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1. Introduccién

1. Introduccion
1.1 La articulacion

Una articulacion se define como zona de contacto entre dos elementos del
esqueleto proximos entre si. A la articulacion le corresponden las superficies de
contacto entre los correspondientes elementos del esqueleto (superficies articu-
lares), asi como estructuras de partes blandas (tejidos) que se encuentran entre

ambas superficies articulares (1,2).

Existen principalmente dos tipos de articulaciones, las sinartrosis y las diar-
trosis. En las primeras falta el espacio articular, donde en su lugar existe tejido
conjuntivo o cartilago como tejido conectivo. Por otro lado se encuentran las diar-
trosis (clasificadas segin su funcién) o también articulaciones sinoviales (clasifica-

das segun su estructura).

1.1.1 Estructura de las diartrosis, especialmente la rodilla

Las articulaciones sinoviales del tipo diartrosis se componen de los siguien-

tes elementos:

1) Superficies articulares lisas, separadas por una cavidad articular y méviles unas

sobre otras.
2) una capsula articular y ligamentos.

3) un tejido sinovial responsable de producir liquido sinovial que sirve de alimen-

to y lubricante articular.

Superficies articulares - Las superficies articulares estan siempre revestidas por
cartilago llamado articular o de revestimiento. Este cartilago presenta una super-
ficie libre, lisa y pulida, cuyo espesor sera proporcional a la presion soportada por
unidad de superficie. Es solido, flexible, elastico y liso, facilitando los deslizamien-

tos, protegiendo la superficie 6seay evitando el desgaste del hueso.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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1. Introduccién

Frecuentemente, como es el caso de la rodilla, las superficies articulares no se
adaptan entre si con exactitud. Para lograr la concordancia existen unas laminas
fibrocartilaginosas interarticulares llamadas meniscos. En la rodilla tienen forma

de medialuna cuyas periferias se adhieren directamente a la capsula articular.

Capsula articular y ligamentos - Son las encargadas de mantener en contacto las
superficies articulares. E1 manguito fibroso que se inserta en la vecindad de las

superficies articulares se denomina capsula articular.

Su laxitud sera directamente proporcional a la amplitud de movimiento y a
la movilidad en si de cada articulacion. Existen una serie de refuerzos situados en

donde la capsula debe presentar una mayor resistencia denominados ligamentos.

Sin embargo, existen ligamentos que no son refuerzos de la capsula, sino que
se relacionan con tendones, tejido muscular y aponeurosis en su origen embrio-
légico, quedando como ligamentos intrinsecos en la articulacion definida, como

por ejemplo los ligamentos cruzados en la rodilla.
La rodilla

En el caso concreto de la rodilla la capsula articular tiene dos capas, compues-
tas por fuera por la membrana fibrosa y por dentro por la membrana sinovial. La
membrana fibrosa se compone de tejido conectivo fuerte unido al hueso a través
de fibras de colageno. La membrana sinovial se divide en intima y subintima. La
primera esta compuesta de uno a cuatro estratos de sinoviocitos fibroblasticos y
macrofagicos. Los macréfagos se encargan de fagocitar bacterias y restos celulares
asi como de la produccion de acido hialurénico. Los sinoviocitos fibroblasticos
sintetizan diversas proteinas. También encontramos células nerviosas aferentes

en la capsula articular.

El espacio articular esta relleno de liquido sinovial, que suele ser claro, de co-
lor ambar y viscosa gracias a su alto contenido en acido hialurénico. Este liquido
lubrica las superficies articulares rebajando enormemente la friccion entre ellas.

También participa en la amortiguacion y en aportar nutrientes al cartilago.

Elliquido sinovial presenta fosfolipidos, proteoglicanos (por ejemplo lubrici-

na) y proteinas, que provienen de la sangre.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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1. Introduccién

Fig. 1: Vista frontal de una rodilla derecha en bipedestacion

La rodilla articula el fémur en proximal y con la tibia y el peroné hacia distal.
El peroné no articula con el fémur, sino tinicamente con la tibia en su lado lateral

por debajo de la meseta tibial.

El fémur termina distalmente en dos rodetes ligeramente convexos cubiertos

de cartilago articular: los condilos femorales, uno interno y otro externo.

Formando parte del aparato extensor de la rodilla encontramos el hueso se-
samoideo mas grande del cuerpo humano, la rétula, que articula en su cara poste-
rior con el fémur a nivel del surco intercondileo. En su parte proximal se inserta
el tendon cuadricipital del musculo cuadriceps femoral, y distalmente el tendon
rotuliano que a su vez se inserta en la espina tibial anterior, formando parte de

esta forma del potente aparato extensor de la rodilla.

Las superficies articulares de los condilos femorales y de la tibia no son del
todo congruentes, pero existen dos meniscos en forma de semiluna que se ocupan
de aportar estabilidad y amortiguacion, consiguiendo de esta forma una articu-
lacion estable y armoénica. Cuando la rodilla esta flexionada, son las superficies

posteriores, mas planas, de los condilos femorales las que articulan sobre la tibia.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Al ser menos convexas no permiten movimientos de rotacion. Con la exten-
sion de la rodilla, pasan a articular con la tibia las superficies mas anteriores de los
condilos femorales, que al tener mayor convexidad si otorgan un pequeno grado
de movimiento rotacional. La estabilidad intraarticular sera proporcionada por
dos ligamentos cruzados, el anterior y el posterior, que nacen proximalmente en
el surco intercondileo del fémur fuera de la superficie cartilaginosa articular para

insertarse en las espinas tibiales en el centro del platillo tibial.

Existen dos ligamentos extraarticulares, los ligamentos laterales interno y ex-

terno que proporcionan estabilidad lateral contra los movimientos de varo y valgo.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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1.1.2. El Cartilago hialino

Se trata de un tejido con unas caracteristicas muy bien definidas. Tiene una
gran resistencia y durabilidad, y su aspecto macroscopico es blanco, brillante y
firme. Carece de vasos sanguineos, por lo que su nutricion depende del liquido
sinovial y se realiza mediante un sistema de difusion durante las distintas fases
de distribucion de la carga articular. El cartilago hialino consta de una abundante
matriz extracelular y de condrocitos, que son sus unicas células y se encuentran en

las llamadas lagunas o agregados.

Clasicamente se divide en tres zonas principales (Forriol, 3).

* Zona superficial (zona 1): Aqui las células se disponen de forma paralela a la super-

ficie articular para soportar mejor las fuerzas de cizallamiento.

» Zona de transicion o media (zona 2)

* Zona radial o profunda (zona 3): Las células tienden a formar grupos llamados
agregados o condrones, y se disponen perpendiculares a la superficie articular por
la distribucion tridimensional de las fibras de colageno, que de esta forma pro-
porcionan resistencia a la compresion y facilitan la cohesion del tejido. La mayor

concentracion de proteoglicanos la encontramos en esta capa profunda.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Fig. 2: Imagen histologica con lupa de hueso subcondraly cartilago articular, con tincion

de hematoxilina-eoxina (H-E).

Fig. 8: Detalle de corte transversal del grosor completo del cartilago articular, con tincion

de hematoxilina-eoxina (H-E).

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Fig. 4 : H-E: Detalle de la zona superficial en la que tanto las fibras de colageno como los propios condroci-

tos se disponen en una distribucion paralela a la superficie articular.

Fig. 5: H-E: En la zona intermedia la disposicion de los condrocitos estd menos definida, ya que es zona de

transcicion de posicion paralela a la superficie a zona de disposicion radial o perpendicular a la misma.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Fig. 6: H-E: En la zona profunda las fibras de coldageno forman un entramado perpendicular a la superficie
que permite al cartilago contrarrestar fuerzas de carga directa. Esto implica que la disposicion de condro-

citos sea en forma de agregados longitudinales perpendiculares a la superficie del cartilago.

Los condrocitos se encargan de sintetizar y secretar esta matriz, que es una red
macromolecular formada principalmente por cuatro tipos de moléculas: colage-

no, acido hialurdnico, proteoglicanos y proteinas no colagénicas o glicoproteinas.

El cartilago presenta una consistencia dura, pero se puede deformar por pre-
sion y después recupera su forma original (tiene “memoria”). Esta elasticidad a la
presion es una caracteristica que nace de la interaccion de los proteoglicanos y las
fibrillas de colageno. El cartilago es un tejido avascular, su nutricion acontece a

través de largos microcanales a través de la matriz extracelular (2,21,29).

Las caracteristicas que confieren al cartilago un caracter Gnico son la ausencia
de inervacion y vascularizacion, y tampoco tienen vasos linfaticos ni membrana
basal (3).

El pericondrio es una membrana que rodea cada placa o lamina de tejido car-
tilaginoso. Se trata de una membrana de tejido conjuntivo densa y que tiene dos
capas, la externa fibrosa y la interna celular, en la cual encontraremos las células

que se diferenciaran hacia condroblastos.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Los condrocitos proceden de células mesenquimales, que primero se diferen-
cian hacia condroblastos y después producen matriz cartilaginosa. Los condrocitos
se supeditan al crecimiento intersticial, es decir, que a medida que crece la matriz ex-
tracelular las células se van separando y comienzan a proliferar al mismo tiempo. Al
finalizar el crecimiento intersticial, los condrocitos que han proliferado de las tltimas
divisiones celulares permanecen juntos en grupos separados por finos septos ma-
triciales. Estos conjuntos son llamados grupos is6genicos. El condrocito o grupo de
condrocitos junto con la matriz cartilaginosa que los rodea, forman la llamada laguna
o agregado; aunque también se pueden denominar condrones. Estos condrones van
proliferando de forma lenta pero constante, de forma que en el cartilago sano pueda
existir un equilibrio entre la creacion y destruccion de matriz extracelular, conocido
como anabolismo y catabolismo celular. Los condrocitos tan s6lo suponen el 2% del

volumen de cartilago articular normal (2,3).

Los condrocitos responden tanto a estimulos quimicos como a estimulos
mecanicos. También responden a mediadores celulares como las interleucinas y
factor de crecimiento, a la composicion de la matriz, a cargas mecanicas, presio-
nes hidrostaticas e incluso a campos eléctricos. Su metabolismo es fundamental-
mente anaerobio debido a la baja concentracion de oxigeno, como consecuencia

de la ausencia de vasos sanguineos.

La matriz extracelular esta compuesta por liquido intersticial y por la red de
macromoléculas estructurales que le otorgan al tejido su forma y su estabilidad,

es decir, agua, colagenos y proteoglicanos.

Las fibras de colageno del cartilago articular suman entre el 10% y el 30% del volumen
y son principalmente de colageno tipo II (90 a 95%), y en menor medida de colageno tipo

IX y XI, aunque también se pueden encontrar fibras de colageno tipo VI y X. (2, 21, 29).

El agua, aunque no sea el componente mas voluminoso, si supone entre el
65% y el 80% del peso total, y su concentracion varia en funcion de la edad, de la
carga y otros factores. Participa en la lubricacién y en el transporte de nutrientes,

y su presion es fundamental para resistir a cargas de presion.

Los proteoglicanos se componen de un nucleo central proteico unido a di-
ferentes cadenas de mucopolisacaridos o glicosaminoglicanos. Estos Gltimos son
cadenas largas de polisacaridos no ramificadas formadas por unidades de disacari-

dos repetidas sucesivamente. Las forman el acido urénico y hexosamina acetilada.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis
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Los glucosaminoglicanos que se asocian con proteoglicanos son cinco: kera-

tan, hiparan sulfato, dermatan sulfato, condroitin sulfato y hialuronato.

El mas importante de éstos es el acido hialurénico no sulfatado, ya que posee
una secuencia de 25.000 acidos, lo que le confiere una carga negativa. Por esto
atrae a diversos cationes, sobre todo al sodio, y esto hace que tenga gran actividad
osmotica. Esta propiedad hace que atraiga agua, convirtiendo cada molécula en
un ovillo muy hidratado y laxamente plegado, ocupando un volumen importante

en el espacio intercelular.

Los glicosaminoglicanos sulfatados se encuentran en el espesor de la red de

colageno y su principal contribucion es la de revertir la deformacion del cartilago.

El agrecano es el proteoglicano mas importante y se trata de una proteina
grande a la que se unen mas de 100 cadenas de condroitin sulfato y 20 de kera-
tan sulfato, y a través de su cordon proteico se puede unir al acido hialurénico.
Cuando se unen varios a una molécula de hialuronato pueden formar un agrega-
do masivo. Esta construccion es la responsable de la dureza y la resistencia de la
matriz cartilaginosa. Cuando es presionada, pierde agua y cuando la presion cede
lo vuelve a atraer, recuperando la forma. Esta caracteristica hace que el cartilago

actiie como un amortiguador para el hueso subyacente.

La fuerza aplicada sera distribuida de forma ordenada y repartida gracias a
la configuracion espacial de las fibras de colageno. Se trata de una distribucion
en forma de arcos que se pueden dividir en cuatro zonas que sin embargo no se

pueden diferenciar directamente unas de otras.

Las fibras de colageno mas superficiales estan colocadas de forma tangencial,
en la zona 1. Aqui, la concentracion de colageno es alta y la de proteoglicanos es
menor, al contrario que en las zonas 2 y 3. La zona 2 tan soélo es la transicion a la
zona 3, en la que las fibras de colageno adoptan una distribucién radial o perpen-
dicular hacia la superficie. Aqui es donde se encuentra la mayor concentracioén de
proteoglicanos, aunque las fibras de colageno son de mayor grosor. La zona mas
profunda es la llamada zona 4 o mineralizada, que contacta con el hueso subcon-
dral y es donde se anclan las fibras de colageno y donde encontraremos cristales

de hidroxiapatatita en la matriz extracelular. (2, 21, 25, 80).
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1.2 Artrosis

También conocida como osteoartritis o enfermedad degenerativa de las arti-

culaciones, es la afectacion degenerativa de las superficies sinoviales.

