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1.- INTRODUCCION.

1.1.- Definicién y epidemiologia de la artrosis.

La artrosis es un proceso de caracter cronico-degenerativo en el que participa
el cartilago articular, el hueso subcondral y la membrana sinovial. Debido a su
naturaleza avascular y la limitada capacidad de autorrenovacion de los
condrocitos, el cartilago articular presenta una limitada capacidad de
reparacion. Los tratamientos actuales tienen caracter paliativo y su objetivo es
tratar el dolor, sin tener efecto en la progresion natural de la enfermedad [1]. En
casos de artrosis severa, la artroplastia, sustituyendo la articulacion, sigue
siendo la Unica opcidn terapéutica [2].

La artrosis afecta a mas de 28 millones de personas en Estados Unidos, siendo
la causa principal de mas del 50% de las artroplastias de cadera y rodilla, lo
que supone un coste global anual (directo e indirecto) de 1500 millones de
dolares [3]. En Europa, la artrosis de rodilla afecta a 70 millones de personas,
lo que supone un coste directo de mas de 2000 millones de euros. Las
previsiones calculan que en el afo 2030 un 20% de la poblacion adulta en
Europa Occidental y Norte América habra desarrollado artrosis de rodilla
dolorosa, por encima de 2,5 en la escala analdgica visual (EVA), y/o impotencia
funcional, duplicando la prevalencia del ano 2004 [4]. El coste sanitario
generado por la artrosis rivaliza incluso con los costes sanitarios de la
cardiopatia isquémica, lo cual hace hincapié en la acuciante necesidad de

nuevos y mas eficaces tratamientos para estas lesiones articulares [5, 6].



La mayoria de personas por encima de los 65 afios muestran signos
radiograficos de artrosis en al menos una o0 mas articulaciones. A pesar de que
el nivel de degradacion articular es muy variable para cada persona, la
sintomatologia esta presente en el 60% de los hombres y el 70% de las
mujeres en edades por encima de los 65 anos, suponiendo la causa mas
frecuente de incapacidad fisica en adultos mayores de 50 anos. De manera
global, y segun la Organizacion Mundial de la Salud, la artrosis de rodilla y
cadera suponen la undécima causa de discapacidad.

A pesar de ser poco frecuente por debajo de los 40 anos, su incidencia en las

personas jovenes esta aumentando.

1.2.- El cartilago sano: Metabolismo y Funciéon Biomecanica.

1.2.1- Metabolismo del cartilago articular.

En los adultos, la matriz del cartilago articular se separa de los espacios
vasculares subcondrales por la placa subcondral. La nutricion del cartilago
articular se produce, por tanto, por difusién desde el liquido sinovial. La matriz
del cartilago restringe el paso de nutrientes por tamano, carga y configuracion
molecular. Se estima que el tamano medio de los poros dentro de la matriz
extracelular (MEC) es de aproximadamente 6 nm [7-9]. Sin un suministro
directo de los nutrientes de la sangre vasos o linfaticos, los condrocitos
dependen principalmente del metabolismo anaerdbico.

El condrocito es el tipo de celular residente en el cartilago articular. Los
condrocitos son células altamente especializadas, metabdlicamente activas,

jugando un papel Unico en la sintesis, mantenimiento y reparaciéon de la MEC.



Los condrocitos se originan a partir de células madre mesenquimales y
constituyen aproximadamente el 2% del volumen total de cartilago articular
[10]. Los condrocitos tienen un potencial limitado de replicacién, lo que
contribuye a una capacidad intrinseca limitada de reparacion del cartilago en
respuesta a una lesion. La supervivencia de los condrocitos depende por tanto
de un entorno quimico y mecéanico 6ptimo. Cada condrocito establece un
microambiente especializado y es responsable del mantenimiento de la MEC
en sus inmediaciones. Este microentorno atrapa esencialmente al condrocito
dentro de su propia matriz y por lo tanto evita cualquier migracién a las zonas
adyacentes de cartilago. Es raro que los condrocitos formen contacto célula-
célula para la transduccién de senales directas entre ellas. Por el contrario, el
condrocito es capaz de responder a una variedad de estimulos como son los
factores de crecimiento, la carga mecanica, los estimulos y fuerzas
piezoeléctricas y las presiones hidrostaticas [11].

Como decimos, la actividad metabdlica de los condrocitos esta alterado por la
presencias de factores quimicos y mecanicos dentro de su ambiente
circundante. Las citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-1 (Interleucina 1) y
TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa), tienen efectos catabdlicos vy
anabdlicos sobre el condrocito, participando en la degradacion y la sintesis de
las macromoléculas que componen la MEC [11].

Un numero de factores de crecimiento y péptidos reguladores han sido
implicados en la regulacién del metabolismo de proteoglicanos, incluyendo el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), TGF-f, IL-1 y TNF-a. Se sabe

muy poco sobre el mecanismo molecular por el cual estos factores de
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crecimiento y péptidos provocan sus efectos sobre el metabolismo de
proteoglicanos.

Los condrocitos estan protegidos de las fuerzas biomecanicas por la MEC
circundante. La homeostasis de ese medio regula el metabolismo de la MEC
equilibrando la degradacién y sintesis de las diferentes macromoléculas. Un
dato interesante es que se estima que la renovacibn o recambio de los
proteoglicanos presentes en la MEC puede tardar hasta 25 afnos mientras que
la vida media de colageno se estima en un rango de varias décadas [12].

Las proteasas son las principales enzimas involucradas en el recambio de la
MEC. Especialmente las metaloproteinasas (MMPs; principalmente
colagenasa, gelatinasa, y estromelisina) y las catepsinas (catepsina B y D). La
colagenasa degrada las fibras de colageno helicoidal nativo. La gelatinasa
degrada las cadenas de colageno de tipo IV y Il desnaturalizado; asociando
también una actividad significativa contra la fibronectina, elastina y colagenos
tipo V, VII, X, y XI. El rol de la estromelisina y catepsinas es degradar el nucleo
de la proteina de agrecano. Todas las MMPs son secretadas como proenzimas
latentes que requieren la activacion extracelular.

El movimiento y la carga sobre la articulacion son importantes para el
mantenimiento de la estructura y funcién del cartilago. La inactividad de la
articulacion se ha demostrado que conduce a la degradaciéon de cartilago, por
una disminucién de la difusién y circuito de nutrientes desde el liquido articular
al interior del cartilago [11]. Ese equilibrio conjunto del movimiento y la carga
dinamica es importante para el mantenimiento del cartilago articular sano. El

desarrollo de la artrosis, se asocia con cambios drasticos en el metabolismo del
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cartilago en un desequilibrio fisioldgico entre la degradacién y la sintesis por

parte de los condrocitos [13].

1.2.2- Funcion biomecanica.

El cartilago articular es un cartilago hialino de unos 2-4 mm de grosor. Es un
tejido avascular, carente también de vasos linfaticos y nervios. En su
composicién destacan 2 partes, una matriz extracelular (MEC), compuesta
fundamentalmente por agua, colageno, proteoglicanos, proteinas no
colagénicas y glicoproteinas y una matriz celular, en los que destacan los
condrocitos dispuestos en una determinada distribucidbn y orientacién. La
disposicion de la MEC y de los condrocitos es altamente especializada,
confiriendo al cartilago sus propiedades viscoelasticas unicas.

La funcién principal del cartilago es la de proporcionar una superficie lisa,
lubricada, de bajo rozamiento que facilite la transmision de cargas al hueso
subcondral subyacente. El cartilago articular es Unico en su capacidad para
soportar altas cargas ciclicas [11, 14, 15].

El comportamiento biomecanico del cartilago articular es mejor entendido
cuando hablamos de él como medio bifésico. El cartilago articular consta de 2
fases, una fase liquida y una fase sélida. El agua es el componente principal de
la fase liquida, contribuyendo hasta en un 80% del peso total del tejido.
Aproximadamente el 30% de esta agua se encuentra embebida en el espacio
interfibrilar del colageno, un pequefio porcentaje en el espacio intracelular. El
resto esta contenido en el espacio de la matriz [16, 17]. Los iones inorganicos

tales como sodio, calcio, cloruro y potasio también se encuentran en esta fase.
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La concentracion de agua relativa tiene una distribucién asimétrica, pasando
desde el 80% en la zona superficial al 65% en la capa profunda [11]. La fase
sélida se caracteriza por la MEC, que es porosa y poco permeable [18-20].

La relacion entre los agregados de proteoglicano y el liquido intersticial
proporciona resistencia a la compresion del cartilago a través de las fuerzas de
repulsion electrostaticas [9]. La aplicacion inicial y rapida de fuerzas durante la
carga, provoca un aumento inmediato de la presion del liquido intersticial. Este
incremento local de la presion hace que el liquido fluya fuera de la MEC [21-
23].

Cuando la carga de compresidén es eliminada, el liquido intersticial fluye de
vuelta al intersticio. La baja permeabilidad del cartilago articular impide que el
liquido fluya rapidamente desde el interior al exterior de la MEC [24]. El hueso
subcondral participa de manera activa evitando la deformidad mecanica del
cartilago.

El cartilago articular es viscoelastico y exhibe una capacidad para la
deformacion en presencia de carga [23]. La matriz pericelular, que es una capa
fina adyacente a la membrana celular y que rodea completamente al
condrocito, contiene principalmente proteoglicanos, glicoproteinas y otras
proteinas no colagenas. Esta region de la matriz juega un papel funcional para
iniciar la transduccién de senales dentro del cartilago cuando es estimulado
con la carga [25]. La matriz territorial rodea la matriz pericelular; esta
compuesta principalmente de fibras de colageno finas, formando una red (que
han descrito como semejante a una canasta de baloncesto) alrededor de los

condrocitos [26-28]. Esta region es de mayor grosor que la matriz pericelular y
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parece tener un papel en la proteccion de las célula contra las agresiones
mecanicas contribuyendo a la elasticidad de la estructura de cartilago articular
y su capacidad para soportar cargas [29]. La region interterritorial es la de
mayor grosor y la que mas contribuye a las propiedades biomecénicas del
cartilago articular [30]. Esta regidn se caracteriza por los haces aleatoriamente
orientados de grandes fibras de colageno, dispuestas en paralelo a la superficie
de la zona superficial, de forma oblicua en la zona media, y perpendicular a la
superficie de la articulacion en la zona profunda. Los proteoglicanos son
abundantes en la zona interterritorial.

Dos tipos de mecanismos son responsables de la viscoelasticidad en el
cartilago articular: El primero es flujo-dependiente y el segundo es flujo-
independiente. El mecanismo flujo-dependiente es debido al liquido intersticial y
la resistencia de friccion asociada al movimiento de este [31]. El componente
flujo-independiente es el producido por el movimiento macromolecular,
especialmente por el comportamiento viscoelastico intrinseco del colageno-
proteoglicano. La presién aplicada sobe el componente liquido da un soporte

que reduce la presidn sobre el componente sélido de la MEC.

1.3.- El camino hacia la artrosis de rodilla.

1.3.1.- Fisiopatologia de la artrosis.

A pesar de que clasicamente la artrosis de rodilla no se ha encuadrado dentro
de las enfermedades inflamatorias, por no tener presentes leucocitos en el

liquido sinovial, sabemos que existe un grado de inflamacion suficiente como
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para promover los sintomas que ésta asocia y acelerar el proceso degenerativo
[32-34]. Nos encontramos ante un proceso complejo que implica tanto al
sistema inmune innato como al adaptativo, detectandose elevados niveles de
citoquinas y factores de la inflamacion en el liquido sinovial [34].

La artrosis tiene una influencia genética no desdefiable. Son numerosos los
genes que han sido descritos en la enfermedad, llegando incluso a definir una
influencia de estos hasta de un 70% para desarrollar una artrosis sintomatica.
El andlisis del genoma ha llevado a identificar polimorfismos o mutaciones en
genes implicados en la artrosis, que influyen y participan tanto en la sintesis de
la matriz extracelular como las sefiales de las vias de inflamacion. Los
principales genes identificados en el desarrollo del proceso degenerativo son
metaloproteinasa con motivo trombospondina 12 (ADAMTS-12), proteina de la
capa intermedia del cartilago (CILP), el receptor de la vitamina D (VDR), la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), la asporina (ASPN), el factor de crecimiento y
diferenciacion 5 (GDF5) y el receptor de la IL4. El polimorfismo rs20417 situado
en el promotor del gen de la COX-2, se relaciona con al riesgo genético de
desarrollar artrosis de cadera y rodilla. Sin embargo, la correlacion con la
expresion de los niveles de PGE2 en el liquido sinovial no han sido bien
demostradas [35].

Los productos catabdlicos derivados de la matriz extracelular del cartilago
parecen tener un papel importante en la activacién de los macréfagos y células
de la inmunidad innata, presentes en la sinovial con componente inflamatorio,
para comenzar a liberar citoquinas, las cuales van a promover la progresion en

el dano del cartilago y la alteracion de la funcién del los condrocitos [36]. El
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grado de sinovitis observado en pacientes con artrosis es menor que el
observado en pacientes afectos de artritis reumatoide, pero los primeros
contienen una mayor cantidad de citoquinas. La membrana sinovial de los
pacientes afectos de artrosis de rodilla presenta infiltrado celular asociado a la
expresion de citoquinas proinflamatorias, que incluyen TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8
e IL-22. Esa activacion del sistema innato inmune, contribuye a la persistencia
del grado de inflamacién.

No esta bien definido el mecanismo por el cual interactia el cartilago con el
sistema inmunitario en la fase mas aguda del proceso, pero parece que existe
una influencia tanto de la via del complemento como de la ruta de la

coagulacién en el liquido sinovial [37].

Factores etioldégicos
multifactoriales
« Edad
* Genética
« Fracturas

(

Condrocitos ]

.

4 ™
Reclutamiento de células TNF-o, IL-6, IL-1
inflamatorias

Activacion de proteinasas

\ l V.
Apoptosis de condrocitos

Pérdida de cartilago
Exposicion dsea

Proteoglicanos

4 N .
Metaloproteinasas

Figura 1. Patogénesis de la artrosis. Mdltiples factores etioldégicos participan en la
artrosis y degradacion del cartilago. Esta presente una respuesta inflamatoria con
aumento de citoquinas inflamatorias tales como TNF-a, IL-6 e IL-1, activacién de
proteinasas, lo que lleva hacia un aumento del anabolismo de los condrocitos y a la
pérdida gradual del mismo con la subsecuente exposiciébn del hueso subcondral.
(Modificada de Gupta et al. 2012).
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Se ha aceptado que el primer dafo del cartilago y matriz extracelular viene
marcado por microtraumas repetidos que sobrepasarian el umbral que son
capaces de tolerar los condrocitos en estado quiescente. Ese estrés inducido,
lleva al aumento de los niveles de los patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs, Damage-associated Molecular Patterns) las cuales son capaces de
activar el sistema inmune a través de los receptores tipo Toll (TLR, Toll-like
receptors) [38]. Los DAMPs son moléculas que incluyen proteoglicanos,
proteinas intracelulares y ADN. Los DAMPs son capaces de activar la
liberacién de alarminas (high mobility group box protein 1 S100A8 y S100A9)
por parte de los monocitos, contribuyendo a la continuar la cascada de la
inflamacion. Ese proceso inflamatorio va a llevar a los condrocitos y monocitos
a liberar enzimas que incrementaran el metabolismo catabdlico. Estas enzimas
liberadas incluyen Disintegrina A y la familia de las ADAMTS y las MMPs las
cuales son directamente responsables del remodelamiento de la MEC.
Debemos remarcar en este sentido que existen células MSCs en el liquido
sinovial, cuyo papel en la artrosis no esta claro, pudiendo ser Unicamente

productos de la degradacién del tejido articular.

1.3.2.- El papel del hueso subcondral.

Junto con el cartilago articular, el hueso subcondral forma parte de la llamada
unidad osteocondral. Cada vez se le da mas importancia al papel que juega el
hueso subcondral en el desarrollo de la artrosis, dandole un papel fundamental
en la cronologia inicial de la misma.

