Van den Dolder, 2004 (182), Mosca, 2015 (183),
Denapoli, 2016 (119), pero muy probablemente es una variable no considerada en su justa
medida. En la mayoria de los articulos publicados sobre lesiones agudas en los tejidos, el factor
tiempo se mide en dias, cuando la regeneracion del tejido es un proceso dinamico en donde se
producen grandes modificaciones celulares y moleculares en las primeras 100-120 horas. Parece
mucho mads adecuado indicar las horas transcurridas desde la lesién hasta el momento de la
infiltracion. Probablemente, a la hora de poder influir de manera exdgena en el proceso
reparativo/regenerativo de un tejido, el factor mas relevante sea el momento en el que se

produce la infiltracion.

Tras la lesién muscular se produce un proceso dindmico donde numerosas células van
cambiando su fenotipo, lo que implica la expresion de distintos receptores y la secrecion de
distintas moléculas. En funcion del momento en que se produce la exposicidon a una enorme
cantidad de moléculas, las respuestas celulares pueden ser distintas. En este sentido, Yang y
colaboradores presentan, en el afo 2022, el primer articulo que demuestra la contribucién
directa de los macrdfagos en la regeneracion de las lesiones osteocondrales en funcién de su
fenotipo (184). Destacan que los macréfagos promueven la regeneracion del cartilago en
funcién de su fenotipo y en un modo tiempo-dependiente. Provocaron quirdrgicamente
lesiones osteocondrales en 105 ratones y realizaron infiltraciones articulares con distintos tipos
de macrdfagos que cultivaron previamente: M1 (CD86+, IL-1 B, TNF-a), M2a (CD206, IL1Ra,
Argl) y M2c, que presentan algunas caracteristicas de ambos: niveles moderados de IL-1B y de
IL1Ra, junto con expresion elevada de CD163, IL-10 y TGF-B (185). Estas infiltraciones fueron
realizadas de manera inmediata tras provocar una lesion osteocondral, el dia 0, o a los 14 dias.
A las 4 semanas, la regeneracién aun era pobre, como se esperaba, pero se pudo observar que
el momento de la infiltracién tuvo efecto positivo al infiltrar los macréfagos M2c. Ambas
infiltraciones con macréfagos M2c provocaron regeneracion del hueso subcondral, y ademas,

de manera Unica, la infiltracidn del dia 14 provocé la regeneracidn del cartilago.

Por ultimo, cabe destacar que la infiltracidn debe ser guiada mediante ecografia, con una buena
difusion del plasma intra y peri lesional (186, 187) . Una posibilidad de distribucién al infiltrarlo

es “a modo de agujas de reloj”, para conseguir una zona de difusion amplia (164).
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1.6.4 Tejido lesionado

Existen evidencias de la importancia que tienen las caracteristicas del tejido lesionado, como la
celularidad, la vascularizacion o el tamafio de la lesidn, para conseguir que el producto bioldgico
infiltrado tenga un efecto positivo en la regeneracién tisular (144). Cada tejido tiene una
capacidad regenerativa propia, asociada a factores como el nimero de células madre presentes

o la cantidad de vascularizacion (47).

1.6.5 Edady lesiones previas

La edad también puede ser un factor que modifique el resultado del tratamiento con PRP.
Existen distintas publicaciones recientes que estudian el efecto de la edad sobre la composicién
del PRP (188, 189), el fallo asociado a la modulacidn de la respuesta inmune (190), los cambios
en laremodelacion de la matriz extracelular (191), o los cambios en las MSCs y en la composicion
del nicho donde se encuentran (192). Sin embargo, no existen estudios comparativos entre
pacientes jovenes, con diferencias de edad pequefias (10 o 20 afios). Esos afios de diferencia
podrian tener alguna repercusion en la capacidad regenerativa de las células, bien por exigencia
mantenida y cambios en la propia estructura muscular, o porque los antecedentes de lesiones
previas importantes puedan generar en los macrofagosy las células Natural Killer una inmunidad
inespecifica “entrenada” (memoria inmunoldgica) (193), que puede implicar una respuesta

especifica ante la lesién muscular (apartado 5.2.2).

Igualmente, el hecho de haber sufrido lesiones previas en la misma localizacién, puede haber
modificado las caracteristicas del tejido (fibrosis) y dificultar el proceso de curacidon. Son factores
gue han de ser tenidos en cuenta y registrados, para proceder a su analisis y obtener

informacion sobre su relevancia.

1.6.6 Otros factores

La activacién de las plaquetas antes de una infiltracidn tiene el objetivo de obtener mayor
concentracién local de factores de crecimiento y citoquinas (194), y con una mayor rapidez. Esta
activacion influye en la cinética de liberacidon de los factores de crecimiento, y podria tener
repercusiones en la regeneracion del tejido, aunque esto no estd aun bien definido. La activacién
exogena del PRP se realiza habitualmente con cloruro calcico o con trombina. También es
posible realizarla con métodos térmicos como la congelacion (142). El método mas empleado es
la exposicidn a cloruro calcico, que se asocia in vitro a una liberacidon precoz del contenido
plaquetario, aproximadamente a partir de los 15 minutos (143). También es posible infiltrar el
PRP sin activacion previa, lo que ocurrira de forma natural al entrar en contacto con la matriz

extracelular.
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Del mismo modo, el tipo de estructura con la que se presenta el concentrado plaquetario puede
ser relevante para la cinética de liberacién de factores. Se ha comprobado que el andamiaje o
“scaffold”, como el coagulo de fibrina, implica una velocidad de liberacién de factores que puede
variar en relacidon con sus funciones, tanto en las primeras horas como a lo largo de los dias y

semanas (105).

Por ultimo, cabe destacar que la presencia de alguna enfermedad, como diabetes o patologias

hematoldgicas, podria afectar a la capacidad regenerativa de un tejido.

1.6.7 Acciones y mecanismos de regulaciéon

Existe un beneficio tedrico asociado al uso de PRP en la lesién muscular en humanos, que se
basa en los numerosos hallazgos observados en investigaciones con PRP in vitro e in vivo. Esto
fue muy bien reflejado en el afio 2019 por Kunze y colaboradores (174), en un gran trabajo de
revision sobre las publicaciones en ciencia bdsica relacionadas con el uso de PRP en las lesiones
musculares. En los Gltimos afios se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos e
interacciones que se producen para la curacion del tejido muscular dafiado, lo que permite

seguir avanzando en la optimizacion del uso del PRP (131).

El PRP puede actuar sobre los multiples procesos implicados en la regeneracién muscular, como
son la proliferacién y diferenciacion celular, la angiogénesis, la neurogénesis y el control en el

depdsito de colageno y de otras proteinas de matriz extracelular (68) (Figura 18).
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Figura 18 - Acciones del PRP en la regeneracion muscular.
(Chellini, 2019)

. Regulacion positiva de la miogénesis.

Son multiples las proteinas que actuan en el proceso de reparacién del tejido, posiblemente

muchas mads de las que conocemos en la actualidad, e intervienen en distintos mecanismos que
regulan la regeneracidon muscular.

Proliferacion celular.

El efecto positivo del PRP leuco-reducido en la proliferacién de las células satélite y los

mioblastos estd ampliamente demostrado, tanto en estudios de laboratorio (48), (120), (150),
(195), como en vivo (42), (45), (196).

Son multiples los mecanismos que pueden estar implicados en la proliferacion celular. Por un
lado, el PRP provoca el aumento de la expresién de distintos genes en los mioblastos, lo que

provoca el aumento progresivo de proteinas, la movilidad celular y la proliferacion celular.
Algunos ejemplos son:
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- Sintesis de proteinas de cadena pesada de miogenina y miosina. En un estudio de
laboratorio, se observd su aumento mediante la activacion del mecanismo de
sefializacidén ERK, que son proteinas que intervienen en la ruta de sefializacién RAS/ERK,
cuya funcion es el control de la proliferacidn, diferenciacion y supervivencia celular en
condiciones fisioldgicas. EIl aumento en laboratorio fue dosis dependiente: mayor

cantidad de PRP implico una mayor respuesta (197).

- Aumento de la expresion de proteinas implicadas en la progresion del ciclo celular, como
la proteina del nicleo PCNA, ciclina A2, ciclina B1 y las ciclinas dependientes de quinasa
cdkl y cdk2 (172).

- Aumento de la movilidad de células satélite. Mediante regulacion positiva de proteinas
de adhesién y remodelacion del citoesqueleto de F-actina (48). También se favorece la
sintesis de metaloproteasas de matriz (MMP-2) (77), que permiten la degradacién de

la [dmina basal y la migracién de células miobl3sticas.

También se llegd a observar, por accién del PDFG-BB, la proliferacién de las células satélite, junto
con la inhibicién simultanea de su diferenciacién (198). Esto sugiere la posibilidad de emplear
de manera terapéutica determinados factores de crecimiento en fases concretas de la
regeneracion tisular. Pero existen numerosas dificultades asociadas, como la dosificacion local,
por la corta vida media de los factores de crecimiento, escasa retencion local, posible exceso de
dosis o necesidad de determinados gradientes de concentracidn, junto a un elevado coste de

produccién (113).

Diferenciacion celular.

El efecto del PRP sobre la diferenciacién de los mioblastos hacia miofibras ha sido mas dificil de

demostrar. Se han llegado a observar resultados in vitro en este sentido en multiples estudios:
- Kelc, 2015 (199): uso de PRP junto con un inhibidor de TGF-p.

- McClure, 2016 (173): inhibicion de la via Erk, con disminucidn de la proteina miogenina
(proliferacion de las células satélite) y aumento de la expresién de la proteina Myod

(diferenciacién hacia mioblastos).
- Qian, 2017 (200): el PRP puede favorecer la diferenciacién de diferentes MSCs.

- Miroshnychenko, 2017 (120): diferenciacion de las células satélite (formacion de
miotubulos) asociada al Plasma Pobre en Plaquetas (PPP), de manera dosis

dependiente.

Accién combinada de proliferacion y diferenciacidn.

Es probable que el PRP Puro favorezca ambos procesos a nivel celular, mediante mecanismos

como el equilibro en el microambiente celular de factores como el PDGF y VEGF. Ambos activan
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la proteina Cyclin D1 en la célula satélite, que regula la progresion del ciclo celular (transicion
G1/S), favoreciendo de este modo la proliferacion celular (201). También aumentan la actividad
de determinados factores de transcripcidn en las células satélite, como algunas proteinas con
estructura basica hélice-bucle-hélice (bHLH) (202), lo que provoca un aumento de proteinas

como MyoD y Myf5: inicio de la diferenciacién (203).

Scully, en el afio 2019 (63), demuestran que el liberado plaquetario promueve la miogénesis
esquelética a través del eje PDGF/VEGF-CiclinaD1-MyoD-Scrib-Myogenin, acelerando la

regeneraciéon del musculo esquelético después de una lesién aguda.

Estimulacion del Sistema Inmune

El PRP tiene capacidad para activar los macréfagos M1 infiltrados en la fase inicial de la lesién
muscular aguda (204). También se ha demostrado que el PRP Puro favorece la presencia y
actividad de los macréfagos M2 (205). Por lo tanto, es posible que en funcién del momento en

el que se infiltra PRP se produzca prioritariamente un efecto u otro.

Il.  Angiogénesis

Existen dos mecanismos principales para la formacion de nuevos vasos, descritos por Gianni-

Barrena en un excelente articulo (114), en el afio 2020: brote e invaginacién-divisién (Figura 19).

El mecanismo mejor estudiado es el “brote”, por el que hay células endoteliales especializadas
que detectan un gradiente de concentracion de VEGF y migran hacia su origen (quimiotaxis),
formando una “punta”. Son seguidas por células pediculadas que forman la pared del nuevo
vaso, y constituyen la base o “tallo” (115). En este caso, la proliferacion de las células

mesenquimales de la base esta regulada por la concentracién absoluta de VEFG (206).

La via que regula la formacion equilibrada de las células de la punta y del tallo es la via de
sefializacién DIl4/Notchl. La primera célula endotelial que detecta el gradiente de VEGF se
convierte en una punta por defecto y aumenta la expresion del ligando DII4. Esto activa Notch1
en las células vecinas, que regulan a la baja tanto la expresion de VEGF-R2 como la de DIl4.

Adquieren un fenotipo de tallo, a través de un mecanismo de inhibicidon lateral (207).

En el caso del mecanismo de invaginacién-divisién, Gianni-Barrena, en el afio 2013, describe su
estimulacién mediante niveles muy altos de VEGF, lo que implica saturacién local de la matriz
entre las fibras y ausencia de gradientes (123). Demostré mds tarde, en el afo 2018, que el
mecanismo de invaginacion también puede ser modulado por la presencia de PDGF-BB, al
favorecer el reclutamiento de pericitos (115). Estas células tienen capacidad contractil y rodean
las células endoteliales de capilares y vénulas. Expresan en la membrana plasmatica efrinaB2,
gue puede estimular las células endoteliales a través de su receptor EphB4 (interaccion directa

célula-célula) (208).
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Figura 19 - Mecanismos para la angiogénesis.
A) Brote: asociado a un gradiente de concentracién de VEGF. D) Invaginacion: asociado a la concentracién absoluta
de VEGF en el microambiente. Fuente: Gianni-Barrena, 2020.

En investigaciones de laboratorio, se ha demostrado que el cultivo con pericitos con exposicién
a PRP aumenta su proliferacion (118). Ocurre lo mismo en el caso del cultivo de células

endoteliales (37).

También se ha observado recientemente, en un estudio in vitro (Berndt, 2021) (209), que el PRP
y la combinacidon de PRP con 4cido hialurdnico son herramientas terapéuticas bioldgicas eficaces
para provocar una angiogénesis mantenida, mientras que el lisado plaquetario tiene peor

capacidad angiogénica.

Por ultimo, cabe destacar que se han descrito efectos beneficiosos del plasma con menor
concentracién plaquetaria (Plasma Pobre en Plaquetas o PPP) en relacion con la formaciéon de
vasos. Denapoli, en el afio 2016, observa la presencia en el PPP de la proteina Flt-1 (receptor 1
del factor de crecimiento endotelial vascular o VEGFR1) (119). Por lo tanto, emplear todo el PRP

Puro obtenido puede repercutir positivamente en la formacién de vasos.
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. Estimulacion de la neurogénesis

Se ha demostrado la influencia positiva de diferentes factores de crecimiento en el laboratorio
y en vivo en la reparacién y regeneracion de los nervios periféricos (210). Zheng, en el 2016,
observa un efecto positivo de la concentracion de PRP en la proliferacién, la funcidén neurotrdfica
(supervivencia y desarrollo de neuronas) y la migracién de las células de Schwann, y también se

ha observé proliferacién y migracién de células dendriticas (38).

Hay multitud de células que ha sido observadas con una intima asociacidon a estructuras
nerviosas (72), como las células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y células madre
mesenquimales como los progenitores fibroadipogénicos (FAP). Se han encontrado en el
perineuro de fibras nerviosas, dentro de haces de nervios, y junto a las células que salen de los
husos musculares (mecano transduccion). Es probable que el PRP pueda estimular esta
importante asociaciéon entre el sistema inmune, el sistema nervioso y las miofibras, con

mecanismos como el aumento local de TGF-B y la estimulacién de las células FAP (41).

V. Regulacion del depésito de colageno

Se ha demostrado la disminucion del paso de fibroblastos a miofibroblastos en presencia de
PRP. Este hecho, puede provocar una reduccion de la respuesta fibrdtica tras una lesidn
muscular (81), (211). El principal mecanismo que se ha relacionado con estos resultados es la
via del factor de crecimiento VEGF-A. Se une al Receptor 1y provoca la inhibicién de las sefiales
TGF-B1/Smad3 (212). De este modo se consigue un entorno favorable para la recuperacion
estructural y funcional del musculo. Pakshir, en el 2018, (39) describe la importancia de las
interacciones entre los macroéfagos y los miofibroblastos para el control adecuado del depésito

de colageno.

En resumen, los hallazgos encontrados en multitud de investigaciones nos indican que es posible
mejorar en laboratorio y en animales los procesos de proliferaciéon y diferenciacién de los
precursores miogénicos, asi como mejorar la angiogénesis, neurogénesis y reducir la fibrosis,
para crear un tejido estructural y funcionalmente similar al previo. El reto es trasladar estos
efectos positivos asociados al PRP a las personas, en el deporte o en la actividad clinica, y

objetivar los efectos producidos.

La complejidad de los mecanismos fisiolégicos de la reparacion tisular implica la presencia
temporal de distintos fenotipos celulares en el tejido lesionado. Ello nos lleva a especular que
dependiendo de la fase temporal en que se encuentre la reparacion, la intervenciéon con PRP

puede producir distintos resultados terapéuticos.
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Tabla 4 - Regeneracion muscular y mecanismos moleculares.
A continuacion, se presentan algunos de los principales mecanismos descritos en la regeneracion del tejido muscular.

MIOGENESIS El eje PDGF/VEGF-Cyclin D1-MyoD-Scrib— Myogenin es un  Scully, 2019. “Platelet releasate promotes
eje molecular que acelera la regeneracién después de la skeletal myogenesis by increasing muscle

lesién aguda muscular (proliferacion y diferenciacién de stem cell commitment to differentiation and
células satélite) accelerates muscle regeneration following

acute injury”.

ANGIOGENESIS  El gradiente de concentracién de VEGF puede provocar el

crecimiento de vasos en “brote”, por migracién de células Gianni-Barrena, 2020. “Therapeutic
endoteliales) vascularization in regenerative medicine:

La saturacién local de VEGF (ausencia de gradientes) y la (el LEY 2t
presencia de PDGF (reclutamiento de pericitos) favorecen la
formacidn de vasos por invaginacion-division.

NEUROGENESIS El aumento local de TGF-B puede estimular células Tidball, 2017. “Regulation of muscle growth
progenitoras fibroadipogénicas (FAP) que se han encontrado ~and regeneration by the immune system”.
asociadas a estructuras nerviosas.

DEPOSITO DE La presencia local de VEGF puede inhibir las sefiales TGF-B1  Chellini, 2018. “PRP prevents in vitro TGF-B1

COLAGENO /Smad3, disminuyendo una respuesta fibrética tras la lesion  induced fibroblast to myofibroblast
muscular. transition: Involvement of VEGF-A/VEGF

receptor-1-mediated signaling”.

1.7 INVESTIGACIONES PREVIAS SOBRE EL USO DE PRP EN EL MUSCULO

1.7.1 Estudios en cultivos celulares y en animales

Dentro de las investigaciones a nivel de ciencia basica, cabe destacar el metaanilisis publicado
por Kunze en el 2018 sobre el tratamiento de la lesiones musculares con PRP (174). En esta
revisidn sistematica fueron incluidos veintitrés estudios (15 in vivo, 6 in vitro y 2 in vitro/in vivo),
en donde se evallan los efectos del PRP sobre los mioblastos y/o miocitos. Al analizar estos
estudios, lo primero que llama la atencién es que la gran mayoria de los autores no reportaron
la composicién celular completa del PRP. Unicamente en un articulo se referencia el recuento
de plaquetas, glébulos rojos y leucocitos. Entre los resultados obtenidos en estudios de
laboratorio, se observd proliferacion celular en cinco, aumento de expresién de genes
relacionados con la miogénesis en cuatro, y aumento de la diferenciacion celular en tres. Entre
los estudios in vivo, se reportaron resultados positivos con el uso de PRP en todos: aumento de
la expresion de genes en cinco, regeneracion muscular en tres y mejoria en la calidad del tejido

muscular reparado en siete.

Como conclusiones, los autores destacan que la literatura cientifica basica sobre el uso del PRP
en patologia muscular demuestra que el tratamiento con PRP proporciona varios efectos
potencialmente beneficiosos para la curacidn en comparacion con los controles. Destacan la
necesidad de investigaciones futuras para determinar la citologia, la dosis, el momento y los

métodos de administracion éptimos del PRP.
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1.7.2 Estudios clinicos en humanos

Hasta la fecha actual, se han publicados 7 estudios aleatorizados en deportistas lesionados para
evaluar el efecto de las infiltraciones de PRP en el musculo esquelético (179, 213-218). También
ha sido publicado el protocolo de un ensayo (219). La variable principal empleada habitualmente
para conocer el efecto de un producto infiltrado es el tiempo de baja deportiva (dias). Se suele
considerar como fecha de reincorporacién “el momento en que un jugador ha recibido
autorizacion médica basada en criterios y estd mentalmente listo para estar completamente
disponible para la seleccion del partido y/o el entrenamiento completo” (220, 221). Pero hay que
tener en cuenta que hay otros factores, ademas del PRP, que pueden influir en los dias de baja

deportiva, como el tipo de lesion (20), la edad (189) o el momento de la infiltracién (119), (150).

A pesar de la alta incidencia de las lesiones musculares en el futbol (22, 23), y los elevados costes
econdmicos que supone para los equipos (24), las investigaciones sobre su tratamiento con
terapias biolégicas son aun muy escasas. Solamente existen dos estudios focalizados
exclusivamente en el futbol y el tratamiento con PRP: una serie de casos (Zanon, 2016) (222) y
un estudio piloto aleatorizado (Bezuglov, 2019) (217). Zanon y los colaboradores valoraron 25
lesiones en isquiotibiales, grado I, en 18 jugadores de futbol profesional, sin encontrar una
reduccion relevante en los dias de baja deportiva. Cabe destacar como limitaciones que no
existia un grupo control y que se empled PRP Puro sin incluir la fraccion con menos plaquetas.
Bezuglov publicé un estudio con 40 jugadores de la liga rusa con lesiones agudas en
isquiotibiales grado 2A y 2B de la British Athletics Muscle Injury Classification (223), comparando
PRP y rehabilitacion frente a rehabilitacion. Se observd un menor nimero de dias de baja
deportiva en los jugadores que recibieron PRP, pero el PRP no fue caracterizado, y tampoco se
registré el momento de la infiltracion, por lo que el resultado es dificilmente valorable. También
existe una revision sobre el uso del PRP en el futbol desde una perspectiva ética (224) y otra

genética (225).