Es la patologia articular mas frecuente y supone un alto gasto sanitario a

nivel mundial.

Afecta con mayor frecuencia a las rodillas, caderas, manos, pies y columna

vertebral, pero potencialmente puede aparecer en cualquier articulacion sinovial.

La artrosis de las rodillas se denomina gonartrosis, en las caderas coxartrosis
y en la base del pulgar rizartrosis. Estas son las tres presentaciones mas comunes
de la enfermedad, junto con la lumboartrosis. Suponen un 30% de todos los in-
gresos hospitalarios a nivel mundial. Se estima que mas del 10% de la poblacion

mundial padece esta patologia (Neogi, 50).

Se estima que alrededor del 40% de los varones y el 47% de las mujeres desa-
rrollaran alguna forma de artrosis a lo largo de su vida, siendo mayor la incidencia

en pacientes obesos, como publicé Zhang en 2018 (20).

Los costes de esta enfermedad son particularmente elevados, puesto que generan
un gasto médico asistencial importante, y una disminucion de productividad de la

poblacion que la padece con su correspondiente pérdida de calidad de vida.

La Sociedad Espafniola de Reumatologia (SER), en asociacion con la Sociedad
Espanola de Médicos de Atencion Primaria (Semergen), publicé en el anno 2012
que el coste anual de la artrosis de rodilla y de cadera en Espana es de 4.738 millo-
nes de euros, de los cuales el 46 por ciento corresponde a gastos asistenciales, el 22
por ciento a bajas laborales, el 18 por ciento a ingresos hospitalarios, el 7 por cien-
to a pruebas diagnésticas y el 5 por ciento a farmacos. Solo el tratamiento de la

artrosis en Espana consume mas del 0,5% del producto interior bruto (P.I.B.) (19).

En el ano 2002, la Sociedad Alemana de Cirugia Ortopédica cifro el coste
anual aproximado de la artrosis en torno a los 7.200 millones de euros para el afio
2002 (17).

Es una enfermedad caracteristica de pacientes mayores, porque tarda mucho
tiempo en desarrollarse y en ser sintomatica. La incidencia pasa del 2% en torno a
los 45 anos al 68% a partir de los 65 afios de edad (15, 20).
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El gran coste econémico de esta patologia hace que desde hace varios anos
se estén disefiando diversas estrategias de prevencion y educacion de la pobla-
cion. Sabemos que hay diferentes factores de riesgo, y que algunos como la edad
o el sexo no pueden ser tratados de forma preventiva. Por esto, es sobre todo el
problema del sobrepeso el que se ha convertido en diana de importantes esfuer-
zos por parte de organizaciones de la salud y varios gobiernos, aunque aun falta
mucho para poder ver resultados positivos de estas campafias. La poblacion en el
llamado primer mundo contintda con una tendencia al alza en ganancia ponderal,
y por ejemplo en paises como Estados Unidos de América la obesidad se ha con-

vertido en un problema prioritario para el gobierno.

1.2.1. Definicion de artrosis

El concepto de osteoartrosis ha recibido numerosas definiciones alo largo
de la historia, por lo que en 1994 se establecié una definicion oficial por parte
del grupo “New Horizons in Osteoarthritis” (15). En ésta, se hace especial hin-

capié en que la artrosis no se compone de una Unica enfermedad.

Segun esta definicion, la artrosis es un conjunto de diferentes enfermedades
que se solapan, posiblemente con diferentes etiologias pero con una aparicion
biologica, morfolégica y clinica similares. Se ven afectados diferentes tejidos,
todos aquellos que forman parte de una articulacion, y no se limita al cartila-
go. Ocurren varios hechos diferentes pero relacionados entre si, que finalmente
acaban en la degradacion del cartilago y del hueso subyacente, y estos hechos
pueden ser desencadenados por diversos factores como la genética, los trauma-

tismos, metabolicos y del desarrollo, entre otros.

En 2012, el grupo de trabajo de Goldring et al. (16), escribi6 que la artrosis, mas que
un proceso de desgaste y rotura, se debe entender como una remodelacion anormal
de los tejidos articulares conducida por una serie de mediadores inflamatorios dentro
y fuera de la articulacién afectada. Para desarrollar este concepto propone conocer a
la articulacion como un conjunto de estructuras con sus caracteristicas fisiologicas e
histoquimicas particulares que forman un 6rgano, por lo que el titulo de su trabajo es

”» «

precisamente ese: “The Joint as an Organ”, “La articulacion como un 6rgano”.
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Se entiende que la artrosis se comporta como una enfermedad degenerativa
no inflamatoria, un proceso bioquimico que tiene mas de intento reparador que
de degenerativo, y que se caracteriza por degeneracion del cartilago articular, hi-
pertrofia del hueso en sus margenes y cambios en la membrana sinovial. En cam-
bio, en la artritis el dano empieza en la membrana sinovial y secundariamente se

afecta el cartilago.

Clinicamente se manifestara con dolor articular, sensibilidad exacerbada, ri-

gidez articular, crepitacion y diferentes grados de inflamacion.

Estos sintomas no son constantes pero si duraderos, y a veces son tan intensos
que los pacientes se ven incapaces de caminar con normalidad. Este hecho puede
tener efectos negativos sobre la productividad laboral y sobre el estado de animo
de los pacientes, pudiendo ser el desencadenante de cuadros relacionados con la
distimia o la depresion. Los pacientes buscan remedios para mitigar sobre todo el
dolor. El uso prolongado de analgésicos y antiinflamatorios no esta exento de ries-
gos y complicaciones, como trastornos metabolicos, hepatopatias, nefrotoxicidad

y afectaciones del aparato digestivo.

La inmovilidad por el dolor de la artrosis también es responsable de proble-
mas como el sobrepeso y la obesidad, el incremento de la incidencia de enferme-

dades como la diabetes y la hipertension arterial.

Con todo esto, podriamos definir la artrosis como un sindrome clinico-ra-

diologico y de laboratorio consistente en:

1. Pérdida progresiva del cartilago artricular por destruccion enzimatica, que pro-
voca una reduccion del espacio interarticular y presencia de metabolitos y enzi-

mas en la sangre, en el liquido articular y en la orina.

2. Remodelacion de las epifisis y metafisis 6seas con formacion de nuevo hueso,

osteofitos, esclerosis subcondral y quistes subcondrales.

3. Sinovitis secundaria que puede provocar una fibrosis capsular.
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1.2.2. Diagnéstico de la artrosis

El diagnéstico de artrosis no es un proceso complejo, y se fundamenta en

tres pilares:

A. Anamnesis o historia clinica

B. Exploracioén fisica

C. Pruebas radiologicas, estudios de imagen
* Radiografia simple
e TAC
¢ Resonancia magnética

D. Artroscopia

A.B. Historia Clinica y examen fisico:

Los médicos casi siempre diagnostican la artrosis basandose en esas tres
cosas: Primero, en la historia del paciente obtenida mediante una correcta
anamnesis, segundo por la exploracion fisica y tercero por pruebas comple-
mentarias de imagen, tales como la radiografia simple, los escaneres, las reso-

nancias magnéticas y a veces la vision directa obtenida por artroscopia (23, 30).

De la anamnesis y de la exploracion fisica podremos valorar los sintomas
mas frecuentes en la artrosis, como lo son el dolor, la rigidez, la crepitacion de
la articulacion y los cambios en el estado de animo del paciente, como la preo-

cupacion e incluso depresion (58).

Es importante diferenciar a los pacientes que presentan una lesion aislada
o multiples lesiones focales de aquellos que presentan cambios degenerativos
artrosicos difusos. Los pacientes con lesiones focales conservan habitualmente
un rango de movilidad (ROM - range of motion) normal, dolor y tumefaccion
en un punto concreto del condilo medial o lateral, dependiendo de la locali-
zacion de la lesion. A veces se acompanan de derrames articulares relaciona-

dos con determinadas actividades, como por ejemplo un exceso de carga por
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causas laborales o deportivas. Suele tratarse de paciente jovenes con un estilo
de vida activo y que pese a la lesion son capaces de realizar sus Actividades
Basicas de la Vida Diaria (ABVD) sin limitaciones, pero que referiran sintomas
relacionados con actividades deportivas o posturas concretas como ponerse de
cuclillas o arrodillarse. Con frecuencia este tipo de pacientes presentan lesio-
nes asociadas o alteraciones de la alineacién 6sea, por lo que merece la pena
estudiar y documentarlos bien de cara a la decision terapéutica mas adecuada
para cada caso. Son el grupo de pacientes que mas se benefician de las técnicas

de tratamiento modernas y que tratan de preservar toda la articulacion.

Aquellos pacientes con cambios degenerativos difusos se ven mas limi-
tados para su vida diaria, presentando dolor constante y limitacion del rango
de movilidad. Pueden sufrir derrames articulares sin necesidad de un desen-
cadenante mecanico y el manejo sintomatico es mucho mas complejo que en
pacientes con lesiones focales. Suelen ser pacientes mayores y con frecuencia
presentan otras enfermedades concomitantes, a veces tan graves que desacon-
sejan el tratamiento a priori indicado para su artrosis. Al ser lesiones difusas
que afectan a la totalidad de la articulacion suponen un reto terapéutico, mu-
chas veces demasiado dificil de superar, siendo subsidiarios a tratamientos mas
agresivos como la artroplastia total. Esta consiste en la destruccién de la totali-

dad de la superficie articular con su cartilago y la sustitucién por una protesis.

C. Estudios de imagen:

Los hallazgos radiologicos son fundamentales a la hora de corroborar la
sospecha clinica, asi como para clasificar el grado de artrosis y de esa forma

poder tomar decisiones terapéuticas.

Las radiografias simples son una prueba no inocua pues conlleva radia-
cion, pero es rapida, no es compleja de realizar y es relativamente barata. En
articulaciones de carga, como lo es la rodilla, se recomienda hacer las radio-
grafias cargando el peso sobre las extremidadades afectadas para ver como se
comporta la articulacion. Es sumamente util para estadios moderados o se-

veros de artrosis, y es obligatoria para valorar la alineaciéon de la extremidad,
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lesiones asociadas o previas y para planificar el tratamiento. Al ser la prueba
diagnostica mas extendida en el mundo para esta enfermedad, casi todas las

clasificaciones de artrosis se basan en estudios de radiografia simple.

Figs. 7y 8: Radiografias en proyeccion anteroposterior y lateral de una rodilla derecha sometida a arto-

plastia con protesis de rodilla.

La Tomografia Axial Tomputerizada (TAC) también es una prueba que utiliza ra-
diacion X, pero haciendo mutliples cortes en diferentes planos que permiten obtener
una imagen clara, nitida y muy detallada de tejido 6seo. Hoy en dia se estan haciendo
reconstrucciones tridimensionales, y esto resulta muy ttil para valorar por ejemplo su-
perficies articulares. No obstante, tan solo refleja tejido de alta densidad como el hueso
y no permite valorar el cartilago ni otras partes blandas como los meniscos y ligamen-
tos. En la practica clinica habitual se utiliza muy poco para diagnosticar artrosis, aun-

que si es util para valorar secuelas de fracturas previas que afectan a una articulacion.
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La Resonancia Magnética Nuclear (RNM) no utiliza radiaciones ionizantes,
por lo que resulta inocua. Mediante un aparato de imagenes de resonancia mag-
nética (MRI son sus siglas en inglés) se obtiene una imagen basada en las propie-
dades fisicas de los atomos de los tejidos. Consiste en crear un campo magnético
intenso y homogéneo una vez colocado el sujeto del estudio en un cilindro dise-
fiado para ello. Los protones de los nucleos celulares van a sufrir un proceso lla-
mado excitacion celular al recibir unas pulsaciones de ondas de radiofrecuencia.
A continuacion se suspenden las radiofrecuencias y los protones pasan a la fase
de relajacion. Este cambio de excitacion a relajacion hace que desde el interior
del paciente se generen unas concretas ondas de radio que la maquina recoge y
transforma en pixeles para crear una imagen. Dependiendo del tipo de tejido,
estas imagenes cambian el tipo de onda y su frecuencia, lo que se conoce como
densidad protoénica. De esta forma se pueden crear mapas de imagenes de los te-
jidos sin utilizar radiaciones ionizantes. Esta técnica permite visualizar los tejidos
blandos de las articulaciones y se emplea sobre todo para valorar lesiones asocia-
das de ligamentos o meniscos, puesto que tiende a subestimar la extension real de
lesiones del cartilago. Pero empleando la técnica adecuada puede ser extremada-

mente util para evaluar el cartilago y sus lesiones (Delgado, 25).

Una de estas técnicas de RMN novedosas es la inyeccion de sustancias de con-
traste. Concretamente, para evaluar el cartilago articular se emplea el gadolinio:
delayed Gadolinium-Enhanced MRI of Cartilage (dGEMRIC). El gadolinio es un
metal i6nico que tiene cargas negativas y se inyecta por via intravenosa, y que se
une a las moléculas de glucosaminglicanos. Esto permite evaluar la concentracion
de proteoglicanos en el cartilago articular. Tiene gran utilidad en evaluar artrosis
incipientes o leves, comunmente en aquellas secundarias a una inestabilidad por
lesion ligamentosa o meniscal (Young, 26). También permite medir la rigidez por

compresion después de un tratamiento de reparacion de cartilago (Kurkijarvi, 27).