El hueso subcondral se puede dividir en dos partes, la zona cortical y la
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esponjosa. La zona cortical, altamente mineralizada, estd compuesta por
osteonas, los cuales, a su vez se componen de un canal de Havers central
conteniendo nervios y capilares, comunicandose entre si por medio de los
canales de Volkmann. EI hueso trabecular, por su parte, se compone de
grandes cavidades con un nivel de mineralizacion del hueso total alrededor del
15-25% con respecto al cortical. Las cavidades son irregulares, variando en
cuanto a forma y volumen en referencia a su posicidbn con respecto a la
articulacion, siendo mayores en regiones mas profundas, conformando la
conocida como esponjosa subarticular [39] . Por lo tanto, la cortical subcondral
y el hueso esponjoso son arquitectonicamente, fisiologica y mecanicamente
diferentes, respondiendo de manera diferente en el desarrollo de la artrosis
[40].

En los anos 70 Radin identific6 por primera vez al hueso subcondral como
factor clave en la iniciacion y progresion de la artrosis, teorizando que la carga
articular repetitiva provocaria microfracturas trabeculares en el hueso
subcondral [41, 42]. Se creia que la reparacidbn de estas microfracturas
aumentaba la rigidez del hueso subcondral, lo cual variaria la mecanica en la
absorcién del impacto sobre el cartilago, llevando a acelerar el proceso
degenerativo. Sin embargo, con el tiempo se ha revelado que el hueso
subcondral, en la artrosis, disminuye su rigidez en los momentos iniciales [43,
44].

Actualmente se acepta una divisién del proceso fisiopatoldgico de la artrosis en
2 fases, la fase temprana y la fase final, que permiten comprender mejor los

cambios que sufre el hueso subcondral. La artrosis temprana se define
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clinicamente con la aparicidén del dolor. El estudio radiografico muestra cambios
menores, y las alteraciones en el cartilago y hueso subcondral solo se aprecian
mediante resonancia magnética y/o artroscopia de rodilla [45, 46]. En apoyo de
estos hallazgos se encuadrarian los estudios por gammagrafia o estudios
longitudinales en artrosis por rotura del ligamento cruzado, los cuales sugieren
que los cambios en el hueso subcondral preceden a la degeneracion del
cartilago articular en el comienzo de la artrosis [47, 48] .

Los procesos de remodelacion juegan un papel crucial en la patogénesis de la
artrosis temprana y el desarrollo de los cambios en el hueso subcondral. La
activacién de los centros de osificacidbn secundarios, por ejemplo, debido a
microfracturas subcondrales, dan como resultado la resorcion d&sea
protagonizada por los osteoclastos seguida por la formacion de hueso por los
osteoblastos. Mientras que esta secuencia de remodelacion es equilibrada bajo
condiciones normales, la tasa de recambio 6seo aumenta de tres a cinco veces
en la fase inicial de la artrosis. Las causas del aumento del remodelado 6seo
incluyen procesos de sefalizacidn celular para la reparacion de estas lesiones,
la invasién vascular secundaria al aumento de factores angiogénicos y la
alteracion de la estructura de las comunicaciones fisioloégicas hueso-cartilago o
microfracturas [49-52]. Estas altas tasas de recambio éseo, con un aumento de
la resorcion con respecto a la osteoformacién, resultan en una disminucién final
de la rigidez ésea [53]. Ademas, el aumento de la vascularizacion del hueso
subcondral disminuye el depésito éseo y reduce el grosor final del hueso
subcondral [54].

De manera relacionada, datos experimentales recientes sugieren que los

19



condrocitos hipertréficos del cartilago artrésico pueden diferenciarse a
osteoblastos, obteniendo asi directamente la capacidad de formacién de hueso
[65, 56]. Tal osificacion da como resultado un aumento del grosor de la linea
calcificada (tidemark). Este proceso contribuye a aumentar la tensibn mecanica
en las zonas profundas del cartilago hialino articular, lo que contribuye a la
aceleracién del proceso artrosico [53].

En el estadio tardio de la artrosis, el recambio 6éseo disminuye. Esto permite un
aumento en la deposito 6seo, dando como resultado un aumento del grosor y
densidad de la placa 6sea subcondral, lo que se objetivara en la radiografia
como esclerosis subcondral [57]. En esta fase, los osteoblastos producen
colageno de tipo | a1 homotrimero, el cual es distinto al heterotrimero a1/02 de
las rodillas no artrésicas [58, 59]. Este colageno de tipo | a1 homotrimero tiene
menor afinidad para la captacion de calcio [60]. Este hecho podria resolver la
paradoja del aumento de grosor y del hueso subcondral asociada a la
disminucién de la mineralizacion 6sea y de la rigidez en las fases finales de la
artrosis. En condiciones normales el hueso subcondral absorbe entre 30 a 50%
de la carga y el cartilago so6lo del 1 al 3%. Cuando el hueso subcondral se
esclerosa disminuye su capacidad de absorber esta energia en un 50%. Por lo
tanto, la energia de la carga se disipa a otras partes del hueso y al cartilago,
deteriorando aun mas este tejido.

Durante el proceso artrésico se han descrito cambios fenotipicos en los
osteoblastos. Ademas del ya referido colageno tipo | homotrimero, los
osteoblastos producen mayor cantidad de citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8

y PGE-2 asi como numerosos factores de crecimiento asociados al desarrollo
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de la artrosis [61]. Los factores mas importantes descritos en este sentido son
TGF-B, IGF-I, HGF y leptina, con efecto sobre los condrocitos del cartilago
articular [62-65]. El TGF-p actua activando (via senal p-Smad 1/5/8) e
inhibiendo (via p-Smad 2/3) la diferenciacion terminal del condrocito. Se ha
sugerido que un cambio en la sefal del TGF-p desde la via p-Smad 2/3 a la via
de p-Smad 1/5/8 juega un papel importante al alterar el comportamiento del
condrocito articular, con el consiguiente desarrollo de artrosis [66]. EI HGF
aumenta la produccion de colagenasa 3, enzima que actia directamente sobre
el colageno de tipo I [67, 68].

La leptina sérica se encuentra elevada en pacientes obesos con artrosis
sintomatica [69]. La leptina realiza su efecto proinflamatorio mediante la
activacion de los linfocitos T, el aumento de TNF-a, precediendo a la activaciéon
de las células NKy los neutréfilos [70].

El papel in vivo de IGF-I en la artrosis no esta todavia claro. Sus niveles se
encuentran elevados en el liquido sinovial de los pacientes afectos de artrosis
de rodilla y parece que su influencia proartrdsica se basa en su actuacioén sobre
el osteoblasto artrésico, el cual presenta una respuesta anormal al IGF-I,

aumentando el remodelado 6seo [71].

1.3.3.- El papel de la Membrana sinovial.

Inicialmente se pensaba que la membrana sinovial tenia un papel menor, si es
que jugaba algun papel, en la patogenia de la artrosis. Hoy en dia, sin
embargo, es evidente que la membrana sinovial juega un papel relevante en la

patogenia de esta enfermedad. Especialmente en etapas tardias, se puede
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observar una clara inflamacién de la misma (sinovitis) y la produccién de
mediadores inflamatorios, los cuales influirian en el desarrollo de la
enfermedad. Existe una buena correlacion entre la presencia de sinovitis, la
progresion de la enfermedad y el dafio al cartilago. Conaghan et al. mostraron
que la presencia de derrame articular era un buen predictor de artroplastia de
rodilla en los siguientes tres anos [72].

La membrana sinovial normal se compone de 1 a 4 capas de células adheridas
a una capa profunda de fibrocolageno, la cual contiene ademas de fibroblastos,
adipocitos, mastocitos y macréfagos. La membrana sinovial presenta una rica

vascularizacion e inervacion.

Figura 2. Aspecto histologico de membrana sinovial de rodilla de paciente artrésico.
En ella se aprecia la presencia de sinovitis.

A partir de biopsias de la membrana sinovial de rodillas artrésicas se han
demostrado varios cambios que, aunque mas pronunciadas en la artrosis
avanzada, estan presentes desde las primeras etapas del proceso artrésico.
Estos cambios incluyen el engrosamiento de la capa superficial, el aumento de
la vascularizacion y la infiltracion por células inflamatorias [73-75].
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El estandar de oro para el diagnéstico de sinovitis es la histologia. La histologia
de la membrana sinovial en la artrosis de rodilla muestra un menor grado de
inflamacion que en la artritis reumatoide, pero con un gran espectro de
variaciéon que va desde una hiperplasia de la sinovial, a lo mas frecuente, la
sinovitis difusa [73, 76]. El trabajo de Blom et al. del ano 2007 en modelo de
raton con artrosis, un modelo de silenciamiento génico de MMP-3 (knockout),
Nnos puso en aviso en el papel esencial de la activacién de los macréfagos en la
sinovial para el dano del cartilago a través de la produccion de
metaloproteinasas (MMPs), lo que sugiere que la inflamacién dentro de la
membrana sinovial puede ser crucial para el dano del cartilago [77].
Los mecanismos responsables de la sinovitis en la artrosis involucran algunas
rutas de la inflamacion semejantes a las que participan en la artritis reumatoide.
En especial la inmunidad innata. Recientes datos han mostrado que
fragmentos de matriz extracelular son reconocidos por receptores de la
inmunidad innata, los denominados Toll-Like receptors (TLR), los cuales
reconocen patrones (pattern recognition). La activacién celular mediada por
este proceso termina entre otros y de forma preponderante con la activacion
del Factor Nuclear Kappa-B (NF-kB), el cual es un estimulador de la secrecion
de citoquinas inflamatorias, responsables de producir dano tisular. Muchas de
las MMPs son dependientes de la actividad del NF-xB.
Las principales citoquinas inflamatorias involucradas como producto de la
sinovitis que pueden alterar al cartilago son:

* La IL-1 puede inducir destruccion articular in vitro. La estimulacion de la

via IL-1p suprime la sintesis de agrecanos y colageno por los condrocitos y
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estimula la produccién de enzimas proteoliticas como MMP-13 y ADAMTS-4.
Sin embargo, no se ha mostrado consistentemente una elevacion de IL-18 en
pacientes con artrosis. En este sentido, se ha mostrado que en la artrosis estan
elevados los niveles de un antagonista natural de esta IL-1, el antagonista del
receptor de IL-1.

* El TNF-a es detectable en liquido sinovial de pacientes con artrosis. Al
igual que la IL-1, el TNF-a puede activar un proceso catabdlico mediado por
proteasas producidas por el condrocito. Sin embargo, al igual que con IL-1, los
estudio clinicos con inhibidores de estas citoquinas han producido resultados
poco alentadores.

1.3.4.- Cambios moleculares en la artrosis.

En ausencia de lesion articular, los condrocitos se encuentran en un estado
quiescente, en reposo, manteniendo una baja tasa de renovacién de las
proteinas que componen la MEC [78, 79]. Con la aparicion de la artrosis, los
condrocitos comienzan a agruparse, “clusters”, acompanados de un aumento
de la prevalencia de la actividad catabdlica de las enzimas que degradan la
matriz extracelular sobre la actividad anabdlica [33, 80, 81]. La expresidn de las
enzimas que degradan la matriz es alimentada ademas por un aumento en la
expresion de factores de crecimiento y la aparicién de la inflamacién [53, 80].
Las principales enzimas implicadas en esta actividad catabdlica son las
metaloproteinasas de matriz (MMP), una familia de nueve o0 mas
endopeptidasas capaces de escindir la mayor parte de los componentes de
MEC [82]. Es conocido que, en condiciones normales, estas enzimas se

expresan en un nivel bajo en condrocitos y células sinoviales [83]. Sin
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embargo, en el cartilago artrésico, existe un aumento en la cantidad de MMP-2,
MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13 y MMP-14, las cuales acttan en la
degradacion de un amplio espectro de sustratos como son el colageno de tipos
[, 1L 1,V VI VI Xy X, fibronectina, elastina y proteoglicanos, los principales
componentes que mantienen la integridad del cartilago articular [79, 82, 84].
Estudios en humanos y animales han demostrado que la MMP-13 tiene un
papel fundamental en la degradacion del colageno tipo Il [85]. La expresion
anormal de MMP-13 se ha demostrado aumentada entre un 4% y un 20% en
grupos de pacientes artrésicos [86]. Estudios de expresidn génica mediante
microarrays y RT-PCR han puesto de relieve el papel de la MMP-13 como una
colagenasa importante, con aumento moderado de su expresidbn en las
primeras etapas de la artrosis y que se sobre-expresa en etapas avanzadas
[86, 87].

En las primeras etapas de la artrosis, la degradacion de los proteoglicanos,
fundamentalmente el agrecano, es causada por otras proteasas, las
agrecanasas, tales como la A-Disintegrinas y las ADAMTS [88]. Dos miembros
de la familia de ADAMTS (ADAMTS-4 y ADAMTS-5) tienen un papel
reconocido en la artrosis [89]. Se ha demostrado que ambas enzimas escinden
agrecanos, aunque con mayor prevalencia de ADAMTS-4 [88]. Sin embargo,
en modelos quirdrgicos de artrosis en ratones “knockout” para ADAMTS-4, sin
expresion global de la ADAMTS-4, no se observo diferencia significativa en la

progresion y la gravedad de la artrosis después de ser inducida [78].
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Figura 3. Los condrocitos (en estado quiescente) y células sinoviales responden al
estrés inducido por la sobrecarga mecanica, aumentando la produccién de citoquinas,
mediadores de la inflamacién y de la degradacién del cartilago (proteinasas), fruto de
la activacién de las sefiales de estrés inducidas. Esos productos de la degradacion de
la matriz extracelular producen un “feedback” positivo para el aumento de factores
anabdlicos (BMPs y TGF-p), los cuales participaran en la formacion de osteofitos. De
la misma manera, se producen de manera paralela cambios en los condrocitos con
aumento de la proliferacién (clustering, agrupaciones de condrocitos), cambios del
fenotipo (hipertrofia), aumento de la linea calcificada y la aparicion de microfracturas
las cuales llevardn de manera secundaria a un aumento de la vascularizaciéon
(angiogénesis) en el espacio subcondral. (Modificada de Goldring et al. 2007).

Por el contrario, los ratones knockout para ADAMTS-5 mostraron una reduccién
significativa en la severidad de la destruccion del cartilago en comparacién con
ratones de tipo salvaje [90]. Estudios recientes han puesto de relieve la
contribucion de ambas enzimas en la degradacion del cartilago, de manera
individual y combinada [91]. Aunque ambas enzimas parecen estar implicadas
en la destruccidbn del cartilago, con prevalencia de la ADAMTS-5 su

contribucion todavia sigue no esta bien establecida (Figura 3) [87].
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1.3.5- La artrosis como enfermedad inflamatoria.

Durante mucho tiempo, se ha aceptado que la inflamacion estd ausente o
débilmente presente en la artrosis [92]. Sin embargo, muchos estudios han
confirmado la presencia de células inmunes y citocinas proinflamatorias en los
tejidos sinoviales de pacientes con artrosis [93-97]. Tal es la importancia de
esta inflamacién, que en un estudio prospectivo sobre 600 pacientes, la
presencia de hidrops se mostr6 como predictor independiente de artroplastia de
rodilla en los siguientes tres anos [72]. No se ha explicado claramente el
porqué de la presencia de esta inflamacion de la sinovial. La hipétesis mas
aceptada es que, una vez degradados, los fragmentos de cartilago flotan en la
articulacion, tomando contacto con la membrana sinovial. Al entrar en contacto
con estos fragmentos, las células sinoviales reaccionan mediante la produccion
de mediadores inflamatorios (Prostaglandina E2 (PGE2), 6xido nitrico (NO),
especies reactivas de oxigeno (ROS)), que conducen a la activacion adicional
de los condrocitos por MMPs, con el aumento de la degradacion del cartilago
[92]. Se ha determinado un aumento en la producciéon de IL-1p y TNF-a en la
artrosis, cuando lo comparamos con articulaciones sanas. Ademas, cuando se
realiza la inyeccion intraarticular de IL-18 y TNF-a se induce la pérdida de
proteoglicanos [98]. La alta densidad de los receptores de interleukina-1 (IL-1R)
en el cartilago artrésico aumenta la sensibilidad de los condrocitos de este tipo
de rodillas a esta citocina [99]. La terapia génica que utiliza un antagonista del
IL-1R reduce la expresidbn de Colagenasa 1 y previene el desarrollo y
progresion de la enfermedad [100-102]. Debemos remarcar que bajo una

mayor expresion de IL-1 los niveles de prostaglandina E2 aumentan [103].
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En contraste con IL-1, se ha descrito que PGE2 participa de manera positiva en
la expresidbn de colageno de tipo Il, jugando un papel importante en la
recuperaciéon de la MEC [104]. Otra via de retroalimentacion se produce a
través de un aumento de las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs) [105,
106]. Las BMPs son factores de crecimiento de la superfamilia de TGF-3, que
juegan un papel crucial tanto en la condrogénesis como en la induccién de la
sintesis de proteoglicanos [107, 108]. Las BMPs estimulan tanto la sintesis de
matriz por parte de los condrocitos como la posterior diferenciacion terminal.
Esta diferenciacion terminal de los condrocitos es seguida por la expresion de
MMP-13 y, por lo tanto, la degeneracion de la matriz [108].