En el meta-analisis de ensayos controlados aleatorizados publicado por Grassi y colaboradores
en el afio 2018, se analizé el efecto de las inyecciones de PRP en el tratamiento de las lesiones
musculares agudas (155). Fueron incluidos seis estudios con 374 pacientes, y se evaluaron el
tiempo para volver al juego, el dolor, las recidivas y las complicaciones, y variables funcionales
como la fuerza y la flexibilidad, y las imdagenes. El tiempo para volver al juego fue
significativamente mas corto en los pacientes tratados con PRP: la diferencia media fue de 7,17
dias. Pero al considerar los estudios a doble ciego (n=2) o los estudios que solo incluian lesiones
en isquiotibiales (n= 3), las diferencias encontradas fueron no significativas. Las recidivas y las
complicaciones fueron similares entre los grupos, y tampoco se encontraron diferencias
importantes en cuanto al dolor, la fuerza muscular, la flexibilidad o las imagenes. En cuatro de
los estudios no se realizé el enmascaramiento de los pacientes, lo que implicd una calidad de la
evidencia en estos estudios baja o muy baja, segin el sistema GRADE (clasificacidon para la

valoracién, desarrollo y evaluacién de las recomendaciones) (226). Grassi y colaboradores
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concluyeron que no se han confirmado los tedricos beneficios del uso de infiltraciones de PRP
para el tratamiento de lesiones musculares agudas. También consideraron que los estudios
tienen una calidad limitada, existe heterogeneidad en los hallazgos y el tamafio de la muestra
es limitado, por lo que la evidencia de los hallazgos debe considerarse baja o muy baja. Las
infiltraciones de PRP son un procedimiento seguro con muy raros efectos adversos. A pesar de
ello, los autores consideraron que su uso en la practica clinica habitual no estaba justificado.
Consideraron que el uso de PRP intramuscular en lesiones agudas debe limitarse a los ensayos
controlados, hasta que surjan mas pruebas positivas que sugieran lo contrario, reforzando la

idea de que son necesarias mas investigaciones y trabajos como esta tesis doctoral.

Al analizar cada uno de los estudios evaluados por Grassi y colaboradores, y afiadiendo el
posterior articulo de Bezuglov del afio 2019, cabe destacar que en 3 de los 7 ensayos publicados
no esta caracterizado el PRP, y en otros dos estudios se empled PRP leuco enriquecido. En
relacion con el Momento de la infiltracion, en 3 de los 7 ensayos no se refleja, y en otro es muy
tardio (Tabla 5). Por todo ello, los resultados de las investigaciones sobre el efecto de PRP en la

lesidon muscular aguda son dificilmente comparables.

Tabla 5 - Composicion de los PRPs y resultados en ensayos aleatorizados en humanos.
Adaptacion y actualizacion de Grassi, 2018 (155).

1- Reurink 80 Plaquetas 433 x 10%/L; Leucocitos 2 x10%/L 3 dias SIN diferencias
(2015) Dos infiltraciones. 3 ml. (2-5)
Control: suero salino isotdnico
2- Martinez- 71 Plaquetas 1381 x10°%/L; Leucocitos 0.11x10°%/L 14 SIN diferencias
Zapata (2016) Una infiltracion. 4-8 ml.
3- Bubnov 30 NO CARACTERIZADO. NR - Grupo PRP: 10 + 1.2 days
(2013) Una infiltracién. 8 ml. - Control: 22 £1.5
4- Hamid 28 Plaquetas 1297 x 10°/L; Leucocitos 38.3 x10°/L 4,6 -Grupo PRP: 26,7 + 7 days
(2014) Una infiltracion. 3 ml. (+-1,9) - Control: 42.5 20,6
5- Rossi 75 NO CARACTERIZADO. 2,3 - Grupo PRP: 21,1 £ 3,2 days
(2015) Una infiltracién “proporcional” a la lesion. (1-4) -Control: 25+2,8
6- Hamilton 90 Plaquetas 765 x 10°/L; Leucocitos 26,1x10°/L NR SIN diferencias
(2015) Una infiltracion. 3 ml.
7-Bezuglov 40 NO CARACTERIZADO. NR - Grupo PRP: 11.4 + 1.2 days
(2019) Una infiltracion. 8 ml. - Grupo control: 21.3 +£2.7

Adaptacion y actualizacién de:| Grassi, 2018: “Is PRP Effective in the Treatment of Acute Muscle Injuries? A Systematic Review and Meta-Analysis” ‘
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2.1 JUSTIFICACION

El PRP comenzé a utilizarse en el tratamiento de las lesiones musculares agudas de futbolistas
hace casi dos décadas, a principios de este siglo. El objetivo principal era, y sigue siendo,
conseguir una pronta recuperacién funcional, asociado a una posible disminucién de los tiempos
en la reparacidén/regeneracion tisular. También se considera que la mejora en la recuperacion
estructural podria provocar una disminucidn en las recidivas. La seguridad en su uso hizo que
creciese su utilizacién, sobrepasando en gran medida la capacidad de la comunidad cientifica
para generar evidencia sobre sus beneficios, a pesar de existir resultados contradictorios en

cuanto a su eficacia y al protocolo adecuado para conseguirlo (155, 156).

2.1.1 Importancia en el ambito del deporte y de la medicina

La mejora en la recuperacion de las lesiones musculares puede tener una gran repercusién en
el ambito del deporte profesional, donde el nivel de exigencia fisica es maximo. La disminucién
de la disponibilidad de los jugadores supone una disminucién del rendimiento de un equipo, con
importantes pérdidas econdmicas asociadas (24). En el deporte federado no profesional las
lesiones musculares son también muy frecuentes, con pérdida de dias tanto para volver a la
practica deportiva como para regresar a las actividades cotidianas. Si se demuestra que un
tratamiento reduce el periodo de recuperacién y la incidencia de recidivas, millones de

deportistas de distintas disciplinas se podrian beneficiar en todo el mundo.

En la poblacion en general, las lesiones musculares suponen dias de baja laboral en la poblacidn
activa y limitacién funcional importante en todos aquellos pacientes que se ven sometidos a
cirugias con importante dafio muscular. El conocimiento progresivo de los mecanismos celulares
y moleculares que se activan tras la rotura de miofibras y su necrosis (36), contribuyen en la
mejora metodoldgica del uso del PRP. Los nuevos protocolos que se van a ir desarrollando en el
uso del PRP en el musculo dafiado podran ser aplicados en el ambito quirdrgico. En concreto, en
el dmbito de mi especialidad médica, la Cirugia Ortopédica y la Traumatologia, las amplias
incisiones sobre la musculatura son constantes en la mayoria de las cirugias. Mejorar el proceso
de reparacién del dafio producido en intervenciones tan frecuentes y agresivas, como la
sustitucion protésica articular, puede mejorar los tiempos de recuperacion y minimizar
complicaciones. Esto supondria una importante disminucién de costes para los sistemas

sanitarios y una recuperacion precoz de la calidad de vida de los pacientes.
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2.1.2 Proyecto: planteamiento inicial y desarrollo

En los Servicios Médicos del Athletic Club de Bilbao hay una amplia experiencia en la utilizacién
de PRP Puro en las lesiones musculares, siendo nuestros jugadores los primeros a nivel mundial
en recibir este tipo de terapia. Las experiencias acumuladas son positivas, pero no se habia
empleado hasta ahora el método cientifico para evaluar el resultado. El presente estudio surgio
para dar respuesta a la necesidad interna del Club de objetivar los tedricos beneficios asociados
a la terapia del PRP, junto a mi inquietud por profundizar en los conocimientos de esta terapia
(Gonzalez-Iglesias, 2013) (167) (anexo 1).

La presente Tesis Doctoral representa el largo camino desde la revisidn de las bases bioldgicas
en la regeneracion del musculo lesionado, pasando por los estudios en laboratorio, en animales
y en humanos con el uso de PRP, hasta su integracién en el desarrollo de un ensayo clinico
aleatorizado con jugadores de futbol. Se parte de la importancia de las plaquetas en la
regeneracién del musculo, actuando como reservorios fisiolégicos de un gran numero de
mitogenos y factores de crecimiento (227), lo que contribuyd a plantear su uso como

herramienta terapéutica en las lesiones musculo-esqueléticas.

El proyecto fue posible gracias al apoyo de la Fundacidn Athletic Club, que facilito el Unico
soporte econémico del proyecto para el pago del seguro, y gracias a la colaboracién por parte
de los clubes participantes. La Fundacidon ayuda a estas entidades y sus equipos, dando el
soporte médico a cualquiera de sus jugadores/as. Esta colaboracion permitid la captacién de los

jugadores lesionados para su participaciéon en el estudio.

La empresa comercializadora de los Kits para la obtencion de PRP (Proteal, de Barcelona) cedié
todos los kits de manera gratuita. Esta empresa fue comprada posteriormente por la
farmacéutica internacional Fidia (sede central: Abano Terme, ltalia; sede espafiola: Alcobendas,
Madrid). Se realizé el cambio del nombre de los kits, de Orthopras® al actual Hy—tissue®. Su

sistema de obtencion de PRP es cerrado y reproducible, y estd homologado.

La propia Agencia Espafiola del Medicamento, en su informe V1/23052013 respecto al uso de
PRP en Espafia, textualmente recomienda “animar a los investigadores a realizar ensayos
clinicos adecuadamente disefiados para establecer niveles de evidencia adecuados en cada una

de las patologias y tipos de PRP”.

2.1.3 Beneficios metodolégicos

En el ensayo clinico planteado fueron estudiadas distintas variables con capacidad de influir en
los dias de baja deportiva de un jugador, y también las posibles interacciones entre variables.
De este modo, se pretende avanzar en la comprension del proceso de regeneracién del musculo,

y mejorar el protocolo de aplicacion del PRP Puro (174). También podrian implementarse
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distintos protocolos para el uso de PRP en distintas especialidades y tejidos. Algunos ejemplos
de especialidades y patologias son la Cirugia Ortopédica y Traumatologia (artrosis) (228), la
Cirugia Maxilofacial (defectos éseos en implantologia), Cirugia Vascular (ulceras crénicas en las

extremidades), Dermatologia (alopecia) y Oftalmologia (ulceras corneales) (229).

Para comprender procesos complejos como la reparacion de un tejido, es posible simplificar lo
gue ocurre mediante el analisis de los factores implicados y sus interacciones. La respuesta
frente a la agresidon en un tejido, desde su extensa complejidad, presenta puntos comunes y
puede ser interpretada hacia un “modelo simplificado”: un ensayo clinico donde analizar una
variable dependiente, como el tiempo invertido en la recuperacion funcional de la pierna
lesionada, y su relacidn con una serie de variables explicativas, entre las que se encuentra el uso
del PRP.

Con el producto bioldgico adecuado y en el momento/s dptimo, en base a las publicaciones de

ciencia basica y en animales, es posible mejorar el proceso de reparacidn tisular en el musculo.

Ademas, el diseifo de un estudio donde se investigan distintos factores e interacciones puede
suponer claras mejoras metodolégicas. En la mayoria de los articulos que se presentan
actualmente en humanos, se calcula una vuelta al juego promedio de un grupo donde se ha
empleado PRP Puro (dias de baja deportiva o “Return To Play”), y se realiza una asociacion
directa entre el producto infiltrado y ese RTP calculado. Este planteamiento no parece
adecuado, dado que la variable dependiente baja deportiva se puede ver influenciada por otros
factores ademas del producto, como pueden ser el momento de infiltracion del PRP (45), (230-

234). El factor tiempo condicionara el microambiente del tejido receptor.

La regeneracion del musculo lesionado se trata de un proceso complejo y dindmico, con distintas
fases temporales, donde intervienen distintos fenotipos celulares, de los macréfagos, los
linfocitos T colaboradores o las células satélite. Evaluar la importancia de distintos factores
durante ese proceso, como el producto infiltrado, el momento de la infiltracién, la edad del
jugador/a y el tipo de lesidn, y sus interacciones significativas, puede aportar informacién
esencial para evaluar la eficacia del PRP Puro. Esto supone un nuevo enfoque, y puede ayudar a

dilucidar las causas de los distintos resultados obtenidos en las publicaciones.

En esta tesis se pretende profundizar en el conocimiento del uso terapéutico del PRP,
delimitando la relevancia de distintos factores a tener en cuenta. Los resultados pueden ser de
ayuda para el desarrollo de un protocolo de uso del PRP Puro en lesiones musculares agudas.
Ademas, resultados favorables podrian implicar el uso progresivo de terapias biolédgicas en los
sistemas de salud publicos y privados, con un aumento posible en la calidad de vida de las

personas.
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JUSTIFICACION, OBJETIVOS Y MODELO TEORICO DE LA INVESTIGACION

2.2 OBIETIVOS

2.2.1 Objetivo general

El objetivo general de esta tesis doctoral es:

Analizar la relacién entre la infiltracion de PRP Puro y el Tiempo de Recuperacion en

la lesion muscular aguda.

2.2.2 Objetivos especificos
1. Obtener un modelo predictivo del Tiempo de Recuperacién de la lesidn muscular
aguda, en funcion de los factores considerados en el ensayo clinico.
2. Determinar la importancia de cada factor en el Tiempo de Recuperacion.

3. Proponer un protocolo de uso del PRP Puro para mejorar el Tiempo de Recuperacidn.

2.3 MARCO TEORICO DE INVESTIGACION. HIPOTESIS PRINCIPAL Y
SECUNDARIAS

Con el fin de alcanzar el objetivo general y los especificos de esta Tesis Doctoral, se propone un
Marco o Modelo Tedrico de Investigacion con el Tiempo de Recuperacidn como variable

explicada o dependiente, y las variables explicativas o independientes siguientes:

e Tipo de lesidn: lesién muscular simple (miofascial o intramuscular) y lesidon de la Unién
Miotendinosa (UMT).

e Tipo de Producto empleado: PRP Puro en el grupo de la intervencién y un producto

homeopatico en el grupo control (Traumeel®).

e Momento de la infiltracion, medido en horas transcurridas desde la lesidon para la

primera infiltracién y en dias para la segunda.
e Edad del paciente.

Para establecer la posible relacion entre el PRP Puro y el Tiempo de Recuperacion, se
compararon los dias de baja en el grupo infiltrado con PRP Puro frente al grupo infiltrado con

un producto homeopatico (Traumeel®), en lesiones agudas severas en los isquiotibiales.
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HIPOTESIS PRINCIPAL

Teniendo en cuenta los factores incluidos en la investigacidn, se plantea la hipdtesis principal:

El conjunto de factores analizados modifica los dias de baja deportiva asociados a las

lesiones musculares agudas de isquiotibiales en los futbolistas.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

A partir de la hipdtesis principal enunciada anteriormente, se plantean las siguientes hipdtesis

secundarias de investigacion con las variables explicativas.
e H1: el tipo de Lesion influye en el Tiempo de Recuperacién.

e H2: el tipo de Producto infiltrado influye en el Tiempo de Recuperacion (con

independencia de cuando se infiltre).

e H3: las Horas transcurridas desde que se produce la lesidn hasta que se aplica el
tratamiento influyen en el Tiempo de Recuperacién (con independencia del Producto o
la Edad).

e Ha4:la Edad del paciente influye en el Tiempo de Recuperacion.

e Hb5: la interaccidn entre el Tipo de Producto y el Momento de su infiltracién influye en

el Tiempo de Recuperacion.

e Hé6: lainteraccion entre el Momento de la infiltracion y la Edad influye en el Tiempo de

Recuperacion.

A partir de la hipdtesis principal y las secundarias, se genera el Marco Tedrico de Investigacion

gue se presenta a continuacion:

. ., Tipo de Momento de Edad del
Tipo de lesion . .
Producto aplicacidén paciente
H1 H2 H5 H3 H6 H4

Tiempo de recuperacion

Figura 20 - Modelo Tedrico de Investigacion
Elaboracion propia.
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PACIENTES Y METODOS

3.1 PACIENTES

La muestra incluida en el estudio fue de 40 jugadores federados de equipos de futbol de Vizcaya
gue colaboran con el Athletic Club. Las categorias a las que pertenecen son: regional (10
equipos), tercera division (15 equipos), segunda division B (3 equipos). También participé el
equipo de primera division femenina del Athletic Club (aportdé una jugadora lesionada). La
captacion y el seguimiento de los jugadores se realizdé desde el mes de octubre de 2016 hasta
abril de 2020.

El volumen de carga media de entrenamiento fue de 3-4 sesiones semanales, de una duracién
media de 90 minutos, y un dia a la semana de competicion. El porcentaje medio del contenido

fue un 60% técnico-tactico colectivo, 20% técnica individual y 20% preparacidn fisica individual.

La aleatorizacion de los pacientes fue realizada en bloques balanceados, y la intervencion a
realizar era comunicada telefénicamente al investigador previamente a la consulta médica. El
enmascaramiento fue simple ciego: los participantes desconocian el tratamiento asignado a lo

largo del desarrollo del estudio.

En el grupo de intervencién (INT) se infiltré PRP Puro (n=20). La edad media fue de 25,3 + 4,4
anos, el peso medio fue 75 * 5,1 kg, la altura media fue 179 + 4 cm y el IMC medio fue 23,3
1,1. En el grupo control (CON) se infiltré un producto homeopatico (n=20), siendo la edad media

24,8 + 5,1 aios, el peso 73 £ 6,2 kg, la altura: 178 + 5cmyel IMC: 23 £ 1,3.

Los criterios de inclusién de los participantes fueron:

e Jugadores de futbol federados y mayores de 18 afios.

e Lesidon aguda severa en los musculos isquiotibiales: parcial moderada o tipo 3B

(clasificacién de Munich) (17).

Los criterios de exclusion fueron:

e Desinsercion tendinosa o lesién (sub)-total del musculo o tipo 4 (clasificacion de
Munich).

e Infiltracién previa en la zona lesionada.

Ademds, no se incluyeron ocho pacientes por diferentes motivos: no querer participar en el
estudio (cuatro), rechazar el pinchazo (dos), o querer un producto en concreto (uno), y un
paciente fue retirado por no seguir las indicaciones (sufrié una recidiva el mismo dia que se le

indico reposo).

A todos los participantes se les informo de las caracteristicas del estudio, y firmaron el
consentimiento informado. Fueron incluidos siguiendo el protocolo aprobado por el Comité

Etico de Investigacion Clinica de Euskadi (CEIC).
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Se realizé una exploracién médica y se registro el historial de cada paciente, para averiguar si
tuvieron algun tipo de enfermedad o lesiones previas. Ningun participante tenia enfermedades,
no fumaban ni bebian alcohol habitualmente, y no tomaron medicamentos o sustancias
estimulantes. Trece jugadores tomaron analgésicos tipo AINES en las 48 horas siguientes a la
lesién: diez tomaron ibuprofeno 600 mg (entre una y tres dosis), otros dos emplearon

diclofenaco 50 mg (dosis Unica y 4 dosis) y otro dexketoprofeno 25 mg (4 dosis).

A continuacién, se muestra graficamente el protocolo de inclusidon de paciente en el estudio

(fuente: elaboracién propia).

- Evaluados para el estudio
CAPTACION

(n=48)
Excluidos (n=7)
Rechazaron participar (n=3) o —
Rechazaron la infiltracion (n=3) A4
Sélo queria PRP (n=1) Aleatorizacion
(n=41)
ASIGNACION
v v
Asignacion a PRP Puro Asignacion a homeopatia
(n=21) (n=20)
Excluido (n=1)
No sigui6 las e SEGUIMIENTO
indicaciones médicas A4 v
Analizados Analizados
ANALISIS (n=20) (n=20)

Figura 21 - Protocolo de inclusion de los pacientes en el estudio.

3.2 DISENO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion fue disefiada de acuerdo con la declaracién de Helsinki (2008) (235) y la
adaptacion de Fortaleza (2013) (236). Fue aprobada por el Comité de Etica en Investigacidn
Humana de Euskadi. El protocolo de la investigacidn fue autorizado por la Agencia Espafiola del

Medicamento (EudraCT 2013-004141-32), y se registro en clinicaltrials.org (NCT03676205).

3.3 PROCEDIMIENTO

Los jugadores acuden a las instalaciones deportivas del Athletic Club en Lezama (Bizkaia, Espafia)
derivados desde sus equipos, al sufrir una lesién en el muslo: distraccidon traumatica o lesidn por

sobreuso muscular que imposibilita participar parcial o totalmente en un entrenamiento o
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partido (29). Desde octubre del 2016 hasta abril del 2020, un total de 40 pacientes fueron

incluidos en el estudio, evaluados y monitorizados (237).

Se distinguen dos partes: primera, donde se realizan las infiltraciones (visitas 1 y 2), y una

segunda, donde se realizan las valoraciones de control evolutivo (Figura 22).

MO M1 M2 M5
[ 1 | l |

1

Lesion erx @ @
isquiotibiales 54 h 9 dias 23 dlas 30 dlas ? 37 dias

[ ViOMENTOSTy2 | CONTROL EVOLUTIVO ]

- Infiltraciones: Valoracion inicial Valoracién secundaria
PRP Puro vs homeopatia Ecografia, autopercepcion, Salto unipodal
flexibilidad, fuerza, Aceleracion maxima

adaptacion al juego.

Figura 22 - Procedimiento: infiltraciones y control evolutivo de los pacientes.

3.3.1 Primera parte: infiltraciones

Valoracidon médica inicial.

Se registré el mecanismo de produccién de cada lesién, el dolor y la impotencia funcional en ese
primer momento. Se explord al paciente y se registraron los antecedentes personales. Se valoré
el cumplimiento de los criterios de inclusion/exclusion, y se entregd el consentimiento

informado (236).

Las imagenes ecograficas fueron compatibles con alteracion estructural de fibras musculares
(rotura de fibras). Se registré el muisculo/s lesionado y la localizacion (proximal, central o distal)
(25, 26). Se incluyeron en el estudio pacientes con lesiones parciales moderas o tipo 3B de la
clasificacion de Munich (17). Son roturas severas o grado Il (16), en donde no hay afectacion

completa del musculo.

Segun la afectacién tejido conectivo (matriz extracelular dafiada), se agruparon las lesiones
como intramusculares y miofasciales (grupo I; mejor prondstico) (238, 239) o miotendinosas

(grupo ll; peor prondstico) (20).

El dolor inicial fue severo en todos los casos, con imposibilidad para seguir con la actividad

deportiva. También se registré el dolor sentido durante las 24 horas previas a la primera visita
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(VAS-P en reposo, al caminar y al subir y bajar escaleras) (240), que fue moderado-severo,

pobremente localizado, e incapacitante (cojera asociada).

A la exploracién, todos los jugadores presentaron dolor en decubito prono ante la flexién de
rodilla contra resistencia, y dolor al valorar el rango de movilidad articular (Range of Movement
o ROM), o un déficit de entre 10-252 (28). También presentaban limitacion funcional al andar

y/o subir y bajar escaleras (241).

Infiltraciones.

Como parte de la técnica de enmascaramiento, a todos los jugadores se les extraia una muestra
de sangre (18 ml). Se realizaba la preparacién de la infiltracidon en otro espacio. En el grupo de
intervencién, esta muestra se empleaba para la preparacion del PRP y su analisis posterior,

mientras que en el grupo control se desechaba. El paciente desconocia el producto recibido.