El Mapa T2 es otra técnica de resonancia magnética util en el estudio de le-
siones articulares, puesto que puede ser utilizado para medir el contenido de co-
lageno en el cartilago basandose en la densidad de agua del cartilago. Ha probado
ser una técnica util para determinar no sé6lo la degradacion histologica del carti-
lago, sino también para establecer un mapa de la lesion de cara a optimizar una

posible intervencion quirargica (Maier, 28).
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D. Artroscopia:

Desde que en 1920 Eugen Bircher utilizé la artroscopia de rodilla como mé-
todo diagnostico, el uso de ésta como tal se ha considerado una de sus principales
indicaciones. En los anos 60 y 70 se populariz6 su uso, sobre todo en los Estados
Unidos de América, como herramienta diagnoéstica fiable que superaba a cual-
quier técnica de imagen puesto que permitia evaluar tanto el cartilago como las
partes blandas de la rodilla de forma directa. Al inconveniente de ser una técnica
quirdrgica y por eso una técnica invasiva no exenta de riesgos y complicaciones,
se le contrarresta el hecho de que resulta una eficaz herramienta de diagnostico
y terapéutica al mismo tiempo. Antes de que aparecieran las modernas técnicas
de implantes de condrocitos o los injertos condrales, la artroscopia se hacia con
el objetivo de evaluar la articulacion y realizar un desbridamiento en ese mismo
momento, y en caso de encontrar un defecto focal del cartilago realizar las micro-

fracturas que seran descritas mas adelante.

Tan soélo en los Estados Unidos de América se realizan al ano aproximada-
mente unas 200.000 intervenciones quirurgicas relacionadas con el tratamiento de
lesiones del cartilago, segiin un estudio del afio 1997 (30). Esta patologia se estimaba
que podia afectar a casi un millon de pacientes tan s6lo en ese pais. De todas esas in-

tervenciones, la mayoria eran artroscopias diagnosticas y desbridamientos simples.

En las dos ultimas décadas se han desarrollado novedosas técnicas artros-
copicas que ademas permiten la evaluacion, diagnostico y tratamiento en otras

articulaciones como la muneca, el hombro, codos, tobillos y caderas.
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1.2.8. Clasificacion de la Artrosis

Clasicamente se ha dividido la artrosis en dos grandes grupos, primaria o
idiopatica y secundaria. Esta clasificacion es siempre relativa pero resulta facil de
entender y facilita la comprension de la patologia por parte del personal médico

y de los pacientes.

A. Primaria o idiopatica:

Es la clasica forma en la que aparece sin factores desencadenantes conocidos,
la tipica presentacion de la enfermedad que se muestra en la poblacién mas ancia-

na. Puede ser localizada o generalizada.
a. Localizada

* Manos: Rizartrosis del pulgar, nodulos de Heberden y de Bouchard,
artrosis erosiva interfalangica.

* Columna vertebral: espondiloartrosis, interapofisaria, ligamentosa

(hiperostosis anquilosante vertebral, disco-vertebral).

» Cadera: Coxartrosis: excéntrica (superior), concéntrica (medial) o difusa
(coxa senilis).

* Rodilla: gonartrosis: uni-, bi- o tricomaprtimental.

* Pies: Hallux rigidus, hallux valgus, artrosis talonavicular o subastragalina

e Otras localizaciones: hombros, acromioclavicular, codos, etc..

b. Generalizada
Afecta a 3 o mas de las siguientes:
» Pequenas articulaciones periféricas y del raquis.
 Grandes articulaciones y raquis

* Mixta
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B. Secundaria

Postraumatica o congénita. Es menos frecuente que la primaria y se produce
como consecuencia de situaciones predisponentes u otras patologias. Puede apa-

recer en pacientes mas jovenes.

a. Localizada: Factores mecanicos y locales, como deformidades en varo o
valgo, dismetrias, hiperlaxitud, cambios secundarios a patologia tendinosa (man-

guito rotador), escoliosis en columna, obesidad, displasias, luxaciones...etc.

b. Generalizada: Displasias 6seas como la poliepifisaria, espondiloepifisaria;

enfermedades metabdlicas como la hemocromatosis, ocronosis.
c. Artropatias por deposicion de cristales calcicos:
- Pirofosfato de calcio
- Fosfato basico de calcio (apatita)
- Artropatia destructiva de rodilla y cadera

d. Otras enfermedades articulares: necrosis avascular, artritis reumatoide,

artritis seronegativas, artritis sépticas, gota, Enfermedad de Paget, hemofilia...etc

e. Otras enfermedades: endocrinas (Diabetes, acromegalia, hiperparatiroi-
dismo, hipotiroidismo), neurologicas (siringomielia, tabes), lepra, artrosis endé-

micas: enfermedad de Kashin-Beck y Mseleni.
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Clasificaciones Clinicas y Radiologicas

Existen numerosas clasificaciones radiologicas para la artrosis.

La clasificacion de Kellgren y Lawrence, propuesta en los afnios 50 del siglo
pasado, divide la artrosis en cuatro grados, de cero a cuatro segun la gravedad
de los hallazgos radiolégicos (31). Sirve para cualquier articulacion, pero al ser
tan generalizada, hoy en dia se prefiere usar clasificaciones especificas para cada
articulacion individualizada por region anatémica, como por ejemplo la escala de
Eaton para la rizartrosis en la mano, o la escala de FICAT para el grado de artrosis

secundaria a necrosis avascular de la cabeza femoral.

Fig. 9: Radiografia anteroposterior de rodilla izquierdad en un hombre de 71 afios.
Basdndonos en la clasificacion de Kellgreny Lawrence esta imagen corresponderia a un estadio IV de

artrosis con esclerosis, pinzamiento, deformidad osea y osteofitos en los mdargenes.
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Outerbridge establecié ya hace mas de 50 anos (1961) (Outerbridge, 53) la
primera clasificacion macroscopica para la artrosis basandose en los hallazgos ob-
tenidos durante la realizacion de una artroscopia de rodilla palpando la superficie

articular con una sonda artroscopica (32).

Durante mucho tiempo se han utilizado las clasificaciones de Kellgren y Lawrence

junto con la de Outerbridge, para obtener una congruencia clinico-radiologica.

Tabla 1:

Aparte de la clasificacion macroscopicas de Outerbridge, existen otras como

la de Collins modificada o la de la Sociedad Francesa de Artroscopia.
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Clasificacion ICRS:

No obstante, en la Gltima década se ha impuesto el uso de la clasificacion de

la ICRS: International Cartilage Repair Society, o SIRC en espafiol.

Esta nueva clasificacion tiene en cuenta no sé6lo el tamafio de la lesion sino
también la profundidad de la misma, cosa que la clasificacion de Outerbridge no
tiene en cuenta y puede inducir al error. Como ejemplo de las limitaciones de la
clasificacion de Outerbridge se podria clasificar una lesion de 4 x 4 cm de super-
ficie pero de espesor parcial como una lesion tipo 1, cuando en realidad es una
lesion con muy mal pronéstico. En cambio una lesion muy estrecha del cartilago,
como un corte o una brecha seria un grado 4, pero en este caso se trata de una

lesion de buen pronéstico.

Tabla 2: Escala de ICRS (International Cartilage Repair Society)

Esta escala ICRS tiene varias modificaciones, siendo una de las mas tutiles una
que correlaciona los hallazgos artroscopicos con los hallazgos obtenidos mediante
RMN (68).
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1.2.4 Factores de riesgo:

Los factores de riesgo para el desarrollo de la artrosis se pueden dividir en 3

categorias como veremos resumidos en la tabla (N°2)
- Factores sistémicos
- Factores relacionados con la propia articulacion

- Factores extraarticulares

A pesar del origen multifactorial de la artrosis, los cambios histopatologicos
observados en articulaciones artrésicas presentan rasgos en comun que afectan a la

totalidad de la estructura articular, resultando en dolor, rigidez y pérdida funcional.

Tabla 3: Factores de riesgo para el desarrollo de artrosis

De todos estos factores, los mas importantes han demostrado ser la obesidad, la
sobrecarga y los traumatismos articulares. Existen numerosos estudios que demuestran
la relacion directa entre un elevado indice de masa corporal con la artrosis, como el re-
ciente estudio de Karlsson que relaciona la obesidad con cambios no sélo artrésicos, sino

en la propia constitucion esquelética, tal como demuestra Karlsson en enero 2015 (33).

Los traumatismos en las rodillas, en especial aquellos que provocan lesiones
en meniscos o roturas de los ligamentos que han requerido tratamiento quirargi-

co, conllevan cambios degenerativos artrésicos en mas del 70% de los casos.

Poner en conocimiento de los profesionales médicos y sobre todo de los pa-
cientes cuales son los principiales factores de riesgo y como afrontarlos puede influir

de una forma determinante en el tratamiento y prevencion de esta patologia.
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1.3 Patogenia de la Artrosis

El cartilago articular es un tejido altamente especializado con unas caracte-
risticas Unicas que ainan la suavidad de su superficie para facilitar el movimiento
articular, la amortiguacion y la resistencia de fuerzas transmitidas por la carga.
Cuando por diversas causas estas caracteristicas se pierden de forma completa o

parcial, apareceran los cambios degenerativos propios de la artrosis.

Con la edad aparecen una serie de cambios en el cartilago que consideramos
fisiol6gicos. El tamafio de los proteoglicanos y la concentracién del condroitin
sulfato decrece al mismo tiempo que el colageno se va deshidratando. El compo-
nente 4-sulfatado del condroitin sulfato decrece mientras que aumenta el 6-sul-
fatado. También aumenta la concentracion del keratan sulfato dentro del total de

los glucosaminoglicanos.

Las proteinas de enlace entre las diferentes edades también se van dividien-
do, y este fenomeno se ve a todas las edades, pero lo que influye es la capacidad
de reparacion, que disminuye con la edad. Todos estos cambios contribuyen a
la desestabilizacion de los proteoglicanos de la matriz extracelular, dando lugar
a una matriz con menor capacidad de absorcion de fuerzas, lo que convierte al

cartilago en un tejido mas friable.
Una vez que en el cartilago aparecen lesiones, éstas pueden ser:

- Lesiones contusas, que supone un dafio microscopico. Pueden ser causadas
por un impacto simple o repetitivo y tambien por una sobrecarga mecanica. No
suele danar a los condrocitos, pero si afecta a la calidad de los componentes de la
matriz extracelular. Si no se repite o si el dano no prevalece durante mucho tiem-
po, los condrocitos habitualmente son capaces de reparar el cartilago. Si la carga

es continua el dafio puede no ser reparable.
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- Fracturas del cartilago: Pueden ser consecuencia de las primeras, es decir,
de las lesiones contusas, o bien secundarias a un traumatismo mas intenso o re-
petido. Suponen la disrupcion normal de la superficie articular del cartilago, que
provocara una respuesta consistente en la proliferacion de condrocitos y sintesis
proteica de matriz. Estos esfuerzos no consiguen reparar la lesion, puesto que los

condrocitos no son capaces de migrar hasta ella.

- Fracturas osteocondrales: Esta lesion abarca el espesor completo del cartilago,
llegando al hueso subcondral y afectando a éste. Esto provoca una hemorragiay
a continuacion un coagulo de fibrina que activara la respuesta inflamatoria. Si la
lesion es extensa se reparte sobre la mayor parte de la superficie articular y termi-
na alterando la naturaleza bioquimica del liquido sinovial. Las plaquetas liberan
diversos factores de crecimiento, citoquinas y mediadores vasoactivos. La lesion
6sea también provoca una reccion destinada a la reparacion, aportando mas fac-
tores de crecimiento favoreciendo la neoangiogénesis y la invasion de fibroblastos
y de células indiferenciadas procedentes de la médula 6sea, que se diferenciarian
en condrocitos y osteocitos funcionales. Los fibroblastos se encargan de los pri-
meros pasos de la reparacion, fabricando un fibrocartilago en el que predomina el
colageno tipo I en vez del de tipo II mas propio del cartilago sano. Los cambios en
la estructura molecular de este fibrocatilago que pueden ocurrir con el tiempo no
mejoran este aspecto, por lo que el tejido resultante no consigue tener la misma

calidad que el cartilago normal.
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Figura 10: Dibujo esquemdtico que compara una rodilla sana en la mitad lateral con una rodilla que sufre
los cambios propios de la artrosis en la mitad medial. Imagen reproducida y traducida con permiso de la

editorial propietaria del copyright, a partir del trabajo de Uth y Trifonov (107).

Cambios asociados a la artrosis como enfermedad:

Estas lesiones del cartilago van a aparecer en la artrosis, y lo que se entiende
hoy en dia como artrosis va a ser la respuesta biologica a estas lesiones. Predomi-

nantemente apareceran en zonas de carga o sobreuso en diferentes articulaciones.

La destruccion del cartilago articular comienza con una pérdida de los pro-
teoglicanos de la matriz extracelular, mediada en parte por factores mecanicos
y en parte por mediadores de la inflamacién como la interleuquina 1 (IL-1) y el

factor de necrosis tumoral beta (TNF-R) entre otros.

Cuando las condiciones fisiol6gicas normales del cartilago se alteran, la capa-
cidad de los condrocitos para reparar el dafio se ve sobrepasada, no consiguiendo

evitar la degradacion que desemboca en la artrosis (6, 7).
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La agresion al cartilago desencadena la respuesta de incremento de sintesis por
parte de los condrocitos. En la artrosis los condrocitos son activados, causando pro-
liferacion celular, formaciones de agrupaciones y un aumento en la produccion de

enzimas formadoras de matriz y enzimas degradantes de matriz extracelular.