La funcion principal de las BMPs en la artrosis no esta bien establecida. Uno de
los principales factores de transcripcion, SOX9, implicado en la regulacién de la
condrogénesis mesenquimal, la expresion de colageno tipo Il y agrecano esta
regulada en parte por las BMPs y TGF-p [80]. El principal inhibidor de la
expresion SOX9 es NF-xB, el cual esté regulada principalmente por el TNF-a y
la IL-1p [109]. Es decir, en un ambiente rico en TNF-a e IL-1, la expresién de
SOX9 quedaria disminuida.

Se requiere la activacion de NF-kB y de la proteina quinasa mitogénica (MAPK)
para que los condrocitos expresen MMPs, ADAMTSs asi como el resto de
citocinas inflamatorias ya descritas [110, 111]. Los estudios in vitro sugieren
que NF-xB es el inductor de Factor Inducible por Hipoxia 2 alfa (HIF-2a), el
cual es un activador de los genes implicados en la hipertrofia de los

condrocitos, entre los que se encuentran COL10A1, MMP13y VEGF [112].
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En resumen, el equilibrio anabdlico-catabdlico esta bajo la influencia de una red
compleja de senales que regulan la homeostasis del tejido cartilaginoso [80]. La
actividad catabdlica se incrementa drasticamente en presencia de la
inflamacion derivada de la degeneracion del cartilago artrésico [113]. Debido a
su baja tasa de renovacion, los condrocitos no son capaces de responder y

sustituir la pérdida de la MEC [114].

1.4.- Tratamientos actuales en la artrosis de rodilla.

Aunque la artrosis afecta a gran proporcién de la poblacién, no existe todavia
una terapia médica que permita modificar claramente el curso natural de la
enfermedad.

El tratamiento debe ser global, individualizado, iniciarse por medidas no
farmacologicas orientadas a eliminar o disminuir la causa desencadenante
(modificacién de actividades), asi como en el tratamiento de las enfermedades
metabdlicas o endocrinolbgicas que exacerban la artrosis.

Las opciones de tratamiento farmacoldégico son limitadas y paliativas e
incluyen analgésicos, antiinflamatorios no esteroideos, farmacos denominados
“condroprotectores” (glucosamina, condroitin sulfato, diacereina) y las
inyecciones intraarticulares de corticoides, acido hialurénico (AH) o plasma rico
en plaquetas. Todos ellos tienen un objetivo analgésico y antiinflamatorio [115-

118].

1.4.1.- Ejercicio y ortesis.

El deporte de bajo impacto y el ejercicio aerdbico podria tener su valor en la
reduccion del dolor y mejora de la funcion en pacientes con artrosis incipiente
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de la rodilla. Mas especificamente, parece que los ejercicios de fortalecimiento
parecen tener un efecto superior en el dolor que el ejercicio aerdbico en los
resultados funcionales a largo plazo [119].

Existen en el mercado Ortesis enfocadas a la transmision controlada de las
fuerzas, que podrian tener su funcidbn en artrosis unicompartimentales
mediales, las értesis en valgo. Estas értesis reducen el momento en varo y con
ello la carga que debe soportar el compartimento medial. Son mas efectivas
que cuando las comparamos con las rodilleras de compresidén con o sin barras
laterales [120]. Dicho esto, existe una limitada evidencia respecto a su
efectividad cuando la comparamos con placebo [120, 121].

El uso de plantillas de soporte del arco longitudinal y valguizantes con cufa
externa, podrian tener su valor en las artrosis mediales, con grado de evidencia

B.

1.4.2.- Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y derivados opioides.

El tratamiento farmacologico antiinflamatorio es actualmente pieza fundamental
para el tratamiento de la artrosis sintomatica. Los antiinflamatorios no
esteroideos reducen de manera estadisticamente significativa el dolor cuando
es comparado con el placebo y paracetamol, aunque en muchas ocasiones su
magnitud clinica no es importante [119]. Otras opciones ampliamente utilizadas
incluyen a los inhibidores de la COX-2. EL uso de analgésicos opioides
quedaria restringido para pacientes con artrosis avanzada y dolorosa, no
candidatos a intervencion quirdrgica, y cuyo dolor no ha mejorado con las

mediadas descritas [122].
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1.4.3.- Condroprotectores.

Los farmacos llamados condroprotectores tienen una eficacia relativa y muy
variable. Su empleo sigue siendo controvertido [123-126].

Los condroprotectores se consideran farmacos de accion lenta cuyo objetivo
primordial es la de frenar en las etapas iniciales la progresion de la artrosis.
Entre las sustancias condroprotectoras se encuentran la glucosamina, el
condroitin sulfato y la diacereina. La glucosamina es un amino-azucar,
precursor de uno de los principales componentes de la matriz extracelular del
cartilago [122]. El efecto que parece tener en la artrosis esta asociado a la
diferencia de los resultados entre los estudios financiados por la industria y los
que no lo estan, haciendo su uso controvertido [127]. Lo mismo ocurre con el
condroitin sulfato, que es también un componente importante de la matriz
extracelular [122, 127]. Parece que la eficacia de estos tratamientos se
relacionaria con el producto, su dosis y el grado de artrosis en el momento del
tratamiento, sugiriendo que seria mas eficaz en grados incipientes de artrosis
(Kellgren-Lawrence 1) [128].

Una reciente revision Cochrane, apoyd algunos efectos positivos del condroitin
a corto plazo, resultados que parecen optimizarse con la asociacidon de
condroitin con glucosamina, que proporcionaria resultados incluso comparables
a los AINEs, con menos efectos adversos a los descritos en el tratamiento
continuo de estos [45, 129, 130]. La OARSI (Osteoarthritis Research Society
International) indica en sus guias, elaboradas con la evidencia publicada, que
el tratamiento con glucosamina y/o condroitin sulfato puede proporcionar un

beneficio sintomatico en pacientes con artrosis de rodilla. En caso de no haber
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respuesta evidente dentro de los 6 meses de tratamiento debe interrumpirse

[131].

1.4.4.- Infiltracion corticoanestésica.

Los corticoides intraarticulares han sido utilizados desde el afio 1951 y su
eficacia esta basada en la accion anti-inflamatoria local, minimizando los
posibles efectos que se pudieran presentar al usarlos de manera sistémica. A
pesar de presentar una buena eficacia a corto plazo, su uso repetido es
controvertido [122]. Las dosis terapéuticas eficaces podrian contribuir a la
degeneracion del cartilago, sobre todo cuando es usado en combinacién con
lidocaina, habiéndose sido descrita citotoxicidad contra los condrocitos in vitro
[132].

La indicacion ideal pudiera ser en pacientes en los que la primera linea de
tratamiento ha fallado, y existe inflamacién o sinovitis [133].

Su uso en pacientes diabéticos, en presencia de lesiones cutaneas o en caso
de sospecha de infeccion queda restringido [134].

Respecto al tipo de corticoide utilizado parece que la Triamcinolona es mas
eficaz que la Betametasona con mejores resultados respecto al placebo en la
reduccion del dolor y la evaluacién global del paciente [122]. En estudios
recientes parece que su efecto seria de menos duracion a los publicados con
PRP vy la viscosuplementacién, aunque en este punto la controversia de los
resultados es todavia mayor [135-137].

En los ultimos afnos existe una corriente positiva en su uso, como respuesta a

la inflamacion aguda postraumatica en rodillas artrésicas, en estadios iniciales
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de artrosis para disminuir la concentracion de MMPs y citocinas inflamatorias
implicadas en el desarrollo inicial del dafio articular. Se abre, por lo tanto, el

paradigma del uso de los corticoides [138, 139].

1.4.5.- Viscosuplementacion.

El acido hialurénico (AH) fue por primera vez usado en 1960 y aplicado en el
primer ensayo en humanos para el tratamiento de la artrosis en 1974, siendo
el concepto de viscosuplementacion aprobado por la “Food and Drug
Administration” para el tratamiento de la artrosis de rodilla en 1997 [140].

El AH intraarticular se emplea habitualmente como un tratamiento seguro y
facilmente disponible para la artrosis de la rodilla, pero su eficacia sigue siendo
discutida.

Se han propuesto dos mecanismos de accion:

1) Mecanico-Fisico: Reemplaza el liquido articular artrésico con una mayor

concentracion de acido hialurénico, mejorando la viscosidad, restableciendo la
capacidad de absorcién de impactos y de lubricacion que se ve reducida en el
liqguido sinovial y mantiene una capa como limite en torno a los nociceptores,
reduciendo la induccion de dolor.

2) Fisiolégico: Induce la biosintesis de acido hialurénico y otros componentes
de la matriz extracelular, reduce la pérdida de proteoglicanos en el cartilago y la
apoptosis de condrocitos. Disminuye la actividad celular inflamatoria y
disminuye los mediadores del dolor.

La administracion ex6gena de AH podria reducir la produccion y actividad pro-

inflamatoria de mediadores y MMPs, favoreciendo la producciéon de AH por los
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condrocitos asi como la sintesis de proteoglicanos, incluso actuando sobre el
comportamiento de las células inmunes presentes. EI AH juega un papel
importante en la modulacion de la hidratacién y balance osmético del cartilago
articular, aunque su efecto in vivo no sea tan claro [141].

En adultos con rodillas no artrésicas, la concentracion de AH varia desde 2.5 a
4.0 mg/ml, decreciendo en rodillas artrésicas un 33-50% [122]. Existen
numerosas formulaciones en el mercado, que difieren tanto en peso molecular,
método de preparacidbn y dosis, no existiendo una conclusién clara de
superioridad de unos respecto a otros [122].

En general, se piensa que formulaciones con pesos moleculares menores de
500 kDa no son eficaces en el control del dolor y mejoria de la actividad,
mientras que pesos moleculares entre 500-4000 kDa podrian actuar sobre los
receptores de membrana celulares. Esto explica que las formulaciones
actuales van desde 500 hasta 6000 kDa de peso molecular. A pesar de todo,
no se ha demostrado que el aumento de peso molecular se relacione con
mayor eficacia clinica [122]. Del mismo modo, no existe evidencia que apoye
claramente que la viscosuplementacién influya en la progresion natural de la
artrosis. Existen tanto estudios favorables como desfavorables en este sentido,
basandose en métodos cuantitativos de biomarcadores de la degradacién del
cartilago [142, 143].

Independientemente del mecanismo de acciébn y la controvertida accidon
modificadora de la enfermedad, el AH se utiliza actualmente en la practica

clinica habitual con el objeto de disminuir el dolor y mejorar la funcion.
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La revisidbn Cochrane en 2006 ha mostrado efectos beneficiosos sobre el dolor
y funcion de la rodilla concluyendo que en circunstancias especificas puede
ser eficaz, con mejores resultados a largo plazo que la inyeccién intraarticular
de corticoides [144, 145]. Una revisidbn sistematica de los metaanalisis
publicados hasta la fecha comparé el tratamiento de la artrosis de rodilla con la
inyeccion intraarticular de AH frente a los AINEs orales, inyeccion intraarticular
de corticosteroides, inyeccion intraarticular de plasma rico en plaquetas (PRP)
e inyeccidn intraarticular de placebo llegando a la conclusion de que la
inyeccion intraarticular de AH es una opcion correcta para la artrosis de
rodilla, con mejoras en el dolor y la funcién de la rodilla que pueden persistir
durante un maximo de 26 semanas [135]. En contra, en otro metaanalisis
reciente, los beneficios clinicos de la administracion intraarticular de AH eran
minimos o inexistentes, desaconsejando su uso por el mayor riesgo de eventos
adversos graves que beneficio [146]. La viscosuplementacion esta
contraindicada durante el embarazo o lactancia, en pacientes pediatricos, en
casos de infeccién articular, bacteriemia y enfermedades de la piel. Ademas, se
han descrito reacciones alérgicas y toxicas derivadas de las principales fuentes
de obtencién (marisco y cresta de gallo) [122].

Por lo tanto existe actualmente una situacién de contradiccion. Aunque en las
guias de 2010 la OARSI la denominaba potencialmente Gtil en pacientes con
artrosis de rodilla y cadera, en las directrices del afno 2016 se sugiere que los
datos de los ensayos mas rigurosos no mostraron una diferencia significativa
frente al placebo, por lo tanto, no recomienda su uso en articulaciones

artrésicas. La Academia Americana de Cirujanos Ortopédicos (AAOS)
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determind un grado de evidencia C, lo que lleva a no poder realizar una
recomendacion a favor o en contra del uso de éste. En la misma linea, el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR, American College of
Rheumatology) no aboga por el uso del AH para el tratamiento inicial de la
artrosis de rodilla. Sin embargo, recoge un supuesto condicionado para su uso:
pacientes que no han presentado una respuesta satisfactoria al paracetamol o
AINES. En estos casos contemplan el uso de tramadol, duloxetina o la

inyeccion intraarticular de AH [147].

1.4.6.- Plasma Rico en Plaquetas (PRP).

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un producto autdlogo derivado de la
sangre, con una concentracion plaquetaria superior a la de la sangre periférica
y preparada mediante centrifugacion de la misma. Se han descrito mas de 500
factores de crecimiento presentes en el producto final, entre otros el factor de
crecimiento endotelial (VEGF), TGF-8, IGF-1 o PDGF, pero son como decimos,
muchos mas los factores y citocinas presentes en el producto final. El alto
namero de indicaciones y su uso extendido llevd a la administracién a
considerarlo desde el ano 2013 como medicamento de uso humano en
Espana. No siendo aplicables a ellos ni los aspectos regulatorios de un
medicamento de fabricacién industrial ni el de los medicamentos de terapia
avanzada, como son las células madre mesenquimales cultivadas (Resolucion
AEMPS por la que se establece el uso terapéutico no sustitutivo del plasma
autdlogo y sus fracciones, componentes o derivados como medicamento de

uso humano; 23 de Mayo 2013).
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La evidencia actual sugiere que el PRP favorece la condrogénesis y por lo tanto
la regeneracién al tiempo que aumenta la produccion de AH [148]. Las
inyecciones de PRP en la rodilla parecen obtener mejores resultados que el AH
y el placebo en el control del dolor y la mejoria funcional durante los primeros 6
meses [149-151]. Su influencia en la historia natural de la artrosis no esta
determinada, siendo mas probable el efecto anti-inflamatorio el que puede
explicar la mejoria sintomatica, aunque ni siquiera esta esta bien demostrada
[149].

La multiplicidad de procedimientos (abiertos/cerrados, con o sin leucocitos,
mayor 0 menor contenido plaquetario), el modo de aplicacién y los pocos
ensayos clinicos publicados, y el pequefio tamarfo de la muestra de los que
han sido publicados, hace que sea dificil obtener conclusiones sobre ellos.

La Agencia Espanola del Medicamento anima a los investigadores a realizar
estudios de calidad metodolbgica alta con el objetivo de garantizar su eficacia
(Informe de la AEMPS sobre el uso de Plasma Rico en Plaquetas; 23 de Mayo

2013).

1.4.7.- Otros tratamientos no quirargicos de la artrosis.

La diacereina es un inhibidor de la IL-1, citoquina proinflamatoria que juega un
papel fundamental para el desarrollo de la artrosis, como hemos explicado
previamente. La Cochrane public6 un beneficio sintomatico minimo en la
reduccion del dolor, con poca o nula actividad en la progresion de la

enfermedad [127]. Los efectos secundarios, tales como problemas
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gastrointestinales son comunes, lo que llevo a la EMA (Asociacion Europea del
Medicamento) a recomendar su suspension en Europa [152].

Los bifosfonatos se han sugerido recientemente como agentes modificadores
de la enfermedad [153]. En particular, el Risedronato ha demostrado reducir el
marcador de la degradacién del cartilago tipo Il, CTX-Il. Sin embargo, aun no
existe una recomendacion para su uso [127].