Se infiltré en dos ocasiones a cada jugador, bajo control ecografico y con previa activacion del
PRP con cloruro célcico al 10%: 0,05 ml por ml de PRP (para 6 ml de PRP, se infiltraron 0,3 ml de

cloruro calcico).

e Primera infiltracidn. Se realizé habitualmente en el periodo entre las 24 y 72 horas
después de la lesion, con una media de 54 + 26 horas. Se empled PRP Puro en cada
infiltracion del grupo INT (5,8 £ 1,1 ml) y homeopatia en el grupo CON (4 ml). No se
considerd necesario el ayuno previo a la infiltracién. Se indicé reposo relativo durante

48 horas, por lo que se inicia la rehabilitacion a los 4-5 dias tras la lesidn (242).

e Segunda infiltracidn. Se realizd con una media de 9 dias después de la lesién. En ambos
grupos se indico reposo relativo de 24 horas.

En primer lugar, y bajo control ecografico, se infiltraba la zona lesionada, y a continuacién la

zona sana de alrededor. Si existia una coleccidon hematica, se intenta drenarla. Para conseguir

una buena distribucion del producto, se dirigia la aguja en distintas direcciones (ventral, dorsal,

lateral y medial a la lesion) (186).

3.3.2 Segunda parte: control evolutivo

Se realizaron visitas de control evolutivo a los 23, 30, y 37 dias después de la lesién (220).
También hubo visitas en dias intermedios a estos ultimos, en funcidon de las necesidades del
jugador. El primer control evolutivo, a los 23 dias desde el momento de la lesién, representa una
fecha precoz para las lesiones severas en isquiotibiales. Si un jugador tuvo una evoluciéon muy
favorable y regreso a la actividad deportiva antes de esa primera visita, se registré como fecha

de vuelta al juego el dia de su participacién en un partido, entrenando o compitiendo.
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Para establecer el alta médica se empled un modelo de decisién global, donde se
interrelacionan criterios de tipo médico (sintomas, test funcionales), criterios psicoldgicos y

criterios especificos del futbol (manejo del baldn) (243).

En el futbol profesional han sido descritos 5 ambitos principales de evaluacién para establecer
la vuelta al juego del jugador/a, tal y como recoge Zambaldi en su interesante articulo del 2017
(244). Los ambitos son el rendimiento funcional, la fuerza, la flexibilidad, el dolor y la
autoconfianza. Con estos principios, se evaluaron inicialmente cinco variables: la percepcion del
jugador sobre su recuperacion (245), la flexibilidad (246), la fuerza (247), la adaptacién al juego
(248) y la imagen ecogréfica (249). Si los resultados eran positivos (100 puntos), el jugador
pasaba a la segunda parte de la evaluacién, para valorar la distancia en triple salto unipodal
(250) y el dolor sentido desarrollando la velocidad maxima en 20 metros (251), (252). Si ambas

valoraciones eran positivas, se indicaba el alta médica.

La vuelta a la readaptacion se producia al obtener puntuaciones inferiores a las establecidas
como referencia. Suponia el regreso a la actividad progresiva, con limitacion frente a situaciones

de esfuerzo maximo.

Tabla 6 - Criterios de alta médica.
Fuente: elaboracion propia.

' CRITERIOS DE ALTA MEDICA
Primera parte
VARIABLES TEST PUNTUACION -

1) IMAGEN Exploracion ecografica Mejoria

ECOGRAFICA (incluido el modo doppler). Hiperemia (doppler) 10
Hematoma 0

2) Cuestionario con 10 preguntas. >=40 20
\Uife):a:el21e 6], 1 Valoraciones entre 1-5 puntos. 35-39 10
<35 0

SRS AEED LGRS ROM de cadera: flexion pasiva en  Asimetria <10% 20
supino con pierna en extensién.  Asimetria 10-20% 10

Asimetria >20% 0

4) FUERZA Flexion de rodilla en prono contra Asimetria <10% 20
ISOMETRICA resistencia a 15°. Asimetria 10-20% 10
Dinamoémetro manual. Asimetria >20% 0

5) ) a7\elle) U 1. Conduccidn y regate. Tres apartados 20
JUEGO 2. Pase: corto y largo. Dos apartados 10

3. Recepcion y remate. Un apartado 0

4-7 dias
Vuelta a la —) [ Nueva valoracién ]

— readaptacion
— [ Valoracién 2aria ]
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CRITERIOS DE ALTA MEDICA
Segunda parte

VARIABLES TEST PUNTUACION -

ey e 8 Triple salto unipodal Asimetria <10% 20
Asimetria >10% O

7AN'[3Eele s .10 Tiempo empleado en recorrer  Sin dolor 20
20 metros. Con dolor 0
Dos repeticiones.

4-5 dias
Vueltaala — [ Nueva valoracién ]
readaptacién

—
" 1dia
(RSN ALTAMEDICA [ro=3 ALTA DEPORTIVA

El alta deportiva (Return to Play o RTP) representa la vuelta al entrenamiento o competicion sin

restriccion (124). Se registré como fecha de alta deportiva el dia siguiente al alta médica.

La baja deportiva, o tiempo de Recuperacion, fue considerada como los dias transcurridos

desde la fecha de la lesion hasta la fecha del alta deportiva.

3.4 PRODUCTOS E INSTRUMENTOS EMPLEADOS

Los productos empleados en el estudio fueron los siguientes:

A.
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PRP. El sistema utilizado para la obtencidon del PRP fue cerrado (Hy-tissue; laboratorios
Fidia). Se obtenian 18 ml de sangre periférica, se mezclaban con 2 ml de anticoagulante
(citrato sddico; proporcion 9:1) y se centrifugaban durante 8 minutos, a 1800 rpm, con la
obtencidn de una media de 5,8 ml de PRP. La activacion plaquetaria se realizaba con cloruro

calcico, unos dos minutos antes de la infiltracidn (Tabla 7).

Se empled un PRP con una concentraciéon media de plaquetas entre 400-500 x10%/pL,
hematies 0,02 x10°/pL y leucocitos 0,02 x10°/uL. Estos valores corresponden a un PRP Puro
(132). Segun la codificacién que plantean Kon y colaboradores en su articulo del 2020, es un
PRP con cédigo 24-00-11 (Tabla 8).
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Tabla 7 - Descripcidon del PRP empleado: obtencion, composicion, aplicacion
Basada en la clasificacion de Kon, 2020 (132).

Volumen sanguineo inicial

18 ml

Anticoagulante

Citrato sddico (2 ml)

Tipo de PRP

Sistema Cerrado (Hy-Tissue)
Centrifugacién Si

- numero 1

- velocidad 1800 rpm
*Volumen total de PRP 5,8 ml

24-00-11

Volumen Plaquetario Medio

9,3fL

Eritrocitos

0,02 x 10°/pL (<1 x 10%/pL)

Glébulos blancos

0,02 x 10*/uL (menos que linea basal)

Activacion

Formulacion

Cloruro calcico

Liquido

Modo de administracion

Infiltracidon ecoguiada

Dosificacion

2 infiltraciones
12. 24-72 horas tras la lesidn

22, 9 dias tras la lesidn

Volumen infiltrado

5,8 ml (totalidad del PRP obtenido)

Dosis (plaquetas infiltradas)

Media 450 x 10° plaquetas/ml
Dosis total: 2610 x 10° plaquetas
Rango 2000-3000 x 10° plaquetas

Tejido

Musculo

Patologia

Edad

Deporte y nivel

Lesiéon muscular aguda en
isquiotibiales: intramuscular/miofascial,
y unién miotendinosa

Media de 25 anos

Jugadores de futbol federados (3-4 dias

de entrenamiento + partido)
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C.

Tabla 8 - Sistema de codificacion del PRP.
Basada en la clasificacion de Kon, 2020.

Codificacion (N1-N6): 24-00-11

N1. 200000 — 300000 plaquetas/uL en sangre (2)

N2. 400000 — 500000 plaquetas/uL en PRP (4)

N3. Eritrocitos <1 x 10°/pL (0)

N4. Glébulos blancos: menos que la linea basal (0)

N5. Activado (1)

N6. Cloruro calcico (1)

Homeopatia. Se empled un producto homeopatico en el grupo control: Traumeel, cuyo
fabricante es Biologische Heilmittel Heel. En su composicién hay multiples compuestos a
muy bajas concentraciones: Arnica Montana, Caléndula officinalis, Hamamelis virginiana,
Echinacea angustifolia, Echinacea purpurea, Chamomilla recutita, Symphytum officinale,
Bellis perennis, Hypericum perforatum, Achillea millefolium, Aconitum napellus, Atropa
belladona, Mercurius solubilis Hahnemanni, Hepar sulfuris. La dosis de una ampolla es 16,69

mg en 4 ml.

Los instrumentos utilizados para evaluar las variables implicadas en el alta médica fueron los

siguientes:

1.
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Ecégrafo. Se utilizé un ecégrafo con sonda lineal, modelo BT12, de General Electrics. La
validez predictiva para el RTP, tanto de la ecografia como de la RMN, es limitada. Las
consideraciones son las descritas por Hall y colaboradores (249): la presencia de cualquier
hematoma residual se valora como factor de alto riesgo para una recidiva, y riesgo
intermedio al aumento de flujo en modo doppler dentro de la zona de la lesidn, o alrededor

de una zona de cicatriz.

Test de autopercepcion. Se empled el cuestionario desarrollado por Pedro Gémez vy
colaboradores en el aiflo 2014 (245) y validado por un panel de 16 expertos en el ambito del
RTP en el futbol. Para disefarlo fue empleada la técnica “Delphi modificada”: proceso

interactivo, anénimo y de retroalimentacion controlada con el grupo de expertos.

Goniometro-flexibilidad. El jugador se coloca en decubito supino y se realiza un movimiento
pasivo de flexion de cadera con la pierna en extension. Se miden los grados de movilidad sin
dolor mediante un goniémetro manual en la zona de la cadera. De este modo se valora el

riesgo de lesidn muscular asociado a la disminucion de la flexibilidad (246).

Dinamdémetro manual-fuerza isométrica. Se empled un dinamdémetro manual para valorar

la fuerza desarrollada (Microfet 3; Hoogan Health Industries, Inc). Es una herramienta que
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muestra entre buena y excelente reproducibilidad en un mismo testador y entre diferentes
testadores (253). También tiene una buena-excelente validez para medir la fuerza
isométrica en miembro inferior (254), siendo habitual su empleo en el futbol (255). Algunos
autores han propuesto que una disminucion igual o superior al 10% en la pierna lesionada

puede asociarse a una alteracién (256).

5. Balén-adaptacion al juego. Su valoracién es fundamental durante el proceso de
rehabilitacion y RTP (244). Se evaluaron distintos gestos (257), que fueron divididos en tres

grupos: uno de conduccién y regate, otro de pase, y por ultimo recepcién y remate.

6. Marcador de longitud-triple salto unipodal. Se emplea el triple salto unipodal. Tras un
calentamiento de 15 minutos, se realizan tres saltos unipodales hacia delante con cada
pierna, con el objetivo de conseguir el maximo desplazamiento, y se comparan los
resultados obtenidos. Este test se ha caracterizado como un buen predictor de la fuerza y

potencia del miembro inferior en futbolistas (250).

7. Evaluacion del dolor-carrera. Se emplea como referencia el test de sprint sobre 20 metros,
gue representa una aceleracion maxima en un recorrido corto, algo habitual durante el
juego (251, 252). Se realiza un calentamiento de 15 minutos y posteriormente 2
aceleraciones maximas, con salida desde la bipedestacion y recuperacién completa. Se mide

con un cronémetro el tiempo empleado en cada sprint.

3.5 ESTRATEGIA DE ANALISIS Y TECNICAS ESTADISTICAS

La Regresion Lineal Multiple fue el método elegido para analizar la relacion entre la variable
respuesta, Tiempo de Recuperacién, y las variables explicativas, tanto cuantitativas como
cualitativas. Este método matematico también permite evaluar las interacciones entre las

variables.

Una de las principales ventajas de este tipo de modelo estadistico es su facilidad de
interpretacion. Por otra parte, tiene el inconveniente de ser un modelo paramétrico sujeto a
condiciones y restricciones que tienen que ser tenidas en cuenta para su aplicacién. En caso de
no cumplirse, pueden aparecer sesgos en los resultados, con el riesgo de una interpretacién

erronea de los mismos.

3.5.1 Regresion Lineal Multiple: el modelo, estimacién de sus parametros y contrastes

Un Modelo de Regresién Lineal Multiple permite estudiar la relacidon entre una variable de
interés Y (variable respuesta o dependiente) y un conjunto de variables explicativas (o

regresoras).
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En el Modelo de Regresion Lineal Multiple se supone que la funcion de regresion que relaciona

la variable dependiente con las variables independientes es lineal, ajustandose los datos

observados a una recta. Es decir:

y= Bo+ B1X1 + BoXy + P3X1 Xy + o+ PrXpt €

Se consideré como variable dependiente el Tiempo de Recuperacidon o baja deportiva (dias),

mientras que las variables explicativas fueron el Tipo de Lesién, el Producto Infiltrado, el

Momento de la Infiltracién (horas) y la Edad del jugador (afios).

La formulacidon de la ecuacion de la Regresion Lineal Mdltiple es planteada en el anexo 3.

Requisitos para su aplicacion.

A pesar de que el método de la regresién lineal multiple estd muy extendido, existe un conjunto

de requisitos que se tienen que dar para que el resultado de su aplicacién sea correcto. Entre

esos supuestos estan los siguientes:

1.

Relacidn lineal entre la variable dependiente (dias de baja deportiva) y las variables

independientes.

Homogeneidad de varianza (homocedasticidad): el tamafio del error de prediccidon no

tiene que cambiar significativamente entre los distintos valores de una variable

independiente.

Variables explicativas linealmente independientes entre si: las observaciones de los

datos han de registrarse utilizando métodos estadisticamente validos, y no tienen que
existir relaciones ocultas entre las variables. En la regresién lineal multiple, es posible
gue algunas de las variables independientes estén realmente correlacionadas entre si,
por lo que es importante verificarlas antes de desarrollar el modelo de regresion. Si dos
variables independientes estdn muy correlacionadas (> ~ 0,6), solo una de ellas debe
mantenerse en el modelo de regresion. En caso contrario, pueden aparecer problemas

de multicolinealidad.

Normalidad: distribucién normal de las variables cuantitativas.

Estimacion de sus parametros.

Si se dan las condiciones necesarias para su aplicacion, el teorema de Gauss-Markov postula que

el método de estimacién de minimos cuadrados genera unos estimadores éptimos, es decir, los
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coeficientes estimados para el Modelo van a estar centrados y van a tener varianza minima
(258).

Regresion multiple como herramienta para estimar la baja deportiva.

El modelo de regresion multiple obtenido presentara una ecuacién que relaciona la variable
dependiente con las variables explicativas. Si se tienen los datos de todas las variables

explicativas, es posible estimar la variable dependiente.

Regresion muiiltiple como herramienta para detectar causalidad.

La regresién multiple también permite entender la relacién funcional entre la variable
dependiente y las variables independientes, y estudiar cudles pueden ser las causas de la
variacién en la dependiente (Y). Se pretende estimar cdbmo cambia la baja deportiva a medida
gue cambia cada variable independiente, lo que supone conocer la fuerza de la relacion entre

ambas (causalidad).

3.5.2 Calculoy seleccién de Modelos

El andlisis de los datos se llevd a cabo mediante el entorno de programacién estadistico R: “The
R Project for Statistical Computing”, 2020 (259). Para la estimacidon de los parametros de
distintos modelos, y seleccionar aquel que mejor explique la variable respuesta, fue empleada

la libreria especializada en regresion lineal “olsrr” (260).

Fueron planteados una serie de modelos que pudiesen explicar los dias de baja deportiva
teniendo en cuenta las distintas variables estudiadas y sus interacciones (Tabla 9). Para
seleccionar el modelo con mejor ajuste a los datos, se emplearon estadisticos especificos para
determinar la calidad, en términos de ajuste, de cada modelo posible. Se utilizé el criterio de
informacion de Akaike (AIC: Akaike Information Criterion), el criterio de informacién bayesiano
(BIC: Bayesian Information Criterion), y el coeficiente de determinacién ajustado R%. También se

analizaron los residuos del modelo mediante graficos especificos.
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Los modelos presentados fueron 6 (Tabla 9).

Tabla 9 - Modelos lineales obtenidos.

Prinf: Producto Infiltrado,; Hrinf: momento de la infiltracion (horas); Prinf-Hrinf: interaccion entre ambos factores.

Modelo Predictores
1 Prinf-Hrin
2 Ls Prinf-Hrin
3 Ls Prinf-Hrin Edad-HrIn
4 Ls Edad Prinf-Hrin Edad-Hrin
5 Ls Prinf Edad Prinf-Hrin  Edad-Hrln
6 Ls Prinf Edad Hrin Prinf-Hrin Edad-HrIn

El paquete “olsrr” del entorno de programacion “R” permite calcular un conjunto de modelos

con el fin de comparar y elegir aquel que mejor explica el Tiempo de Recuperacién. La Regresion

Lineal se modelé en “R” de la siguiente forma:

“modelo <- Im(RTP ~ Prinf + Hrin + Ls + edad + Prinf:HrIn + edad:Hrln, data = data)”

A continuacion, se comentan los criterios empleados para elegir el Modelo final con mejor

ajuste:
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Coeficiente de determinacién (R?). Representa la proporcién de la variabilidad de la

variable dependiente que es explicada por la regresion.

Informa de la cantidad de variabilidad en el Tiempo de Recuperacion que es explicada

por las variables explicativas del Modelo. Su valor esta entre O y 1.

Representa la variabilidad explicada por el modelo, medida como suma de cuadrados
(desviacidon con respecto a la media). Indica la distancia de los datos a la linea de
regresién ajustada, reflejando la bondad del ajuste del Modelo al Tiempo de
Recuperacién. Presenta el inconveniente de aumentar siempre que aumenta el nimero
de variables explicativas, pero esto ocurre independientemente de su relevancia para el
Modelo.

El R? ajustado, por su parte, refleja el poder explicativo de un modelo sobre la
variabilidad de la variable dependiente, penalizando el numero de variables
independientes (numero de grados de libertad). Al estar ajustado al numero de
predictores que existen en el modelo, permite comparaciones entre distintos modelos.
Aumenta si cada nuevo término mejora el modelo mas de lo esperado por casualidad, y

disminuye si mejora el modelo menos de lo esperado por casualidad.
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e Criterio de informacion de Akaike (AIC). El modelo de mejor ajuste segun Akaike (261),
es aquel que explica la mayor cantidad de variacion de la variable dependiente
utilizando la menor cantidad de variables independientes posibles. Este criterio no
ofrece un dato absoluto de calidad, sino que ofrece una medida para comparar

diferentes modelos entre si. Valores mas pequenos de AIC implican mejor ajuste.

e Error final de prediccidn. Se refiere al error que existe entre el dato real y el predicho

por el modelo. Por lo tanto, valores menores implican menor error de prediccién.

e Grado de parsimonia. Un modelo es mas parsimonioso (simple y probable) en la medida

gue emplea menos variables dependientes.

En base a estos criterios, se propuso el modelo n2 4 como el modelo mas adecuado para explicar
el tiempo de recuperacion del deportista tras la lesién (ver apartado 4.2.1: fuentes de variacién

en la baja deportiva; Tabla 15: resultado del proceso de seleccidon de Modelos).
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DESCRIPCION Y ANALISIS DE LOS DATOS

Para determinar la relacidn entre aplicar PRP Puro en la lesién muscular aguda y el Tiempo de
Recuperacion, y siguiendo el Modelo Tedrico de Investigacidon propuesto, se presentan el

analisis de los datos registrados y los resultados divididos en tres partes:
1. Variables y estadisticos descriptivos.
2. Modelo Predictivo del Tiempo de Recuperacion.
3. Importancia de cada factor del modelo en el Tiempo de Recuperacion.

En los apartados siguientes se realiza la discusién de los resultados y la exposicion de las
conclusiones. En base a estos apartados, en el capitulo de discusidn se propone un protocolo de

uso de PRP en el tratamiento de la lesion muscular (apartado 5.3).

4.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA: VARIABLES Y ESTADISTICOS

De los 40 jugadores de futbol participantes, a 20 se les infiltro con PRP Puro, y a los otros 20, el
grupo control, con un producto homeopatico (Traumeel). En todos los jugadores se analizaron
las variables tipo de Lesidn (Ls), Producto Infiltrado (Prinf), Momento de la infiltracién (Hrin),

Edad y Tiempo para la recuperacién (Tabla 10).

Tabla 10 - Descripcion de las variables del estudio.
Ls: Lesidn; Prinf: Producto Infiltrado; Hrin: Momento de la infiltracion (horas).

Variable Tipo Descripcion Unidad Valores Dependencia
Ls Cualitativa Tipo de lesién NA Miofascial / UMT Independiente
Prinf Cualitativa Producto aplicado NA PRP Puro/ Homeo Independiente
Hrin Cuantitativa Momento de la infiltracién Horas Rango variable  Independiente
Edad Cuantitativa Edad Afios Rango variable  Independiente
RTP Cuantitativa Dias de baja deportiva Dias Rango variable Dependiente
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4.1.1 El producto infiltrado y la lesién

4.1.1.1 PRP Puro, homeopatia y baja deportiva.

Al valorar el tipo de tratamiento aplicado en relacidn con la baja deportiva de cada jugador, se
observd diferencia en el tiempo medio de recuperacién entre los grupos: 27,2 dias en el grupo
de PRP Puro y 32,6 dias en el grupo control. Esta diferencia de 5,4 dias no fue significativas (p
valor= 0,09), aunque pudiera tener relevancia desde un punto de vista practico. En cualquier
caso, representa una vision simplificada de la relacién entre el Producto y el Tiempo de
Recuperacidn, sin considerar posibles interacciones entre las variables, o la importancia relativa

de cada una de ellas en la baja deportiva.

A continuaciodn, se presenta la diferencia de los valores estadisticos basicos entre los valores de
Tiempo de Recuperacion (dias) y el tipo de Producto aplicado (Tabla 11), y la diferencia entre las
medias de la baja deportiva en relaciéon con el producto empleado, con los intervalos de

confianza asociados (Figura 23).

Tabla 11 - Estadisticos del Tiempo de Recuperacion en funcion del producto infiltrado.

Tiempo de Recuperacién

Estadistico
PRP Puro Homeopatia
Media 27,2 32,6
Error tipico 1,5 2,8
Mediana 25,5 30
Moda 24 30
Desviacién estandar 6,5 12,4
Varianza de la muestra 42,5 154,3
Curtosis -0,42 3,99
Coeficiente de asimetria 0,65 2,01
Rango 22 48
Minimo 18 20
Madximo 40 68
Muestras 20 20
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Figura 23 - Tiempo de recuperacion y producto aplicado.