La disrupcion del estado de reposo de los condrocitos se puede ver como una
respuesta a la lesion, llevando a la remodelacion de la matriz, maduracion celular

hipertrofiada pero incompetente y calcificacion del cartilago.

Uno de los primeros cambios que se aprecian a nivel del cartilago son ede-
mas, que resultan de un aumento de la hidratacion resultante del incremento de

la sintesis de proteoglicanos.

Citoquinas en la homeostasis del cartilago y su papel en la artrosis:

Las citoquinas son proteinas solubles que se producen sobre todo en células
del sistema inmune, aunque también pueden ser producidas en grandes cantida-
des por otras células, como las presentes en el tejido lipidico. Su efecto se dirige a
diferentes tipos de dianas y se puede solapar con el efecto de otras citoquinas. Asi,
se puede desencadenar un mismo efecto por diferentes citoquinas, fenémeno lla-
mado redundancia, o bien una sola citoquina puede provocar diferentes efectos,

llamadas pleiotropicas.

Su mecanismo de accioén puede ser:
- Autocrino: liberacion y recepcion de la citoquina por parte de la misma célula.
- Paracrino: una citoquina actia sobre una célula vecina.

- Endocrina: la citoquina es transportada por el torrente sanguineo y actiia

sobre una célula situada a distancia.

Para recibir a una citoquina y que ésta pueda provocar algin tipo de efecto,
las células poseen unos receptores que pueden estar localizados en la membrana

o ser intracelulares (6, 8).
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Para ordenar el efecto de las principales citoquinas a nivel articular, van den

Berg (5) propuso dividirlas en tres grupos principales:

1. Citoquinas liticas, como la interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF- a), que oprimen la sintesis de componentes de la matriz extra-

celular y estimulan a los condrocitos a liberar enzimas destructivas.

2. Citoquinas reguladoras, como la interleuquina 4 (IL-4) y la IL-6, que

pueden atenuar la produccion de enzimas destructivas.
3. Factores de crecimiento.

Las principales enzimas que degradan la matriz que se pueden encontrar
en una articulacion artroésica son las agrecanasas (ADAMTS-4 y 5) y colagenasas,
que pertenecen a la familia de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs). En es-
tadios precoces de artrosis la degradacion matricial corre a cargo de MMP-13 y
de ADAMTS-5 (A Disintegrin And Metaloproteinase Motifs-5), estimuladas por la
IL-1, y que degradan concretamente el agrecano. Seguidamente aumenta la cola-
genasa, en concreto la MMP-13, que es altamente eficaz para degradar el colageno
tipo II. Una vez que la red de colageno se degrada, se alcanza una fase que ya no

es reversible (9).

La actividad de estas enzimas se controla por un regulador llamado TIMP-6
(6-Tiosina Monofosfato), que es un inhibidor tisular natural de las metaloprotei-
nasas. Existen proenzimas que controlan la actividad de las enzimas, y necesitan
ser activadas por plasminay la cosecrecion de TIMP-6, que forman complejos que

inactivan la proteinasa.

Esta actividad requiere de un balance controlado por los condrocitos, que a
su vez dependen del ambiente quimico y mecanico. Son influidos por hormonas

locales y citoquinas o por hormonas sistémicas de estirpe estrogénica.

Existen tres factores que han demostrado ser estimuladores de la produccion
de metaloproteinasas y proteinas séricas por parte de los condrocitos, y por tanto
fomentar la degradacion de la matriz. Se trata del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF), la citoquina Interleuquina-1 (IL-1) y el factor de crecimiento beta TGF-B
(Transforming Growth Factor beta), que van a causar la pérdida de matriz por
protedlisis. Los resultados de ésta aumentan la presencia de fibronectina y otros

péptidos, que a su vez elevan los niveles de citoquinas, en especial de la IL-1, y
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también en menor medida la IL-6. Los efectos de la IL-1 sobre el cartilago consis-
ten en la activacion de la liberacion por parte de los condrocitos, asi como de las
células sinoviales, de metabolitos del acido araquidonico, que son factores infla-
matorios. Se sabe que la IL-1 se segrega en grandes cantidades en la grasa corpo-
ral, y que es por tanto una via inflamatoria articular anadida que se puede dar en

obesos, aparte de la sobrecarga mecanica.

Otro efecto producido por la IL-1y el TNF- a es el aumento de monoéxido
de nitrogeno (NO). Se trata de una molécula muy reactiva poseedora de radicales
libres, que pueden provocar dafo tisular incapacitando a los condrocitos y favo-
reciendo la apoptosis celular. En el cartilago de pacientes con artrosis establecida,

los niveles de monoéxido nitroso se encuentran elevados.

Con respecto al TGF-B, los condrocitos del cartilago sano muestran una sen-
sibilidad muy escasa hacia este factor. Pero en el cartilago artrésico los condro-
citos veran cambiado su fenotipo haciéndose sensibles al TGF-B. Este factor esti-
mula por un lado la proliferaciéon celular y por otro la sintesis de prostaglandinas.
Hay que anadir que no son s6lo los condrocitos los que reaccionan al estimulo
del TGF-B una vez sensibilizados, sino que también lo hacen los osteoblastos. Se
ha demostrado que la exposicion repetida de articulaciones en ratones al TGF-B
desencadena la aparicion de osteofitos, que son un signo tipico en la artrosis avan-
zada (16, 34).

No obstante, la respuesta inflamatoria de este proceso degenerativo artrosi-
co es mucho menos virulenta que la que se puede encontrar en otras patologias,
como en las artritis sépticas o por depésito de cristales. También es un proceso

muy prolongado en el tiempo.

Una vez que la colagenasa comienza a descomponer el colageno tipo 11, los pro-
teoglicanos acaparan una mayor cantidad de agua. Este incremento de hasta el 8% de
hidratacion del cartilago se puede apreciar en las fases tempranas de la artrosis, antes

de que se puedan ver macroscopicamente las roturas y fibrilaciones condrales.

A medida que la artrosis avanza, los condrocitos mueren. Por consiguiente
dejan de sintetizar matriz extracelular. El colageno pierde su estructura tridimen-
sional y comienza a desintegrarse. Finalmente todos los componentes de la matriz
disminuyen y también lo hace el contenido de agua del cartilago, repercutiendo

negativamente en la respuesta a la carga mecanica y deslizamiento articular.
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La superficie lisa y compacta del cartilago se pierde y aparecen las grietas,
se vuelve aspera y rugosa. Esto conlleva a crepitacion durante el movimiento,
e incluso puede provocar que se desprendan fragmentos mayores de cartilago
por el mal deslizamiento de las superficies articulares. Todo esto conduce a la
exposicion del hueso subcondral y a la afectacion de la capsula articular, los
meniscos, la membrana sinovial, los tendondes y los ligamentos estabilizado-
res. Esta inestabilidad resultante supone un gran problema para el funciona-

miento de la extremidad, debido a la incongruencia articular.

El hueso también sufre los cambios degenerativos de la artrosis. El hueso
tiende a adaptarse a las cargas mecanicas, aumentando su dureza y densidad
en las areas de mayor carga, y esto ocurre sin necesidad de lesiones en el car-
tilago y en condiciones normales se entiende como un fenémeno fisiologico

no patologico.

Pero en una articulacion artrésica, los cambios inmunohistoquimicos en
la misma, asi como los cambios de carga mecanica y los secundarios a la ines-
tabilidad, condicionan unos cambios adaptativos en el hueso subcondral y ad-

yacente a las articulaciones.

Estos cambios secundarios a la artrosis aparecen en la artrosis primaria
cuando el la lesion condral se encuentra en fase avanzada, es decir, en fases tar-
dias. En cambio, en las lesiones del cartilago secundarias, ya sea por fracturas

u otras lesiones asociadas, estos cambios pueden apreciarse de forma precoz.

La respuesta 6sea va a producir los conocidos signos que se pueden apre-
ciar en las imagenes radiologicas: esclerosis, pinzamiento, osteofitosis y quistes
subcondrales. Como ya hemos visto, las clasificaciones mas utilizadas de artro-

sis se basan en los hallazgos de los cambios 6seos en las radiografias simples.

Un mecanismo adicional para la adaptacion del esqueleto se produce en
los margenes de la articulacién y en inserciones tendinosas y ligamentosas,
donde se anade hueso nuevo por osificacion endocondral, recapitulando los

mecanismos celulares de crecimiento esquelético y el desarrollo (56 Yorimitsu).

Este proceso da lugar a la formacion de osteofitos. La produccién local de
factores de crecimiento, incluyendo el factor B de transformacién y la proteina

morfogenética 6sea-2 han sido implicados en este proceso. Aunque sigue ha-
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biendo controversia respecto a su papel funcional, los osteofitos pueden servir

para estabilizar la articulacion en lugar de contribuir a la progresion de la artrosis (35).

Por ejemplo, en la artrosis de la articulacién trapeciometacarpiana de la
mano, uno de los problemas y posible causa de la aparicion de dicha degeneracion
articular es la tendencia a la subluxacion por problemas de inestabilidad. El cuer-
po humano reacciona aumentando la produccién osteofitaria a veces cubriendo
casi la totalidad de la articulacion. En cambio, en pacientes con una rizartrosis en
la que la inestabilidad no juega un papel tan importante, se apreciaran impor-
tantes cambios degenerativos, como la esclerosis y pinzamiento pero en cambio

tendran muchos menos osteofitos.

En cuanto a los ligamentos y meniscos en la rodilla artrosica, éstos también
sufren cambios degenerativos. Ambos estan formados por una densa y resistente
red de colageno y una matriz extracelular, y por lo tanto también son vulnerables
a los efectos proteoliticos de las enzimas que degradan el cartilago, puesto que
éstas se distribuyen por todo el liquido sinovial. Los cambios patolégicos en los
meniscos, tanto en el envejecimiento y la artrosis tienen similitudes con los cam-
bios observados en el cartilago articular, incluyendo la interrupcion de la matriz,
fibrilacion, agrupaciones de células, la calcificacion y la muerte celular. Existe una
correlacion significativa entre los cambios morfolégicos graves de artrosis en el
cartilago de la rodilla y los de los meniscos de las mismas articulaciones (Griffiths,
48). Se ha observado un aumento en la penetracion vascular acompanado por un
aumento de la densidad de los nervios sensoriales en los meniscos, que puede
referirse a la capacidad de los meniscos como una fuente de dolor en la rodilla
(36, 43, 44).

Se ha observado que la inervacion que acompana a la angiogénesis que se da
en fases avanzadas de la artrosis es responsable de una parte importante del dolor
que sufren los pacientes. La sinovitis también se considera una de las principales
causas de dolor, puesto que el tejido sinovial se hipervasculariza y en consecuen-
cia se “carga” de terminaciones nerviosas que acompafan a los vasos sanguineos,
y los estimulos propios de la inflamacion tisular como la IL-1, IL-6 y el TNF exa-

cerbaran la respuesta sensitiva (46).
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Figura 11: Resumen esquemadtico de los principales factores involucrados en el proceso osteoartritico en el
tejido sinovial ( color naranja) , el hueso (ocre) y en el cartilago (azul). Reproducido y traducido con autori-

zacion de copyright, a partir del trabajo de Loesser, Goldring et al. (16).
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1.4 Tratamiento de la Artrosis

Se trata de una de las patologias con mayor impacto en la sociedad actual,
con una elevada incidencia y unos costes sociosanitarios inmensos. Como se ha
comentado anteriormente (pagina 19), el coste derivado de forma directa de la ar-
trosis equivale a mas del 0’5% del producto interior bruto de Espaina. Resulta muy
dificil calcular el coste de lo que se deja de producir por pacientes impedidos por

la enfermedad, en situacion de baja o incapacitados por la misma.

En la rodilla, la artrosis establecida se puede dividir clinicamente y radiolo-
gicamente en diferentes estadios. Con el fin de poder determinar la mejor opcion
terapéutica para cada paciente es conveniente saber qué tipo de afectacion articu-
lar es la que hay que tratar, si es tratable, y conocer las necesidades, las expectati-

vas y las limitaciones de cada paciente.

Existen lesiones del cartilago focales, que si pueden ser tratadas con diferen-
tes opciones quirurgicas como veremos a continuaciéon. Cuando se trata de una
artrosis ya establecida, en la que el dafio tisular al cartilago no es recuperable, hay
que valorar si afecta a la totalidad de la articulacion o s6lo a una parte. En el caso
de las rodillas, la artrosis puede ser unicompartimental si afecta a un solo com-
partimento. Se entiende por compartimento una division artificial de la rodilla,
que ayuda a planificar el tratamiento definitivo. Las rodillas clasicamente se divi-

den en tres compartimentos: interno, externo y femoropatelar (65).

El grado de afectacion de un compartimento u otro depende de la estabi-
lidad articular, de la morfologia y alineacion de las extremidades inferiores del
paciente, de su complexion fisica, de su actividad fisica a lo largo de la vida y en
el momento actual, asi como de lesiones concomitantes o secuelas de lesiones
antiguas. El compartimento interno es el que con mayor frecuencia presenta los
primeros sintomas de la artrosis, y donde se aprecia el mayor namero de lesio-
nes de menisco. La artrosis precoz se ve mas en pacientes que previamente han
sufrido una lesion del menisco medial, habiéndose tratado o no con artroscopia.
En el trabajo de Karlsson (33) en 2015 también se describe que en pacientes obe-
sos se afecta con mayor frecuencia el compartimento medial de la rodilla en las

fases iniciales de la gonartrosis. Cuando se afecta el compartimento anterior o
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femoropatelar, el pronéstico en cuanto a remision de la clinica dolorosa es peor,

puesto que afecta negativamente al aparato extensor de la rodilla, y por ende a la

recuperacion funcional de la misma.