La vitamina D también se ha postulado como tratamiento valido para la artrosis.
Basado en la influencia conocida de la vitamina D en el metabolismo &seo,
estudios epidemiolégicos han sugerido un ritmo mas lento en progresion de la
artrosis [154]. Estudios futuros deben clarificar el papel de esta vitamina, la
dosis efectiva y su influencia en los marcadores.

Varios suplementos dietéticos (S-adenosilmetionina, lipido insaponificable de
aguacate, vitaminas B, C, E, mejilldbn de labios verdes y Metilsulfonilmetano),
asi como productos de herboristeria (polvo de rosa mosqueta, jengibre,
extractos de corteza de sauce del diablo y gugal salai), se han estudiado y
algunos de ellos se utilizan clinicamente en el tratamiento de la artrosis de
rodilla, pero su evidencia médica es insuficiente para ser recomendado [122,

155].

1.4.8.- Tratamiento Quirargico.

El tratamiento quirdrgico en la artrosis de rodilla viene determinado por los
sintomas especificos del paciente y su limitacion en la vida diaria, sus
caracteristicas basales, una adecuada exploracién fisica y una correlacion en

las pruebas por imagen. Mientras que los pacientes jovenes pueden
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beneficiarse de la realizacién de osteotomias alrededor de la rodilla o protesis
unicompartimentales. En pacientes con grados avanzados de artrosis, mayor
edad y mayor deformidad de eje, la proétesis total de rodilla es la medida mas
adecuada. En el tratamiento de la artrosis de rodilla la realizaciébn de
desbridamientos o lavados articulares en pacientes con grados avanzados de
artrosis no se ha mostrado superior al tratamiento con placebo, como se ha
descrito en diferentes estudios aleatorizados. En el mejor de los casos, el
lavado artroscopico conseguira una mejoria temporal [149].

En definitiva, en estadios avanzados, la prétesis total de rodilla sigue siendo el

tratamiento mas efectivo para la artrosis de rodilla.

1.5.- Células Troncales o Células Madre Mesenquimales.

1.5.1.- Definicion e Historia.

Las MSCs son células multipotentes, capaces de diferenciarse a estirpes
celulares de la misma capa embrionaria. Identificadas por primera vez en la
médula 6sea por Friedenstein et al. (1966), fueron denominadas en ese
momento células clonogénicas precursoras de fibroblastos (CFU-f) [156]. En el
ano 1973 Caplan obtuvo la primera evidencia de la capacidad que tenian para
diferenciarse a cartilago, hueso, musculo y grasa, introduciendo el término
célula madre mesenquimal al inicio de los afios 90 [157].
La Sociedad Internacional de terapia celular ha caracterizado y definido los
criterios que definen a las MSCs [158, 159] :

1. Deben ser adherentes al plastico cuando se mantienen en condiciones

estandares de cultivo.
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2. Deben expresar los marcadores CD105, CD73, y CD90 y ser negativos
para CD45, CD34, CD14 (o CD11b), CD79a (o CD19), y HLA-DR.
3. Deben ser capaces de diferenciarse a condrocitos, osteoblastos y
adipocitos in vitro.
Atendiendo a esta definicion, sélo un 0,001% de las células mononucleares
presentes en la médula 6ésea se pueden considerar células madre
mesenquimales, por lo que el nUmero de células que podemos encontrar en un
aspirado de médula 6sea es muy limitado en comparacion con las que
podemos obtener tras el cultivo de las mismas [158, 160-162].
La aplicacion experimental y clinica de estas células se ha extendido en el
campo de la medicina regenerativa y de la bioingenieria [163]. Su capacidad de
adhesion al plastico facilita que puedan ser aisladas y expandidas en cultivo lo
que favorece su utilizacion.
En un principio, estas células sin especialidad conocida, son consideradas
quiescentes, pero con capacidad de renovarse. Su divisidbn asimétrica produce
una célula troncal idéntica y una segunda progenitora encomendada en dar

lugar a una linea celular diferenciada especifica [164].

1.5.2.- Propiedades de las célula madre mesenquimales.

1.5.2.1- Actividad Inmunomoduladora.

Las MSCs estan involucradas en el mantenimiento y regeneracién del tejido
conectivo, teniendo capacidad para la migracién a los tejidos lesionados o con
proceso inflamatorio activo, donde pueden participar en la reparacion de los

mismos [165-167].
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La capacidad anti-inflamatoria viene definida por su capacidad
inmunomoduladora sobre las células que participan en la inflamacion. La
administracion endovenosa de las MSCs mejora la funcién renal, la lesién
neuronal y pulmonar en modelos animales experimentales con lesién en esos
tejidos, principalmente a través de efectos paracrinos con un cambio de la

produccion de citoquinas anti-inflamatorias en el lugar de la lesién [168-170].
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Figura 4. Las MSCs son células multipotentes, capaces de diferenciarse a estirpes
celulares dentro de la misma capa embrionaria (mesodérmica). (Modificada de Caplan
Al 2007)

Las MSCs son capaces de producir gran numero de citoquinas con poder anti-
inflamatorio, incluyendo, PGE2, GM-CSF, IL-1RA, IL-7, IL-8, IL-10 y IL-11, asi
como SDF-1 y factores de crecimiento [171-174]. A través de esa funcién

paracrina inmunomoduladora, las MSCs desarrollan su capacidad para inhibir
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la proliferacion de linfocitos T CD4+ y T CD8+, asi como linfocitos B y células
NK “natural killer” [175]. Esa capacidad de actuacion sobre los linfocitos T y
macréfagos podria ser la clave en la reduccion de la inflamacion, suprimiendo
su actividad. Debemos recordar que son células que estan presentes en la
membrana sinovial de las rodillas artrésicas y que participan de manera
importante en perpetuar el proceso [176]. Una de las cuestiones todavia a
esclarecer es su hipotética capacidad de frenar el proceso artrosico.

Un caracteristica importante de las MSCs, y que las hacen casi exclusivas, es
la propiedad de no expresar el complejo mayor de histocompatibilidad Il (CMH-
II), con lo que con su implantacibn no se provoca una respuesta de los
linfocitos T del receptor. De manera adicional, las BM-MSCs no presentan las
moléculas de co-estimulacién que son requeridos por los linfocitos T para su
activacién. Con estos datos, podemos sugerir que su uso en el trasplante
alogénico puede ser seguro como ya se ha empleado en trabajos previos [164,
177-179].

En ratones la inyeccion intraarticular de MSCs disminuye la lesion condral en
analisis histolégicos. Bajos niveles de S100A8 y S100A9 e IL-1 fueron
detectados horas después de la inyeccion de MSCs, sugiriendo una menor
activacién de los macrofagos [180]. En conejos, Desando et al. demostraron
que la inyeccién intraarticular de MSCs inhibe la progresion de la artrosis,
asociado a un descenso en la escala Laverty a 16 semanas de su
administracion, respecto al grupo control con placebo [181]. Una correlacién
con el descenso en la expresion de TNF-a y MMP-1 se determiné de manera

paralela en los grupos de tratamiento a las 16 y 24 semanas. Es interesante
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sefialar, que en el grupo de dosis baja celulares (2x10° células), la reduccion de
MMPs y TNF-a. en menisco y membrana sinovial era mas efectivo que en el
grupo de dosis alta (6x10° células). Esto nos hace pensar, que el efecto de las
MSCs no sélo seria interesante por la potencial capacidad de diferenciacidon
condrogénica, sino por sus propiedades anti-inflamatorias y, de manera
consecuente, en su actividad en la reduccion de la progresion de la artrosis. En
cuanto a la dosis efectiva, el efecto paraddjico observado plantea dudas en
cuanto a la dosis necesaria para ser efectiva.

Esta propiedad inmunomoduladora de las MSCs ha sido investigada en el
tratamiento de enfermedades autoinmunes y en la enfermedad injerto contra
huésped (EICH) [182]. La EICH es la principal complicacién de los trasplantes
alogénicos de médula 6sea y de otros tejidos u 6rganos que contienen células
de estirpe linfoide. Las diferencias antigénicas entre la médula del donante y
los tejidos del receptor hacen que con frecuencia las células T de la médula del
donante reconozcan los tejidos corporales del receptor como extranos. Cuando
esto sucede, los linfocitos T del donante desencadenan una respuesta inmune
celular, manifestdndose finalmente como un sindrome agudo que afecta a la
piel, higado, tracto gastrointestinal y médula 6sea, que puede comprometer la
vida del paciente. La co-infusibn de MSCs alogénicas junto con HSC ha
demostrado reducir la incidencia y gravedad de la EICH [183].

La citoquinas y moléculas implicadas en la actividad antiinflamatoria de las

MSCs estan resumidas en la Figura 5.
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1.5.2.2.- Autorrenovacion y regeneracion tisular.

El proceso de autorrenovacion se refiere a la ruta biol6gica y mecanismos que
preservan las células troncales indiferenciadas. Todo el aparato genémico ha
sido usado para identificar las posibles moléculas que mantienen a las células
troncales, incluyendo las MSCs. Entre los factores definidos se encuentran:

LIF, EGF, HGF, PDGF [184].
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Figura 5. Citoquinas y moléculas implicadas en la actividad antiinflamatoria de las
MSCs. LB, linfocitos B; LT, Linfocitos T (Modificada de Le Blac et al 2007).

Se ha sugerido que el envejecimiento es basicamente una alteracién en este
proceso de autorrenovacion. Ocurre por una serie de cambios regulados por la
informacion genética del organismo. Los cambios fenotipicos producidos en

una célula progenitora es una secuencia de transicion del desarrollo
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dependiente del tiempo, la cual define su linea celular. Una vez que la célula
muere es reemplazada por una segunda célula. De esta forma todos los
animales permanecen en su estado vital y constantemente rejuvenecen sus
tejidos. En el adulto esta secuencia de recambio requiere la existencia de
células progenitoras con posibilidad de madurar en varios tipos celulares. Una
de las funciones de estas células es por tanto la renovacion las células que
mueren. Estos cambios a través de la edad es lo que se denomina
envejecimiento. Por ejemplo, en el adulto, las MSCs son responsables de la
sustitucion de los osteoblastos que tienen una vida media de 8-10 dias en el
humano [163].

En ratas se ha observado que el numero y el potencial proliferativo de las
MSCs declinan con la edad y esto se manifiesta por la menor capacidad en
producir osteoblastos asi como en la funcién de los mismos [185]. Aunque ese
potencial proliferativo desciende con la edad, y los titulos de MSCs también
cambien, parece que la capacidad en cultivo de diferenciarse en cartilago y
hueso de las MSCs extraidas de médula 6sea es independiente de la edad del
donante [163]. El numero de MSCs de médula ésea humana tomados por el
numero de colonias formadoras de unidades de fibroblastos (CFU-f), son
maximas en el recién nacido (1/10.000), descienden en los jévenes
(1/100.000), decrecen progresivamente a partir de los 30 anos (1/250.000), 50
anos (1/400.000), 80 afos (1/2.000.000) [163]. Aun no se conocen los factores
que controlan los titulos de MSCs en médula ésea humana y por qué cambian

con la edad (Figura 6).
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Las MSCs derivadas de médula 6sea tienen capacidad de diferenciarse a la
linea condrogénica in vitro. La diferenciacion condral de las BM-MSCs es una
interaccién compleja entre sefales de transduccion, factores de trascripcion y
citoquinas [186, 187]. Dentro de los mas importantes condroinductores,
debemos incluir a los factores de transcripcidon SOX9 y RUNX2, mientras que
los factores solubles implicados serian el TGF-f, en especial el TGF-$3, asi

como las BMPs [186, 188].

/
8 o
©
()
T:‘,‘ 1
S i 10.000
C
O -
€ s |
b4l wv
£
\8 g >
C O
i =
28
=
GJ -
©
S T 1 .
5t 100.000 L 1 1
| 250.000 400.000 2.000.000
= ﬁl .

| | | v [ 7 i v
Nacimiento Adolescencia 30 50 80

Edad (afos)
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1.5.3.- Células madre mesenquimales como medicamento.

Las MSCs cultivadas son consideradas como medicamento de terapia
avanzada en Espana desde el anfo 2004, quedando reguladas bajo la
supervision de la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) sobre Procedimientos Normalizados de Trabajo (PNT) y su
produccion debe realizarse bajo condiciones de buenas practicas de
manufactura (Good Manufacturing Practices, GMP), siguiendo todas ellas
directrices de la Agencia Europea del Medicamento (EMA). La EMA ha seguido
las lineas marcadas previamente en Estados Unidos por la Food and Drug
Administration (FDA) que definié a los productos con células humanas como
producto mas que minimamente manipulado [161]. Como cualquier
medicamento con potencial uso en humanos, estos deben pasar por una fase
preclinica, antes de ser utilizados en humanos en ensayos clinicos regulados.

La produccion GMP requiere de un proceso claro y definido de
manufacturacion, documentado en cada uno de sus pasos, con un proceso de
validacién en cada uno de ellos, que definen que tipos celulares contienen los
cultivos, la deteccidbn de agentes infecciosos o0 elementos extrafios en él,
productos de la contaminacion cruzada con otras estirpes celulares,
manteniendo un control del origen de las células asi como de los donantes de

las mismas [162].
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1.5.4.- Fuentes de obtencion.

Las MSCs se encuentran presentes, entre otros tejidos, en médula ésea, grasa,

periostio y membrana sinovial del paciente.

1.5.4.1.- Células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea (BM-

MSCs).

La frecuencia en la que encontramos MSCs en la médula 6sea de un esqueleto
maduro es de entre 1 de cada 50000 a 1 de cada 100000 células, lo que
corresponde a unos pocos cientos de células consideradas como MSCs en un
mililitro de médula ésea [160].

La médula 6sea tiene la ventaja de ser accesible mediante biopsia (espina
iliaca posterosuperior), siendo las que mas experiencia clinica y preclinica se
ha recogido en los ultimos afos, demostrandose seguridad y eficiencia del
procedimiento [189].

Existen dos opciones de uso de estas células, como aspirado o expandidas en
cultivo, que muestran dos productos completamente diferentes y dificiimente
equiparables de acuerdo a su composicion final [190]. La presencia de varios
tipos celulares en el aspirado, podrian tener una influencia en la regeneraciéon
tisular, hecho que no podriamos observar en el uso por cultivo. De manera
contraria, un numero pequefio de MSCs presentes en el aspirado, podrian no
ser suficientes para hablar de un efecto de las MSCs. Se han descrito algunos
riesgos que pueden aparecer durante el cultivo celular, como las infecciones

bacterianas, aneuploidias o la transformacion celular [191].
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1.7.4.2.- Células madre mesenquimales derivas de tejido adiposo.

Es tal vez la fuente mas rentable de obtencion de MSCs por poseer mayor
numero de MSCs y por su facil acceso [192]. Se estima que por cada gramo de
grasa se pueden obtener mil veces mas MSCs en comparacion con la médula
Osea [193]. Fraser et al. definieron que 1 de cada 100 células de tejido adiposo
se consideraba MSCs, 500 veces mas rendimiento que el observado en el
aislamiento a partir de médula 6sea.

En contra, se ha descrito un menor potencial condrogénico de las MSCs de
tejido adiposo en comparacién con las MSCs obtenidas de la médula 6sea.
Esta desventaja parece compensarse con la adicion de una combinacion de

TGF-p2 y BMPs y/o dosis alta de TGF-p2 y IGF-I [194].

1.5.4.3.- Células madre mesenquimales derivadas de membrana sinovial.

Se ha sugerido que las MSCs aisladas de membrana sinovial son las que
tienen mayor poder condrogénico y menor potencial osteogénico, cuando se
comparan con MSCs derivadas de médula 6sea o periostio [195]. La dificultad
de obtencion de las mismas, con mal acceso a la membrana sinovial hacen de

esta una fuente que tenga poca perspectiva en uso clinico en humanos.
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2 - HIPOTESIS

Como hemos visto las MSCs son células adultas multipotentes no
hematopoyéticas con capacidad de diferenciacion en tejidos mesenquimales.
Se ha demostrado su capacidad de diferenciacion in vitro hacia cartilago,
hueso, grasa, mioblastos y, en determinadas circunstancias, a otras lineas
celulares [123, 196-198]. Las MSCs tienen interés clinico por su facilidad de
obtencibn mediante un aspirado de médula 6sea, manteniendo su
multipotencialidad, incluso después de varios pases, lo que permite una
considerable expansion en cultivo [184].