4.1.1.2 Tipo de lesidn.

Los tipos de lesiones en los musculos isquiotibiales fueron miofascial, intramuscular y de la unién
miotendinosa (UMT). Las lesiones fueron distribuidas en dos grupos, en funcién de la afectacién

del tejido conectivo y su prondstico (ver apartado 1.2.3):

- Lesiones intramusculares y miofasciales: grupo I. Tienen mejor prondstico. Para simplificar

su designacién, fue denominado grupo de lesiones musculares miofasciales.
- Lesiones de la UMT: grupo Il. Tienen peor prondstico.
De los 40 jugadores, 19 de ellos presentaban lesiones musculares miofasciales o

intramusculares, y los 21 restantes presentaban la lesidon en la unién miotendinosa (UMT).

Tipo de Lesidn y Baja Deportiva

También se observaron diferencias en el tiempo medio de recuperacién tras la aplicacién del
tratamiento dependiendo del tipo de lesion, siendo 25,7 dias en el grupo de las lesiones
intramusculares y miofasciales (p-valor=0,026) y 33,8 dias en el grupo de las lesiones de la UMT
(p-valor = 0,054). Estos datos de significacidn son el resultado preliminar que se obtiene al llevar
a cabo un ANOVA de un factor. Orientan a que el tipo de lesién va a ser un factor significativo
en el Modelo de Regresién posteriormente calculado. A continuacién, se muestra la diferencia
de los valores estadisticos bdsicos entre los valores de Tiempo de Recuperacién en funcion del
tipo de Lesién (tabla 12), y el grafico de diferencia de medias con los intervalos de confianza

(Figura 24).
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Tabla 12 - Estadisticos de Tiempo de Recuperacién en funcién del tipo de lesiéon

Tiempo de Recuperacion

Estadistico

Miofascial umMT
Media 25,7 33,8
Error tipico 1,2 2,6
Mediana 25 30
Moda 26 30
Desviacién estandar 5,4 12,0
Varianza de la muestra 29,0 143,2
Curtosis -0,11 3,70
Coeficiente de asimetria 0,67 1,89
Rango 20 48
Minimo 18 20
Maximo 38 68
Muestras 19 21
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Figura 24 - Tiempo de recuperacion y tipo de lesion

110



RESULTADOS

Tipo de Lesién y Producto infiltrado.

La distribucion del tipo de lesién en el grupo de intervencion y en el grupo control puede

observarse en la Tabla 13.

Tabla 13 - Distribucion del tipo de lesion entre grupos.
Grupo INT: grupo intervencion. Grupo CON: grupo control. UMT: union miotendinosa

TIPO DE LESION

Grupo Miofascial uUMT Total

INT 11 275% | 9 22,5% 20

CON 8 20,0% |12 30,0% 20

Total 19 21 40

Esta distribucion se puede ver de forma gréfica en la Figura 25.
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Figura 25 - Distribucion de lesiones por grupo.
INT: intervencion. CON: control. UMT: unién miotendinosa

4.1.2 Edad, Momento de la Infiltracién y Tiempo de Recuperacién

. Estadisticos descriptivos de cada variable (analisis univariado).
La Edad media de los jugadores fue 25 afos, con un intervalo desde los 18 a los 39 afios.

El Momento de la infiltracion representa el tiempo transcurrido desde que se produce la lesién
hasta que se infiltra el producto, y fue registrado en horas. El Momento promedio de la

infiltracion fue de 53,7 horas

El Tiempo de Recuperacién, Baja Deportiva o tiempo para la vuelta al juego, se registré como
los dias transcurridos desde la lesion hasta el dia que el paciente estuvo disponible para la vuelta
al entrenamiento o la competicion sin restriccién. El tiempo medio global de recuperacién fue
de 29,93 dias (Tabla 14).
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Tabla 14 - Estadisticos descriptivos de la Edad, el Momento y el Tiempo de Recuperacion.

Momento de Tiempo de
Estadistico Edad (afios) aplicacién recuperacion

(horas) (dias)
Media 25,0 53,7 29,9
Error tipico 0,7 4,1 1,6
Mediana 24,5 48,7 28,0
Moda 23 44 30
Desviacion estandar 4,7 25,8 10,2
Varianza de la muestra 21,9 668,3 103,5
Curtosis 0,6 1,4 6,3
Coeficiente de asimetria 0,8 1,3 2,2
Rango 21 104,5 50
Minimo 18 18 18
Madximo 39 122 68
Suma 1000,0 2147,5 1197,0
Muestras 40 40 40

La distribucidn de estas variables continuas, junto con el andlisis de normalidad, son presentados
en el Anexo 2. De manera breve, cabe indicar que la variable Edad sigue una distribucién normal
de los datos. Por otro lado, la variable Momento de infiltracion no sigue un patrén normal de
distribucion de los datos, segun los histogramas y los diagramas de densidad de probabilidad. Y
por ultimo, el Tiempo de Recuperacion presenta una distribucion muy aproximada a la
normalidad. Mediante el test de Shapiro-Wilk, se deduce que no sigue una distribucion normal,
pero el grafico QQ Plot indica que esa falta de normalidad es pequeia. Muchos de los puntos de
la muestra estdn sobre la recta de referencia (anexo 2, ilustracion 9). Por lo tanto, se decide
proseguir el analisis, dado que no se espera que esta falta de normalidad presente problemas
en el Modelo estadistico. Esta decisidn se volvera a revisar en la fase de validacién del Modelo
(apartado 4.2.8).

Il Edad-Baja deportiva y Momento de infiltracion-Baja deportiva, para cada tipo de

lesién (andlisis bivariado).

A continuacidn, se representa la relacion entre la Edad y el Tiempo de Recuperacién para cada

tipo de lesién, independientemente del producto aplicado (Figura 26).
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También se representa la relacion entre el Momento de la Infiltracion y el Tiempo de

Recuperacion, para cada tipo de lesidn, de manera independiente al producto aplicado

La primera conclusién que se puede obtener con los graficos de dispersion del Tiempo de
Recuperacion en funcion de la Edad y del Momento de infiltracion es que no se aprecia ninguna
forma geométrica que sugiera algun tipo de relacidon. No existe una relacién evidente entre la
Edad y el Tiempo necesario para el regreso a la actividad deportiva. De manera similar, no se
observa una clara relacidon directa entre el Momento de la Infiltracién y el Tiempo de
Recuperacioén.
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Figura 26- Relacion entre la Edad y el Tiempo de Recuperacion.
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Figura 27 - Relacion entre el Momento de Infiltracion y el Tiempo de Recuperacion.
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4.1.3 Influencia de los valores extremos en la baja deportiva

Un valor extremo, también llamado “outlier”, es una observacién que tiene un valor atipico
respecto al resto de los datos de la muestra. Normalmente es un valor mucho mayor que el
resto. Antes de llevar a cabo el proceso de inferencia, se analizo si existian valores extremos y

hasta qué punto podian sesgar el resultado del analisis.

Del andlisis de las representaciones graficas, mediante la visualizacién de los diagramas de cajas,
se obtuvieron indicios de que pudiera haber dos valores de Tiempo de Recuperacion que

podrian ser considerados como extremos (Figura 28 y Figura 29).

Para considerar un valor como posible sesgo, se establecen unos limites superior e inferior fuera
de los cuales se podria considerar como tal. Se determina Q1 como el valor del primer cuartil
(25%), Q3 el tercer cuartil (75%) y el rango intercuartilico o IQR, la diferencia entre el primer y
el tercer cuartil (Q3-Q1). Como margen inferior, se fija el primer cuartil menos 1.5 veces el rango
intercuartil: Q1 - 1.5 x IQR. Como margen superior, se considerd el tercer cuartil mas 1.5 veces

el rango intercuartil: Q3 + 1.5x IQR.

Ambos valores de baja deportiva se encuentran por debajo del limite superior fijado, por lo que
se mantuvieron dentro del estudio hasta la fase de disefio del modelo estadistico.
Posteriormente, se analizé si suponian algun problema de ajuste o implicaban alguna dificultad
para interpretar el modelo. Los valores correspondian a dos casos en los que se empleo
homeopatia. En un caso, el paciente tuvo una recidiva en un entrenamiento, antes de recibir el
alta médica, con lo que la baja deportiva se alargd hasta un total de 68 dias. Su edad era de 39
anos, la lesién de tipo UMT, el producto homeopatia, y el momento de infiltracion a las 96 horas
desde la lesidn y a los 9 dias. En el otro caso, con baja deportiva de 63 dias, se trataba de un
jugador de 22 afios, con una lesién en la UMT, infiltrado con homeopatia transcurridas 50 horas

y 9 dias desde la lesién.
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Figura 28 - Tiempo de Recuperacién (dias) y Tipo de Lesion.
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Figura 29 - Tiempo de Recuperacién (dias) y Producto aplicado.
4.1.4 Recidivas

Se registraron un total de 6 recidivas: 3 en el grupo INT y 3 en el grupo CON. Por lo tanto, no se
observaron diferencias entre grupos, y el porcentaje de recidivas en cada grupo (15%), fue
parecido al encontrado en otras publicaciones (23). Es necesario un numero superior de

participantes para valorar posibles diferencias de las recidivas entre los grupos.
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4.2 MODELO PREDICTIVO DEL TIEMPO DE RECUPERACION

A continuacion, se describe el modelo estadistico en detalle, su ajuste en funcién de la muestra
empleada, las condiciones que permiten llevar a cabo la inferencia estadistica, y la valoracion

de las hipdtesis de la investigacion de acuerdo con los resultados del modelo calculado.
4.2.1 Fuentes de variacién en la Baja Deportiva

Las variables explicativas consideradas en el estudio fueron seleccionadas en base a su posible
efecto sobre el Tiempo de Recuperacién. Tal y como fueron expuestas en el modelo teérico de
investigacion (apartado 2.3), se incluyé como variable dependiente al Tiempo de Recuperacién,
y cuatro variables explicativas: el Producto Infiltrado, el Tipo de Lesidn, la Edad de paciente, el
Momento de la Infiltracidn, y dos interacciones significativas: Producto-Momento y Edad-

Momento. Por lo tanto, fueron consideradas en total 6 posibles fuentes de variacion.

El andlisis de los datos fue mediante regresion lineal multiple, que posibilita conocer la relacién
entre la variable respuesta y las variables explicativas, ademas de permitir evaluar las
interacciones entre variables (apartado 3.5.1). Fueron planteados varios modelos para explicar
los dias de baja deportiva, y se utilizaron estadisticos especificos para determinar la calidad, en

términos de mejor ajuste, de cada modelo posible (apartado 3.5.2; Tabla 9).

El célculo final de modelos y sus resultados se muestra en la Tabla 15. Como se puede observar,
el modelo n2 4 obtuvo mayor valor de R? ajustado, menor AIC, menor Error de prediccion y
ademas, es el modelo mds parsimonioso (menor nimero de variables) entre los que tienen los
mejores parametros. Por lo tanto, fue seleccionado como el Modelo mds adecuado para explicar

el Tiempo de Recuperacion del deportista tras la lesién muscular.

Tabla 15 - Resultado del proceso de seleccion de Modelos

Modelo R? R? Ajustado AIC Er.r or- .
prediccidn
1 0,1913 0,1476 297,59 92,64
P 0,3237 0,2674 292,44 81,52
3 0,3992 0,3305 289,71 76,23
4 0,4862 0,4107 285,45 68,62
5 0,4971 0,4057 286,59 70,75
6 0,4971 0,4057 286,59 72,28
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Este Modelo Final obtenido presenta 4 fuentes de variacién de la baja deportiva: 2 variables

independientes y 2 interacciones:

Tipo de Lesion, Edad, Momento-Producto, Momento-Edad.

Las interacciones indican que el efecto de un factor depende del valor del otro. Por lo tanto, se
debe considerar el registro del Momento de la infiltracién con un nivel alto de detalle (horas

transcurridas), y también la Edad de cada jugador.

4.2.2 Formulacion del Modelo

En el modelo de regresién lineal multiple se supone que la funcién de regresion que relaciona

la variable dependiente con las variables independientes es lineal, es decir:
y=PBo+ P1Xy ++ BuXnt€

e [oes el término independiente. Es el valor esperado de Y cuando Xy, ..., X,, son cero.
o B4, By, ... Bnson los coeficientes parciales de la regresion:

- B1 mide el cambio en Y por cada cambio unitario en X; , manteniendo X;, X3, ...,

Xn constantes.

- B, mide el cambio en Y por cada cambio unitario en X, , manteniendo X;, X3, ...,

Xn constantes.

- Bn mide el cambio en Y por cada cambio unitario en Xn, manteniendo X1, ..., X1

constantes.
e €:eselerrorde observacién debido a variables no controladas.

También se analiza el efecto que tiene sobre el Tiempo de Recuperacion la interaccién entre las
variables independientes. En este caso, el Modelo de Regresion Lineal Multiple tomara la

siguiente forma:
Y= PBot+ B1X1 + B2Xy + B3X1 Xy + -+ BpXpt €

En esta formulacion se puede apreciar que el efecto de X; sobre el Tiempo de Recuperacién (y)
ya no sera constante, sino que dependera también de su interaccidon con X,. Esto se aprecia

mejor transformando la ecuacion de la siguiente forma:

y= Bot+ (B + P3X2)X1 + B2Xz + -+ BrXpt €

Se plantea el modelo de regresién con la informacion obtenida de la muestra. Se asume que los
errores en las observaciones tienen distribucién normal de media cero y varianza ¢°, y que son

independientes entre si. Las variables explicativas son linealmente independientes entre si.
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El objetivo es obtener estimadores a partir de la muestra:

De los coeficientes Bo B1, B>

. 2
De la varianza del error o

Se aplica el método de minimos cuadrados, para obtener los estimadores.

La variabilidad total de la variable dependiente Y es la variabilidad explicada (VE) + variabilidad

no explicada por la regresion (VNE).

VT =VE + VNE

La descomposicidon de la variabilidad se representa en una tabla ANOVA (tabla ancova cuando

se hace el tratamiento conjunto de variables cuantitativa y cualitativas).

4.2.3 Parametros estimados en el Modelo de Regresién Lineal Multiple

Inferencia sobre los parametros del modelo.

Para encontrar el mejor ajuste de cada variable independiente, el Modelo de Regresién Lineal

Multiple calcula los parametros caracteristicos del Modelo: los coeficientes de regresion y su

p-valor, el estadistico F y el p-valor general, y el coeficiente de determinaciéon R” junto con su

version ajustada (Tabla 16).
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Los coeficientes de regresion que conducen al menor error general del modelo. Cada
coeficiente mide la intensidad de la relacién entre el Tiempo de Recuperaciéon y la
variable independiente con la que se asocia, modelando su relacidn lineal y posibilitando
la realizacion de los calculos de las ecuaciones de regresidn. El modelo presentado tiene

un coeficiente por cada factor.

El coeficiente Intercepto es un valor constante en el Modelo. Representa el valor
promedio del Tiempo de Recuperacién si todas las variables independientes fueran
cero. Como su p-valor es 0,0014 (<<0.05), la probabilidad de que el intercepto sea cero

es mucho menor al 5%.

El p-valor asociado a cada coeficiente de regresion. Representa la probabilidad de que
el coeficiente de regresién sea cero. El nivel de significacién obtenido para cada
coeficiente de regresién fue menor a 0,05, lo que indica que la probabilidad de que el
coeficiente de las variables independientes sea cero es menor del 5%. Los intervalos de

confianza no contienen el valor cero.

El estadistico F y el p-valor general del modelo. Este estadistico nos informa de la
bondad del ajuste global del modelo. Es un aspecto complementario a los coeficientes

de regresién de cada variable independiente.
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4. El coeficiente de determinacién R%. Informa sobre la proporcién de la variabilidad del
Tiempo de Recuperacion que es explicada por las variables independientes incluidas en
el Modelo. Este coeficiente refleja la bondad del ajuste del Modelo a la variable Tiempo
de Recuperacién. El R? ajustado penaliza el nimero de variables explicativas que se

incluyen en el modelo de regresién.

Tabla 16 - Parametros estimados en el Modelo de Regresidon Lineal Mdltiple.

Intercepto BO 65,02 18,62 3,49 0,0014** 27,18 102,85
Ls(UMT) B1 7.88 2,57 3,06 0,0043** 2,65 13,11
Edad B2 -1,70 0,71 -2,40 0,0220* -3,15 -0,26
Prinf(homeo):Hrin B3 -0,66 0,28 -2,33 0,0261* -1,24 -0,08
Prinf(PRP):HrIn B4 -0,77 0,27 -2,80 0,0084** -1,32 -0,21
Edad:Hrin B5 0,03 0,01 3,08 0,0041** 0,01 0,05

Nivel de significacion: ** (99%), *(95%)
Error estandar residual: 7.81 en 34 grados de libertad
R’: 0.4862, R® Ajustado: 0.4107

Estadistico F: 6.436 en 5y 34 grados de libertad, p-valor: 0.000262

Las ecuaciones empleadas en el calculo del modelo de regresién lineal multiple se encuentran

en el anexo 3. La ecuacion final presentada fue la siguiente:

rtp = 65,02 — 1,7 * Edad + 7,88 x Ls(UMT) — 0,66 * Prinf(Homeo) * HrIn — 0,77
* Prinf (PRP) x Hrinf + Edad * Hrin

Ddénde: RTP: Tiempo de recuperacion (baja deportiva). Ls: Tipo de lesion (si el tipo de lesién en
la ecuacion es miofascial/intramuscular, este término seria cero). Prinf: Producto infiltrado.

Hrln: Momento de infiltracién

Inicialmente se plantea una Unica ecuacién de regresion, y se divide en cuatro ecuaciones, que
permiten conocer los efectos de las variables seleccionadas en el Modelo sobre la baja

deportiva.

Los parametros finales obtenidos mediante el anadlisis de regresion, junto con los puntos
singulares asociados a las interacciones (apartado 4.2.7), permiten valorar y comprender el

efecto de las variables explicativas sobre la baja deportiva.
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4.2.4 Marco Tedrico Final de la Investigacién

A continuacién, se presentan los resultados del modelo de regresiéon obtenido, en base a la
hipdtesis principal y las secundarias, y al Modelo Tedrico de Investigacion planteado (apartado
2.3). A diferencia de cémo se planted en un principio el modelo de la investigacion (Figura 20),
se separo el efecto del producto en dos relaciones, por ser una variable categérica con dos
niveles: PRP Puro y Homeopatia (Figura 30).

Establecido el Modelo Tedrico de Investigacion, se emplean los coeficientes de cada factor y su
significacion estadistica para valorar las hipdtesis. A continuacion, se realizara el contraste de

las hipétesis planteadas.

- - Producto Momento de
Tipo de lesion g N Edad
infiltrado aplicacion
H5, H5, H6
-0,66*| |-0,77** 0,03**
H1 H2 H3 H4
7.9%* ns ns -1,7*

Tiempo de recuperacion

Figura 30 - Modelo Tedrico final de la Investigacion.
Coeficientes de cada factor y su significacion estadistica. Nivel de significacion: ** 99%, * 95% y ns (no significativo).

4.2.5 Baja Deportiva

El Modelo de Regresion Lineal obtenido ajusta los datos a una recta, y el estadistico F informa
sobre ese ajuste global del Modelo. Se puede entender como la capacidad predictiva que tienen
el conjunto de factores que aportan variabilidad en la baja deportiva. Para valorar esa influencia

del conjunto de factores se realizan los contrastes de la regresion.

Tal y como se presentd en la fase de disefio del modelo tedrico de la investigacidn, la hipdtesis

principal fue:

“El conjunto de factores analizados modifica los dias de baja deportiva asociados a las lesiones

musculares agudas de isquiotibiales en los futbolistas”.
El contraste de hipdtesis que se plantea es:
e Ho: El modelo no explica globalmente el Tiempo de Recuperacion.

e Hja: El modelo explica globalmente el Tiempo de Recuperacién.
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El p-valor del modelo asociado al estadistico F obtuvo un valor de 0,0003, por lo que se rechazé
la hipdtesis nula. En consecuencia, se deduce que existe una asociacién entre los factores de
variabilidad estudiados y el Tiempo de Recuperacién. El modelo tiene, en la medida que explica
esa variabilidad, capacidad predictiva sobre el Tiempo de Recuperacidn: regresion multiple

como herramienta para la estimacion de la baja deportiva.

Resultado 1:

Las fuentes de variabilidad analizadas (tipo de Lesion, Edad y las interacciones Producto-
Momento y Edad-Momento) explican el 49% de la variabilidad en la baja deportiva, medida

en suma de cuadrados (R’ = 0,49, con p=0,0003).

Fueron comprobados los supuestos que han de cumplirse para poder emplear el Modelo de
Regresidn Lineal (apartado 4.2.8). Es posible concluir que el Modelo obtenido cumple con las
condiciones necesarias para poder llevar a cabo el proceso de inferencia estadistica a través de

los parametros del mismo.

Por ultimo, se comprobd que la potencia estadistica del modelo es alta (0.999), teniendo en
cuenta el tamafio muestral (40 jugadores), el nivel de error admitido (a=0.05) y el tamafio del
efecto del conjunto de las variables explicativas sobre el Tiempo de Recuperacin (f°=0.946)
(apartado 4.3). Esta potencia alta indica que la muestra de futbolistas (n=40) es representativa

de la poblacidn de deportistas federados, y permite inferencia estadistica.

4.2.6 Baja Deportiva y las variables independientes.

A continuacion, se analiza la relacién de cada una de las cuatro variables explicativas con la Baja
Deportiva. Suponiendo que se cumple el modelo de regresion lineal multiple, interesa
determinar qué fuentes de variacién (variables e interacciones) son significativas para explicar
la baja deportiva. El Modelo obtenido tiene capacidad de detectar diferencias entre grupos, para
lo que se realiza el contraste de hipétesis individuales sobre los coeficientes: regresién multiple

como herramienta para detectar causalidad.

4.2.6.1 Eltipo de Lesién modifica la Baja Deportiva.

El tipo de lesidn se considerd una variable cualitativa binaria (miofascial/intramuscular y UMT).
Al realizar una regresién lineal, se obtuvo un coeficiente de regresién de 7,9 asociado a la Lesion
UMT, mientras que la Lesidon miofascial/intramuscular se representé con un coeficiente de cero.
Esto significa que la lesion de la UMT implica en promedio 7,9 dias mas de Tiempo de
Recuperacion que la lesién miofascial/intramuscular. Su p-valor fue 0.0043, y su intervalo de

confianza excluye el cero. En consecuencia, esta variable se mantuvo en el modelo.

e Hipdtesis 1: el tipo de Lesion modifica la baja deportiva. Aceptada.
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En base a los resultados expuestos, el tipo de lesidn ejerce influencia sobre la baja deportiva.

Resultado 2:

La lesidn de la Unién Miotendinosa (UMT) tiene peor prondstico que la intramuscular y la
miofascial. En igualdad de Producto, Momento de la infiltraciéon y Edad, la baja deportiva es
superior en 7,9 + 5,2 dias (IC 95%; 2,6-13,1; p=0,0043).