El tratamiento de la artrosis de rodilla se basa en tres pilares fundamentales (a, b,

y €) y uno en vias de desarrollo (d):

a. Tratamiento preventivo
b. Tratamiento médico
c. Tratamiento quirurgico

d. Tratamiento genético y células madre
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1.4.1 Tratamiento preventivo

Es absolutamente imprescindible empezar por este apartado en todos y cada
uno de los pacientes con algun tipo de lesion o clinica articular. Tanto si tienen

una pequena lesion en fase inicial como si padecen de artrosis severa establecida.

Lo primero que hay que hacer es educar al paciente. Si el paciente entiende su en-
fermedad y esta informado de su pronéstico, tratamiento y las limitaciones del mismo

podra enfrentarse de la mejor forma posible a la lesion y minimizar sus consecuencias.

Es importante corregir el sobrepeso, puesto que no so6lo es un factor causante
y agravante de la artrosis, sino que ademas influye negativamente en el resultado
de las diferentes opciones terapéuticas que apliquemos. Suele ser un factor que
resulta dificil de corregir, y requiere de la implicacion y la voluntad del paciente,
por eso es importante explicarle porqué debe de bajar su peso, y si es posible, ayu-
darle recomendando unas pautas de dieta y ejercicio adaptado a sus posibilidades

fisicas y socioeconémicas.

El paciente debe aprender a adaptarse a su situacion y aceptarla, conocer la
enfermedad y su progresion. Debe saber que conviene proteger la articulacion
de la sobrecarga y sobreuso, pero evitando el reposo total. El reposo absoluto o la
inmovilizacién completa puede tener efectos devastadores sobre una articulacion
lesionada en la poblacién adulta, favoreciendo la aparicion de rigidez, dolor y

acelerando el proceso de desgaste del cartilago.

En segundo lugar, conviene que el paciente realice una serie de ejercicios te-
rapéuticos con regularidad, con el fin de mantener una buena potencia muscular
y un correcto rango de movilidad de la articulacion afectada. En este plano cobra
una importancia cada vez mayor el papel de la fisioterapia, tanto con sus terapias
directas sobre el aparato locomotor como en la educacion del paciente a la hora
de adoptar medidas de higiene postural y facilitar el aprendizaje de ejercicios es-

pecificos de fortalecimiento y mantenimiento muscular y articular.

Finalmente, se puede intentar reducir la sobrecarga de la articulacion afec-
tada no so6lo con la mencionada pérdida de peso, sino también con elemento ex-
ternos coadyuvantes, tales como el uso de un bastéon o muletas en las fases mas
dolorosas, calzado adecuado y diferentes ortesis ortopédicas que puedan aliviar la

cargay el dolor.
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1.4.2 Tratamiento farmacolégico

El principal sintoma que requiere atencion es el dolor. Los principales ob-
jetivos del tratamiento son el alivio sintomatico y la restauracion de la funcion

articular (Zigang, 45).

Existen medidas no farmacolégicas que son capaces de aliviar el dolor, como
la aplicacion de frio local y el reposo relativo. La crioterapia aporta una mejoria
sintomatica parcial pero rapida a través de su capacidad de entumecer el area

aplicada y de enlentecer el metabolismo propio de la inflamacion.

En cuanto a la farmacoterapia, en la artrosis se utilizan principalmente dos
tipos de medicamentos: Los analgésicos y los antiinflamatorios por un lado, que
buscan principalmente aliviar el dolor, y por otro los llamados condroprotecto-
res, cuyo objetivo consiste en reparar el cartilago dafnado. Ninguno de estos medi-
camentos es capaz de curar la artrosis, pero su uso combinado y bien controlado
puede aportar un alivio sintomatico suficientemente bueno como para que el

paciente pueda gozar de una calidad de vida aceptable (Marcaccio, 55)

No obstante, en la artrosis generalmente existe un abuso de la utilizacion de

drogas, tanto analgésicas como condroprotectoras.

Se incluye en el apartado de tratamiento medicamentoso las inyecciones de
plasma rico en plaquetas (PRP) y factores de crecimiento, puesto que con la norma-
tiva vigente y segun la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios
se considera, por lo tanto, que el PRP es un medicamento de uso humano que se
puede utilizar al amparo del articulo 5 de la Directiva 2001/83/CE, de 6 de noviem-

bre, y las disposiciones legales que transponen dicha Directiva en nuestro pais.
Medicamentos utilizados en la artrosis
- Analgésicos:

a. Paracetamol: es la primera linea de batalla para el dolor leve a moderado.
b. Analgésicos opioides: su uso se restringe a casos de dolor crénico mal

controlado o reagudizaciones.
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- Antiinflamatorios no esteroideos (AINES):

A corto plazo son eficaces para el alivio del dolor, reduccién de la inflama-
cion y la rigidez articular. Tienen efectos secundarios adversos y su uso no debe
ser prolongado. Recientemente han aparecido los inhibidores selectivos de la Ci-
clooxigenasa-2, los llamados COX-2. Son AINES potentes y eficaces en dolores
inflamatorios cronicos que no afectan a la COX-1y por tanto no son gastrolesivos.

Si se han descrito complicaciones cardiolégicas y renales.

- Corticoides:

a. Orales: Son potentes antiinflamatorios, pero no estan indicados para el tra-

tamiento de la artrosis, aunque si se utilizan en otras artritis inflamatorias

b. Intraarticulares por inyeccion: Sélo indicados para sinovitis agudas indu-

cidas o no por cristales.

- Condroprotectores:

Se trata de sustancias con un efecto beneficioso sobre el cartilago articular,

destacando aquellos que forman parte de los proteoglicanos.

a. Condroitin sulfato: Son glicosaminoglicanos polisulfatados, se obtienen de
fuentes biologicas, sobre todo de origen bovino aunque el mas conocido es el car-
tilago de tiburén. Inhibe la fibrilacion y erosion del cartilago porque mejora la re-
tencion de proteoglicanos, y ademas puede bloquear las enzimas que degeneran
el cartilago. No ha demostrado ser util por si s6lo en la artrosis establecida cuando

ya hay dafo irreversible del cartilago.

b. Sulfato de glucosamina e hidrocloruro de glucosamina: Se trata de pre-
cursores de los glicosaminoglicanos polisulfatados, y son capaces de aportar a la
matriz extracelular ese material que los condrocitos necesitan para sintetizar las
proteoglicanos articulares. A largo plazo frenan la actividad de las metaloprotea-
sas, favoreciendo la produccion de proteoglicanos y reduciendo la fase catabdlica

del cartilago.

c. Acido hialurénico: Se trata de un glicosaminoglicano no sulfatado, y se in-

yecta directamente en la articulacion. Proporciona lubricacién de las articulacio-
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nes, absorcion de golpes, y actia como la columna vertebral de los proteoglicanos

de la matriz extracelular.

Su accion sintomatica es lenta y duradera, precisando de dosificaciones que
se prolongan hasta los 6 meses para apreciar algun beneficio. Actia sobre radica-
les libres de oxigeno e inhibe la migracién y quimiotaxis leucocitaria. También
bloquea la fagocitosis por parte de células mononucleares, reduce la sintesis de
bradicinina y de prostaglandinas E2, que participa en los sintomas tipicos de la

inflamacion como el dolor y el aumento de temperatura local.

Actualmente, hay muchos preparados diferentes de viscosuplementos, y pre-
sentan diferencias en el peso molecular, el método de preparacion, las instruccio-
nes de dosificacion, caracteristicas biologicas. No obstante, los ensayos clinicos no
hacen indicar una clara ventaja de un producto sobre otro, y en general el bene-
ficio clinico es limitado en el tiempo y no esta claro si estos farmacos son capaces

de alterar la historia natural de la enfermedad.
- Diacereina:

Inhibe las interleuquinas catabolicas e inflamatorias como la IL-1. S6lo ha
sido comercializada en el tratamiento sintomatico de la artrosis, pero no ha de-
mostrado su utilidad en frenar la progresion de la enfermedad. Produce diarrea
y tifie la orina, y dado que no ha demostrado superar en eficacia a otros medica-

mentos con menor tasa de reacciones adversas, hoy en dia apenas se utiliza.
-Plasma rico en plaquetas:

En los ultimos anos ha aparecido una técnica terapéutica que ha ganado un gran
protagonismo. Se trata del Plasma Rico en Plaquetas (PRP). Como su nombre indica,
se trata de plasma sanguineo con un alto concentrado de plaquetas autoélogas, y que
mediante el proceso de degranulacion liberaran diversos factores de crecimiento y ci-
toquinas capaces de estimular la curacion 6sea y de otros tejidos. Las plaquetas reco-
lectadas son activadas mediante la adicion de trombina y cloruro calcico, que induce la

liberacion de los factores de crecimiento a partir de los granulos alfa.

Los principales factores de crecimiento liberados por las plaquetas activadas
son: Factor de Crecimiento Transformativo beta (TGF ), Factor de Crecimiento
Fibroblastico Basico (FGFb), Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF),

Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular (VEGF), Factor de Crecimiento de Te-
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jido Conectivo (CTGF), Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF). También liberan

los Factores de Crecimiento Insulino-like 1y 2 y la Interleuquina 8 (IL-8).

La preparacion del PRP consiste en la obtencion de una cantidad predetermi-
nada de sangre periférica del paciente, que se anticoagula con citrato de dextrosa.
Aunque se trata de la sangre del propio paciente que va a recibir el preparado, se
considera un medicamento con todo su significado legal. Actualmente existen dos
meétodos de preparacion, el llamado circuito abierto que requiere de un ambiente
estéril por lo que se usa en quir6fanos, y el circuito cerrado, que utiliza un siste-
ma desechable en el que la sangre no entra en contacto con el ambiente exterior,
lo que hace que pueda ser utilizado en zonas no estériles. La sangre obtenida se
centrifugay se separan los distintos componentes en funcién de su concentracion
y densidad. Se realizan al menos dos centrifugaciones para separar primero el
plasma de las células sanguineas, y después las plaquetas del resto de las células.
De esta forma se pueden hacer preparados que quintuplican la concentracion ha-
bitual de plaquetas. En el mercado existen diferentes sistemas de preparacion por
lo que los productos finales son tremendamente variables en cuanto a cantidad,

concentracion plaquetaria y densidad, siempre en funcion de la lesion a tratar.

El tratamiento de las lesiones del cartilago de la rodilla y lesiones degenera-
tivas con inyecciones intraarticulares de PRP es seguro y tiene el potencial para
reducir el dolor y mejorar la funcion de la rodilla y por consiguiente la calidad de
vida en los pacientes mas jévenes con un bajo grado de degeneracion articular en
seguimiento a corto plazo (Kon, 56). El efecto beneficioso se limita en el tiempo,
con una media de duracion de la mejoria clinica de 9 meses, con alta variabilidad
entre pacientes. Cuanto menor sea el grado de degeneracion y la edad del pacien-

te, mayor es la duracion del efecto beneficioso de las inyecciones de PRP.

En comparacion con las inyecciones de acido hialurénico, el PRP demostré
una mayor eficacia en reducir el dolor y funcién articular, pero s6lo en pacientes

jovenes con bajo grado de degeneracion condral.

Las inyecciones de PRP no han demostrado ser utiles ni aportar beneficios en
el tratamiento de lesiones focales del cartilago articular. Su aplicacion con o sin
andamios de colageno e hidroxiapatatita no ha conseguido producir un tejido car-
tilaginoso funcional, sino un tejido amorfo mal organizado, como se ha podido

demostrar en un estudio con ovejas en 2010 por Kon et al. (57).
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1.4.3 Tratamiento quirarjico

La degeneracion de una articulaciéon no sélo provoca dolor, sino una alte-
racion de la funcion de la misma que puede afectar en mayor o menor medida
la calidad de vida del paciente. Cuando han fracasado las medidas preventivas y
cuando el tratamiento no invasivo ha sido insuficiente o no esta indicado se puede

plantear el tratamiento quirurgico de la artrosis.

En este apartado cabe diferenciar dos tipos de pacientes y de lesion car-
tilaginosa: Las lesiones focales, que se dan en una poblacion joven, activa, sin
enfermedad artrosica degenerativa. Para este tipo de lesiones existe un arsenal
terapéutico invasivo que no sélo ha demostrado ser eficaz, sino que actualmente

es muy esperanzador.

La lesion degenerativa difusa, la artrosis establecida que afecta a toda la arti-
culacion tiene una relacion directa con la edad, por lo que se ve en una poblacion
mas envejecida, y no va a poder beneficiarse de las técnicas quirtirgicas que se em-
plean para las lesiones focales. Para estas articulaciones se emplea la artroplastia,
consistiendo en diferentes técnicas para las diferentes articulaciones artroésicas.
En el caso de las rodillas, previo a las artroplastias se puede realizar una osteoto-
mia de correccion cuando la articulacion presenta una alteracion de su eje fisiolo-
gico, ya sea por un genu varo o valgo anoémalo o secundario a alguna lesion previa

a nivel del fémur o de la tibia.

En cuanto a las artroplastias de rodilla existen varios modelos de protesis
diferentes. Las protesis unicompartimentales de rodilla se colocan Ginicamen-
te en el compartimento medial o lateral de la rodilla, en funcién de cual es el

mas afectado.