Aunque todavia hay muchos aspectos desconocidos en su actividad vy
caracterizacion, ya han sido empleadas en terapia regenerativa [199].

La administraciébn combinada de AH y MSCs tendria como objetivo aumentar
la retencion intraarticular de las MSCs y de esta manera incrementar su posible
beneficio. Al proveer a las células de una matriz extracelular, el AH aumentaria
la supervivencia celular. Igualmente, al ser el AH uno de los tratamientos loco-
regionales méas frecuentemente administrado en pacientes con artrosis,
posibilitaria la comparacién con los tratamientos experimentales.

El estudio propuesto se fundamenta en la hipétesis de que la inyeccidon
intraarticular de células madre mesenquimales puede prevenir o al menos
retrasar los cambios degenerativos progresivos que se producen en la rodilla
artrosica. Esto supondria una modificacién de la historia natural de la artrosis a
la vez que mejora la sintomatologia derivada de esta patologia, resultando por
tanto un tratamiento adecuado en el abordaje terapéutico de la artrosis de

rodilla. Estos efectos podrian ser debidos a dos mecanismos diferentes:
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1) La contribucion directa de las células trasplantadas a la produccion de
cartilago articular gracias a su potencial condrogénico.
2) Su capacidad anti-inflamatoria secundaria a la liberacidén de citoquinas

que modifican el proceso inflamatorio crénico que se produce en la articulacion.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo Principal.

El objetivo principal de este ensayo clinico es determinar la seguridad y
viabilidad del tratamiento de la artrosis de rodilla mediante la administracion

intraarticular de BM-MSCs autblogas junto con &cido hialurénico (AH).

3.2.- Objetivos Secundarios.

Como objetivo secundario queremos determinar la eficacia terapéutica del
tratamiento intraarticular con BM-MSCs autélogas en combinacién con AH en
pacientes con artrosis de rodilla, mediante la utilizacion de dos dosis celulares
diferentes y comparandolo con el tratamiento aislado de AH. La determinacién
de la eficacia se realizara utilizando como variables principales del estudio:

1) Escalas clinicas de dolor y funcionalidad.

2) Valoracion radiolédgica utilizando radiologia simple y resonancia magnética.

Las técnicas y escalas se detallan en la metodologia del ensayo.
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4.- MATERIAL Y METODOS

Ensayo clinico, aleatorizado (aleatorizacion por bloques) fase I,
multicéntrico con dos centros implicados Clinica Universidad de Navarra
(Pamplona, Espafa) e IBSAL-Hospital Universitario de Salamanca
(Salamanca, Espafna), llevado a cabo entre Agosto de 2012 y Octubre de
2014 con tres ramas de tratamiento, 10 pacientes en cada grupo, cuyos
objetivos son determinar la seguridad y eficacia de la administracion
intraarticular de BM-MSCs autblogas en pacientes con artrosis de rodilla.
Todos los procedimientos descritos fueron aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Navarra y la Agencia Espafnola del Medicamento.
Todos los participantes dieron su consentimiento firmado previo a la inclusiéon
en el estudio. (n° EudraCT: 2009-017624-72, Clinical Trials. gov identifier:

NCT02123368).

Criterios de inclusién y exclusion.

Los criterios de inclusion y exclusion se recogen en la Tabla 1.

4.1.- Grupos de tratamiento.

Los grupos fueron asignados por aleatorizacién en bloque. Comparamos la
administracion aislada de AH con la administracién de dos dosis distintas de
MSCs, junto a AH segun el siguiente esquema:
1. Grupo A: Inyeccién intraarticular de Acido Hialurénico (HyalOne®).
Dosis Unica de 4 ml.
2. Grupo B: Dosis Baja. Inyeccion intraarticular de 10 millones de BM-

MSCs autblogas cultivadas ex vivo. Suspension celular estéril de
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pequenio volumen, 1,5 ml, en un vehiculo apto para inyeccion

intraarticular, seguida de una inyeccion intraarticular de &cido

hialurénico (HyalOne®, 4 ml).

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

Hombres y Mujeres entre 50-80 anos

Diagnéstico de artrosis de rodilla de acuerdo
con los criterios de American College of
Rheumatology (ANEXO I)

Dolor articular igual o mayor a 2,5 puntos en
la escala visual analdgica (EVA)

Grado radiol6gico de artrosis segun la escala
de Kellgren-Lawrence igual o mayor a 2
(ANEXO II)
indice de Masa Corporal (IMC) entre 20 y 35
kg/m2

Capacidad de seguimiento durante el ensayo

Artrosis bilateral de rodilla que requiera
tratamiento en ambas rodillas

Diagnéstico previo de enfermedad
poliarticular

Deformidad mecanica severa (Varo/Valgo de
15°)

Artroscopia en esa misma rodilla en los 6
meses anteriores a la inclusion en el ensayo

Infiltracion en esa misma rodilla en los 6
meses anteriores a la inclusion en el ensayo

Enfermedad autoinmune o de caracter
reumatico

Mal control de la Diabetes (Hb glicosilada
>9°/o)

Discrasia sanguinea

Tratamiento inmunosupresor o anticoagulante

Tratamiento con corticoides en los 3 meses
previos a la inclusion en el estudio

Consumo de AINES durante los 15 dias
previos a la inclusion en el ensayo

Intolerancia al AH o proteinas de ave
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3. Grupo C: Dosis alta. Inyeccion intraarticular de 100 millones de BM-
MSCs autblogas cultivadas ex vivo, suspension celular estéril de
pequefio volumen (3 ml) en un vehiculo apto para inyeccion
intraarticular, seguida de una inyeccion intraarticular de &cido

hialurénico (HyalOne®, 4 ml).

4.2.- Fases del ensayo clinico.

Las fases del ensayo, el calendario de visitas durante la fase de seguimiento y
las variables estudiadas durante las mismas estan resumidas en el ANEXO lIII.
1.- Fase de Seleccion (Mayo 2012-Octubre 2013). Reclutamiento de pacientes
en cada uno de los centros participantes por parte de los especialistas en
Cirugia Ortopédica y Traumatologia y/o Reumatologia participantes en el
proyecto, obteniendo el consentimiento informado y confirmando los criterios de
inclusion.

Una vez que se confirm6 que el paciente cumple los criterios de inclusién y no
los de exclusion, se realiz6 extraccion de MO del propio paciente si este
pertenecia a uno de los dos grupos celulares. Posteriormente, con el aspirado
medular se procedera al aislamiento, cultivo y expansién de las BM-MSCs en

los laboratorios GMP acreditados.

2.- Fase de Tratamiento (Agosto 2012-Octubre 2013). Una vez generada la
dosis adecuada de células se procede a la infusién de las BM-MSCs por via
intraarticular en dosis Unica al paciente correspondiente, en los pacientes

aleatorizados a estas ramas de tratamiento. En aquellos pacientes que no
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recibieron células, se realizb en los dias siguientes a su inclusion la

administracion de AH.

3.- Fase de Seguimiento (Agosto 2012-Octubre 2014). El seguimiento de cada
paciente se establecid en 12 meses. La valoraciéon se realizd tras las 24 horas
siguientes a la administracion, una semana tras la administracion del

tratamiento y alos 1, 3, 6 y 12 meses del tratamiento.

4.3.- Variables principales de valoracion.

4.3.1- Seguridad y viabilidad.

La variable principal del estudio fue la seguridad. La existencia de
complicaciones y/o efectos adversos durante el procedimiento fueron
registrados durante todo el ensayo clinico en cada una de las visitas y de
manera constante en todo el tiempo que dur6 el seguimiento. A los pacientes
se les hizo entrega de una tarjeta con un numero de teléfono directo al cual
podian llamar las 24 horas del dia para comunicar algun evento o complicacion

0 cambio en la medicacién concomitante.

4.3.2- Valoracion clinica.

La valoracion clinica se realizé antes del tratamiento y al mes 3, 6 y 12 después
del mismo.

El dolor, calidad de vida, funcionalidad fueron evaluados utilizando las
escalas VAS, WOMAC, KOOS, EuroQol 5-D; Lequesne y SF-16, que
determinan el dolor articular, la capacidad funcional y la evolucién de la

calidad de vida [200].
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Para determinar el rango de articular de flexo-extension, se realizaron
mediciones del rango articular antes del tratamiento, al mes, alos 3, 6 y 12
meses después del mismo. Se realizan 3 medidas, anotando la media de

ellas. El rango articular es el alcanzado por el paciente de manera activa.

4.3.3- Valoracion Radiolégica.

La interlinea articular fue valorada mediante proyeccion de Rosenberg antes
del tratamiento y a los 6 y 12 meses del mismo. Para la obtencién de
proyecciones comparables en el tiempo disefamos un molde de metacrilato
para el posicionamiento de los pacientes en el momento de la realizacion de
las radiografias (Figura 8).

El estudio por resonancia magnética se realiz6 antes del tratamientoy alo 6y
12 meses tras haber recibido el tratamiento. Dos radi6logos experimentados,
dedicados en exclusividad a la patologia musculo esquelética valoraron de
manera ciega cada una de las resonancias de los pacientes, describiendo el
namero, localizacién de las lesiones, el grosor del cartilago y su intensidad de
senal, las estructuras meniscales, la membrana sinovial y hueso subcondral,
obteniendo un numero final definido por el protocolo Whole-Organ Magnetic
Resonance Imaging Score (WORMS), en el cual un valor mas alto hace
referencia a mayor dano articular [201].

El equipo utilizado fue el 3T Magnetom TRIO (3 Teslas, Siemens, Erlangen,
Alemania) incluyendo una secuencia axial potenciada en T1 (WI) con cortes

de 5 mm, secuencia coronal T1 WI (4 mm), secuencia sagital T1 WI (4 mm),
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sagital T2 FS WI (4 mm) y sagital en ECHO de gradiente 3D (DESS) (2 mm)

esta ultima para la valoracion tridimensional del cartilago.

Figura 8.- Posicibn de Rosenberg. A-C, Para la obtencidbn de proyecciones
comparables en el tiempo disefiamos un molde de metacrilato para el
posicionamiento de los pacientes en el momento de la realizaciobn de las
radiografias. D, Muestra el resultado de las proyecciones a diferentes tiempos
(basal, 6 meses y 12 meses) y cdmo son comparables cada una de ellas.
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4.4.- Cultivo celular.

Las BM-MSCs fueron tratadas bajo condiciones GMP utilizando procedimientos
estandarizados. La médula 6sea es obtenida de una Unica puncion de la cresta
iliaca (volumen de 100 ml) bajo condiciones estériles. La fraccibn mononuclear
es aislada mediante centrifugacién y densidad de gradiente en Ficoll (Ficoll-
Paque, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). Las células
mononucleares obtenidas en un rango de entre 20x10° y 60x10° se siembran
en frascos de 175 cm? en medio de cultivo, el cual consiste en MEMa sin
ribonucleosidos (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado
con 5% de lisado de plaguetas, 2 unidades/ml de heparina,
penicilina/estreptomicina al 1% (Gibco) y 1 ng/ml de factor de crecimiento
fibroblastico humano (bFGF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Los
frascos son mantenidos en cultivo a una temperatura de 37 °C en atmoésfera de
5% de CO.. El medio de cultivo es renovado cada 3-5 dias. Alrededor del dia
10-15 las colonias celulares estan formadas, separandolas con TrypLE
Select™ (Life Technologies) y sembradas en una cantidad de 3000-5000
células/cm?®. Una vez que se alcanza el 70-80% de confluencia, las células se
siembran de nuevo y se cultivan hasta que se obtiene las cantidades
requeridas para ser administrada a los pacientes. Por ultimo, se recogieron las

células con TrypLE Select™

, se lavan tres veces con PBS y se suspenden en
tampon lactato de Ringer (Grifols, Barcelona, Espafa) que contiene 1% de
albumina humana (Grifols). Las células quedan preparadas para ser

administradas dentro de las primeras 24 horas desde la obtencion.
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Las células se caracterizan de acuerdo a criterios ISCT, siendo analizadas por
citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.) con
los anticuerpos apropiados (BD Biosciences) para confirmar la expresiéon de los

marcadores CD90, CD73 y CD44, asi como la ausencia de CD34 y CD45.
4.5.- Administracién del tratamiento.

En pacientes de grupos celulares, la inyeccidn intraarticular se realizd via
parapatelar usando una aguja de 19 g, 3-4 semanas después de que se
hubiera realizado la biopsia de cresta iliaca (Figura 9). El tiempo entre la
biopsia y el tratamiento viene determinado por el ritmo de expansion celular.
Una vez obtenido el medicamento la administracién se debe realizar en las
primeras 24 horas. En el 90% de los pacientes, la administracion se produjo
dentro de la primera hora después de la obtencion del producto final en el
laboratorio de GMP. El orden de administracion fue primero las células, 10x10°
(dosis baja) o 100x10° (dosis alta) BM-MSCs en 1,5 6 3 ml respectivamente.

Posteriormente, se inyectaron 4 ml de HA (Hyalone®) utilizando la misma via.
4.6.- Calculo del tamafio de la muestra.

Estimamos que 10 pacientes eran necesarios por grupo para obtener un efecto
del 0,6 en la escala WOMAC con una potencia del 80% asumiendo una
aleatorizacion balanceada entre los grupos, asumiendo una probabilidad del

5% en error tipo I.
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Figura 9. La inyeccion intraarticular de los tratamientos se realizd por via parapatelar
externa, segun se muestra en la imagen.

4.7.- Analisis estadistico

El analisis fue realizado de acuerdo al tratamiento asignado y todos los datos
obtenidos de los pacientes fueron incluidos en el analisis, siguiendo el principio
de intencidn de tratar. Los datos descriptivos son presentados con la mediana
[rango intercuartilico (IQR)] o porcentajes. En cada grupo, la comparacién de
cada criterio de valoracion clinica y radioldgica entre los valores obtenidos a los
6 6 12 meses y el valor de referencia, es decir, la obtenida inmediatamente
antes de la administracién del tratamiento, se realiz6 mediante el test de U
Mann-Whitney. Los cambios en los mismos puntos finales con el tiempo se
determinaron calculando las diferencias entre las mediciones recogidas en la

visita de seguimiento de 6 o 12 meses y la visita basal. Los cambios a lo largo
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del tiempo fueron determinados calculando la diferencia entre las medidas
obtenidas durante el seguimiento y la medida de la variable antes del
tratamiento. Finalmente, la comparaciéon entre los grupos de tratamiento se
llevé a cabo usando el test Kruskal-Wallis y el test U Mann-Whitney. Todos los
test se realizaron a 2 colas. Un valor de p menor de 0,05 fue considerado como
estadisticamente significativo sin ajuste multivariable. Todos los analisis se
realizaron utilizando el programa Stata 14 (StataCorp. 2015. Windows, Version
20.0. Armonk, NY: IBM Corp). Stata Statistical Software: Release 14. College
Station, TX: StataCorp LP) y 279 IBM SPSS Statistics 20 (IBM Corp. Released

2011. IBM SPSS Statistics.

62



5. RESULTADOS

5.1.- Datos demograficos.

Treinta y dos pacientes fueron reclutados y consecutivamente aleatorizados a

los 3 grupos (Figura 10).

Reclutamiento

Muestra de seleccion
n=32

Excluidos (n=0)
I | -No cumplen criterios inclusién
-Cumplen criterios de exclusion
-Decliné participacion

-Otros

Aleatorizacion
(n=32)

Asignacion
v v

v

Asignado a tratamiento (n=12)
-Recibe tratamiento(n=10)
-No recibe tratamiento (n=2)

Asignado a tratamiento (n=10)
-Recibe tratamiento (n=10)
-No recibe tratamiento (n=0)

Asignado a tratamiento (n=10)
-Recibe tratamiento (n=10)
-No recibe tratamiento(n=0)

\ /

v

Seguimiento

v

v

Sin seguimiento (n=0)
Interrumpe tratamiento (n=0)

Sin seguimiento (n=0)
Interrumpe tratamiento (n=0)

Sin seguimiento (n=0)
Interrumpe tratamiento (n=0)

v

Analisis

v

v

v

Analizados (n=10)
-Excluidos del andlisis (n=0)

Analizados (n=10)
-Excluidos del andlisis (n=0)

Analizados (n=10)
-Excluidos del andlisis (n=0)

Figura 10. Diagrama de flujo del ensayo clinico.