4.2.6.2 Eltipo de Producto.

No se encontraron diferencias significativas entre productos en la baja deportiva, al no

considerarse en relacién con el factor Momento de Infiltracion.

En el andlisis descriptivo se observaron directamente las variables estudiadas y el tiempo de
recuperacion, sin considerar las interacciones. Se obtuvieron diferencias en funcién del tipo del
tratamiento aplicado: 27,2 + 6,5 dias cuando se les administré PRP Puroy 32,6 + 12,4 dias en el
caso del tratamiento homeopatico. Estas diferencias no fueron significativas (p valor=0,09). Por
lo tanto, el producto infiltrado no obtuvo una significacion estadistica suficiente para

mantenerse en el Modelo general como variable independiente.

Para confirmar si existian diferencias significativas entre el Tiempo de Recuperacion de los
pacientes tratados con PRP Puro y los que fueron tratados con el producto homeopatico, se
llevé a cabo el test no paramétrico de Mann—-Whitney—Wilcoxon, ya que la variable tiempo de
recuperacion no sigue una distribucién normal. El resultado del test fue Z = 1.5313, p-valor =
0.1284. Como el p-valor > 0.05, no es posible rechazar la hipdtesis nula en un contraste de

hipotesis:

e Hg: No existen diferencias significativas en el tiempo de recuperacion entre los dos

tratamientos (igualdad entre productos).

e Hja: Si existen diferencias significativas en el tiempo de recuperaciéon entre los dos

tratamientos.

Por lo tanto, se concluyd que no se encontraron diferencias significativas en el tiempo de
recuperacion entre deportistas a los que se les aplicd un tratamiento distinto, sin valorar las

posibles interacciones.
La hipodtesis 2 fue planteada de la siguiente manera:

e Hipdtesis 2: el tipo de producto infiltrado modifica la baja deportiva,

independientemente de cuando se infiltra. Rechazada.
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Este resultado confirmd la ausencia de la variable Producto de manera aislada en el Modelo de
Regresién Lineal Multiple seleccionado. Para obtener diferencias significativas entre los

productos, habra que considerar la interaccién Producto-Momento (apartado 4.2.7.1).

4.2.6.3 Momento de la infiltracion.

Tampoco obtuvo la suficiente significacion estadistica para mantenerse en el modelo como

variable independiente. Por esta razon, el modelo seleccionado no la contiene.

e Hipdtesis 3: el Momento de la infiltracion modifica la baja deportiva, con

independencia del tipo de producto o la edad. Rechazada.

El Momento de Infiltracidon, por si solo, no es sindnimo de disminucion en la baja deportiva. Es
necesario tener en consideracion sus dos interacciones: Producto-Momento y Momento-Edad.

(apartado 4.2.7).

4.2.6.4 La Edad modifica la Baja Deportiva.

La Edad presentd un coeficiente de regresion de -1,7. Su “interpretacién estricta” es que el
tiempo de recuperacion podria disminuir en promedio 1,7 dias por cada afio que aumente la
edad, si el resto de términos de la ecuacidn fueran cero. Su p-valor es significativo (0.0220) y su
intervalo de confianza excluye el cero (Tabla 16). Se considera que la Edad puede influir en el

tiempo de recuperacion. Por lo tanto, esta variable se puede mantener en el modelo.

e Hipdtesis 4: la Edad del jugador modifica la baja deportiva, independientemente de

cuando se realiza la infiltracion. Aceptada

Mantener la Edad como variable independiente se discutira posteriormente. Al existir una
interaccion Momento-Edad (ver apartado 4.2.7.2), parece légico estudiar la Edad de manera

conjunta con el Momento.

4.2.7 Baja Deportiva explicada por el Momento de Infiltracién en relacién con el

Producto y con la Edad

Las interacciones estudiadas obtuvieron coeficientes de regresion significativos. Tanto

Producto-Momento como Momento-Edad tienen efecto sobre los dias de baja deportiva.

Para comprender el efecto de cada Producto en la baja deportiva en funcién del Momento de la
infiltracion, o la relacién entre la Edad y el Momento, a partir de las ecuaciones del modelo se
obtuvieron un conjunto de puntos singulares del Modelo. En estos puntos caracteristicos, uno
de Momento y dos de Edad, la baja deportiva se mantiene constante (un valor de edad para
cada producto). De su analisis, se pueden extraer conclusiones que ayuden a la optimizacion del

uso del PRP Puro en la Regeneracién de la lesién muscular.
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4.2.7.1 Interaccion Producto-Momento.

La interaccion Producto-Momento actda como fuente de variacion de la baja deportiva dentro
del Modelo. Tanto para el PRP Puro como para la Homeopatia se obtuvieron coeficientes de
regresién con significacion estadistica. Coeficiente del PRP Puro= -0,77, p-valor= 0,0084;

Coeficiente de la Homeopatia=-0,66, p-valor= 0,0261.

El efecto de cada Producto en la baja deportiva depende del Momento de la infiltracién (el
Momento modifica el efecto de cada Producto). En consecuencia, las dos variables Producto y

Momento se deben estudiar de forma conjunta (interaccidn significativa).

e Hipdtesis 5;: El efecto del PRP Puro en la baja deportiva depende del Momento de la
infiltracion. Aceptada.
e Hipdtesis 5,: El efecto de la homeopatia en la baja deportiva depende del Momento de

la infiltracidn. Aceptada.

Resultado 3:

El efecto de cada Producto en la baja deportiva depende del Momento de la infiltracion
(PRP Puro-Momento (p=0,0084) y Homeopatia-Momento (p=0,0261).

El objetivo fue determinar el efecto del Producto en funcién del Momento de aplicacion. Es
decir, cdbmo se modifica la Baja Deportiva con cada producto al variar el Momento de la

infiltracion.

l. Baja Deportiva constante para cualquier Edad.

Para obtener el punto singular del Momento, se derivaron las ecuaciones del Tiempo de
Recuperacion en relacién a la Edad, se igualaron a cero y se despejoé el momento, y se obtuvo el
punto singular de Momento de infiltracidon con baja deportiva constante (ver anexo 3, apartado
3.1).

Se obtuvo un punto de baja deportiva constante para el Momento de infiltracién de 55 horas.

Este valor singular del Momento no varia ni con distintos tratamientos ni con distintas lesiones.

e Infiltracién precoz. Cuando el momento de la infiltracidn es antes de las 55 horas, la baja

deportiva disminuye. Esta disminucién es mayor a medida que crece la edad del

deportista.

Con la infiltracion precoz, la baja deportiva estimada es favorable para los veteranos

con ambos productos (PRP Puro y homeopatia).

e Infiltracién diferida. Cuando el momento de la infiltracidn es después de las 55 horas, la

baja deportiva aumenta para los “veteranos”. Este aumento es mayor a medida que

aumenta la edad del deportista.
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Con la infiltracion diferida de PRP Puro, la baja deportiva estimada es favorable para
los jovenes. Con la infiltracidn diferida de Homeopatia, la baja deportiva estimada no es

favorable (ni en jévenes ni en veteranos). Aumenta de forma acusada en los veteranos.

Se consideran infiltracién precoz e infiltracién diferida a aquellas que se encuentra en el limite
inferior y superior del periodo en el que se realizaron la mayor parte de las infiltraciones: a las
24 horas transcurridas desde la lesion (precoz), y a las 72 horas (diferida).

En resumen:

La infiltracidn precoz fue favorable para los veteranos, con el uso de ambos productos (PRP

Puro y homeopatia).
La infiltracion diferida fue favorable para los jévenes, con el uso de PRP Puro.

Por lo tanto, para disminuir la baja deportiva es necesario considerar de manera conjunta el

Producto y el Momento de su infiltracién.
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Figura 31 - Punto singular del Momento segun el Modelo, empleando PRP Puro en lesiones de la UMT.
En el momento de 55 horas (linea amarilla), la baja deportiva se mantiene constante, con independencia de la Edad.
Con una infiltracion precoz, la baja deportiva estimada es menor en los veteranos. Con una infiltracion diferida, es
menor en los jovenes.
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Figura 32 - Punto singular del Momento segun el Modelo, empleando Homeopatia en lesiones de la UMT.

Con una infiltracion precoz, la baja deportiva estimada es menor en los veteranos. En los mds jovenes, la infiltracion
tiene escasa repercusion.
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I. Diferencia entre las bajas deportivas estimadas para cada producto.

Los coeficientes de regresion para cada producto son -077 para PRP Puro (IC 95% -1,32-(-0,21),
p=0,0084) y -0,66 para la homeopatia (IC 95% -1,24-(-0,08), p=0,0261). La diferencia entre
ambos coeficientes da como resultado el aumento de 0,11 dias en la diferencia de la baja

deportiva asociado a cada producto por cada hora que se retrasa la infiltracién.

Resultado 4:

La diferencia entre las bajas deportivas estimadas para cada producto es mayor cuanto mds
se retrasa la infiltracidn, y favorable al uso de PRP Puro. En el modelo obtenido, esta diferencia

aumenta en 0,11 dias por cada hora transcurrida entre la lesién y el tratamiento.

En consecuencia, con el mismo Momento de infiltracién para dos jugadores, la baja deportiva

es menor empleando PRP Puro, en comparacion con homeopatia.

4.2.7.2 Interaccion Edad-Momento.

La interaccién entre la Edad y el Momento de infiltracion como fuente de variabilidad en la baja

deportiva resulto ser significativa, con un coeficiente 0,03, y con p-valor de 0,0041.

Resultado 5:

La Edad modifica el efecto del Momento de la infiltracion en la baja deportiva (p=0,0041).

Al existir esta interaccion, las dos variables Edad y Momento se deben estudiar de forma
conjunta. Mds adelante se discute si la variable Edad debe estar presente o no de manera

independiente en el Modelo de Regresion Lineal Calculado (apartado 4.3).

Para analizar esta interaccidn, se estimd la baja deportiva con distintas edades y distintos

momentos de infiltracién.

Puntos singulares de Edad: baja deportiva constante para cualquier Momento.

Para obtener los puntos singulares de Edad con Baja Deportiva constante, se derivan las
ecuaciones del Tiempo de Recuperacién respecto del Momento de la Infiltracion y se iguala a

cero (ver anexo 3; apartado 3.2).

Hay un Coeficiente Término-Momento que multiplica a la variable Momento (Hrln). Se trata de

un coeficiente que tiene dos formas, dependiendo del tratamiento aplicado:
e (-0,77 + 0,03 x edad) x HrInf, para el tratamiento con PRP.

e (-0,66 + 0,03 x edad) x Hrinf, para el tratamiento con la homeopatia.
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Igualando estas ecuaciones a cero y despejando la Edad, se obtiene los puntos singulares de
Edad con un mismo Tiempo de Recuperacién, independientemente del Momento de la
Infiltracion: 24,8 para el PRP Puro y 21,4 para la homeopatia. Desde un punto de vista practico,

pueden considerarse los puntos singulares como 25 y 21 afos.

I Punto singular de Edad y PRP Puro.

- Jugadores menores de 25 afos. Cuando la edad del jugador es inferior a este punto singular,
el coeficiente término-momento se hace negativo y, por tanto, la baja deportiva serd menor en
la medida que se retrase la infiltracién. En consecuencia, con los jugadores mas jévenes tiene
sentido esperar a realizar la infiltracién con PRP Puro. El momento de infiltracién adecuado es a
las 72 horas, que corresponde al margen superior del intervalo en el que fueron realizadas la

mayor parte de las infiltraciones.

- Jugadores mayores de 25 afios o “veteranos”. El Modelo orienta a una baja deportiva menor
con la infiltracion precoz (coeficiente término-momento menor). El momento éptimo de la
infiltracidn es a las 24 horas, que representa el limite inferior del intervalo empleado para las

infiltraciones.

Por lo tanto, en el Modelo obtenido la Edad del jugador modifica el efecto del Momento de

infiltracion en la baja deportiva.

Momento

24 horas
== 72 horas

Coeficiente término momento de aplicacién

20 25 30 35 40
Edad (Afos)

Figura 33 - Coeficiente término-Momento y punto singular de la Edad para el PRP-Puro.

Los veteranos se benefician de la infiltracion precoz (menor coeficiente). Los mds jovenes se benefician de la
infiltracion tardia. Hay una importante variacion del coeficiente en ambos casos.
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Figura 34 - Punto singular de la Edad segtin el Modelo, empleando PRP Puro en lesiones de la UMT.
A los 25 arios (linea azul), la Baja deportiva estimada se mantiene constante, con independencia del Momento de
infiltracidn. Para los mayores de 25 afios, la infiltracion precoz mejora la baja deportiva estimada. Para los menores
de 25 afios, la infiltracidn diferida mejora la baja deportiva estimada.
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1. Punto singular de Edad y homeopatia.

El punto singular de Tiempo de Recuperacion constante se encuentra en 21 afios. Esta edad se
encuentra muy cercana al limite inferior de edad considerado en el modelo (18 afos). Alrededor
de los 21 afios, el efecto de la homeopatia sobre el RTP es escaso o nulo, y esta representado

por una escasa variacion en el coeficiente termino-Momento.

En los jugadores mds veteranos, hay importantes diferencias en el coeficiente termino-
Momento entre la infiltracién precoz y la tardia. Los datos sugieren que puede existir beneficio

con la infiltracion precoz, alrededor de las 24 horas.
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Figura 35 - Coeficiente término-Momento y punto singular de la Edad para la Homeopatia.
Los veteranos podrian beneficiarse de la infiltracion precoz (menor coeficiente). En los mds jévenes no se aprecian
diferencias importantes entre la infiltracion precoz o tardia (escasa variacion del coeficiente).
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Figura 36 - Punto singular de la Edad segtn el Modelo, empleando Homeopatia en lesiones de la UMT.

A los 21 afios (linea azul), la Baja deportiva estimada se mantiene constante con independencia del Momento de la
infiltracién. Para los mds veteranos, la infiltracion precoz mejora la baja deportiva estimada. Para los mds jovenes, no
se aprecian beneficios con la homeopatia.

En resumen: en base al resultado 3 (el efecto de cada Producto en la baja deportiva depende
del Momento de la infiltracion) y al resultado 5 (la Edad modifica el efecto del Momento de la

infiltracion en la baja deportiva), es posible concluir que:

El efecto de cada Producto en la baja deportiva depende del Momento de la infiltraciéon y de
la Edad. Para disminuir la baja deportiva, es necesario considerar las tres variables (Producto,

Momento y Edad) de forma conjunta.

Por lo tanto, considerando Producto, Momento y Edad:

La infiltracion de PRP Puro puede disminuir la baja deportiva, eligiendo el Momento de
infiltracion en funcion de la Edad.

- Alas 24 horas, para mayores de 25 afios.

- Alas 72 horas, para menores de 25 afios.

- El Momento tiene escasa repercusion para jugadores de 25 afios: la baja deportiva
estimada es constante. Tiene gran repercusién en los jugadores mas veteranos y en los
mas jévenes.
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A continuacion, se presentan dos ejemplos, a modo de tablas, para observar la relacidon entre
Producto, Edad, Momento de Infiltracién y la baja deportiva. Dada la mayor sensibilidad a los
cambios del Momento en valores de Edad mas extremos (veteranos o muy jovenes), se ponen

los ejemplos con un jugador de 20 afios y otro con 30 afios.

Jugador joven.

Se propone una edad de 20 afos y una lesién de tipo miofascial. Se evalian dos momentos

diferentes, a las 24 y a las 72 horas (diferencia entre ambos de 48 horas).

La diferencia entre los efectos del PRP Puro y la Homeopatia aumenta 0,11 dias por cada hora.
Representa la diferencia entre los coeficientes de regresién B3y B4 =-0,66 —(-0,77) = 0,11 (tabla
15). Por lo tanto, teniendo en cuenta las 48 horas transcurridas, la diferencia entre el efecto de
cada producto aumenta 0,11 dias x 48 horas= 5,3 dias. Por lo tanto, la baja deportiva es 0,11
dias mas corta cuando se aplica PRP Puro en comparacion con homeopatia, por cada hora
transcurrida desde la lesion. Esta afirmacion se realiza asumiendo la infiltracién en un mismo

momento para ambos productos.

M1: la Baja Deportiva calculada en jugador de 20 afios con una lesién miofascial infiltrado con
PRP Puro a las 24 horas es de 26,9 y con Homeopatia es de 29,6. Diferencia entre efectos de
cada producto sobre la baja deportiva en M1: 2,6 dias. Calculos con el coeficiente término
momento = 29,6, — 26,9 = 2,6 dias.

M2: La Baja Deportiva calculada en un jugador de 20 afios con una lesion miofascial infiltrado
con PRP Puro alas 72 horas es de 18,8 dias y con Homeopatia es de 26,7. Diferencia entre efectos

de cada producto sobre la baja deportiva en M2:
Calculos con el coeficiente término momento = 26,7 — 18,8 = 7,9 dias.

Célculo con la diferencia entre los coeficientes de regresion (0,11 dias x hora de retraso)=
diferencia de efectos en M1 (2,64 dias) + aumento de la diferencia por cada hora transcurrida
(0,11 dias x 48 horas) = 2,6 dias + 5,3 dias = 7,9 dias

Tabla 17 - Baja deportiva en un Jugador de 20 afios con lesion Miofascial.
Variacion en funcion del Producto empleado y del Momento de la infiltracion (M1=24 horas; M2=72 horas).

PRODUCTO MOMENTOS Coef.Termino Mom(*) Baja DIFER. de RTP
M;: 24h; My: 72 h X Hrinf deportiva | entre productos

PRP Puro Mi: 24 h -4,08 26,9 DIFER; =-2,6

Homeopatia -1,44 29,6

PRP Puro M,: 72 h -12,24 18,8 DIFER; =-7,9

Homeopatia -4,32 26,7

(*) (-0,77 + 0,03 x Edad), para el tratamiento con PRP Puro; (-0,66 + 0,03 x edad), para el uso de homeopatia.
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Los mejores resultados en pacientes jévenes se observan con el uso de PRP Puro y de forma
tardia (a las 72 horas). En ese momento, se estima una diferencia grande entre el efecto de cada

producto (7,9 dias).

Jugador “veterano”.

Se propone una edad de 30 aiios, y también una lesion miofascial. También se evaltan dos

momentos diferentes, a las 24 y a las 72 horas.

Tabla 18- Baja deportiva en un Jugador de 30 afios con lesion Miofascial.

PRODUCTO MOMENTOS | Coef.Término Mom (*) Baja DIFER. de RTP
M;: 24h; My: 72 h x Hrinf deportiva | entre productos

PRP Puro M;:24 h 0,13x24=3,12 17,1 DIFER; =-2,6

Homeopatia 0.24 x 24 =5,76 19,8

PRP Puro M,: 72 h 0,013x72=9,36 23,4 DIFER, =-7,9

Homeopatia 0,24 x 72=17,28 31,3

(*) (-0,77 + 0,03 x Edad), para el tratamiento con PRP Puro; (-0,66 + 0,03 x Edad), para el uso de homeopatia.

Ejemplo 2: La baja deportiva calculada en un jugador de 30 afios con una lesion miofascial

infiltrado con PRP Puro a las 24 horas es de 17,1 dias, y con homeopatia es de 19,8 dias.

En resumen:

Para los veteranos:

La menor baja deportiva se observa con el uso de PRP Puro y de forma precoz (a las 24 horas).
En ese momento, existe una diferencia estimada pequena entre el efecto de cada producto (2,6

dias), que aumentara progresivamente (0,11 dias por cada hora que se retrase la infiltracién).

Para los jévenes:

La menor baja deportiva se observa con el uso de PRP Puro y de forma diferida (a las 72 horas).
En ese momento existe una diferencia estimada grande entre el efecto de cada producto (7,9
dias).

4.2.8 Validacion del Modelo

Para poder aplicar el Modelo de Regresidn Lineal elegido y realizar calculos estadisticos han de
cumplirse varios supuestos, para evitar una falta de ajuste: normalidad e independencia de los
residuos, homocedasticidad (varianza del error constante), ausencia de colinealidad entre

variables independientes y valores extremos inferiores a los valores umbral.

A continuacion, se expone el conjunto de test estadisticos empleados para comprobar la validez

del Modelo.
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I Normalidad e independencia de los residuos

Los residuos del Modelo calculado son las diferencias entre los valores de Tiempo de
Recuperacion observados y los valores pronosticados a partir de la recta de regresion. Los
residuos también pueden entenderse como aquella parte de la variacién de la baja deportiva
gue el Modelo de Regresidn no explica. En consecuencia, los residuos proporcionan informacion
sobre la exactitud de los prondsticos de forma que cuanto menores son las diferencias, mejores

seran los prondsticos.

Normalidad en la distribucién. Una de las formas mas habituales de comprobar la distribucién

de los residuos es el grafico QQ-Plot, que se puede ver en la Figura 37. Se observa que los
residuos estan practicamente sobre la recta de la distribucién normal, por consiguiente, es

posible afirmar que la distribucion de los residuos es practicamente normal.

[
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Figura 37 - Distribucion de los residuos en un grdfico QQ-Plot.

Otra forma de verlo es mediante el histograma de los residuos. En la Figura 38, se puede
observar que los residuos siguen una distribucion normal y centrada en cero, con una leve

alteracién por un valor extremo.

135



RESULTADOS

Frecuencia
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Residuos del Modelo de Regresidn lineal

Figura 38 - Distribucion de los residuos en un Histograma

Supuesto de independencia de los errores en la regresién lineal (residuos no correlacionados).

Para determinar si los residuos son independientes se empled el test de Breusch-Godfrey
(funcion “bgtest”), disponible en el paquete “Imtest” de R (262). La dependencia secuencial o
auto-correlacién supondria que las observaciones de la variable dependiente no son extraidas

independientemente, generalmente por cercania en el espacio o en el tiempo.

El contraste de hipdtesis se plantea como en ocasiones previas, suponiendo en la hipdtesis nula
(Ho) que el fendmeno que se busca no existe en realidad (igualdad), y la hipdtesis alternativa

supone su hallazgo (diferencias):

e Hg: No existe autocorrelacion serial entre los residuos (hay independencia para los

errores).

e Hj: Existe auto correlacion serial entre los residuos (no hay independencia para los

errores).

El resultado de la prueba arroja un p-valor =0.5118. Como este p-valor es >>> 0.05, no podemos
rechazar la hipétesis nula, por tanto, concluimos que no existe auto-correlacidn serial entre

residuos.

1. Homocedasticidad

Un Modelo predictivo presenta homocedasticidad cuando la varianza del error asociado a las

variables independientes es constante a lo largo de las observaciones.
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La heterocedasticidad o falta de homocedasticidad se produce cuando existe correlacién entre
los residuos del modelo y alguna de las variables independientes. Puede ocurrir por variables
independientes que poseen un gran recorrido con respecto a su media, o por otros motivos,

como la omisidon de algunas variables relevantes dentro del Modelo.