La protesis total de rodilla consiste en eliminar todas las superficies articu-
lares de la rodilla entre el fémur y la tibia mediante unos cortes que se realizan
con unas guias de corte especialmente disefiados para cada modelo de protesis.
Existe la opcion de aplicar una superficie protésica a la cara articular de la rétula
si también hay afectacion del compartimento femoropatelar, pero no siempre se
hace. Cuando la gonartrosis se acompafna de un compenente de inestabiliadad, se
aplican unos modelos de protesis estabilizados que suplen la ausencia de elemen-
tos estabilizadores de la rodilla, con el fin de que la rodilla recupere un grado de

funcionalidad adecuado.
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La artroplastia de rodilla con protesis es un proceso no exento de complica-
ciones, puesto que es una cirugia agresiva, y se suele realizar en pacientes entre
los 65 y 80 afios de edad. Muchos de estos paciente padecen de enfermedades
concomitantes que pueden aumentar el riesgo de complicaciones. Es importan-
te elegir bien el momento de realizar la artroplastia, explorar bien al paciente y
desanconsejar el procedimiento en caso de descubrir factores de riesgo que la
contraindiquen. Algunas de las complicaciones pueden ser muy graves, como la
anemizacion, la infeccion y las alteraciones tromboembolicas. Por esto es muy
importante informar al paciente de su enfermedad, de su curso natural y de los
procedimientos que hay para tratarla. No se deben menospreciar los riesgos y el
paciente tiene la obligacion de conocerlos. También es importante que el pacien-
te tenga una buena predisposicion de cara al proceso postoperatorio, que resulta

clave para obtener un buen resultado final.

Al tratarse de material no biologico que va a sufrir unas cargas y fuerzas de-
rivadas del movimiento, las protesis de rodilla también pueden sufrir fenémenos
de desgaste o aflojamiento de algunos de sus componentes. No es infrecuente que
tras un tiempo variable sea necesario realizar una segunda intervencion quirirgi-

ca, una cirugia de recambio de protesis.

Fig. 12: Componente femoral e inserto de polietileno, dos de los componentes de una protesis de rodilla.
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Fig. 13: Exposicion de la rodilla mediante un acceso anterior longitudinal para proceder a la artroplastia

mediante protesis.

Fig. 14: Introduccion de guia intramedular para realizar los cortes femorales. Apréciese el desgaste condral

del condilo medial'y la osteofitosis junto al indice del cirujano.
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Fig. 15: Condilos femorales después de su reseccion. Se puede ver el cartilago del condilo medial

(a la derecha) dafiado.

Fig. 16: Platillo tibial después de ser resecado. En este caso el lado medial estd a la izquierda, presentando

un importante desgaste.
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Fig. 17: Rodilla izquierda con los cortes femoraly tibial, previo a la insercion de los componentes

de la protesis.

Fig. 18: Antes de realizar el cierre de la herida quirirgica, se aprecia la articulacion con los componentes

definitivos implantados.
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Técnicas actuales para el tratamiento de lesiones focales:

A. Microfracturas:

Esta técnica hace perforaciones subcondrales controladas en el foco de una
lesion o defecto del cartilago articular, haciendo que elementos de la médula 6sea
como células mesenquimales y factores de crecimiento se puedan acumular en el
defecto condral. Estas perforaciones dan lugar a la formaciéon de un coagulo que
durante los siguientes 6 a 12 meses se ira remodelando hasta formar un tejido de

reparacion fibrocartilaginoso.

Por desgracia, éste se compone mayoritariamente por colageno tipo I y se
asemeja mas a fibrocartilago que a cartilago hialino (compuesto sobre todo por
colageno tipo II). No tiene las mismas caracteristicas de resistencia y elasticidad
que el cartilago sano y resulta mas friable y fragil, resistiendo peor a cargas com-

presivas o al rozamiento.

No obstante, se trata de una técnica con muy poca morbilidad y mas barata
que cualquier otra técnica invasiva. Si se realiza correctamente tiene potencial

para la mejoria sintomatica.

Ademas, esta ampliamente documentada y existen numerosos estudios que
presentan buenos resultados. Asi por ejemplo Gobbi et al presentaron una serie de
109 casos tratados con esta técnica con resultados de mejoria objetiva y subjetiva

tras un seguimiento medio de 72 meses (59).

Las microfracturas alcanzan los mejores resultados en pacientes con lesiones
focales aisladas de menos de 200 mm2 de superficie, con un indice de masa cor-
poral (IMC: el peso en kilos dividido entre la altura en metros al cuadrado) menor
de 30 y una edad menor de 40 afios (Mithoefer, 60, 61).

La técnica de microfractura se emplea con frecuencia como técnica de re-
ferencia para comparar otras técnicas de reparacion del cartilago. Por ejemplo,
Knutsen et al. (62) realiz6 un estudio en el 2004 sobre la efectividad del trasplante
autologo de condrocitos comparandolo con la técnica de microfractura, no en-

contrando diferencias significativas entre ambas técnicas.
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Existen numerosos estudios, como he mencionado, que hablan de las bonda-
des y la reproducibilidad de las microfracturas, pero hay que mencionar que tam-
bién tiene sus contraindicaciones como son la falta de compromiso o de posibi-
lidad de un paciente a someterse al periodo de recuperacion postoperatorio, que
normalmente consiste en unas 6 semanas de descarga completa, pero realizando

ejercicios de movilidad pasiva.

B. Implantes de condrocitos autologos

Los implantes de condrocitos autélogos son un procedimiento que se ha de-
sarrollado durante los ultimos veinte anos, tras la publicacion inicial de Brittberg

en 1994, y continua en pleno auge.

Consiste en la obtenciéon de una pequena cantidad (entre 100 y 300 mg) de
tejido cartilaginoso sano de una zona articular exenta de carga, casi siempre du-
rante un procedimiento de artroscopia inicial evaluadora. De este tejido recogido
se obtendran los condrocitos mediante un proceso de degradacién enzimatica,
para a continuacion someterlos al aislamiento, purificacion y expansion antes de

reimplantarlos en el foco de una lesion sintomatica (Brittberg 63, Libera 115).

Laidea es que al utilizar condrocitos del propio paciente se consiga regenerar
una superficie cartilaginosa sana y de buena calidad, con colageno tipo II en mas
del 90%.

Larealidad no ha conseguido tal porcentaje de ese colageno idéneo, variando
en diferentes estudios desde 35% hasta 55%, pero si que han demostrado superar
cualitativamente cualquier resultado histologico de todas las demas técnicas, lo-
grando un tejido biomecanicamente mas eficaz que por ejemplo el fibrocartilago

regenerado en lesiones similares reparados con microfracturas o condroplastias.

Los resultados de éxito obtenidos en zonas de baja presion o baja friccion se
acercan al 89%, segun Peterson (64), pero en zonas como la femoropatelar la tasa

de buenos resultados no consigue superar el 627%.

Un problema importante que ha acompanado a esta técnica durante afnos es que
resultaba dificil hacer que esos condrocitos implantados en la lesion se integraran

adecuadamente en ella. Faltaba una especie de pegamento que les diera estructura
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tridimensional y a la vez los mantuviera justo en el lugar deseado, evitando que se

distribuyeran por toda la articulacién como ocurria con los primeros intentos.

Esta dificultad fue la que motivo el desarrollo de la segunda generacion de
injertos de condrocitos autélogos (“ACI” sus siglas en inglés de “Autologous Chon-
drocyte Implantation”), llamados “MACI” puesto que incluyen una matriz extra-
celular. Estos biomateriales estan constituidos por colageno tipo I, acido hialuro-
nico y colageno tipo I/11I, todos ellos formando un andamio membranoso para
otorgar al grupo de condrocitos implantados una estructura tridimensional que

los ordenara y ademas mantuviera en el lugar deseado (66).

Algun estudio prospectivo ha documentado que los resultados clinicos son

similares a la técnica de la primera generacion sin matriz extracelular (67).

C. Injertos osteocondrales

Esta técnica consiste en realizar un injerto de tejido osteocondral, ya sea au-
tologo o heterologo. A dia de hoy sigue siendo la tnica técnica que consigue la

reconstruccion con cartilago hialino puro.

Los injertos autologos, que obtienen el tejido casi siempre de la misma articula-
cion a tratar pero de una zona donde su obtencién no sea lesiva, se utilizan sobre

todo para el tratamiento de lesiones pequenas, de menos de 2 cm?,

Los aloinjertos se definen como injertos de tejido similar de la misma especie
animal, pero de un individuo diferente al receptor. Normalmente se obtienen de
donantes cadaver y por tanto suelen ser de mayor tamano. Técnicamente son mas
complejos y los requisitos médico-legales hacen que no se pueda hacer en cual-
quier centro asistencial. Mientras que los injertos autélogos tienen como principal
limitacion la lesion de la zona donante y su pequeiio tamarno, los injertos aloin-
jertos tienen el riesgo de respuesta injerto contra huésped asi como la potencial
transmision de enfermedades. Por esto, solamente pueden ser implantados una
vez que se haya comprobado la esterilidad y ausencia de enfermedades transmi-
sibles del injerto donante, y esto puede retrasar el proceso desde que se obtiene el

tejido hasta que se pueda dar el visto bueno a implantarlo.
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No se trata de una técnica que se realice con el fin de salvar una vida, por lo
que normalmente estos injertos obtenidos de un cadaver que reuna las condi-
ciones necesarias por edad, antecedentes y causa de muerte seran congelados. Se
calcula que la viabilidad maxima de los condrocitos se logra mantener en injertos

implantados como maximo a los 28 dias de su obtencion (68).

Normalmente se obtiene en forma de semiesfera o cono con abundante hue-

so subcondral, que es el que se va a fijar al hueso receptor.

Mosaicoplastia: Esta es la técnica mas extendida que utiliza los injertos con-
drales autologos. Consiste en obtener multiples pequefos injertos con un saca-
bocados de ambos lados de la zona proximal de los condilos femorales, evitando
lesionar la superficie que articula con la rétula. Estos injertos con forma circular
se colocaran uno a uno en la lesioén a tratar en zona de carga, que previamente se
habra preparado hasta presentar hueso subcondral sano. Al colocar varios trozos
de injerto se crea una especie de mosaico. A veces éste se cubre con una pieza de
periostio a modo de red para evitar que se desplacen los injertos. Los resultados
utilizando la técnica de mosaicoplastia descritos por autores como Hangody son
favorables, sobre todo para lesiones aisladas en el fémur. Igual que con los con-
drocitos autélogos, los resultados menos buenos se describen en la zona femoro-

patelar (Hangody, 69, 70).

La mosaicoplastia esta bien extendida como tratamiento en lesiones focales
del cartilago articular, con predominio de una poblacion joven, sanay en relacion
con la practica deportiva. Su uso también se ha extendido a otras localizaciones

como el astragalo, la cabeza femoral en la cadera y en el codo.

Estas técnicas tradicionalmente se han reservado para paciente jovenes, en
su mayoria deportistas, con lesiones aisladas. La primera serie larga de resultados
a medio-largo plazo con la técnica de aloinjertos fue la que presenté McDermott
en 1985 (71), pero tan solo el 56% de los pacientes obtuvieron resultados buenos
o excelentes. Desde entonces, con la extension y popularizacion del uso de esta
técnica se han publicado diversos trabajos en los que la tendencia general mejora
los resultados, pero a pesar de ello tampoco es una opcion perfecta puesto que a

largo plazo sigue teniendo fracasos y complicaciones (55).
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1.4.4 Expectativas, terapia genética y células madre

La artrosis sigue siendo una patologia muy prevalente en el mundo entero,
y con la mayor longevidad de la poblacién mundial su incidencia ha aumentado
y la tendencia es que siga aumentando. Aunque no se trate de una dolencia con
una gran mortalidad, si que tiene una elevada morbilidad afectando a la calidad
de vida de quien la padece. Cada vez se conoce mejor la enfermedad, y se estan
destinando numerosos recursos tanto en el ambito publico como en el privado a

la investigacion.

Hoy en dia existen diferentes técnicas que se pueden utilizar para tratar le-
siones focales del cartilago articular con buenos resultados, como los implantes
de condrocitos autologos, los auto- y los aloinjertos asi como las microfracturas.
No obstante, como se ha visto, y aunque con casi todas estas técnicas se alcanzan
unos resultados satisfactorios, ninguna es perfecta y tampoco consigue la cura-
cion completa de la lesion. Tampoco son técnicas utiles para el tratamiento de la
artrosis primaria que afecta a areas extensas de las articulaciones, incluso a varias
articulaciones, mas propia de la poblaciéon mayor. Hay grandes esperanzas en el
tratamiento con células madre y en general con la ingenieria tisular, asi como en

la ingenieria genética experimental.

Células madre mesenquimales

Todas las técnicas empleadas en la actualidad para el tratamiento de lesiones
del cartilago tienen sus puntos fuertes y sus puntos débiles. Ninguna ha demos-
trado la regeneracion completa del tejido dafado. Los implantes de condrocitos
autologos a priori deberian dar lugar a un tejido cartilaginoso sano, pero la mayor
parte de las veces solo es capaz de generar cartilago de inferior calidad, debido so-

bre todo ala dificil movilizacion, diferenciacion y proliferacion de los condrocitos.

Por esto se ha propuesto utilizar células madre mesenquimales multipoten-
tes. Estas células son capaces de diferenciarse al linaje condral, y presentan las

siguientes ventajas con respecto a los condrocitos:
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- Se pueden obtener de una gran variedad de tejidos, evitando de esta forma

causar mas iatrogenia a un tejido ya danado.
- Son células abundantes desde el momento de su obtencion.