Dos pacientes asignados al grupo control fueron excluidos del ensayo al no
estar de acuerdo con el tratamiento asignado. Todos los grupos mostraron una

distribucion similar en cuanto a edad, indice de masa corporal y edad. No
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encontramos diferencias en los grados de artrosis segun la escala de Kellgren-
Lawrence (p=0.585, Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas de los pacientes

Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
N 10 10 10
Edad (afios) 60.3 (565.1, 61.1) 65.9 (59.5,70.6) | 57.8 (55.0, 60.8)
Hombre, n (%) 7 (70) 4 (40) 8 (80)
5 28.5 (25.8,
IMC (kg/m°) 29.6 (26.2, 30.8) 27.1 (24.4,31.2) 31.0)
Tiempo desde el
diagnostico de 6 (2, 8) 9(4,12) 10 (7, 15)
artrosis (afos)
K-L 2, n (%) 4 (40) 1(10) 3 (30)
K-L 3, n (%) 2 (20) 2 (20) 3 (30)
K-L 4, n (%) 4 (40) 7 (70) 4 (40)

Los datos expresados son las medianas de cada una de las variables [Rango
intercuartilico (IQR)]. K-L, Escala radiol6gica de Kellgren and Lawrence para la artrosis
de rodilla.

5.2.- Seguridad.

No hemos encontrado ningun evento adverso grave o complicacién derivado
del procedimiento o tratamiento a lo largo del ensayo. Tampoco hemos
encontrado diferencias significativas en las constantes vitales ni en los estudios
de laboratorio durante el estudio.

La inyeccion intraarticular produjo un dolor articular que requirié de AINES en 1,
3 y 6 pacientes en el grupo control, dosis baja y dosis alta respectivamente.
Todos los pacientes afectos de este dolor, mejoraron sin secuelas. No se
encontraron diferencias entre los grupos respecto a la toma de anti-

inflamatorios requeridos hasta la recuperacion.
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5.3.- Valoracion clinica.

La valoracién clinica se realiz6 antes del tratamiento y tras el mismo al mes, 3,
6y 12 meses.

Los pacientes que unicamente recibieron AH no mostraron cambios durante el
seguimiento en el estatus del dolor de acuerdo con la escala EVA.
Encontramos diferencias significativas en ambos grupos celulares con respecto
al grupo control al final del seguimiento en la escala EVA (dosis baja vs grupo
control p=0,005 y de dosis alta vs grupo control p<0,009) (Figura 11).

A pesar de que los pacientes del grupo control mostraron inicialmente una
mejoria en la subescala del dolor y funcion de la escala WOMAC y rango
articular, este cambio no se sostuvo de manera significativa a largo plazo. La
inyeccion intraarticular de BM-MSCs, especialmente cuando se usaron dosis
celulares altas, con el tiempo permitié a los pacientes percibir una mejora en el
dolor y en la facilidad para realizar las actividades de su actividad diaria.

La inyeccion de dosis celulares altas (100x10%) se asocié con una mejoria en
todas las subescalas del WOMAC a los 12 meses (Tabla 3). Este hecho sélo se
observo en este grupo de pacientes. Creemos importante remarcar que cuando
medimos la diferencia del WOMAC a los 12 meses con respecto a la medicion
previa al tratamiento, la diferencia es notablemente mayor en los grupos que
recibieron células [-6.5 (-19, 4), -14 (-27, 4), and -14 (-15, -8), mediana (IQR),
para el grupo control, dosis baja y dosis alta de BM-MSCs respectivamente].
Estos datos acompanados con que solo en el grupo de dosis alta los resultados
de todos los items fueron significativos a los 12 meses en la escala WOMAC,

define que solo los pacientes tratados con dosis alta de células se pueden
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considerar como respondedores al tratamiento en la escala WOMAC.

10 4
* [ ]
¢ *% *
8 I 1 I ° Basal
I T 3 meses
6 _
< *
T E I a _K 6 meses
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4 M *x 12 meses
T 3: ]
] I i I
O ]
Control Dosis baja Dosis alta

Figura 11.- Evolucién de la escala EVA a lo largo del seguimiento. Los valores basales
y a los 3, 6 y 12 meses se representan. A los 12 meses las comparaciones con
respecto al grupo control resultaron significativas. (Dosis baja vs grupo control
p=0,005 y de dosis alta vs grupo control p <0,009 ). *p<0,05; **p<0,01 con respecto al
mismo grupo.

En la escala Lequesne sélo los resultados obtenidos en el grupo de dosis alta
de células fueron mejores respecto al valor basal (Tabla 4). A pesar de esa
mejoria, el resultado no fue significativo.

La Calidad de Vida evaluada con las escalas EuroQuol-5D (Tabla 5) y SF-36v2
no mostrd cambios significativos, a pesar de que mas del 50% de los pacientes
del grupo de dosis alta tuvo la sensacion de tener un mejor estado de salud al
final del seguimiento con respecto al ano previo, hecho que es comparable en

el 20% de los pacientes del grupo control y 40% del grupo de dosis baja de

BM-MSCs (Fig. 12).
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Tabla 3. Escala WOMAC en la que mostramos los resultados antes del
tratamiento, a los 3, 6 y 12 meses tras el tratamiento.

WOMAC Tiempo Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
Basal 5.5 (5, 6) 7.5(5,9) 4.5 (4,5)
3 meses 3(1,3)* 3.5(3,7) 3(2,5)
Dolor
6 meses 251, 5 3.5(3,7) 3.5(2,5)
12 meses 2(1,6) 3.5 (3, 5) 2.5 (2, 4)*
Basal 2(1,3) 4 (2, 5) 2.5 (2,4)
3 meses 2(1,2) 2(0,4) 2(1,2)
Rigidez
6 meses 0.5(0, 2) 1.5(1, 3)* 2(1,3)
12 meses 2(1,2) 2(1,2)* 2(1,2)*
Basal 21 (13, 24) 26.5 (23, 32) 19 (12, 25)
3 meses 9 (7,11)" 17.5 (8, 26) 10 (7, 18)
Funcidén
6 meses 7.5 (2,13)* 18 (10, 23) 14.5 (8, 17)
12 meses 9.5 (5, 23) 17 (10, 20) 11 (9, 14)*
Basal 29 (19, 38) 37 (32, 42) 28 (16, 34)
3 meses 12 (11, 14)* 25.5 (11, 37) 13 (11, 26)*
Total
6 meses 10 (4, 20)* 24 (13, 31) 20 (13, 23)
12 meses 13.5 (8, 33) 21.5 (15, 26) 16.5 (12, 19)**

Los valores para cada uno de los items de la escala son presentados como medianas
(IQR). *p<0,05, **p<0,01 son valores respecto al valor basal del mismo grupo. Los
datos se presentan con la mediana (IQR)
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Tabla 4. Escala Lequesne.

Lequesne Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
Basal 8(8;9) 7,5 (6, 8) 8,5(7,9)
1 mes 8,5 (6;9) 8(8;9) 9(7,10)
3 meses 8 (7;9) 9,5(9;10) 9 (6, 10)
6 meses 7,5(7;9) 7 (5;9) 7 (6, 10)
12 meses 8,5 (7,;9) 8(7;9) 7.5(7,9)

Se expresan los valores de la mediana en la escala de Lequesne. No se observaron
diferencias significativas en ningun grupo. Los datos se presentan con la mediana
(IQR)

Visita a los 12 meses

Comparando con mi estado general hace 12 meses, considero
que mi estado de salud es hoy:

80 100

60

%

40

20
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Dosis alta

Control Dosis baja

I viejor
. cual
N reor

Figura 12. A la pregunta de como evaluarian su estado de salud actual comparado
con el afio anterior mas del 50% de los pacientes del grupo de dosis alta tuvo la
sensacion de tener un mejor estado de salud al final del seguimiento con respecto al
afio previo, hecho que es comparable en el 20% de los pacientes del grupo control y
40% del grupo de dosis baja de BM-MSCs.
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Tabla 5. Eficacia del tratamiento basado en la calidad de vida (EQ-5D).

Control Dosis baja Dosis alta p
Basal 0.72 0.57 0.7
(0.54, 0.79) (0.49, 0.68) (0.65, 0.74) 0.169
12 meses 0.79 0.74 0.79 '
(0.74, 1) (0.59, 0.79) (0.74, 1)

Resumimos los resultados obtenidos a los 12 meses. No encontramos diferencias
significativas en las escalas de calidad de vida, KOOS (ANEXO 1V) y EQ-5D a los 12
meses. Los datos se presentan con la mediana (IQR)
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Figura 13.- Rango articular de la rodilla. Los valores son expresados en la mediana de
los grados medidos con gonidmetro a lo largo del estudio. En la figura superior se
muestran los resultados de la flexibn y en la figura inferior los resultados de la
extension. *, p<0.05; **, p<0.01 resultados con respecto al valor basal en el grupo de

dosis alta. # p < 0.05 con respecto al valor basal en el grupo de dosis baja.

5.4.- Rango articular de la rodilla.

Los grados de flexion y extension mejoraron de manera significativa en los
efecto mas

pacientes que fueron tratados con BM-MSCs, siendo el

rapidamente visible en aquellos pacientes que recibieron la dosis mas alta de
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células. No se obtuvo una mejoria en los pacientes pertenecientes al grupo de

acido hialurénico. (Figura 13).

5.5- Resultados Radioldgicos: interlinea articular y Resonancia Magnética

(Protocolo WORMS).

El andlisis de la interlinea articular en las proyecciones de Rosenberg durante
el seguimiento no mostraron diferencias significativas. Si bien es cierto que se
ha observado un descenso de la interlinea en el grupo control, estas
diferencias han estado al borde de la significacion a los 12 meses (p=0.05 a los
12 meses) (Tabla 6, Tabla 7). La evaluacién del grupo de dosis baja no fue
posible, porque el 50% de los pacientes pertenecian a un grado de K-L de |V,

cuyo valor de interlinea ya era de 0 al inicio.

Tabla 6. Diferencias en la interlinea medida en la radiografia simple,
comparando a los 6 y 12 meses tras la administracion de los tratamientos.

Tiempo Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
6 meses -3 (-6, 0) 0(-1,0) 0(-1,1)
12 meses -4 (-18, 0) 0(0,3) 0(-1,2)

Los datos han sido medidos en milimetros (mm) y cada valor mediante la sustraccion
del valor a los 6 y 12 meses con el obtenido basal. Los datos se presentan con la
mediana (IQR).

De manera consistente con los resultados obtenidos en la radiografia simple, la
doble lectura de la resonancia magnética siguiendo el protocolo WORMS
mostr6é una ligera reduccion de la magnitud de la escala WORMS en aquellos

pacientes que recibieron un mayor numero de células durante el seguimiento,

aunque esta no fue significativa (Tabla 8). Los pacientes tratados con 100
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millones de células mostraron una mejoria de 4 puntos a los 12 meses, con una

mejoria en el 25% de los casos de 22 puntos, hecho que no se observd en

aquellos pacientes que recibieron menor nimero de células o AH aislado.

Tabla 7. Valores de la interlinea articular durante el ensayo clinico.

Tiempo Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
Basal 25.5 (20, 40) 10 (0, 42) 33.5 (13, 52)
6 meses 24 (15, 29) 9 (0, 45) 30 (15, 53)
12 meses 22 (0, 26) 10 (0, 48) 32 (15, 52)

Los valores, en mm, corresponden a los valores de la interlinea articular basal, a los 6
y 12 meses. Los datos se presentan con la mediana (IQR)

Tabla 8. Valores de la escala WORMS antes de la administracién, a los 6y 12
meses desde el tratamiento.

Tiempo Control BM-MSCs
Dosis baja Dosis alta
Basal 79 (41, 94) 75 (64, 107) 60 (53, 84)
6 meses 78 (34, 107) 70 (57, 126) 53 (51, 90)
12 meses 83 (25, 95) 90 (67, 140) 53 (46, 82)
12 meses de evolucién -0.5 (-16, 15) 2.5 (-3, 25) -4 (-22, 2)

Los valores son expresados en mediana (IQR). La evolucion en cada grupo fue
calculado mediante la sustraccion del valor a los 12 meses con el basal, expresadas
en mediana (IQR). El analisis completo del protocolo WORMS se encuentra detallado
en el ANEXO V.
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6.- DISCUSION

El interés por el uso clinico de las MSCs para el tratamiento de la artrosis ha
crecido en la ultima década. Sin embargo, la dosis éptima, la fuente de
obtencién, asi como el uso de coadyuvantes, no han sido establecidos. Con tal
premisa, en el presente ensayo clinico hemos comparado la administracion
aislada de &cido hialurdnico con la administracion de dos dosis diferentes de

BM-MSCs autblogas, 10 y 100 millones, coadministradas con acido hialurénico.

6.1.- MSCs vs Implantacion de condrocitos autélogos.

Durante las pasadas 2 décadas los defectos focales del cartilago han sido
objeto de interés de tratamiento por parte de la terapia celular y la ingenieria
tisular. En este sentido las técnicas de implantacion de condrocitos autblogos,
con o sin matriz (ACI o MACI), han sido utilizadas con prometedores
resultados. A diferencia de los defectos focales, en la artrosis nos encontramos
con grandes extensiones de cartilago lesionado asociadas a una diferente
fisiopatogénesis. Esto nos lleva a que las técnicas nombradas (ACI y/o MACI)
no puedan ser utilizadas [202-204]. Como ya hemos explicado antes, la propia
base genética y fisiopatologica de las lesiones artrdsicas, las diferencian de
una lesién puramente condral, con una mayor participacion de las estructuras
circundantes al cartilago (hueso subcondral y membrana sinovial). Por tanto, el
uso en la artrosis de las BM-MSCs aut6logas mediante inyeccion intraarticular
puede presentar algunas ventajas con respecto al uso de condrocitos. La
primera hace referencia a su capacidad de autorenovacion (self-renewal), lo

que permite que el numero de células que se pueden obtener en cultivo sea
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mucho mayor a las que somos capaces de obtener en el cultivo de condrocitos.
Ademas, sin requerir una zona donante de cartilago, que en grados muy
avanzados puede no ser accesible y que en aquellos casos en que sea posible,
puede presentar una morbilidad asociada [203-205]. Las MSCs son las
responsables de la renovacion y mantenimiento de los tejidos mesenquimales
adultos, incluido el cartilago. Las MSCs cultivadas in vitro, tienen una actividad
condroinductora que se objetiva con la proliferacion condral que inducen y en la
produccion de las proteinas de las que forma parte la matriz extracelular,
incluyendo el agrecano y el colageno de tipo Il, el cual tiene un papel
fundamental en la reparacion del cartilago [164-166, 206].

Se ha sugerido que el numero de MSCs presentes en el hueso subcondral
decrece con la edad y con el grado de artrosis, sugiriendo que existe un déficit
de MSC que prima para el desarrollo del proceso degenerativo [163, 207, 208].
De la misma manera, se ha propuesto, que durante la lesién tisular, existe una
migracion de las MSCs para participar en el proceso reparativo, 1o que daria un
valor a su administracion exdgena [165, 166]. Por todo ello, las MSCs tienen
mayor base teédrica para ser efectivas.

En un estudio de cohortes publicado en 2010, Nejadnik et al. compararon el
uso de condrocitos autélogos con BM-MSCs autdlogas, producidos en
condiciones de GMP. Este estudio estaba compuesto por una muestra de 72
pacientes, de los cuales, 36 recibian técnica ACI (15 rodillas artrésicas) y otros
36 BM-MSCs junto a una matriz (20 rodillas artrGsicas, pero con lesiones
continentes). En este estudio los 2 tratamientos fueron efectivos en mejorar el

dolor y la calidad de vida, pero el tratamiento con BM-MSCs presentaba més
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ventajas al requerir una intervencién quirurgica menos, menor morbilidad
asociada y todo ello asociado a un menor coste hospitalario. Estas ventajas,
unidas a que no existian diferencias clinicas entre los grupos, aconsejaban su
uso en estos casos. Bien es cierto que no existe en el estudio ninguna

referencia especial a los pacientes afectos de artrosis [205].

6.2.- Seguridad: reacciones adversas vistas en la administracién de las

MSCs.