Para valorar la homocedasticidad se empled el test o contraste de White disponible con el
método Breusch-Pagan (263), con la funcion “bptest” de la libreria “Imtest” de R . El contraste

de hipodtesis se planted de la siguiente forma:

e Hg: No hay heterocedasticidad en la varianza del error de las variables independientes;

modelo homocedastico (los errores tienen varianza constante; hay igualdad).

e Hj: Si hay heterocedasticidad en la varianza del error; modelo no homocedastico (los

errores no tienen varianza contante; hay diferencias).

El resultado de la prueba arroja un p-valor = 0. 579. Como este p-valor es >>>0.05, no es posible
rechazar la hipdtesis nula. Por lo tanto, se concluye que la varianza es homogénea (hay igualdad

de varianza entre errores) y no existen problemas de heterocedasticidad.

1. Ausencia de colinealidad

En un modelo de regresion lineal multiple existe colinealidad (o multicolinealidad), cuando una
variable independiente es una combinacién lineal de otra variable independiente. En el caso de
existir este efecto habria que excluir alguna de ellas, ya que ambas estarian aportando la misma

informacion al modelo.

En este caso, tenemos dos variables independientes cuantitativas sobre las que tenemos que
comprobar este hecho, la variable Momento de la Infiltracidn y la variable Edad. Se realizd la
prueba mediante el método “VIF” de la libreria “CAR”, que nos permite calcular el factor de
inflacion de la varianza (VIF). El resultado es 1.08 para la variable Momento, y 2.65 para la

variable edad. Valores por debajo de 10 no suponen problemas de colinealidad en el modelo.

V. Puntos extremos menores al valor umbral.

Durante el anadlisis estadistico descriptivo se observé, mediante el diagrama de cajas, que
podrian existir algunos puntos extremos (apartado 4.1.3; comprobacién visual). Si los puntos
extremos exceden de un cierto umbral, puede existir una falta de ajuste en el modelo de

regresion lineal.

En primer lugar, se verificd que realmente existia algin punto extremo. Para ello, se utilizo el
calculo de la distancia de Cook para todos los puntos del modelo, mediante el método “influence
Plot” de la libreria “CAR”. Se calculd esa distancia para los puntos mas extremos del Modelo,
obteniéndose unos valores de 0,86 y 0,22. Cuando la distancia de Cook es menor de 1, los valores
extremos no representan un problema de ajuste para el modelo. Por lo tanto, no fue eliminada

ninguna muestra del estudio.
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4.3 POTENCIA ESTADISTICA Y CAPACIDAD PREDICTIVA DEL MODELO

La potencia estadistica

La potencia estadistica de una prueba o calculo es su capacidad para detectar diferencias entre

el grupo de estudio y el grupo control cuando dichas diferencias estan presentes (264). En

términos estadisticos, también se puede definir como la probabilidad de rechazar la hipdtesis

nula (igualdad entre grupos) cuando es realmente falsa. Y de otro modo, la potencia estadistica

también se puede entender como el grado de validez que tienen los hallazgos de la investigacion

(265).

Calculo de la potencia estadistica.

El calculo de la potencia estadistica del Modelo se basa en tres magnitudes: el tamano de la

muestra, el nivel de error admitido en el experimento y el tamafio de efecto (f?).
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El tamaiio de la muestra y el nivel de error admitido. Se calculd la potencia estadistica

teniendo en cuenta que la muestra bajo estudio estaba compuesta por 40 jugadores.
El nivel del error a se fijé en 0.05, por ser el usado habitualmente en Medicina.

El tamaiio del efecto debe entenderse como un indicador que mide la magnitud de las
diferencias. Explica el efecto del conjunto de las variables explicativas sobre el Tiempo
de Recuperacion. Segun Cohen J. (265), para el caso de la regresidn lineal multiple, se

calcula mediante la siguiente expresion: f* = R* / (1-R?).

Los valores de referencia para el tamafo del efecto propuestos recientemente por

Renddn-Macias y colaboradores (266) para investigaciones en el ambito médico son:
e Efecto inexistente: 0-19
e Efecto pequefio: 0.2-0.49
e Efecto moderado: 0.5-0.79
e Efecto grande: 0.8-1.29
e Efecto muy grande: >1.3

A partir del coeficiente de determinacién del modelo, R* = 0,486, y de acuerdo con la
expresiéon enunciada, el tamafio del efecto es f* = 0,946. Segin los umbrales expuestos
anteriormente, el efecto resultante del conjunto de las variables es grande (rango 0.8-
1.29). Indica una diferencia importante en el Tiempo de Recuperacidon entre los dos
grupos, por lo que se considera que el tamafio muestral y el error admitido fueron

adecuados.
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El calculo de la potencia se llevé a cabo mediante el programa G*Power (versién 3.1.9.7). A

continuacién, se muestra una imagen con el resultado obtenido.

fie G*Power3.1.9.7 - X
File Edit View Tests Calculator Help
Central and noncentral distributions  Protocol of power analyses
critical t =1.68957
0.3 70N
\
// \
/ \
0.2 \
/
\
4 \
/ \
0.1 1 \
N
/
i —~—
0 T T T T ¥ T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10
Test family Statistical test
ttests v Linear multiple regression: Fixed model, single regression coefficient v
Type of power analysis
Post hoc: Compute achieved power - given o, sample size, and effect size v
Input Parameters Output Parameters
Tail(s) One v Noncentrality parameter & 6.1514226
Determine == Effect size f2 0.946 Critical t 1.6895725
o err prob 0.05 Df 35
Total sample size 40 Power (1-B err prob) 0.9999942
Number of predictors 4

Figura 39 - Cdlculo de la potencia estadistica del Modelo

Del resultado de la prueba se deduce que a partir del nUmero de jugadores (40), la significacién
estadistica minima establecida (a=0.05), y el tamafio del efecto calculado como grande
(f=0.946), la potencia estadistica del modelo es de 0.999 (superior a 0.8, el minimo admitido

por convencion para considerar los resultados como relevantes) (267).

La potencia alta indica que la muestra de deportistas (40) es representativa de la poblacidn de

futbolistas federados, y permite inferencia estadistica.

Il. Capacidad predictiva del Modelo de Regresién

El estadistico F del Modelo obtuvo un p-valor de 0,0003, por lo que se rechazd la hipdtesis nula
y se aceptd la alternativa: hay diferencias en los dias de Baja Deportiva al considerar el conjunto
de los factores del Modelo. Es posible afirmar que el modelo explica globalmente el Tiempo de

Recuperacidn y, en consecuencia, se deduce que el modelo tiene capacidad predictiva.

Para evaluar la capacidad predictiva se calcularon los Tiempos de Recuperacion segun el Modelo

y se obtuvo el error cuadratico medio y el error absoluto medio. También se elabord un grafico
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donde se puede observar las diferencias entre los puntos reales (linea negra), junto a los puntos

calculados por el modelo (linea roja) (Figura 40).

Prediccion del Tiempo de Recuperacion

Los términos de error obtenidos son:
e Error cuadratico medio: 7,2 dias
e Error absoluto medio: 5,42 dias

Resultado 6:

El Modelo obtenido tiene capacidad predictiva para la baja deportiva. Conociendo el Tipo de
Lesidon y la Edad del jugador, y aplicando PRP Puro en un Momento concreto, es posible estimar
el Tiempo de Recuperacion con un error absoluto medio de 5,4 dias.
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Figura 40 - Baja deportiva real frente a la baja deportiva calculada con el Modelo.

En resumen: el Modelo obtenido permite estimar la baja deportiva considerando las fuentes de

variabilidad Tipo de Lesién, Edad, Producto-Momento y Edad-Momento.
Dado un caso de un jugador/a con una edad concreta y un tipo de lesién determinada (factores

no modificables), aplicando un Producto concreto en un determinado Momento, es posible

estimar la baja deportiva, con un error absoluto medio de 5,42 dias.
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4.4 |IMPORTANCIA DE CADA FACTOR DEL MODELO EN EL TIEMPO DE
RECUPERACION

En este apartado se evalla el tamaio del efecto de cada variable independiente en el Modelo
de Regresién Lineal Multiple. En este caso, el tamafio del efecto de cada variable (f%) se
determina eliminando dicha variable del modelo y recalculando el coeficiente de determinacion
R%.

2 2
— Rincuida ~ Rexcluida

2
1= Rincluida

La expresién que permite este calculo es: f2

El resultado del analisis se muestra en la Tabla 19. La evaluacién del tamafio del efecto se lleva
a cabo segun los umbrales ya comentados y propuestos por Renddn-Macias y colaboradores
(266). Se observa que el mayor tamafio del efecto se produce debido a la interaccion de las
variables Producto Infiltrado (Prinf) y Momento de la Infiltracién (Hrin). Dicho efecto, aunque es

estrictamente pequefio, estd en el umbral de ser un efecto moderado.

La variable Edad fue considerada como variable independiente en el Modelo Tedrico de
Investigacion, y resulto ser una variable relevante en la seleccidon del Modelo. Su coeficiente de
regresion fue significativo, con un p-valor de 0,0220. Al existir la interaccion Edad-Momento y
ser significativa, parece logico pensar que la relevancia de la Edad viene dada cuando se tienen
en consideracién de forma conjunta ambas variables. En este sentido, puede ser considerado el
resultado “efecto inexistente” asociado a la Edad como variable independiente aislada (sin
interaccion). El p-valor indica una probabilidad baja de error al aceptar que hay diferencia en la
baja deportiva asociada a la Edad y que sea falso (H,). Y el tamafio del efecto indica la ausencia
de relevancia de la Edad de manera aislada en la Baja Deportiva dentro del Modelo de Regresion
Lineal. Estos datos orientan a la consideracion conjunta de la Edad y el Momento de la

Infiltracion.

La interaccion Producto-Momento puede ser considerada como la principal responsable del
Tiempo de Recuperacion en el Modelo, ya que presenta el mayor tamafio del efecto. Ademas,
es la unica fuente de variabilidad en la baja deportiva que es modificable. Tanto el producto
infiltrado como el momento para hacerlo, dependen totalmente de la decisidon del médico, lo

gue implica una importante capacidad de intervencién sobre la baja deportiva.
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Tabla 19 - Tamaiio del efecto de las variables sobre la baja deportiva
Evaluacion del tamafio del efecto: inexistente 0-19, pequefio 0,2-0,49, moderado 0,5-0,79; grande 0.8-1.29; muy
grande: >1.3. Prinf: Producto Infiltrado. Hrin: Horas hasta la infiltracion. Referencia: Rendén 2021.

Tipo de lesidn (Ls) Edad Interaccion Prinf:Hrin | Interaccién Edad:Hrin
Incluida Excluida Incluida Excluida Incluida Excluida Incluida Excluida
R’ 0.486 0.345 0.486 0.400 0.486 0.257 0.486 0.343
F 0.265 0.160 0.435 0.268
Tamaiio del Pequefio Inexistente Pequefio+ Pequefio
efecto

4.5 RESUMEN DE LOS RESULTADOS

En primer lugar, fue planteado un marco tedrico de investigaciéon donde se consideraron las
distintas variables para formar parte del estudio y las interacciones del Momento con el

Producto y con la Edad.

A partir del andlisis de los datos, se calcularon varios Modelos predictivos de Regresion Lineal, y
se eligid el que presentd mejor ajuste para explicar los dias de baja deportiva. Se compone de 4
fuentes de variabilidad: dos variables (Tipo de Lesién y Edad) y dos interacciones (Producto-

Momento y Edad-Momento).

El calculo del Modelo de Regresion Lineal predictivo del Tiempo de Recuperacién se realizd en
“R”, obteniéndose los parametros caracteristicos del modelo: estadistico F, coeficiente

intercepto, coeficientes de regresion, p-valor asociado e intervalos de confianza (Tabla 16).

El p-valor del Modelo asociado al estadistico F fue 0,0003, por lo que se rechazé la hipétesis nula
y se aceptd la alternativa: hay diferencias en los dias de baja deportiva al considerar el conjunto
de los factores incluidos en el Modelo. Las fuentes de variabilidad analizadas en este estudio
(tipo de Lesidn, Edad y las interacciones Producto-Momento y Edad-Momento) explican el 49%

de la variabilidad en la baja deportiva (R? = 0,49).

Se observd que el efecto de cada Producto en la baja deportiva depende del Momento de la
infiltracion. Ademas, la diferencia entre las bajas deportivas estimadas para cada producto es
mayor cuanto mas se retrasa la infiltracién, y favorable al uso de PRP Puro. Esta diferencia

aumenta en 0,11 dias por cada hora transcurrida entre la lesién y el tratamiento.

A partir de las ecuaciones del Modelo y teniendo en cuenta las interacciones que se producen
(anexo 3, apartado 3.3), es posible obtener un conjunto de puntos singulares o caracteristicos

del Modelo que ayudan a comprender el efecto del Producto y de la Edad sobre el Tiempo de
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Recuperacion. Los cambios en el Momento de Infiltraciéon tienen mayor repercusion en los
jugadores mas veteranos y en los mas jévenes, mientras que con una Edad alrededor de los 25
afnos tienen escasa repercusion. Con el uso de PRP Puro, se estimd que con los pacientes
mayores de 25 afios tienen una menor baja deportiva con la infiltracidon precoz, a las 24 horas.

Y los menores de 25 afios, con la infiltracidon diferida, a las 72 horas.

Fueron comprobados los supuestos que han de cumplirse para poder emplear el Modelo de
Regresidn Lineal. Y fue posible concluir que el Modelo de Regresion Lineal obtenido cumple con
las condiciones necesarias para poder llevar a cabo el proceso de inferencia estadistica a través

de los parametros del mismo.

Por ultimo, fue calculado el tamafio del efecto del conjunto de las variables independientes
sobre la Baja Deportiva, que fue grande (f’=0.946), comprobandose que el tamafio muestral y
el error admitido fueron adecuados. Con estos tres elementos se calculd la potencia estadistica
del modelo, que es alta (0.999). El Modelo calculado tiene capacidad de detectar diferencias
entre grupos, lo que supone un alto grado de validez de los hallazgos (rechazo de la hipétesis

nula cuando es falsa).

El Modelo obtenido tiene capacidad predictiva para la baja deportiva. Conociendo el Tipo de
Lesidon y la Edad del jugador, y aplicando PRP Puro en un Momento concreto, es posible estimar

el Tiempo de Recuperacion con un error absoluto medio de 5,4 dias.

El contrate de hipdtesis se realizd en base al nivel de significacion elegido (a =0.05) y a la
significacion obtenida (p-valor) en el calculo de los coeficientes de regresion de cada factor del
Modelo de Regresion. La valoracion de las hipdtesis planteadas y el tamafio del efecto de cada

variable puede verse en la Tabla 20.
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Tabla 20 - Resumen de la valoracion de las hipdtesis.

H1 El Tipo de Lesién influye en el 7,88 0.0043 Aceptada 0,265
Tiempo de Recuperacion.

H2 El Producto Infiltrado influye en ns Rechazada
el Tiempo de Recuperacion (sin
considerar interacciones)

H3 El Momento de la infiltracion ns Rechazada
influye en el Tiempo de
Recuperacidn (sin considerar
interacciones)

H4 La Edad del paciente influye en -1,70 0.0220 Aceptada 0,160
el Tiempo de Recuperacion.

H5, La interaccién homeopatia - -0,66 0.0261 Aceptada 0,435
Momento influye en el Tiempo
de Recuperacién

H5, La interaccion entre el -0,77 0.0084 Aceptada 0,435
tratamiento con PRP Puroy el
Momento de la infiltracidn
influye en el Tiempo de
Recuperacion

H6 La interaccion entre la Edad del 0,03 0.0041 Aceptada 0,268
paciente y el Momento de la
infiltracion influye en el Tiempo
de Recuperacion.
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DISCUSION

A lo largo del presente trabajo de investigacidn se ha intentado dilucidar el efecto que tiene el
PRP Puro en las lesiones musculares, en relacién con los dias empleados en la recuperacién
funcional del jugador. En base a este objetivo, se discuten a continuacién los resultados
obtenidos en relacién con otras publicaciones, y también la estimacion de la baja deportiva en
funcion de los factores analizados. Finalmente, se realiza una propuesta de protocolo de uso del
PRP Puro en las lesiones musculares agudas, con especial incidencia en el registro de datos y en

la evaluacion de los resultados.

5.1 COMPARATIVA CON OTRAS PUBLICACIONES

Se observan discrepancias en los resultados del uso de PRP en el tratamiento del tejido muscular
lesionado, tanto a nivel de ciencia basica en los estudios de laboratorio (174), como en personas
(144), (155). Los ensayos controlados aleatorizados alin son muy escasos. No se encuentran
diferencias significativas entre grupos en el tiempo de recuperacion en 3 estudios, de los autores
Reurink, Hamilton, Martinez-Zapata (179, 214, 215), y si existen en los otros 4 de Hamid, Rossi,
Bubnov y Bezuglov (213, 216, 217, 268).

Hay que tener en cuenta que en todos estos trabajos, se realiza una asociacion entre la
aplicacion del producto y una posible recuperacién funcional temprana del jugador (menor baja
deportiva), como indicador del proceso de regeneracién muscular. Pero para comprender y
discutir los resultados, hay tener en cuenta que existen multiples variables que pueden influir
en la baja deportiva, asociadas al jugador/a, al tratamiento, a la evolucién de la recuperacion y
a la vuelta al juego sin restriccidon (Tabla 21). A continuacidn, se discute la relevancia de varias

de estas variables.

Tabla 21 - Principales variables que modifican el Tiempo de Recuperacion.

Tipo de lesion Tipo de Producto Rehabilitacion Criterios de Alta

Edad Momento (horas)
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Discusion sobre la caracterizacion del PRP y la Baja Deportiva.

Es fundamental en investigacidn y en la practica clinica la descripcion completa del PRP, desde
el punto de vista de su obtencién, composicidn y aplicacién (132). En un interesante articulo de
Chahla, en el 2017 (269), se indica que solo en 11 de 105 estudios (10%) se daban informes

completos del protocolo de preparacion del PRP, y solo en 17 de 105 (16%) proporcionan valores

cuantitativos de la composicion del producto final. Esto debe cambiar. La descripcién completa
del PRP empleado supone un primer paso esencial para poder comparar los efectos asociados a

diferentes PRPs.

En el presente trabajo, se obtuvo PRP Puro mediante un sistema de centrifugacion Unica que
permite una buena separacion de los distintos tipos de células sanguineas por densidades. Se
registré el volumen de sangre total empleado, la proporciéon adecuada de anticoagulante para
evitar diluir las muestras, y el volumen total de PRP obtenido, que posteriormente fue infiltrado

en su totalidad.

En relacién con la composicion del PRP, es importante destacar que en 3 de los 7 estudios
aleatorizados publicados sobre el tratamiento de las lesiones musculares no se detalla la
composicion del PRP (213, 216, 217). Esto proporciona una idea de hasta qué punto nos
encontramos en la fase inicial del desarrollo de la investigacion en esta area. En la revision
sistematica de Kunze y colaboradores (174), se indica que las distintas formulaciones del PRP
pueden tener distintos efectos en la proliferacidn y la diferenciacion de los mioblastos, y que
favorecer ambos procesos puede ser la causa de la regeneracién muscular acelerada y la

reduccion de la fibrosis observada en distintos estudios in vivo (81), (119), (211), (270).

La concentracidn plaquetaria obtenida en el PRP suele ser entre 2 y 5 veces mas elevada que la
concentracién en sangre periférica, dependiendo de los sistemas de obtencién empleados. No
parece ser un factor fundamental en la regeneracién tisular. Entre los estudios que no
encontraron diferencias con el uso de PRP, Reurink y colaboradores emplearon una
concentraciéon de 400-500 x10° plaquetas/pL, cifra similar a la empleada en el estudio
presentado es esta tesis. Hamilton empled casi el doble, y Martinez-Zapata el triple. Entre los
estudios que obtienen resultados positivos con el uso de PRP, solo Hamid reportd la
composicién celular. Utilizé una elevada concentracién plaquetaria (1297 x10%/pL) en un plasma
leuco enriquecido (38,3 x10%/pL). Ademds, la ausencia de un grupo control recibiendo una

infiltracion representa una importante limitacion en este grupo de estudios.

La ausencia de hematies, o su presencia minima, es lo habitual (<1x10°/pL) (132), ya que no se
describen efectos sobre la miogénesis y se puede conseguir su separacién con facilidad con los

distintos sistemas de centrifugacion (271).

La presencia de leucocitos si parece ser un factor fundamental en la formulacién del PRP. Los

leucocitos que forman la linea de separacion entre los gldébulos rojos y las plaquetas (“buffy
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coat”) son los neutréfilos. Los eosindfilos y los baséfilos se suelen romper durante la
centrifugacion, y los monocitos y macréfagos tienen una densidad similar a las plaquetas. En el
estudio presentado en esta tesis existe una presencia minima leucocitaria (0,02 x 10°/L),
parecida a la de Martinez-Zapata, muy inferior al plasma leuco reducido empleado por Reurink

(1,9 x10%/L) y muy diferente al Plasma leuco enriquecido empleado por Hamilton (26,1 x 10°/L).

Las formulaciones de PRP leuco reducidas limitan la presencia de TGF-Beta (posible fibrosis en
caso de concentraciones locales muy elevadas) (81) y miostatina (limita el crecimiento
muscular), y es posible que mejoren el proceso de curacién (119, 120, 174). También limitan la
presencia de moléculas catabdlicas, como la mieloperoxidasa (119), (272). Pero hay que tener
en cuenta que la presencia de leucocitos en la regeneracidn tisular es necesaria, tanto mieloides
(neutrodfilos, eosindfilos, y monocitos/macroéfagos) (43) como linfoides (principalmente
linfocitos T) (273). Los neutréfilos son fundamentales en la limpieza de las miofibras destruidas
o que sufren apoptosis (42), y como principal fuente de VEGF tras la lesién (274), (119) y para la

atraccidon de monocitos/macrofagos (41).

La Homeopatia también parece tener un efecto positivo infiltrada precozmente en los jugadores
mas veteranos, mientras que en los jévenes no produce cambios relevantes. Los mecanismos
pueden ser varios. El propio hecho de diluir los distintos tipos de molécula inflamatorias
(proteinas, DAMPS, y otras) en el microentorno de la lesién, puede disminuir el estrés celular y

podria modular el proceso reparativo/regenerativo.