- Al contrario que los condrocitos, estas si son faciles de expandir in vitro.

Las células madre multipotentes se diferenciaran en condrocitos en respues-
ta a estimulos condrogénicos especificos. Se ha logrado cultivarlos en cantidades
grandes (72, 73).

Finalmente, otra de las caracteristicas mas ilusionantes de cara al futuro es
que estas células también exhiben potencial regenerativo y trofico, lo que podria
hacerlas muy utiles para el tratamiento de patologias degenerativas del cartilago,

incluso podrian prevenir la degeneracion del cartilago en pacientes con artrosis.

Las células madre se diferencian en totipotentes, pluripotentes, multipoten-
tes y unipotentes. Las células madre totipotentes tienen la capacidad de crecer
y dar forma a un organismo vivo completo. Las pluripotentes son capaces de
formar diferentes linajes celulares a partir de los tres linajes embrionarios: ecto-
dermo, endodermo y mesodermo, pero no son capaces de formar un organismo
completo. Por unipotentes se entienden aquellas células madre que s6lo daran

lugar a un tipo de célula; también se llaman células progenitoras.

Las células madre multipotentes s6lo podran formar células de su mismo
linaje. Entre éstas destacan las hematopoyéticas y las mesenquimales. De éstas

ultimas se podran formar, entre otros, osteocitos y condrocitos.

Lo interesante es que dependiendo de en qué momento evolutivo de la célula me-

senquimal se logre diferenciar su formacion, podria dirigirse hacia una u otra célula.

Por ejemplo, se podrian diferenciar células hacia condrocitos y otras hacia osteoci-
tos, y crear de esta forma un grupo celular mixto que implantar. Esto serviria para poder
tratar lesiones osteocondrales de forma combinada, facilitando la mejor integracion de
las células implantadas en el lugar del defecto porque los nuevos condrocitos serian po-

tencialmente capaces de fijar el implante al hueso subcondral.
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Terapias genéticas:

Pese a ser un tema que ha ganado mucha popularidad y en el que existe de-
positada mucha esperanza, lo cierto es que el tratamiento genético de la artrosis
todavia no es una realidad. Pese a ello, desde que se secuencié en genoma humano
en 2001 se trabaja, y mucho, en esa direccion. Existen numerosos trabajos que
buscan modificar el proceso patogénico de la artrosis mediante la modificiacion
genética. Asi, por ejemplo, Lee logré en 2008 un incremento de la condrogéne-
sis y de la produccion de lubricina mediante la estimulaciéon génica de células
mesenquimales procedentes de tejido adiposo en articulaciones de un modelo
bovino (74).

Recientemente se ha trabajado en diferentes estudios con el objetivo de iden-
tificar, bloquear, modificar o eliminar el complejo de genes involucrados en la
agrecanasa2 o ADAMTS-5. Al actuar sobre los genes que modulan sobre esta me-
taloproteinasa se ha demostrado que es posible incidir sobre la fisiopatologia de

la artrosis (75).

Gao y sus colaboradores han demostrado en 2015 que la osteopontina, una
proteina cuyo papel en la artrosis no esta del todo claro, ejerce un efecto protector
sobre condrocitos humanos contra la degradacion de las agrecanasas mediante la

supresion genética de la expresion de ADAMTS-4 (76).
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1.5. Modelos animales para el estudio de la artrosis

1.5.1. Generalidades sobre el estudio de la artrosis con modelos de
experimentacion animal

Los modelos son sistemas que se emplean para simplificar fenomenos com-
plejos y tratar de comprender procesos esquivos y dificiles de descifrar. Los mo-
delos animales han sido desde hace mucho tiempo y siguen siendo esenciales
para comprender los mecanismos de muchas enfermedades humanas y para pro-

bar estrategias terapéuticas.

Se puede definir un modelo de ensayo animal como un acondicionamiento
de animales que pueden haber adquirido el proceso biolégico a estudiar de forma
genética, natural o inducido experimentalmente. Estos modelos animales deben
asemejarse en al menos un aspecto al proceso en humanos y ser cientificamente

accesibles para su estudio (77, 80).

Los modelos celulares u organicos en laboratorio son capaces de aportar co-
nocimientos y conclusiones acerca de determinados mecanismos funcionales y
biologicos del cartilago, del hueso, de la sinovial e incluso de determinados grupos
celulares dentro de estos tejidos. Se conocen como modelos Ex vivo. Son modelos
mucho mas controlables que los modelos animales. Sirven para estudiar fenome-
nos biolégicos concretos a corto plazo, que en estos modelos quedan aislados de
la posible influencia fisiologica de tejidos adyacentes. Pero precisamente por este
motivos, los modelos Ex vivo no son capaces de reproducir fiablemente los feno-
menos de cambio que acaecen en las articulaciones de animales en el transcurso

de meses incluso anos (81).

En 1990, Altman y Dean describieron los modelos animales como puente
entre los conocimientos de los cultivos tisulares y la patologia en humanos. Se
pueden preparar y por lo tanto controlar diferentes aspectos de una enfermedad

para facilitar su estudio (83).
{Queé ventajas ofrece un modelo animal para el estudio de la artrosis?

- El desencadenante de la enfermedad es conocido
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La progresion de la enfermedad se puede estudiar y controlar con detalle

Permite conocer los cambios en la enfermedad cuando se aplican

determinados tratamientos

- El tratamiento puede reducirse a un so6lo principio activo

- Laevolucion de la enfermedad se puede vigilar mediante pruebas
diagnosticas de imagen y tests de laboratorio

- Acceso a tejidos de animales enfermos y sanos para su estudio

- Se pueden controlar factores ecolégicos y nutritivos

- Se puede controlar la actividad fisica diaria de los animales

- Posibilidad de tenir o de marcar radiolégicamente los tejidos

Tanto en el pasado como en la actualidad se han empleado varios y diversos
modelos animales para el estudio de la artrosis, utilizando para ello a perros, co-
nejillos de indias, ratas y ratones, conejos, caballos...etc. Ninguno ha podido ser

considerado ideal a la hora de reproducir la artrosis en humanos (77, 82).

Los criterios para tomar la decisién ala hora de elegir un modelo animal son
la relevancia, objetividad, idoneidad y disponibilidad. La relacién relevancia/ob-
jetividad se refiere a la posibilidad de comparar los acontecimientos en el animal

estudiado a los que acontecen en el proceso patologico en el humano.

Lo primero a tener en cuenta para considerar a un modelo animal idoneo es
que sea necesario. En segundo lugar existen una serie de criterios especificos que

haran a un grupo animal mas util que otros para alcanzar los objetivos planteados.
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Estos factores son:

- Sencillez

- Previsibilidad

- Reproducibilidad

- Capacidad de extraer conocimientos

La disponibilidad se refiere a factores practicos como la ética y legalidad, la
presencia de controles, el manejo y los costes. Asi, por ejemplo, un modelo con ca-
ballos o grandes simios podria aportar una notable similitud en cuanto a factores
de carga sobre una articulacion como la rodilla, pero su coste y diversos aspectos
legales hacen que su idoneidad como modelos animales pueda quedar relegado a
un segundo plano en detrimento de otros modelos menos costosos. Por otro lado,
el estudio en modelos de animal muy pequefio resultan mas baratos y manejables,
pero es mas dificil conseguir un modelo fisiologicamente similar al ser humano

para el estudio de la artrosis (85).
Los modelos de artrosis se pueden dividir en dos grandes grupos:
- modelos inducidos experimentalmente
- modelos de enfermedad espontanea o sin influencia externa

Los modelos inducidos experimentalmente se dividen a su vez en otros dos

grupos, segun Arlet y Gédéon en 1982 (84):
A. Artrosis mecanica
B. Artrosis estructural

En los modelos de artrosis mecanica, ésta sera desencadenada mediante
cambios cuantitativos y en la distribucion de carga articular, mientras que en la
artrosis estructural se consigue por medio de cambios fisicos, quimicos, biologi-
cos o inmunologicos sobre el tejido. Recientemente, también se han establecido
modelos con artrosis inducido por terapia genética, campo que en el que se ha

comenzado a trabajar desde que en 2001 se logro secuenciar el genoma humano.

Los modelos inducidos experimentalmente se caracterizan por una deter-
minacion exacta del tipo de lesion, de su gravedad, del momento exacto de su

desencadenamiento o progresion y con la identificacion de los acontecimientos
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de la enfermedad mediante marcadores. Se pueden realizar controles evolutivos
mediante comparaciones con la articulacion contralateral sana, aunque hay que
valorar cuidadosamente la afectacion de éstas pues podrian verse afectadas por
cambios sistémicos o biomecanicos presentes en el animal. Las dos principales
limitaciones de estos modelos experimentales para la artrosis son por un lado
la rapida aparicion de la artrosis en comparacion con la evolucion natural de la
enfermedad y que a veces puede solaparse con cambios estructurales articulares

dependientes de la edad del animal.

Existen dos tipos de modelos de artrosis biomecanicos: modelos que buscan
la inestabilidad articular y modelos que buscan el desplazamiento de las cargas

biomecanicas.

Estos modelos son cronicamente mucho mas constantes que modelos espon-

taneos, pero requieren de mas tiempo para obtener algin resultado.

Por otro lado estan los modelos experimentales estructurales, que alteran la es-
tructura tisular de las articulaciones. Estas alteraciones afectan a la mecanica tisular,
que aumenta la susceptibilidad de sufrir lesiones y conduce a un proceso de repara-
ci6n incompleto. Este modelo estructural puede enfocarse sobre un tejido concreto
dentro de la articulacion o sobre la articulacion completa. El grado de afectacion se
determina por el tipo agresion elegida, la dosis y su frecuencia. Dependiendo del

producto empleado se pueden dividir en sustancias intra- o extracelulares.
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Division de artrosis estructural experimental:
» Dirigidas a matriz extracelular:
o Fisicas:
* Traumatismos quirurgicos
* Calor
* Energia Laser
0 Quimicas:
» Acidos
» Alcalis
* Formaldehido
» Agua y soluciones ionicas
o Enzimaticas:
* Colagenasa
* Tripsina
» Papaina
* Hialuronidasa
* Dirigidas sobre las células articulares:
o Fisicas:
 Enfriamiento
* Electrolisis
e Irradiacién ionizante
0 Quimicas:
* Tetroxido de osmio
* Yodo, acetato yodico
* Antibioticos
 Vitamina A
o Mediadores:
* Hormonas, p.ej.: hormona del crecimiento, cortisona
e Papaina, zymosan
* Infecciones, p.ej.: bacterianas

* Determinadas citoquinas, p.ej.: TNF-q, IL-1
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Lo que caracteriza a estos modelos es un desgaste generalizado e intensivo
del tejido cartilaginoso, siendo ademas modelos bastante constantes en el tiempo

y que se pueden desencadenar de forma relativamente precoz.

En cambio, los modelos de enfermedad espontaneos se desarrollan de forma
muy lenta y dependen de desencadenantes no diversos y a veces desconocidos. A
pesar de esto, son modelos que tienen utilidad para el estudio de la artrosis en hu-
manos por su similitud en la enfermedad, y pueden aportar valiosa informacion
para establecer estrategias para desarrollar diferentes estudios farmacologicos. No
obstante, al ser tan lentos estan sujetos a variaciones en el grado de incidencia o

gravedad de la enfermedad, limitando de esta forma mucho su utilidad real.

Para los modelos mencionados, tanto inducidos como espontaneos, existen
dos grupos de animales: pequefios y grandes. Entre los pequenos se utilizan sobre
todo ratones y ratas, conejillos de indias y conejos. Los animales grandes suelen

ser sobre todo perros, ovejas, primates y caballos (80, 82, 87, 88, 89).

Los modelos animales estan limitados por diferencias especificas de especies
en cuanto a metabolismo, anatomiay diferentes formas de reaccionar frente a de-
terminadas sustancias. En los modelos de animales pequenos el lapso de tiempo
para el estudio del efecto de la sustancias aplicadas suele ser muy corto, desde po-
cas semanas a como mucho uno o dos meses. Los animales grandes son por esto
preferibles, pero necesitan de mayor cantidad de medicaciéon y su mantenimiento

es mas complejo, encareciendo notablemente el estudio.

A pesar de estas limitaciones, los estudios con animales son muy valiosos e

imprescindibles antes de poder comenzar con estudios en humanos.
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1.5.2. El modelo “Pond-Nuki”y el modelo “Moskowitz”

Estos dos modelos animales son los mas empleados para simular artrosis.

El modelo “Pond-Nuki” fue desarrollado por los autores Pond y Nuki en 1973
(86). Provocaban una inestabilidad articular mediante la rotura del ligamento cru-
zado anterior de la rodilla en perros. De esta forma aparecian a nivel del condilo
femoral medial erosiones, fibrilaciones y roturas del cartilago articular, compro-
bado mediante analisis histologicos. Posteriormente demostraron la proliferacion

de condrocitos y la aparicion de osteofitos.

Ese mismo afnio Moskowitz et al. (88) presentaron el modelo “Moskowitz” que
a diferencia del modelo anterior, realiza una meniscectomia del menisco medial
en la rodilla del perro. Esto también desestabiliza la articulacion y ademas altera
las fuerzas biomecanicas en la rodilla durante la marcha, desencadenando final-
mente un cuadro de artrosis precoz similar a la de los seres humanos que han
sufrido esta lesion. Moskowitz demostré que en el plazo de entre 4 y 8 semanas se
instauraba la degradacion del cartilago. El resto del proceso artrosico es similar a

los demas modelos.