La seguridad es uno de los objetivos primarios definidos en el ensayo clinico.
En una revisidn sistematica sobre la seguridad de la inyeccion intraarticular de
BM-MSCs autblogas, de 844 procedimientos, correspondientes a 8 estudios,
se encontraron 22 eventos adversos y 4 eventos adversos graves. La media de
seguimiento de estos pacientes fue de 21 meses [209]. Dos de los eventos
adversos graves fueron referentes al procedimiento, el primero hace referencia
a un caso de embolismo pulmonar e infeccion de la cresta iliaca y el segundo
no estaba relacionado con el procedimiento (tumor en area no implicada ni en
la zona de implantacion ni en la zona de extraccion). El resto de reacciones
adversas leves, hacen referencia al dolor e inflamacién de la articulacién tras la
infiltracién.

El dolor e inflamacion de la inyeccion intraarticular de AH de alta viscosidad fue
motivo de estudio en un metaanalisis publicado en 2007. En el, de 890
infiltraciones, 50 (7,7%) desarrollaron estas reacciones [210]. En nuestro
trabajo, con un numero mucho mas pequefio de muestra hemos encontrado un

namero mayor de pacientes que requirieron de tratamiento con AINES en las
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primeras 24 horas tras la inyeccién de células, siendo mayor el porcentaje en el
grupo que recibié mayor dosis celular. Si bien es cierto que todos recuperaron
sin secuelas, es un acontecimiento adverso que por su frecuencia debemos
reconocer. Dos son las razones fundamentales a las que podemos atribuir este
dolor. La primera es al mayor volumen inyectado entre los grupos de células y
el control. La segunda razdn seria mas teoérica, y haria referencia a una posible
lisis celular. Los resultados son similares a los obtenidos por otros grupos. con
la inyeccidon de 40 millones de células autbélogas y alogénicas [177, 211].

A pesar de que existe un riesgo potencial de contaminacion bacteriana,
transformacion a un tipo celular no deseado, transformacién maligna o la
diferenciacion prematura durante el cultivo, no hemos detectado este tipo de
problemas durante el estudio [212]. Esto es consistente con los problemas
descritos por otros grupos que han utilizado este tipo celular en estudios con
mayor 0 menor tamafo de la muestra, siendo extensible al uso alogénico de
este tipo de células. El poco tiempo de cultivo de este tipo de células, y su
limitada capacidad para la divisibn, se asocia a ese bajo riesgo de
transformacion maligna, disminuyendo el riesgo potencial de producir
neoplasias tras la implantaciébn tanto en animales como en estudios en
humanos [206, 213-218]. Cabe mencionar en este sentido 2 casos de
desarrollo neoplasico en el sitio de implantacion, el primero en raton; los
autores se retractaron posteriormente. Mientras que en el segundo caso parece
haber sido producto de la contaminacién cruzada con lineas de osteosarcoma
o fibrosarcoma [219, 220].

En este mismo sentido, Agung et al. tras la inyeccion intraarticular de 10x10’

75



células observaron la generacién de cuerpos libres articulares en estudios
preclinicos en ratas [213]. No hemos encontrado reacciones adversas en este
sentido en el presente ensayo.

Respecto al cultivo, debemos tener en cuenta que el medio de cultivo puede
también afectar a la poblacion y fenotipo celular y consecuentemente al
comportamiento de las mismas. Minimizar el contacto de los suplementos
animales con las MSCs aumenta el nivel de seguridad que evitaria el potencial
riesgo a la contaminacion bacteriana o respuesta inmunolégica a los mismos
[221-224]. Existen alternativas a estos cultivos como el uso de suero autdlogo o

de lisado de plaguetas humano.

6.3.- Viabilidad del procedimiento.

La viabilidad del procedimiento es el segundo de los objetivos primarios
definidos. Existe controversia respecto a la calidad y la cantidad de MSCs que
se pueden obtener de pacientes de edad avanzada y con grado de artrosis
moderada-severa. Por una parte, en el ano 2002, Murphy et al. mostraron que
la reserva de MSCs en pacientes con artrosis avanzada de rodilla disminuia
con independencia de su edad, la cual también es, de por si, un factor
independiente para el descenso del numero de estas. Este grupo realizé la
comparacion de las BM-MSCs obtenidas de pacientes sometidos a artroplastia
de rodilla, con muestras de sujetos con rodillas sanas. Murphy et al
concluyeron que las MSCs en pacientes con artrosis avanzada tenian reducida
también su capacidad de proliferacién in vitro asi como su capacidad de

diferenciacion condrogénica, con aumento de la actividad osteogénica. Por lo
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tanto, estariamos hablando no solo de una pérdida cuantitativa sino cualitativa
de estas células [208]. Resultados similares se obtuvieron con el uso de tejido
adiposo de grasa infrapatelar de pacientes con artrosis y edad avanzada,
demostrando que de manera independiente, tanto la edad como la condicion
artrésica habian reducido de manera significativa la capacidad de
diferenciacion condrogénica [225].

Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que el objetivo cuantitativo
es factible en este tipo de pacientes, obteniéndose un numero suficiente de
MSCs con potencial de diferenciacién condrogénica independientemente de su
edad o grado de artrosis [226, 227]. De la misma forma, Dudics et al.
demostraron que las MSCs de pacientes con artrosis poseen un potencial
condrogénico similar a la de las MSCs de donantes sanos, pudiéndose aislar
una cantidad suficiente de MSCs con capacidad condrogénica en pacientes con
artrosis de rodilla, con independencia de su edad o de la causa de enfermedad
[196, 228]. Estos resultados, junto a otros similares, sugieren que es viable el
uso de BM-MSCs autblogas en pacientes con artrosis de rodilla [229].

En la revision realizada de los ensayos clinicos con células cultivadas de
pacientes con edades avanzadas, observamos la viabilidad de la técnica,
hecho que es apoyado también por nosotros, al alcanzar la dosis planificada en
todos los casos, aunque la velocidad de expansion de las células no haya sido

igual en todos los pacientes. Este hecho puede ser objeto de estudios futuros.
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6.4.- Dolor y funcién articular.

La mejoria del dolor en la escala EVA es predictor independiente de la
necesidad de protesis total de rodilla [72]. Con el uso de BM-MSCs, hemos
encontrado un resultado positivo en el alivio progresivo del dolor, que se hace
permanente hasta el final del seguimiento, donde estas diferencias son
mayores. De manera interesante, este efecto en el dolor fue independiente de
la dosis celular administrada en la escala EVA, no observandose este efecto en
el grupo que sélo recibié AH, siendo el valor de la escala visual analbgica a los
12 meses en este grupo similar a la situacién previa al tratamiento. De manera
paralela, el andlisis de los valores de la escala WOMAC mostr6 un efecto
positivo en los grupos que recibieron células para la reduccidén de los sintomas
asociados a la artrosis. Es importante remarcar en este punto que aunque la
administracion aislada de AH fue eficaz en la escala WOMAC durante los
primeros 6 meses, esta diferencia no se sostuvo a largo plazo. Por contra, el
efecto positivo si se mantuvo en aquellos grupos que recibieron BM-MSCs. A
diferencia de los que observamos en la escala visual analégica, solo el grupo
que recibidé dosis alta celulares (100 millones) mostré una reduccién eficiente
en la escala WOMAC, de tal manera que solamente este grupo cumplié los
criterios de respuesta al tratamiento (Cambio en 2 subescalas de al menos el
20% y 10 puntos en los valores globales).

El efecto y el mecanismo por el cual las MSCs actuan sobre el dolor en la
artrosis de rodilla es controvertido en la literatura. Un metaanalisis y una
revision han sido publicadas recientemente con este objetivo de analisis. Xia et

al. evaluaron en su metaandlisis el resultado de 7 ensayos clinicos,
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concluyendo que las células no eran capaces de reducir las escalas del dolor
evaluadas. Desafortunadamente, la heterogeneidad de la metodologia de los
diferentes estudios incluidos en el analisis, con diferentes métodos de
produccion (cultivadas vs no cultivadas) y dosis, dificultan la obtencién de
conclusiones soélidas [230]. Por otra parte, Rodriguez-Merchan en su revision
de 25 trabajos publicados acerca de la inyeccion intraarticular de MSCs en
artrosis de rodilla, encuentra que las MSCs inducen un alivio del dolor y mejoria
funcional en tres ensayos clinicos aleatorizados. Al igual que ocurriera con el
metaanalisis previamente citado, los ensayos clinicos no son comparables en
cuanto metodologia al nuestro. El primero de los ensayos utiliza un
concentrado de aspirado de médula 6sea, el segundo utiliza progenitores de
sangre periférica y el tercero células cultivadas asociadas a osteotomia de tibia,
la cual es un tratamiento quirurgico establecido con un impacto importante y
conocido en el alivio del dolor [231]. El numero de ensayos clinicos
aleatorizados comparando diferentes dosis es, por tanto, limitado. En un
interesante trabajo, Orozco et al. reflejaron un efecto en el alivio del dolor y la
mejora en la funcibn en doce pacientes a los que se les administr6 una
inyeccion intraarticular de 40x10° de MSCs cultivadas. Paralelamente, en un
reciente estudio del mismo grupo, se refleja una mejoria clinica en pacientes
menores de 65 anos, que fue significativa tras 6 y 12 meses desde el
tratamiento en 15 pacientes. En estos trabajos contaban con un unico grupo de
seguimiento, sin comparacion con grupo control. En un ensayo aleatorizado
mas comparable al nuestro, utilizando MSCs alogénicas, Vega et al. obtuvieron

buenos resultados clinicos en el control del dolor y funcion en la misma dosis
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celular (40x10°) cuando se compararon con la inyeccion Unica de &cido
hialurénico [177].

La artrosis no ha sido considerada clasicamente dentro de las denominadas
artropatias inflamatorias debido a la ausencia de los neutréfilos en el liquido
sinovial y la falta de manifestaciones sistémicas de inflamacién [33]. Sin
embargo, con frecuencia se asocia con signos locales de inflamacion vy
sintomas tales como dolor articular, aumento de volumen de las partes blandas
y rigidez, lo que lleva a un deterioro funcional significativo con discapacidad en
mayor o menos grado [32]. La mejora del dolor asociado a un efecto leve sobre
la funcidén y los resultados en la resonancia magnética nos sugieren que el
efecto positivo de BM-MSCs pueden depender de su funcién paracrina sobre
las células implicadas en la artrosis. Apoyando esta idea, las propiedades
antiinflamatorias descritas en la MSCs se han correlacionado con la reduccién
del dolor [171, 173-175]. Esa disminucién del dolor, explicarian los cambios
positivos en la flexo-extensibn de la rodilla. Aunque tales cambios son
pequenos, hay que senalar que una limitacién de sélo unos pocos grados en la
extension puede comprometer gravemente la marcha. Esta actividad paracrina
nos abre una ventana futura a considerar este tipo de tratamientos en
pacientes con artrosis en grado leve, en los que las MSCs inyectadas podrian
ser mas eficaces a través de su funcion paracrina cuando un cartilago sano
todavia esta presente, hecho que en el ensayo actual no ha podido ser

estudiado.
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6.5.- Radiologia.

La interlinea articular se correlaciona con el grosor del cartilago y su
mantenimiento, con la evolucion del proceso degenerativo. En contra de lo que
ocurre en el grupo de &cido hialurdnico, cuya interlinea sufrié una reduccion del
espacio articular, en los grupos que recibieron células, esta interlinea se
mantuvo a lo largo del ensayo. Debemos ser cautos a la hora de tomar una
conclusién de estos datos. Si tenemos en cuenta que el 50% de los pacientes
tienen una artrosis de rodilla grado 1V, en la que la distancia de la interlinea es
0y que el 50% de ellos (25% del total), se encuentran en el grupo de dosis baja
celulares, lo que impide el seguimiento adecuado. Sin embargo, entre los
grupos control y dosis alta, que tenian valores basales comparables, si que la
evolucion fue diferente. Este hallazgo es consistente con las observaciones de
resonancia magnética y esta de acuerdo con estudios publicados previamente
que también investigaron el papel de las MSCs cultivadas o MSCs en matrices

en la artrosis de rodilla.

6.6.- Dosis 6ptima de MSCs.

La dosis de MSCs requerida para el tratamiento de la artrosis de rodilla no ha
sido establecida siendo un tema de investigacidon activa. A pesar de que hemos
mencionado previamente el estudio preclinico en conejos de Deseando et al.
no encontraron una respuesta dosis dependiente en la disminucion de MMPs y
TNF-a.

Existen indicios en estudios clinicos para pensar que existe una relacién dosis

dependiente entre el nUmero de células inyectadas y el efecto producido. En
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estudios diferentes, las dosis utilizadas van desde los 8 millones hasta los 100
millones. En el ano 2014 Jo et al. publicaron un estudio piloto comparando tres
dosis de MSCs derivadas de tejido adiposo cultivadas (1x10°, n = 3; 50x10°, n
= 3; y 100x10°% n=3). Solo el grupo de dosis alta de células mostré una
reduccion significativa del EVA a los 6 meses. Es de destacar que estas
diferencias fueron observadas a pesar del pequeno numero de pacientes
incluidos. Dado estos resultados, aumentaron el nUmero de pacientes en una
segunda fase del estudio 100x10° (n=9), con resultados prometedores [232].
En consonancia con estos resultados, creemos que es preferible administrar
100x10° en lugar de 10x10° células. Sin embargo, esta conclusion debe ser
tomada con precaucién puesto que los pacientes que se encontraban en el
grupo de dosis baja presentaban un mayor grado de artrosis que el grupo de
dosis alta en el momento de ser incluidos en el ensayo, lo que puede dificultar
su interpretacion.

No existen estudios hasta la fecha que nos puedan informar del valor que
pudiera tener la infiltracion repetida de estas células, siendo numerosos los
estudios que hablan de la necesidad y de la posibilidad, dados los pocos
efectos secundarios, de valorar esta opcién en ensayos futuros.

Es aceptado que los pacientes afectos de artrosis presentan un déficit de
MSCs que conduce al desarrollo y mantenimiento del proceso degenerativo.
Ese déficit, asociado no solo al grado de artrosis, sino también a la edad, no es
solo cuantitativo (numero de MSCs) sino que también afecta a la capacidad de
proliferacion y diferenciacidbn, como se ha objetivado en estudios in vitro. A

pesar de esa disminucién tanto cualitativa como cuantitativa, hemos sido
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capaces de obtener la cantidad celular propuesta de BM-MSCs en pacientes
con artrosis, independientemente de su edad o grado de enfermedad [196,
226-228].

El presente estudio no estd exento de limitaciones. En primer lugar, por
cuestiones éticas no pudimos realizar un ensayo doble ciego. Con el fin de
minimizar este inconveniente, las puntuaciones clinicas subjetivas fueron
contrastadas con medidas objetivas para minimizar el sesgo. Ademas, dos
radibélogos de manera independiente y ciega llevaron a cabo el anélisis de las
resonancias magnéticas. En segundo lugar, la relativamente corta duracion del
estudio no nos permiti6 analizar la eficacia de los tratamientos mas alla de un
ano después de su administracion. Por ultimo, como se habia previsto, la
avanzada artrosis de una parte importante de los pacientes del grupo de dosis
baja puede haber enmascarado los efectos beneficiosos asociados a la

inyeccion de MSCs.

6.7.- Cuestiones futuras sobre el uso de las MSCs en el tratamiento de la

artrosis.

Son numerosas las cuestiones acerca del uso en artrosis de las MSCs.
Ademas de la dosis y la fuente que todavia no esta bien establecida, futuros
estudios seran necesarios para determinar la necesidad de repetir este tipo de
infiltraciones, asi como el momento adecuado para su infiltracion. Si
suponemos un efecto paracrino en las células que estamos inyectando, el valor

tedrico de poder actuar en condrocitos presentes en el cartilago seria alto
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pudiendo esperar una accién a ese nivel, que en estadios avanzados de la
enfermedad no somos capaces de observar, por la ausencia de los mismos.

En otro orden de cosas, aumentar la capacidad para la implantacién de estas
células en el lugar deseado, plantearia una mayor eficacia de estas terapias.
En la artrosis de rodilla, con grandes areas desnudas de cartilago, seria
importante el uso de matrices o0 membranas que las soporten en aquel sitio
donde presumiblemente seria mas necesario. Hemos intentado utilizar el AH en
este sentido, pero debemos pensar que esto es insuficiente para contenerlas.
El intentar llevar a las MSCs a un punto de induccién mayor de condrogénesis
in vitro y en ese punto implantarlas in vivo, podria tener su importancia. En un
modelo animal en ovejas, que usaba BM-MSCs fueron cultivadas 3 semanas
en medio que contenia 5 ng/ml TGF-$3 y 50 ng/ml IGF-I, después del cual
fueron infiltradas [233]. Las rodillas tratadas con BM-MSCs tratadas en este
medio condrogénico mostraron mejorias en el efecto regenerador del cartilago

articular.