En relacion con la aplicacién del PRP, se infiltrd la totalidad del PRP obtenido, con excepciéon de
una cantidad minima de muestra para su analisis. Es importante resefiar en los estudios el
volumen de PRP infiltrado en relacién con el volumen obtenido (%). Con cierta frecuencia no
son coincidentes y no se suele indicar. Esto es debido a que en muchos casos se emplea una
parte del PRP, la denominada por algunas casas comerciales como “fraccién rica del PRP”, por
una mayor concentracion de plaquetas. Este planteamiento puede no ser adecuado,
principalmente por dos motivos. En primer lugar, los PRPs obtenidos mediante los sistemas que
realizan la diferenciacién de fases (gldbulos rojos, leucocitos neutréfilos y plasma), presentan
en el plasma un gradiente de concentracién plaquetaria, que es mayor en la parte cercana a los
leucocitos y menor en la alejada. Por lo tanto, la divisién en fraccién pobre y fraccion rica no
parece adecuada, al tratarse de un gradiente y no de dos productos diferentes. En segundo
lugar, en distintos articulos se ha observado que el lamado “Plasma Pobre en Plaquetas” puede
tener multiples acciones positivas, como estimular la diferenciacién de células satélite (120), la
angiogénesis por la presencia de la proteina Flt-1 (receptor 1 del factor de crecimiento endotelial
vascular o VEGFR1 (119) y por su contenido en exosomas, que contienen factores de

crecimiento, mRNA o micro-RNAs (275).
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El volumen de PRP infiltrado varia mucho entre las distintas publicaciones.
Independientemente del resultado, en casi todos los estudios se emplearon voliumenes
pequeiios (menores o iguales a 5 ml). En los estudios que no encuentran beneficios con el PRP,
se emplearon 3 ml en dos ocasiones (Reurink) (179), y 3 ml en una ocasion (Hamilton) (214).
Martinez-Zapata empleo un volumen mayor (6 ml) en una Unica infiltracion, pero lo hace en
momentos muy alejados del dia de la lesion (14 dias de media en el grupo de intervenciény 21
en el de control) (215). Por otro lado, en los estudios que observaron beneficio se realizd una
Unica infiltracidn, con un volumen pequefio de 3 ml en un estudio (Hamid) (218), y mayor en el
resto: 5 ml (Bubnov)(213), un volumen “proporcional a la lesion” (Rossi) (216), y 8 ml (Bezuglov)
(217). La eleccion en el ensayo clinico planteado en esta tesis fue utilizar volimenes
importantes, alrededor de los 6 ml de PRP, lo que se encuentra en la misma linea de los estudios
con resultados positivos. Esta eleccion fue también adoptada en un estudio observacional
retrospectivo muy interesante del afio 2018, donde Borrione y colaboradores evallan pacientes
que sufrieron una lesién grado | o Il en la unién miotendinosa distal del gastrocnemio medial
(276). Se compararon resultados funcionales en 31 pacientes que recibieron un volumen grande
de PRP Puro (10 ml) frente a 30 pacientes en el grupo control con tratamiento habitual
(rehabilitacién). Se realizaron 3 infiltraciones: la primera a los 8,2 + 7,5 dias, la segunda una
semana mas tarde, y la tercera otra semana mds tarde. A pesar de la variabilidad en el momento
de las infiltraciones, los resultados fueron muy favorables al uso de PRP Puro, tanto en los dias
necesarios para caminar sin dolor (22 vs 52), como en los dias necesarios para regresar a la

practica deportiva (53 vs 119).

Una posible clasificaciéon del volumen, en base a las publicaciones previas, podria ser la

siguiente:
= volumen pequeiio (menos de 5 ml), intermedio (5-9 ml) y grande (mas de 9 ml).

A pesar de no existir suficientes datos para definir cudl es la mejor opcidn, en base a los
resultados obtenidos, junto con los buenos resultados de Bezuglov (8 ml) (217) y Borrione (10

ml) (276), parece adecuado emplear volimenes intermedios o grandes.

Discusion sobre el tipo de Lesidn y la Baja Deportiva.

La agrupacion de las lesiones en intramusculares y miofasciales (grupo 1), y en lesiones
miotendinosas (grupo Il), posibilitd cuantificar la diferencia en los dias de baja deportiva entre
los grupos. En el Modelo de Regresiéon Lineal obtenido se observé que la baja deportiva es
superior en un jugador con una lesién miotendinosa en 7,9 + DS 5,2 dias (IC 95% 2,6-13,1) frente
a la lesion intramuscular o miofascial, en igualdad de Producto, Momento y Edad. Este calculo
fue posible debido a que no existen interacciones significativas entre el tipo de lesién y los otros
tres factores (Producto, Edad y Momento). La probabilidad de que el RTP sea igual para los

diferentes grupos de lesién es muy baja, del 0,4% (p= 0,0043).
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Estos resultados estan en concordancia con otros estudios relevantes con series de casos muy
largas, donde se asocia un prondstico al tipo de lesidon, como el articulo de Esktrand del 2013
(29), donde se valida la clasificacion del consenso de Munich , y el articulo de Pullock del 2016,

basado en la clasificacidn britanica (277).

En relacién con las recidivas, en el estudio presentado se observaron un numero similar en
ambos grupos de tratamiento: dos recidivas en lesiones de la UMT y una recidiva en una lesion
intramuscular en cada grupo. Teniendo en cuenta que la incidencia de recidivas esta alrededor
del 10-20% de los casos (278) , son necesarios grupos mucho mayores de pacientes para
comparar los casos de recidivas y evaluar si el tratamiento con PRP Puro mejoré su incidencia.
Parece existir un riesgo mayor de recidivas en las lesiones de la UMT, pero los resultados en este

sentido, en este y otros estudios citados, no son concluyentes.

En la valoracién del riesgo de recidivas, en el trabajo de Vicens-Bordas y colaboradores del 2020
observaron variaciones en la recuperacién de la fuerza en funcién de la severidad de la lesion
(279). Observaron que la recuperacion funcional no fue total en las lesiones mas graves. En un
estudio con jugadores de futbol no profesionales, vieron que aquellos que en la temporada
previa presentaron lesiones en isquiotibiales con una duracidn superior a las tres semanas
tuvieron una disminucion de la fuerza excéntrica en la pretemporada. Esto se encuentra
alineado con otros estudios que indican que las lesiones severas tienen una peor adaptacion
neuromuscular: peor inhibiciéon de estimulos, atrofia selectiva y cambios en las relaciones del
angulo de torsidn de la articulacién (280), (281). Esto implica menor fuerza excéntrica de los
isquiotibiales y un posible mayor riesgo de presentar recidivas en las lesiones diagnosticadas

comao severas.

Por ultimo, cabe recordar que la recuperacion estructural, en este y otros ensayos aleatorizados,
se supone asociada a la capacidad funcional. Pero hay publicaciones que indican que la
recuperacion funcional puede ser mas rapida que la estructural (282). Lo adecuado, para
objetivar la nueva estructura del tejido, seria realizar biopsias musculares transcurridas varias
semanas desde el tratamiento, en un momento préoximo al alta médica. Es una medida de
compleja aplicacién en deportistas, al suponer un nuevo dafio en el tejido, pero que sin duda
seria de gran valor en el ambito del deporte y en la poblacién en general, para poder evaluar

directamente la regeneracién muscular.
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5.2 BAJA DEPORTIVA Y MOMENTO DE INFILTRACION

El resultado principal del estudio fue que el efecto de cada Producto en la baja deportiva
depende del Momento de la infiltracidn. Por lo tanto, modificando el Momento de la infiltracion

es posible modificar la baja deportiva.

5.2.1 MOMENTO Y PRODUCTO

Al comparar los dias para la recuperacién estimados con las infiltraciones de PRP Puro frente a
los estimados con homeopatia, se observaron mejores resultados con el uso de PRP Puro. El
coeficiente del modelo asociado a homeopatia es -0,66, mientras que asociado a PRP Puro es -
0,77. Esto significa que la diferencia entre el efecto provocado por los productos en la Baja
Deportiva aumenta en 0,11 dias por cada hora que se retrasa la infiltracidn, a favor de la
infiltracion de PRP Puro. En fases muy tempranas (24-30 horas) la diferencia en el Tiempo de

Recuperacion entre los productos es pequefia, y posteriormente es mayor.

El microambiente en el tejido muscular lesionado cambia con rapidez. Por lo tanto, las
necesidades y acciones de las células varian en cada etapa de la curacién (168), modificandose
su capacidad de accion frente a determinados estimulos en una secuencia temporal. En base
a los resultados obtenidos, el PRP podria mejorar las acciones de distintos fenotipos celulares y

mejorar asi la regeneracioén tisular.

Existe un periodo temporal éptimo y limitado para la accién de estimulos exdégenos, como la
infiltracion de PRP (164). En este sentido, cabe destacar el trabajo de Yang y colaboradores, del
afo 2022, (184) en relacién con la regeneracion del cartilago en lesiones osteocondrales
provocadas en ratones. Observaron que los macréfagos promueven la regeneracién del
cartilago en funcién de su fenotipo y en un modo tiempo-dependiente. Infiltraron distintos tipo
de macréfagos en lesiones osteocondrales, y observaron la contribucién de los macréfagos M2c
alaregeneracion osteocondral, por dos principales vias: por un lado, las citoquinas y los factores
de crecimiento liberados, como IL-10 y TGF-B, pueden realizar funciones de proteccién y
regulacién del proceso de ostogénesis y condrogénesis. Por otro lado, también lo asociaron al
Momento de su infiltracién. Con la infiltracién de estos macréfagos tanto en el dia 0 (cuando se
provoca la lesiéon) como en el dia 14, se observo regeneracién del hueso subcondral, mientras
gue con la infiltracidn a los 14 dias también se aprecio regeneracion del cartilago. Este tiempo
de dos semanas se consideré necesario para el reclutamiento masivo de las células madre, lo
qgue representa un hallazgo similar al de otros autores (1-2 semanas) (283, 284). En la misma
linea, en otros articulos también se destaca el Momento de exposicidn al contenido plaquetario
en el tejido lesionado como un factor fundamental en la regeneracion tisular: Terada 2013 (230),
Dimauro 2014 (45), Padilla 2015 (231), Aguilar 2015 y 2018 (232, 233), Cezar 2017 (234). Por lo

tanto, deberia registrarse ese momento inicial con exactitud, en horas, para definir
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progresivamente cuando se obtienen los mejores resultados de recuperacion funcional y

estructural del tejido.

En base a los resultados obtenidos, las bases biolégicas de la regeneracidn muscular y las
publicaciones previas sobre el uso de PRP en el musculo, se discute a continuacion el uso del

PRP Puro en la lesién muscular aguda en el periodo entre las 24 y las 72 horas, y posteriormente.

Evitar la infiltracidn en un microambiente de necrosis e inflamacion: primeras 12-24 horas

Perdiguero y colaboradores, en el afio 2011 (285), observaron en un modelo animal y en otro ex
vivo, que concentraciones suprafisiolégicas de IL-10 en la fase pro-inflamatoria de la reparacion
muscular producia un empeoramiento de la regeneracion (disminucién del area transversa de
las miofibras observadas a los 7 dias). En el laboratorio, con la estimulacién simultanea de TNF
(necrosis e inflamacion) y de IL-10 (miogénesis), tampoco se observd un efecto proliferativo y

se redujo el nimero de células satélite por fibra.

Saclier y colaboradores, en el 2013 (52), tanto en modelo in vitro como in vivo, observaron que
concentraciones altas de VEGF, junto con una elevada presencia de M1, promueven la
proliferacién e inhiben la diferenciacion celular (disminucién de miotubos), empeorando la

miogénesis.

Y Wang y colaboradores, en el afio 2014 (286), observan en ratones que la ablacion de
monocitos/macréfagos CD11b"* (proinflamatorios) en el primer dia tras la lesién muscular
provoca un empeoramiento en la regeneracién (miofibras mas pequefias, aumento de los
residuos necréticos y acumulacién grasa), mientras que la ablacion en el dia 4 no altera el
proceso. En la misma linea, en un interesante articulo de Borrione y colaboradores del afio 2014
(42), se infiltré PRP Puro de manera inmediata en las lesiones musculares provocadas en ratas,
y se estudid la respuesta inflamatoria temprana, en cada uno de los primeros 6 dias. Se observé
un aumento de los macrofagos y de los linfocitos citotdxicos, y disminucion de los LT
colaboradores. Esto es negativo para la miogénesis, si tenemos en cuenta que en condiciones
normales se ha descrito un importante aumento de los LT colaboradores inicialmente (51, 273),
con secrecién importante de citocinas, y posterior aumento asociado de linfocitos T reguladores,

fundamentales en el proceso regenerativo muscular.

Estos resultados se encuentran alineados con las observaciones de la investigacion citada de
Yang y colaboradores (184), quienes infiltraron macréfagos M2c a nivel articular el mismo dia
de producir una lesidon osteocondral en ratones, y también a los 14 dias. Pasados unos dias,
encontraron un descenso importante de los M2c en la membrana sinovial y en la lesidon
osteocondral, cuando la infiltracién se realizo el dia 0, probablemente por el ambiente pro-

inflamatorio inicial, mientras que la infiltracién en el dia 14 tuvo un descenso menor.
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Otro motivo para evitar las infiltraciones muy precoces son las concentraciones altas de
mieloperoxidasa, que actuan en la fase precoz tras la lesién muscular para destruir el tejido

danado, y es secretadas por los leucocito (119).

En base a estas publicaciones, y a los resultados positivos obtenidos en el estudio presentado,
se debe considerar evitar la infiltracion de PRP Puro muy precoz, cuando la concentracién de

moléculas pro-inflamatorias es mas elevada (primeras 12-24 horas) (287).

Tabla 22 - Bases para evitar la infiltracion muy precoz de PRP tras la lesion muscular aguda.
Necrosis de miofibras y microambiente inflamatorio.
SISTEMA INMUNE-MIOGENESIS

1. La infiltracién de PRP Puro de manera inmediata provoco aumento de Borrione, 2014: “Experimental model for the
macréfagos y de LT CD8+ (citotéxicos), y disminucién de LT CD4+ study of the effects of PRP on the early phases of
(colaboradores). muscle healing”.

2. La ablacién de monocitos/macréfagos proinflamatorios en el ler dia Wang, 2014: “Altered Macrophage Phenotype
provoco miofibras mas pequefias, aumento de los residuos necréticos y Transition Impairs Skeletal Muscle Regeneration”.
acumulacion grasa, que no ocurrio al realizarla el dia 4.

3. Concentraciones altas de VEGF junto con la elevada presencia de M1, Saclier, 2013: “Differentially activated

promovieron la proliferacién celular pero inhiben la diferenciacion celular ~ Macrophages orchestrate myogenic precursor
(menos miotubos) cell fate during human skeletal Muscle

Regeneration”.

4. Concentraciones suprafisiolégicas de IL-10 en la fase proinflamatoria Perdiguero, 2011: “p38/MKP-1-regulated AKT

provocaron disminucién del drea transversa de las miofibras. coordinates macrophage transitions and
resolution of inflammation during tissue repair”.

5. Evitar la concentracion alta de mieloperoxidasa, que puede destruirlas  Andrade Denapoli, 2016. PRP in a Murine Model:

membranas de células musculares (abundante en los leucocitos). Leukocytes, Growth Factors, Fit-1, and Muscle
Healing.

l. Primera infiltracion: periodo 24-72 horas. Miogénesis, angiogénesis, neurogénesis y

sintesis y depdsito de colageno.

Es posible considerar como Momento 6ptimo al periodo que provoca un efecto positivo del
producto sobre uno o varios de los procesos implicados en la regeneracion del tejido (36). A
nivel practico, se puede considerar como el Momento de infiltracién que provoca el menor
tiempo de baja deportiva. Durante el desarrollo del estudio, la intencién fue evaluar si los
resultados positivos observados con en el uso de PRP en laboratorio y en animales (174) son
reproducibles o no en el ambito de las lesiones musculares en el deporte, y comparar los

resultados con los ensayos aleatorizados publicados.

Con la infiltracién de PRP Puro realizada entre las 24 y 72 horas tras la lesién muscular se han
observado buenos resultados, con menor tiempo de baja deportiva en comparacion con el uso
de homeopatia. Las numerosas acciones positivas asociadas al PRP en la regeneracidon muscular,
parecen estar potenciadas, en mayor o menor medida, con este periodo elegido para la
infiltracion: miogénesis (63), angiogénesis (37), neurogénesis (38) y sintesis y depdsito del tejido

conectivo extracelular (39, 40) (Tabla 4).

154



DISCUSION

A pesar de que no se conocen con exactitud los mecanismos que regulan el paso de una fase de
predominio de proliferacion de las células satélite frente a otra de diferenciacion, este paso
parece clave para recuperar la estructura del tejido. Ono y colaboradores, en el 2015, asociaron
el estado de proliferacion de las células satélite a la expresidn baja de la proteina de membrana
Scrib, importante en las uniones celulares (62). Su acumulacién progresiva en la membrana de
la célula inhibe la proliferacidon y promueve la progresién de la miogénesis. EI PRP Puro puede
promover tanto la proliferacion de las células satélite, que irdn sintetizando proteinas,
dividiéndose y acumulando la proteina Scrib, como su diferenciacion y fusion en miofibras.
Probablemente, esta doble accién depende de la fase en la que se encuentre cada célula satélite.
Un momento adecuado de la infiltracién puede ser con una proliferacién inicial en multitud de
células satélite, a la vez que muchas otras se encuentren en el proceso de diferenciacion hacia

miofibras.

Los resultados obtenidos con la infiltracion entre las 24-72 horas estdn alineados con otros
resultados expuestos, como los presentados por Wright-Carpenter (150), que infiltré suero
autdlogo condicionado en un modelo con ratones a las 2, 24 y 48 horas de provocar una lesién
muscular, comparandolo con un grupo control. En la histologia observé mejores resultados con
la infiltracion a las 24 horas, con mayor activacion de las células satélite a las 30/48 horas y un

mayor diametro de las miofibras a los 7 dias.

Como uno de los principales mecanismos de accion, cabe destacar el trabajo de Scully y
colaboradores, del afio (2018) (63), donde describen el eje molecular PDGF/VEGF — Cyclin D1 —
MyoD - Scrib — Myogenin como el mecanismo que acelera la regeneracion después de la lesién
muscular aguda. Destacaron la importancia de los niveles altos locales tanto de PDGF como de

VEGF, en una accién sinérgica.

Il.  Segunda infiltracion: trascurridos 9 dias. Diferenciacién tardia y remodelacion del

tejido conectivo.

La infiltracién de PRP Puro realizada 9 dias después de la lesidon tuvo como objeto favorecer el
proceso de fusion de los miotubos y el crecimiento de las miofibras (diferenciacién tardia) (63),
y continuar con el depdsito y remodelacién del tejido conectivo. Los resultados obtenidos

orientan a que es posible que estén mejorados estos procesos.

En el afio 2016, Denapoli y colaboradores publicaron un estudio en el que se provocd una
contusion en el musculo tibial anterior de 30 ratones, y se inyecté PRP Puro en diferentes
momentos (dias 1, 4 o 7). A los 30 dias, se aprecid en el grupo tratado el 72 dia mayor
rendimiento fisico en cinta y mayor nimero de fibras nucleadas (119). Hay que tener prudencia
a la hora de extrapolar estos resultados a los humanos, pero orientan a que la infiltracion

transcurridos varios dias puede ser beneficiosa.
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En el afio 2019, en una serie de interesantes estudios de laboratorio, Scully et al (63), estudiaron
el efecto de la exposicién diaria al contenido plaquetario y la diferenciaciéon de los mioblastos
(expresién de Myogenin, formaciéon de miotubos y nimero total de nucleos en las miofibras) .
La exposicion diaria durante 9 dias (periodo 0-9), provoco inhibicién de la fusién de los
progenitores de las miofibras (mioblastos/miocitos). En cambio, la diferenciacion mejoro con la
exposicion durante el periodo de dias 5-12, cuando los miocitos ya estaban fusionados
(diferenciacién tardia), produciéndose mayor formacion de miotubos y desarrollo de las

miofibras (aceleracidn de la regeneracidon muscular).

+Contenido +Contenido +Contenido

© plaquetario plaquetario plaquetario
1 Compromiso de Formacion
Quiescencia  Activacion  Proliferacion  diferenciacion Fusion de miotubos

/ / /
f
AY /\/ | o/ /
) (O — 57 ) — |D), — y—— /
‘\ \’\/ / </ / // 0O / e
Auto-renovacion N
1 PDGF, VEGF 1 Compromiso con | Capacidad | Expresion de la miogenina

Scrib, Expresion la diferenciacion de fusion de 1 Namero de miotubos
de ciclina D1 (Pax7¢/MyoD**) los mioblastos | Miogénesis j

Figura 41 - Exposicién al contenido plaquetario después de la fusidn de los mioblastos.
Provoca el aumento de la formacién de miotubos en las miofibras. Scully, 2019.

Por otro lado, la misma molécula puede actuar de manera positiva en diferentes etapas de la
miogénesis. Esto ocurre, por ejemplo, con el factor de crecimiento IGF-1 (127), que favorece
tanto la proliferacion de las células satélite (regeneracion precoz; se libera por macréfagos M1),

como el crecimiento de las miofibras (regeneracién tardia; liberado por fibroblastos) (41).

Tabla 23 - Bases para el uso de una segunda infiltracion.
Diferenciacion tardia, crecimiento de las miofibras y modificaciones en el tejido conectivo.

DIFERENCIACION CELULAR TARDIA Y CRECIMIENTO.
SINTESIS, DEPOSITO Y REMODELACION DE TEJIDO CONECTIVO

1. La exposicion al contenido plaquetario durante el periodo 5-12  Scully, 2019: “Platelet releasate promotes skeletal

dias provoco la formacién de miotubos y el desarrollo de las myogenesis by increasing muscle stem cell

miofibras. commitment to differentiation and accelerates
muscle regeneration following acute injury”

2. El tratamiento con PRP el dia 7 provocé mayor contenido de Denapoli, 2016: “Platelet-Rich Plasma in a Murine

fibras nucleadas y mayor rendimiento fisico (grupos de ratones Model: Leukocytes, Growth Factors, Flt-1, and

tratados con PRP los dias 1, 3 o 7 tras la lesion). Muscle Healing”

3. LA IGF-1 favorece el crecimiento de las nuevas miofibras Lu-Haiyan, 2011 “Macrophages recruited via CCR2

formadas tras la lesion muscular. produce insulin-like growth factor-1 to repair acute

skeletal muscle injury”
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5.2.2 MOMENTOY EDAD

Tal y como se ha destacado en los resultados, la Edad modifica el efecto del Momento de la

infiltracion en la baja deportiva.

Los cambios en el Momento tienen mayor repercusién en los jugadores mds veteranos y en los

mas jovenes, siendo el Momento 6ptimo:
= Para mayores de 25 afios, la infiltracién debe ser precoz, a las 24 horas.
= Para menores de 25 ainos, la infiltracion debe ser diferida, a las 72 horas.