6.8.- Estudios comparativos de las fuentes.

No existen estudios clinicos que comparen la eficacia de 2 fuentes diferentes
de MSCs, no habiéndose establecido la fuente 6ptima de los mismos [212]. Lo
que si parece por estudios in vitro es que las células derivadas de la sinovial
son las que tienen mayor potencial condrogénico, seguido en esta linea por las
derivadas de médula ésea y periostio. Las derivadas de tejido adiposo y
sinovial son las que presentarian mayor capacidad en términos de

osteogénesis [234, 235].
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En estudios preclinicos, en ratones, en el ano 2002 Wakitani et al. compararon
las MSCs obtenidas de periostio con las obtenidas de médula 6sea, colocadas
sobre gel de colageno para el tratamiento de defectos del cartilago articular.
Las puntuaciones histolégicas de los dos grupos fueron similares, mejorando
hasta en las 4 semanas, a partir de la cual, la estructura de cartilago observada
en el grupo de BM-MSCs fue mas parecida al cartilago original y mas ordenado
que en el grupo de periostio [236]. Un afo mas tarde, en conejos, Nathan et al.
compararon las MSCs derivadas de periostio y las derivadas de tejido adiposo
en matriz de fibrina para el tratamiento defectos condrales. A nivel histologico y
biomecanico, los defectos reparados por células derivadas de tejido adiposo
parecian ser mejores que los obtenidos por las células derivadas de periostio
[237]. En 2006, Park et al. utilizaron las MSCs de periostio, médula 6sea y
grasa de ratas adultas con el objetivo de regenerar defectos del cartilago de la
rodilla. Antes de la implantacion, las MSCs fueron prediferenciadas a la linea
condrogénica través de vectores adenovirales conteniendo ADNc de BMP-2.
Los resultados fueron consistentes con los nombrados previamente [238]. En
2008, Koga et al. obtuvieron resultados también consistentes con esta linea,
mostrando la superioridad de las MSCs sinoviales y BM-MSCs para la
reparacion de defectos condrales en conejos [239].

En modelos de animales grandes, Frisbie et al. con inyecciones de ADMSCs y
BM-MSCs para el tratamiento de la artrosis, no mostraron diferencias
significativas, aunque el seguimiento fue solo de 70 dias. Este fue pionero al

comenzar a usar células inyectadas y en enfermedad artrésica [214].
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Pero no solo debemos tener en cuenta la capacidad condrogenica u
osteogénica para el tratamiento de pacientes. También juega un papel
fundamental la capacidad para el cultivo y la expansién de las mismas, para
poder alcanzar la dosis que tenemos planificada. Sakaguchi describié que la
facilidad para el cultivo era mayor en células derivadas tanto de médula 6sea
como de sinovial, siendo las de musculo y tejido adiposo las que perdian antes
su potencial de expansion, aguantando menos pases en el cultivo. Por otra
parte, el acceso a la sinovial de los pacientes no es sencillo, requiriendo de un
método mas invasivo para su obtencién [235].

La posibilidad de uso de células alogénicas abre una puerta a potenciales
mejoras en el tratamiento, cuanto menos interesantes. La ausencia de biopsia,
el uso de células madre de donantes jovenes asi como la reduccidén de costes,
podrian estar entre ellas. Vega et al. compararon el uso de células alogénicas
de 3 donantes distintos, mostrando buenos resultados clinicos, aunque fueron

menores a los encontrados con células autblogas [177].
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7.- CONCLUSIONES

1. La inyeccién unica intraarticular de células madre mesenquimales
cultivadas autblogas derivadas de médula 6sea y asociadas a &cido
hialurénico es un procedimiento seguro y viable en pacientes con grados
moderados-avanzados de artrosis de rodilla.

2. La inyeccion intraarticular de células madre mesenquimales autdlogas
cultivadas derivadas de médula 6sea se traduce en una mejoria clinica y
funcional en grados moderados-avanzados de artrosis de rodilla,
especialmente cuando se administran en dosis elevadas (100 millones).

3. Estos resultados abren el camino para la realizacion de un ensayo

clinico fase llI.
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ANEXO |

CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE ARTROSIS (ACR, American
College of Rheumatology)

A) Usando historia y examen fisico:

Dolor en la rodilla y 5 de los siguientes items:
Mas de 50 anos.
Rigidez matinal de menos de 30 minutos
Crujido a la movilizacién activa.
Sensibilidad 6sea.
Aumento de volumen 0seo.
Sin aumento de la temperatura sinovial.
VHS < 40 mm/hr
Factor reumatoide negativo.
Liquido sinovial compatible con artrosis.
Estos criterios tienen una sensibilidad de 92% y especificidad de
75%.

©OoON®O N~

B) Usando datos clinicos y radioldgicos:
Dolor en la rodilla mas osteofitos y por lo menos 1 de los siguientes
items:
1. Mas de 50 anos.
2. Rigidez menor de 30 minutos
3. Crujido a la movilizacién activa.

Estos criterios tienen una sensibilidad de 91% y especificidad de
86%.
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ANEXO Il

Clasificacion radiografica de la Artrosis de Kellgren & Lawrence.

Clasificacion radiografica de la Artrosis de Kellgren & Lawrence

Grado | - OA dudosa

-Osteofitos cuestionables

-Espacio articular normal

Grado Il - OA minima

-Osteofitos definidos

-Espacio articular posiblemente disminuido

Grado lll - OA moderada

-Osteofitos multiples

-Disminucién definida del espacio articular

-Esclerosis 6sea subcondral

Grado IV - OA severa

-Osteofitos muy grandes

-Severa disminucién del espacio articular

-Esclerosis 6sea marcada

-Quistes 6seos

-Deformidad o trastornos de alineacion
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Anexo lll : Calendario de visitas

PROCEDIMIENTO

Seleccion

Tratamiento

Seguimiento

Dia0

24

Sem

Mes
1

Mes
3

Mes
6

Mes
12

Consentimiento
informado

Criterios
inclusién/exclusion

Extraccion médula
Osea

Infusién células
mesenquimales

Visita (control
Tolerancia)

Constantes fisicas

Sintomas

Parametros
CLINICOS (Dolor
y Funcién)

Escalas de Dolor

Escalas de
Funcién

Balance articular

Parametros
Radiologicos

Radiologia Simple

Resonancia
Magnética

Otros parametros

Reacciones
adversas

Medicacion/
tratamiento
concomitante
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Anexo IV: Eficacia del tratamiento evaluada por la escala KOOS

Dolor
Control Dosis baja Dosis alta
Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 p
Basal 69.4 63.9; 75 48.6 44.4;52.8 66.7 58.3;72.2 0.008
1 mes 90.3 80.6;100 65.3 61.1;77.78 80.6 55.6;86.1 0.047
3 meses 83.3 80.6;86.1 72.2 47.2;86.1 73.6 69.4;88.9 0.308
6 meses 87.5 69.4;100 73.6 58.3;80.6 77.8 75;86.1 0.303
12 meses 83.3 72.2;91.7 70.8 55.6;8.3 80.6 69.44,88.9 0.386
Otros sintomas
Control Dosis baja Dosis alta
Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 p
Basal 55.4 46.4;67.9 44.6 39.3;60.7 57.1 53.6;71.4 0.249
1 meses 60.7 50.0;71.4 53.6 46.4;60.7 53.6 50;64.3 0.535
3 meses 57.1 50;67.9 60.7 50;71.4 62.5 57.1;64.3 0.921
6 meses 67.9 46.4;71.4 58.9 53.6;60.7 60.7 57.1;64.3 0.307
12 meses 62.5 46.4;71.4 60.7 57.1;67.9 62.5 57.1;67.9 0.982
Actividades de la vida diaria (ADL)
Control Dosis baja Dosis alta
Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 p
Basal 69.1 60.3;73.5 52.9 48.5;63.2 66.9 58.8;75 0.066
1 mes 89.0 76.5;94.1 721 63.2;86.8 77.2 67.7;85.3 0.172
3 meses 86.7 85.3;88.2 75 47.1;89.7 83.8 72.1;89.7 0.454
6 meses 89.7 64.7;,97 1 74.3 66.2;88.3 81.6 76.5;83.8 0.519
12 meses 81.6 66.1;92.7 77.2 72.1;85.3 78.7 76.5;80.9 0.830
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Deporte y actividad recreacional (Sport/Rec)

Control Dosis baja Dosis alta
Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 p
Basal 40.0 25.0;55.0 12.5 0.0;30.0 35.0 15.0;45.0 0.077
1 mes 52.5 40.0;83.3 30.0 20.0;35.0 45.0 35.0;75.0 0.074
3 meses 40.0 15.0;50.0 475 15.0;60. 67.5 40.0;85.0 0.261
6 meses 47.5 35.0;80.0 475 20.0;75.0 52,5 40.0;80.0 0.741
12 meses 35.0 30.0;75.0 37.5 30.0;60.0 47.5 40.0;65.0 0.766
Calidad de vida (QOL)
Control Dosis baja Dosis alta
Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 Mediana p25; p75 p
Basal 37.5 31.6;62.5 31.6 18.8;37.5 37.5 25.0;43.8 0.354
1 mes 59.4 31.3;68.8 37.5 31.3;62.5 34.4 18.8;68.8 0.542
3 meses 50.0 43.8;68.8 43.8 25.0;62.5 59.4 37.5;75.0 0.486
6 meses 68.8 43.8;87.5 37.5 25.0;75.0 65.7 43.8;75.0 0.251
12 meses 53.1 31.3;75.0 37.5 25.0;62.5 65.6 50.0;68.8 0.305
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Anexo V: Resultados de la escala WORMS

(Whole-Organ Magnetic Resonance Imaging Score)

Control Dosis baja Dosis alta
**Compartimento . 25; 25; 25,
Estructura Rodilla Visita | yegiana | P | Mediana | " Mediana | © P
p75 p75 p75
Basal | 16 | 421 | 21 | 1925 | 8 | 312 | 0021
3 _ . .

VT oo 16 |42 | 7 |23 | 5 | 3140104
12 9 | 318 | 2 |42 4 |219 0027
meses
Basal | 4 11 7 510 2 17 | 0285
6 ) . .

- o] 3 112 7 38 5 17 | 0473
12 2 14 5 28 4 16 | 0352

Cartilago meses
Basal | 10 | 743 9 715 8 | 516 | 0976
3 _ _ .

oF o] 312 | 10 | 7:10 8 | 516 | 0.910
12 9 | o011 7 6:11 7| 315 | 0.958
meses
Basal | 33 | 2038 | 38 | 3549 | 25 | 1835 0.034
6 31 | 1540 | 28 | 2547 | 21 | 2032|0435

Total meses
12 25 | 1132 | 31 | 246 | 22 | 12280212
meses
Basal | 0 02 3 17 0 01 | 0092
3 , . .

VT o]0 05 3 26 1 0:2 | 0.099
12 0 0:4 4 27 1 0:2 | 0.044
meses
Basal 0 0:0 0 0:1 0 02 | 0514
3 , . .

- o]0 0:0 1 02 0 01 | 0352
12 0 00 0 0:1 1 01 | 0.246
meses
Basal 0 0:5 1 0;1 2 05 | 0.227
3

Médula 6sea PFJ mehses 0 0:1 0 0:1 2 0:4 | 0.101
12 0 02 1 0:1 1 04 | 0727
meses
Basal 0 0:0 1 0;1 0 0:1 0.344

) 6 0 0:1 1 0:1 1 01 | 0.543

S Region meses
12 0 00 0 0:1 0 01 | 0.814
meses
Basal | 3 08 2 29 5 27 0714
6 4 07 5 29 5 27 | 0.520

Total meses
12 5 07 5 2:9 5 37 | 0.501
meses
Basal | 0 00 0 0.0 0 01 | 0802
3 , . .

Quistes MFTJ meses 0 0.0 0 0.0 0 00 | 0.727
12 0 0:0 0 00 0 00 | 0.909
meses
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Basal | 0 00 0 00 0 00 [ 0318
6 . . .

Tl o]0 0:0 0 00 0 00 | 0317
12 0 0:0 0 00 0 00 | 059
meses
Basal | 0 00 0 00 1 02 | 0405
6 , . .

o) S0 0:1 0 00 1 02 | 0432
12 0 0:0 0 00 0 01 | 0.806
meses
Basal 0 0:0 0 0:1 0 0:1 0.284

y 6 0 0:0 1 0:1 0 04 | 0434

S Region meses
12 0 0:0 0 0:1 0 0:0 | 0460
meses
Basal | 0 01 0 02 2 03 | 0568
6 0 0:1 1 0:1 3 04 | 0233

Total meses
12 0 0:1 2 02 0 02 | 0.602
meses
Basal | 1 02 1 12 0 01 | 0424
6 . . .

ET) S0 0:1 1 0:1 0 01 | 0873
12 0 0:1 1 0:1 0 00 | 0.044
meses
Basal 0 0:0 0 0:1 0 0.0 | 0.670
6 , . .

Tl o]0 0:0 0 00 0 00 | 0727
12 0 0:0 0 00 0 00 | 079

Hueso Meses
Basal | 1 02 0 01 1 02 | 0246
6 , . .

o) S 02 0 00 0 01 | 0414
12 0 0:1 0 00 0 01 | 0626
meses
Basal | 2 04 2 15 2 4 10968
6 2 0:4 1 0:1 1 0:2 | 0.646

Total meses
12 2 02 1 03 0 01 | 0310
meses
Basal 13 6:19 13 10;20 11 6;16 | 0.804
6 _ . .

ET) Sl st | 15 | w22 | 10 | 814 | 0088
12 1 [ s19 | 15 | 1422 | 9 | 6120045
meses
Basal | 8 | 111 8 718 7 [ 413 | 0442
6 _ _ .

- ST 2| 1| et 7| 210 | 0518
12 _ , ,

Osteoios 2l s | o2 |32 | 8 | 615|007
Basal | 9 | 242 | 6 312 7 512 | 0.941
6 _ . .

o) Sl e a2 s 412 6 49 | 0867
12 10 |32 s 311 7 6:8 | 0.826
meses
Basal | 34 | 741 | 26 | 1756 | 27 | 16:42 | 0.898

Total 6 3 | 743 | 35 | 2152 | 24 | 1727 | 0.431
meses
12 34 | 1261 | 45 | 3665 | 26 | 1830 | 0.065
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meses
Basal | 34 | 1543 | 42 | 3060 | 20 | 13.26 | 0120
6 . . .
ET) ol 130 s | 2sst | 19 | 1129 | 0102
12 22 | 943 | 42 | 3060 | 15 | 930 | 0.022
meses
Basal | 13 | 520 | 18 | 1230 | 14 | 920 | 0221
. 6 _ . .
Comptz:t;rlnento LFTJ meses 18 2;23 19 11;27 10 8;20 | 0.534
12 21| 531 3 | 242 | 11 | 723 | 0441
meses
Basal | 22 | 1139 | 19 | 1136 | 23 | 1229 | 0982
6 18 | 538 | 18 | 1422 | 19 | 1327|0998
PFJ meses
12 2 | 320 | 18 | 1021 | 15 | 1128|0950
meses
Basal | 2 03 3 26 7 13 0278
3 , . .
ET) o]0 03 2 16 2 13 | 0410
12 1 03 4 1:5 2 04 | 0194
meses
Basal | 0 0.0 0 03 0 00 | 0722
3 , . .
Menisco LFTJ meses 0 0:1 2 0:3 0 00 | 0.107
12 0 0:1 0 02 0 00 | 0.339
meses
Basal | 3 13 5 26 3 13 10218
3 , . .
ot ol 05 5 1.7 2 13 | 0295
12 3 0:4 5 26 3 04 | 0275
meses
Basal | 0 0.0 0 0.0 0 00 | 0.757
. 6 0 0:0 0 0:0 0 0:0 | 0757
Ligamentos Total meses
12 , , ,
el o 0:0 0 0:0 0 00 | 0.757
Basal | 1 12 1 12 1 1 10989
6 . . .
Sinovitis Total meses 1 12 2 12 1 11 0.415
12 2 1:2 2 12 1 12 | 0415
meses

**MFTJ: Compartimento Medial; LFTJ: Compartimento Lateral; PFTJ: Compartimento Patelofemoral
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Anexo VI: Articulo Publicado
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