= Para los jugadores de 25 afios: escasa repercusién del Momento. La baja deportiva

estimada es constante.

La descripcidn de esta interaccion Momento de la infiltracién y Edad representa un hallazgo
novedoso. Para intentar explicarlo desde una perspectiva bioldgica es necesario analizar las
caracteristicas del tejido lesionado (144, 168), evaluando las posibles variaciones en las células
o en el tejido intersticial muscular que puedan estar asociadas a cambios en variables como la
edad o los antecedentes de lesiones previas. Existe una dificultad en este sentido, porque los
estudios publicados que analizan la regeneracion muscular y la edad comparan, en la gran
mayoria de casos, animales o personas de edades extremas, por lo que es dificil comparar esos

resultados cuando existen diferencias de edad pequefias.

Se ha observado una disminucidon de la capacidad regenerativa del musculo con la edad
avanzada, asociada a factores como la disminucién del numero de células satélite y la perdida
de la capacidad reguladora del sistema inmune (190). También fue evaluado el proceso
regenerativo en injertos musculares entre ratones jovenes y viejos (288), y se encontrd que la
respuesta inflamatoria, la neovascularizacidon y la miogénesis estaban retrasadas con la edad,
aunque sin efecto relevante en el proceso global regenerativo. En este sentido, McGeachie y
Grounds (289) observaron que el tiempo de replicacién maxima de mioblastos se retrasé entre
26 y 36 horas en ratones viejos en comparacién con los jévenes. Estos datos podrian orientar
hacia una actuacion exdgena precoz en los mas veteranos para potenciar la proliferacién celular,
pero hay que tener en cuenta que estos estudios se realizan en ratones, con edades extremas y
con una dudosa relevancia en el efecto final. Y no esta claro como afectaria esa infiltracion

precoz en el proceso de diferenciacién.

Se analizan a continuacidn distintas publicaciones que pueden relacionar la recuperacion de la
funcidn y estructura del musculo lesionado con la edad, para poder comprender la interaccidn

Edad-Momento.

l. Recuperacion funcional: fuerza

En el articulo citado de Vicens-Bordas y colaboradores (279), otro hallazgo relevante fue que

encontraron una asociacion entre el aumento de la edad y la disminucién de la fuerza
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excéntrica de los isquiotibiales en jugadores de futbol no profesionales. Analizan 284 jugadores,
de los que 56 (casi un 20%) se lesionaron en la temporada previa, y casi la mitad lo hicieron con
una duracidén superior a las tres semanas. En la evaluacién de la fuerza de todos los jugadores
durante la pretemporada, ademds de una disminucidn de la fuerza en aquellos que tuvieron
previamente lesiones de larga duracidn, encontraron un 0,9% de disminucién de la fuerza por
cada afio de aumento en la edad. Esta asociacidn es relevante, especialmente si se comparan
valores extremos. Una diferencia, por ejemplo, de 10 afos, supone una fuerza menor en el
veterano en un 9%. Estos hallazgos pusieron de manifiesto diferencias funcionales a nivel
muscular entre jugadores con edades separadas por unos pocos afios. En consecuencia, también
podrian existir diferencias en el proceso de regeneracidon muscular con pequefias diferencias de

edad, tal y como se ha reflejado en los resultados del presente estudio.

. egeneracion del tejido y “memoria molecular”.
1l R del tejidoy “ lecular”

Clasicamente, la actividad de los linfocitos T, monocitos, macrdéfagos, neutréfilos y células
dendriticas se asociaba a la respuesta inmune innata (“inespecifica”). Pero en los ultimos afios,
se ha demostrado que esa respuesta también puede ser especifica, y con un papel relevante en

la regeneracidn tisular.

Macréfagos.

Netea, en el 2011, acuiid el término “inmunidad entrenada”, para describir la memoria de la
defensa innata del huésped asociada a los macrdfagos y a las células Natural Killer (193). En la
misma linea, Weavers y colaboradores, en el 2016, desarrollan un modelo embrionario de
mosca Drosophila, demostrando que la fagocitosis de cuerpos apoptéticos en tejidos infectados
produce una memoria inmunolégica en los macréfagos (290). Lo asociaron a un aumento de la
sintesis y presentacion del receptor Draper, responsable de la fagocitosis de células apoptéticas
(291), lo que supone una preparacion celular para futuras infecciones. En un extraordinario
articulo del afno 2017 y en la misma linea argumental, Tidball considera que la ruptura de
miofibras, su necrosis y la posterior fagocitosis, podria provocar una memoria molecular o
inmunolégica en los macréfagos, con la presentacién de determinados antigenos (41). Hay que
tener en consideracion que los macréfagos residentes en tejidos pueden tener una vida media

de varios afios (44).

Basandonos en esta informacién, se podria especular que las diferencias encontradas en el
ensayo aleatorizado presentado, sobre los diferentes momentos éptimos en relaciéon con la
Edad del jugador, podrian en parte basarse en esa memoria molecular. Los jugadores con mas
edad han tenido mas afios de exposicion al juego, y en consecuencia, es habitual una mayor
cantidad de lesiones musculares severas previas. Esto podria implicar el desarrollo de una
memoria inmunoldégica especifica, lo que supondria una respuesta inmune adaptativa en la

lesion muscular (inmunidad especifica, de tipo celular, mediada por Linfocitos T). El resultado
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puede ser una respuesta precoz del sistema inmune tras la lesién, facilitando un proceso rapido
de fagocitosis y el inicio de la miogénesis. Podrian ser necesarios estimulos exégenos precoces:

infiltracion precoz del PRP Puro en los jugadores “veteranos”.

Linfocitos T reguladores.

En el afio 2013, Burzyn y colaboradores describen en ratones una poblacidon especial de
Linfocitos T reguladores en el musculo (LTreg), con caracteristicas fenotipicas y funcionales
propias. Se acumulan rapidamente a nivel local tras la lesién, potenciando la reparacién
muscular (273). La secuenciacién de sus receptores (T cell Receptor o TCR), capaces de
reconocer especificamente un determinado antigeno, demostré que eran distintos a los
presentados por otros linfocitos T del muisculo o de drganos linfoides (273). Este hallazgo sugiere
la existencia de un tipo de antigeno especifico de la lesion muscular que podria ser reconocido
por los LT reguladores propios del musculo (41). Podrian reconocer esos antigenos especificos
de la lesidn, asociados a otra células, como los macréfagos. Esta actuacion podria ser

considerada como una respuesta inmune adaptativa en la lesién muscular.

En resumen, se podria especular que en los jugadores mas veteranos existe una memoria
inmunoldgica de los macréfagos y que podria favorecer una respuesta precoz y efectiva por
parte del sistema inmune, hacia un ambiente regenerativo, con acciones como el reclutamiento
y proliferacién de LTreg y una proliferacion y diferenciacion de las células satélite
probablemente mds precoces. La infiltracién precoz (a las 24 horas) podria potenciar esa
situacion. En los jugadores mas jévenes, la proliferacién podria ser algo mas lenta (sin respuesta
inmune adaptativa) y podria ser positivo favorecer la proliferacién y diferenciacion con una
infiltracion diferida (a las 72 horas), tal y como indican los resultados presentados en este

estudio.

Es posible que existan otras variables asociadas a la Edad que condicionen la capacidad
regenerativa del tejido. Las nuevas investigaciones que se desarrollen a lo largo de los proximos

afnos progresaran en un mejor entendimiento de estas bases bioldgicas.
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Tabla 24 - Memoria molecular tras la lesion muscular.
Es posible especular que existe una respuesta inmune adaptativa en la lesion muscular.

RESPUESTA ADAPTADA A LA LESION MUSCULAR
(MEMORIA MOLECULAR)

1) MACROFAGOS  Existe una memoria asociada a la defensa innata del

2) LINFOCITOS T
reguladores
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huésped: “inmunidad entrenada”. Se relaciona con los
macréfagos y las células Natural Killer.

La fagocitosis de cuerpos apoptdticos en tejidos
infectados produce una memoria inmunoldgica en los
macréfagos, mediante la expresion de receptores
especificos.

La ruptura de membranas celulares en tejido muscular
estéril, la necrosis de las miofibras y su posterior
fagocitosis, pueden producir una memoria molecular en
los macréfagos.
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propias que potencian la regeneracion muscular.

La secuenciacion de sus receptores TCR demostré que
son receptores especificos, lo que sugiere la existencia de
un antigeno especifico en la lesién muscular.
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5.2.3 LIMITACIONES Y FORTALEZAS

Limitaciones. La investigacion realizada no explica la totalidad de la variabilidad en los dias de
baja deportiva. Hay factores no analizados que pueden tener relevancia en la regeneracion del
tejido y en la baja deportiva, como el tipo de rehabilitacion realizada (33), (292), las
caracteristicas psicoldgicas del deportista o su alimentacién. Tampoco se registré la actividad
diaria de cada jugador durante su recuperacion, lo que puede influir en el Tiempo de
Recuperacion. Y no existe un tercer grupo sin infiltracion, lo que podria ser de ayuda en el

analisis comparativo entre los grupos.

Fue registrado el dolor sentido durante el dia previo a cada infiltracion, pero muchos de los
jugadores tomaron analgésicos previamente y no pudo evaluarse adecuadamente la relacién

entre la infiltracién y la evolucion del dolor.

Por ultimo, cabe destacar que no se realizaron biopsias musculares. Puede ser la prueba mas
adecuada para la objetivacién de modificaciones estructurales del tejido, aunque de dificil

aplicacién en deportistas.

Fortalezas. Se realizé un estudio de intervencion con dos grupos paralelos, aleatorizado y ciego
para el paciente y en el andlisis de datos. Es controlado con un producto homeopatico. La
totalidad de los participantes fueron futbolistas federados, y todas las lesiones se localizaron en
los musculos isquiotibiales. Los criterios de alta médica fueron similares para todos los
participantes. El PRP empleado fue caracterizado, y fue registrado el momento de la infiltracién
en horas transcurridas desde la lesidn. Las variables independientes utilizadas en el estudio
explican el 49% de la variabilidad en la baja deportiva (R* = 0,49), con un nivel de significacién
de p=0,0002. Por lo tanto, los resultados obtenidos son consistentes, indicando que existen

diferencias en la baja deportiva debido a los factores estudiados.

Es necesario registrar las variables con capacidad de influir en la baja deportiva, establecer un
protocolo en el uso del PRP y aplicar a todos los pacientes los mismos criterios de alta médica.
De este modo, se podran comparar distintos estudios, y seguir avanzando en el tratamiento de

la lesién muscular aguda con PRP.

En base a los resultados positivos obtenidos en esta investigacién y a las publicaciones previas
con resultados favorables, junto a la seguridad del procedimiento, esta justificado la realizacion
de ensayos clinicos controlados aplicando PRP Puro en pacientes con lesiones musculares, tanto
deportivas como quirurgicas. También es valorable el uso de PRP Puro en lesiones musculares

severas en el ambito del deporte.
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5.3 PROTOCOLO LEZAMA: TRATAMIENTO DE LA LESION MUSCULAR
AGUDA CON PRP

El siguiente protocolo representa una propuesta de registro de datos, protocolo de uso y

criterios de alta médica en el tratamiento de la lesién muscular aguda con PRP Puro.

1. PRIMERA PARTE: REGISTRO DE DATQOS

Se deben tener en cuenta aquellos factores que pueden influir en el Tiempo de Recuperacion.
Los principales factores que pueden modificar los dias de baja deportiva han sido comentados
a lo largo del presente trabajo. Se presentan los datos que pueden ser mas relevantes, tanto en
relacion con el jugador (Edad, tipo de Lesidn), con el tratamiento (descripcién completa del PRP)

y con los criterios de alta médica.

. PACIENTE

*Edad. Peso. Altura.

- Pierna lesionada / Dolor sentido al lesionarse (1-10)

*Lesiones musculares previas:

Localizacién.
Tiempo de baja deportiva: <= 10 dias / 11-20 dias / >= 21 dias
- Habitos toxicos: tabaco / alcohol

- Enfermedades: diabetes / otras

II.  LESION

- Musculo lesionado.

- Localizacién anatémica: proximal / media / distal

*Localizacién histoldgica: intramuscular o miofascial / miotendinosa / tendinosa

- Clasificacion:
Ecografica. Consenso-Munich: 3A (lesidn parcial menor) / 3B (lesidn parcial moderada)

RMN. Britanica: lesion severa 3a (miofascial) / 3b (miotendinosa) / 3c (intratendinosa)

M. CARACTERIZACION DEL PRP: obtencién, composicién y aplicacion.

A continuacién, se expone el protocolo de registro de datos fundamentales, basado en la

clasificacion de Kon y colaboradores. Cabe destacar la importancia que se le da aqui al registro
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del Momento de la Infiltracién. Queda reflejado en horas, y dividido en periodos de 8 horas,
como dato orientativo. Se deben registrar las horas exactas transcurridas desde la lesidn hasta

la infiltracion.

*Obtencion:
Volumen de sangre extraida / volumen de anticoagulante (citrato sédico / EDTA)
*Volumen de PRP obtenido
Activacién: no / si (cloruro célcico / trombina / otros)
*Composicion:
Plaquetas / leucocitos neutrdfilos / gldbulos rojos
*Codificacion.
*Aplicacion:
*Volumen de PRP infiltrado (vs volumen obtenido):
- pequefio (<=5 ml) / intermedio (6-9 ml) / >= grande (9 ml)
Dosis plaquetaria: Concentracién plaquetaria x Volumen infiltrado
*Numero de infiltraciones. Intervalo de tiempo entre infiltraciones (dias).
*Momento: horas desde la lesidn hasta la infiltracion:
- 24h/ 32h/ 40h/ 48h/ 56h/ 64h/ 72h.

Técnica: intralesional / perilesional / drenaje-hematoma / microperforaciones

2. SEGUNDA PARTE: TRATAMIENTO CON PRP PURO

En base a los estudios publicados y a los resultados obtenidos en el ensayo presentado, se realiza

a continuacidn una propuesta de tratamiento con PRP Puro en las lesiones musculares agudas.

El objetivo es posibilitar la reproducibilidad del tratamiento y la comparaciéon con otros
estudios, para mejorar el protocolo de obtencidn, composicion y aplicacién del PRP. De este
modo, sera posible mejorar la eficacia terapéutica del PRP, con disminucién de los dias de baja

deportiva y recuperacion de la estructura previa a la lesién.

A continuacion, se resumen las caracteristicas principales del “protocolo Lezama” para la

aplicacién de PRP Puro, desarrollado en base al estudio presentado:

Obtencién: sistema que permita una correcta separacién en fases (mediante
centrifugacién Unica u otras opciones), lo que posibilita la obtencidon de un PRP Puro.
Composicién:

e Concentracion moderada de plaquetas (2-3 veces la concentracién sanguinea) o

alta (4-5 veces)
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e PRP Puro: concentracién de glébulos rojos menor a 1x10%/ulL y concentracién de
leucocitos menor a la concentracidn basal en sangre periférica. (Kon, 2020) (132).

Aplicacidn:

e Uso de la totalidad del PRP obtenido, en un volumen intermedio (6-9 ml) o grande
(mayor de 9 ml).

e MOMENTO DE APLICACION (horas transcurridas).
El efecto del producto depende del Momento de la Infiltracidn, y la Edad modifica
el efecto del Momento. Por estos motivos, existe un Momento Optimo para la
infiltracion de PRP Puro, especialmente para los jugadores de menor y mayor edad:

- Paralos jugadores “veteranos” (mayores de 25 anos) debe ser precoz, a las
24 horas.

- Para los jugadores mas jovenes (menores de 25 anos) debe ser diferido, a
las 72 horas.

- Para los jugadores de 25 afios: escasa repercusién del Momento. La baja
deportiva estimada es constante.

3. TERCERA PARTE: ALTA MEDICA

Los criterios de alta médica han de ser similares para todos los pacientes. A continuacién, se
exponen los criterios que se emplearon en la investigacidn, y que pueden servir como referencia

para otros estudios.
Tabla 25 - Criterios de alta médica.
' CRITERIOS DE ALTA MEDICA
Primera parte

VARIABLES TEST PUNTUACION -

1) IMAGEN Exploracion ecogréfica Mejoria

ECOGRAFICA (incluido el modo doppler). Hiperemia (doppler) 10
Hematoma 0

2) Cuestionario con 10 preguntas. >=40 20
\Uife):a:el21e 6], 1 Valoraciones entre 1-5 puntos. 35-39 10
<35 0

SRS AEED LGRS ROM de cadera: flexion pasiva en  Asimetria <10% 20
supino con pierna en extensién.  Asimetria 10-20% 10

Asimetria >20% 0

4) FUERZA Flexion de rodilla en prono contra Asimetria <10% 20
ISOMETRICA resistencia a 15°. Asimetria 10-20% 10
Dinamoémetro manual. Asimetria >20% 0

5) ) a7\elle) U 1. Conduccidn y regate. Tres apartados 20
JUEGO 2. Pase: corto y largo. Dos apartados 10

3. Recepcion y remate. Un apartado 0

4-7 dias

, Vueltaala —) [ Nueva valoracién ]
_ readaptacién

—[ Valoracion 2aria ]
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CRITERIOS DE ALTA MEDICA
Segunda parte

VARIABLES TEST PUNTUACION -

S0l e Triple salto unipodal Asimetria <10% 20
Asimetria>10% O

vAN'3Rele s .10 Tiempo empleado en recorrer  Sin dolor 20
20 metros. Con dolor 0
Dos repeticiones.

—_
" 1dia
RN AITAMEDICA [o==Y ALTA DEPORTIVA

La fecha final de la baja deportiva se fija el dia de la vuelta al entrenamiento o competicidn sin

4-5 dias
Vueltaala — [ Nueva valoracién ]
readaptacién

restriccion. El total de dias para le recuperacién se obtiene con el registro de la fecha de la lesién

y la fecha final de la baja deportiva.
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CONCLUSIONES

1. El efecto de cada Producto en la baja deportiva depende del Momento de la
infiltracion y de la Edad. Para disminuir la baja deportiva, es necesario considerar las
tres variables (Producto, Momento y Edad) de forma conjunta.

2. La diferencia entre las bajas deportivas estimadas para cada producto es mayor
cuanto mas se retrasa la infiltracion, y favorable al uso de PRP Puro. Esta diferencia
aumenta en 0,11 dias por cada hora transcurrida entre la lesién y el tratamiento.

3. Lainfiltracién de PRP Puro puede disminuir la baja deportiva, eligiendo el Momento
de infiltracién en funcién de la Edad.
e Alas 24 horas, para mayores de 25 afos.
e Alas 72 horas, para menores de 25 afios.
e El Momento tiene escasa repercusion para jugadores de 25 afios: la baja deportiva
estimada es constante. Tiene gran repercusion en los jugadores mas veteranos y en
los mas jovenes.

4. Lalesién de la Unién Miotendinosa (UMT) tiene peor pronéstico que la intramuscular
y la miofascial. En igualdad de Producto, Momento y Edad, la baja deportiva es superior
en 7,9 +5,2 dias.

5. El Modelo obtenido tiene capacidad predictiva para la baja deportiva. Conociendo el
Tipo de Lesién y la Edad del jugador, y aplicando PRP Puro en un Momento concreto, es
posible estimar el Tiempo de Recuperacién con un error absoluto medio de 5,4 dias.

6. Las fuentes de variabilidad analizadas en este estudio (tipo de Lesion, Edad y las

interacciones Producto-Momento y Edad-Momento) explican el 49% de la variabilidad
en la baja deportiva (R = 0,49).
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Tabla 26 - Conclusiones.

1) El efecto de cada Producto
en la baja deportiva depende
del Momento de la infiltracion
y de la Edad.

2) La diferencia entre las bajas
deportivas estimadas para
cada producto es mayor cuanto
mas se retrasa la infiltracion, y
favorable al PRP Puro.

3) La infiltracion de PRP Puro
puede disminuir la baja
deportiva, eligiendo el
Momento de la infiltracidn en
funcién de la Edad.

4) La lesion de la Unién
Miotendinosa tiene peor
prondstico.

5) El Modelo obtenido tiene
capacidad predictiva para la
baja deportiva.

6) Las fuentes de variabilidad
del Modelo explican el 49% de
la variabilidad en la baja
deportiva.

Registro en HORAS del tiempo
transcurrido entre la la lesién
muscular y la infiltracién.

Caracterizacidn global del PRP:

obtencién, composicion y
aplicacion.

Uso de PRP Puro en la lesion
muscular.

Optimizar el Momento:

A las 24h, mayores de 25 afios.
A las 72h, menores de 25 afios.

Escasa repercusion del
Momento a los 25 afios.

Informar al jugador y su
entorno del prondstico
asociado al tipo de lesion.

Estimar la baja deportiva
considerando tipo de Lesion,
Producto, Momento y Edad.

Estimar la baja deportiva.
Disminuir la baja deportiva.
Evitar el retorno precoz.

No existen ensayos aleatorizados
previos analizando el efecto de la
interaccién Producto-Momento.

La comparacién con ensayos
aleatorizados previos esta muy
limitada: no caracterizaron el
PRP (en 3 de 7 estudios) o era
leuco enriquecido (en 2 de 4).

No hay articulos relevantes que
comparen la regeneracion
muscular en animales o personas
con pequefas diferencias de
edad.

El diagndstico ecogréfico de la
lesion puede ser dificil en
algunos casos.

Existen factores no analizados
que pueden tener relevancia en
el Tiempo de Recuperacién.

Existen factores no analizados
que pueden tener relevancia en
el Tiempo de Recuperacion.

Desarrollo de PROTOCOLOS
de aplicacién de PRP en el
musculo.

Uso de PRP Puro en las
lesiones musculares agudas
de deportistas y de
pacientes operados.

Respuesta inmune
adaptativa en la lesiéon
muscular:

“memoria molecular”.

Recidivas de cada tipo de
lesion tras el tratamiento.

Comprobacion de la
capacidad predictiva del
modelo.

Registro y andlisis de otras
variables que pueden ser
introducidas en el Modelo.

En un futuro cercano, se desarrollaran estudios empleando PRP en lesiones musculares agudas

asociadas a procesos quirurgicos, como la cirugia protésica de rodilla y de cadera. En estos casos,

en el contexto de un periodo largo de convalecencia que puede ser mejorado, serd viable el

empleo de biopsias musculares semanas después de las infiltraciones, para intentar objetivar el

efecto del tratamiento en la regeneracion tisular.

En el caso de emplear PRP Puro para el tratamiento de una lesién aguda, se debe considerar

conjuntamente el momento de aplicacién y las caracteristicas bioldgicas del tejido. De este

modo, avanzaremos en el desarrollo de protocolos de aplicacién de PRP que mejoren los

resultados.
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