1.5.3. El modelo animal de este trabajo

Para este trabajo se escogié un modelo animal experimental estructural de
artrosis, en el que se pretendia desarrollar una degeneracion artrésica de la matriz

extracelular del cartilago en la rodilla.

El animal elegido fue el cerdo. Estudios recientes han determinado la validez
del cerdo como modelo animal valido y reproducible para el estudio de enferme-
dades articulares: Kiapour et al demostraron en 2015 que el uso de minipigs era
valido para valorar factores predisponentes, fisiopatologicos y relacionados con
el sexo del sujeto en lesiones del ligamento cruzado anterior (90). Al lesionar este
ligamento de forma iatrogénica demostraron la aparicion de cambios degenera-
tivos artrosicos en las rodillas de los cerdos con correlacion con lo que ocurre en

el ser humano.
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En un trabajo de 2011, Verma et al. (91) repasan en la literatura la utiliza-
cion de minipigs en diferentes trabajo cientificos. Explican que de los numerosos
modelos animales disponibles para los estudios proteémicos o sobre medicina
molecular, s6lo un pequefio nimero ha sido utilizado con éxito en la compren-
sion de la biologia humana. El mayor nimero de estudios ha utilizado a roedores
de forma satisfactoria, pero existen dudas acerca de su idoneidad a la hora de imi-
tar la biologia humana. Por otro lado, los cerdos presentan mayor similitud con
nuestra especie humana en cuanto a tamano, forma y fisiologia, y se ha utilizado
como modelo de mamifero importante para muchos estudios diferentes, obte-
niendo resultados extrapolables al entendimiento de la patologia humana, como
por ejemplo en estudios sobre los xenotrasplantes, las enfermedades cardiovas-
culares, la hemodinamica, la nutricion, las funciones metabdlicas generales, tras-
tornos digestivos, enfermedades respiratorias, diabetes, enfermedades renales y
de la vejiga, la toxicidad especifica de 6rganos, dermatologia y en secuelas neuro-
logicas. Ademas de esto, se ha descubierto que el genoma porcino y el humano
comparten una parte muy grande (92). Esto se une a la mencionada similitud en
cuanto a tamano y forma, haciendo del cerdo un modelo ideal para el estudio de
patologia musculoesquelética. Por este motivo, los cerdos también se han utiliza-
do con éxito para trabajos acerca de remodelacion 6sea, plasma rico en plaquetas
y osteointegracion de diversos implantes como publicaron, entre otros, los grupos

de Furst, Watzek y Sanroman (93, 95).

Wancket realiza un metanalisis en 2015 (96) de los distintos modelos anima-
les utilizados para el estudio de implantes 6seos y destaca las ventajas del cerdo
como modelo animal por su biocompatibilidad, por ser lo suficientemente grande
para hacer estudios trasladables a patologia humana y por su facilidad de manejo.
Esto mismo se desprende de otros trabajos que utilizan el mismo tipo de mini-
pig y manejo del mismo que el presente trabajo (Thams et al. 97, 98). Ademas, en
comparacion con otros animales, se considera que los cerdos son menos suscep-
tibles a sufrir complicaciones médicas después de una intervencion quirargica,

aunque esto no esta demostrado (94).
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Los cerdos empleados en nuestro estudio:

Tras evaluar las diferentes alternativas y su disponibilidad, se decidio6 utilizar
para este estudio a cerdos de la variante Minipig. Se emplearon 10 cerdos domés-
ticos (Sus scrofa domesticus) de la raza Minipig, resultante del cruce entre el cerdo

barrigén vietnamita y el minipig de Minnesota.

Fig. 19: El primer minipig del estudio, justo después de haber sido anestesiado y antes de proceder a la

artrotomia de rodilla.

Su edad media era de 5 afios y su peso medio era de 148 kilogramos. Fueron
alimentados con una dieta rica en calorias y se les proporcioné acceso a agua en
todo momento. Durante el estudio permanecieron en recintos de entre 4 y 10 m?

aproximadamente, al principio en parejas y una vez tratados de forma individual.
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Fig. 20: Los animales en su recinto.

Para la degradacion de la matriz extracelular del cartilago se eligio la enzima
colagenasa, que se obtiene de la bacteria Chlostridium histolyticum, tipo II, y dis-
tribuido por Merck (Darmstadt, Alemania). La enzima colagenasa es una metalo-
proteinasa de matriz que contiene zinc y degrada el colageno a base de romper
sus enlaces proteicos. Puede actuar contra diferentes tipos de colageno: tipo I,
IL, III, IV y V. La colagenasa procedente de la bacteria gram positiva Clostridium
Histolyticum se compone de una combinacion fija de dos enzimas sinérgicas pero
de diferente clase. Su codificacion depende de dos genes diferentes: colG para la
clase I (AUX-I) y colH para la clase II (AUX-II). La clase I hidroliza los terminales
carboxi y amoni del colageno, mientras que la clase II hidroliza el interior del co-

lageno, actuando de esta forma ambas enzimas de forma eficaz y sinérgica (163).

La colagenasa de Clostridium Histolyticum (CCH) tiene a dia de hoy diversos
usos terapéuticos. El mas popular actualmente es su empleo para el tratamien-
to no quirurgico de la enfermedad de Dupuytren en las manos, disolviendo el
cordon fibroso que impide la correcta extension de los dedos. También se utiliza

en el tratamiento de la enfermedad de Peyronie en el pene y la enfermedad de
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Ledderhose en la planta del pie. Ademas de esto, se ha empleado con éxito para el

desbridamiento enzimatico y limpieza de heridas complicadas (164).

Su uso en el ser humano no esta exento de complicaciones, aunque hasta
ahora s6lo se han descrito complicaciones a nivel local. El problema es que al
tratarse de proteinas biologicas no endégenas van a dar lugar a la producciéon de
anticuerpos, y se estan investigando posibles reacciones cruzadas con otras meta-

loproteinasas endégenas humanas.

Basandonos en los estudios de Kikuchi et al. (89), en los que provocaban ar-
trosis en rodillas de conejos mediante la inoculacion intraarticular de colagenasa,
hicimos un calculo de la concentracion de colagenasa a 40 miligramos por milili-
tro de suero salino (cloruro sédico) con una actividad enzimatica de 269 unidades

internacionales por miligramo (Unit/mg).

Los animales fueron anestesiados en un ambiente estéril, concretamente un
quir6fano de cirugia veterinaria, y en ese momento se administré 1 mililitro de
solucion de colagenasa en la rodilla derecha. Después de un tiempo promedio de

4 meses, los animales fueron sacrificados para su estudio histolégico.

Fig. 21: Otro individuo en el antequirdfano tras ser anestesiado
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1.6. Objetivos

El objetivo original de este estudio era provocar y probar cambios artrésicos

en las rodillas de minipigs a través de inyecciones intraarticulares de colagenasa.

Para ello se opt6 por utilizar un modelo de investigacion con animal grande y

cambios estructurales inducidos por la mencionada enzima colagenasa.

Después de un tiempo de reposo de 4 meses, los animales fueron sacrificados y sus

articulaciones examinadas macroscépica-, inmunohistoquimica- e histolégicamente.

El hecho de haber desencadenado artrosis en las articulaciones tratadas se

demostro mediante tinciones histologicas e inmunohistoquimicas, analizando:

los componentes de la matriz extracelular y los marcadores

condrogénicos como el colageno 1, 2y 3, agrecano y S-100

- factores de crecimiento como el Factor de crecimiento insulino-like-1,
Transforming Growth Factor-B

- Citoquinas degenerativas como la interleuquina-1y el factor de necrosis
tumoral-a

- Enzimas degradantes como la agrecanasa-2 (ADAMTS-5) y la colagenasa-3

(MMP-13)

- La apoptosis celular demostrando la presencia de caspasa-3.

Por otra parte se investigo la posibilidad de desarrollar transplantes tridimen-
sionales de condrocitos procedentes del cartilago de la rodilla sana de los cerdos.
Para ello se realiz6 una biopsia de tejido condral con el fin de aislar condrocitos,
multiplicarlos en monolayer y poder obtener finalmente implantes tridimensio-

nales de condrocitos porcinos.

Las células del cartilago obtenido fueron analizadas y se determiné su vitali-
dad y su capacidad de multiplicacion, comparandolas con condrocitos humanos.
Se crearon los preparados tridimensionales de condrocitos y sus caracteristicas

fueron comparadas con las de los humanos.

El objetivo final es poder responder a la pregunta de si se pudo desencadenar
la artrosis y si los resultados obtenidos son comparables con otros estudios anima-

les asi como con la situacion de esta patologia en seres humanos.
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2. Material y métodos

2.1 Manejo de los animales

Se emplearon 10 cerdos del tipo “Minipig”, fruto del cruce del cerdo barrigon
vietnamita y el minipig de Minnesota. Estos animales fueron alimentados con
una dieta rica en calorias y con abundante agua, que tenian a su alcance en todo
momento. Antes de ser intervenidos permanecieron en grupos de tres en unos
establos de entre 8 y 10 metros cuadrados, techados. Después del proceso invasivo
pasaban a recintos individuales, algunos de 4 a 5 metros cuadrados y otros en los

que habian estado previamente.

En el plazo de aproximadamente un mes los cerdos fueron anestesiados
mediante relajacion e intubacion endotraqueal en un quiréfano para el procedi-
miento quirdrgico, que consitia en primer lugar en una artrotomia abierta de la
rodilla derecha del animal. Se decidi6 que todas las rodillas tratadas fueran las de-
rechas, para posteriormente evitar errores de etiquetado o almacenaje. Primero
se procedia a la obtencion de una biopsia tisular de cartilago de una zona exenta
de carga articular, para inmediatamente proceder al procesado de la muestra para

el aislamiento y posterior cultivo tisular de condrocitos.

A continuacion, en el mismo acto quiruargico se inyecté una dosis de colage-
nasa diluida en la rodilla, procediendo al cierre por planos de la herida quirargica.
La colagenasa empleada procede de de la bacteria Clostridium Histolyticum, tipo
2 (Merck, Darmstadt, Alemania). Los animales recibieron profilaxis antibiética de

2 gramos de Augmentine (Ratiopharm, Ratiopharm Espafia) intravenoso.

El manejo postquirurgico fue estandarizado siguiendo el protocolo habitual
de la clinica para animales de este tamano sometidos a una intervencion quirur-
gica. Se aliment6 de forma habitual y con abundante agua a los cerdos. Se reali-
zaban controles de su estado general diarios. Las heridas quirargicas se revisaron

con la misma regularidad.

Finalmente, tras un periodo de 4 meses, los animales fueron sacrificados

para su posterior estudio.
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Este estudio fue autorizado por el comité de ética del Hospital Gomez Ulla
de Madrid, Espana, y fue supervisado por el Profesor Dr. Fidel San Roman, Ca-
tedratico de Cirugia de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense
de Madrid, Espana.

Fig. 22: El equipo quirirgico al inicio del trabajo.
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Fig.24: Preparando el sistemia de isquemia previa a la artrotomia.
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Fig. 25: Obtencion de la biopsia de cartilago sano a través de artrotomia. El tejido condral se obtiene de
una zona anterosuperior de la rodilla del cerdo, en una zona exenta de carga. Durante el proceso del cierre

de la herida, antes del cierre de piel, se administra la colagenasa intraarticular.

Fig. 26: Momento de la administracion de la colagenasa una vez realizado el cierre de la capsula articular.
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Fig.27: Cierre de la herida quirirgica.
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2.2 Cultivo celular

Todos los trabajos correspondientes al cultivo celular y su estudio se desarro-
llaron en laboratorios con el nivel de seguridad 1. Las técnicas empleadas se reali-
zaron bajo condiciones de asepsia, haciendo uso de material fungible estéril y todo

el material no fungible fue esterilizado mediante autoclave antes de su utilizacion.

2.2.1 Aislamiento de condrocitos

Como se ha comentado anteriormente, la biopsia de cartilago sano se realizo
mediante una artrotomia de rodilla derecha del cerdo anestesiado, en el contexto
de una intervencion quirargica siguiendo los protocolos habituales de asepsia que

rigen en un quiréfano convencional.

El tejido obtenido en la biopsia se someti6é a un lavado con PBS (Phosphate
Buffer Saline). EI PBS se conoce como tampén fosfato salino o buffer fosfato salino
y se utiliza en la investigacion biologica e inmunologica. Se trata de una solucion
acuosa y salina que contiene cloruro sédico, fosfato sédico, cloruro de potasio y
fosfato de potasio. Su osmolaridad y concentracion de iones (Cl-, Na+ y K+) es muy
semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos. Se trata de una solucion
isoténica con un PH de 7,4, por lo que no resulta toxica para las células de mami-

feros, resultando ideal para un proceso que debe estudiar y cultivar células vivas.

A continuacion, las muestras se colocaron en unas placas de petri, donde fue-
ron cortadas con bisturi en pequenos trozos de cartilago, eliminando todo resto
de tejido no cartilaginoso. De alli se pusieron los trozos de cartilago en un tubo de

centrifugacion de 50 ml que contenia una solucion de 1 mg/ml de colagenasa.

Este tubo se trasladé a una maquina agitadora o mezcladora, donde
permanecio6 incubando durante 4 horas a razon de 140 vueltas por minuto
y a 37°. Finalmente s6lo quedaban unos pequeios trozos de cartilago en
el fondo del tubo. El sobrante se separ6 y se puso en un nuevo tubo. Esta
suspension de células se sometido a un centrifugado de 1000 vueltas por
minuto, volviendo a desechar el sobrante al finalizar. El pellet, que es como

se denomina la bolita de tejido que permanece en el fondo del tubo tras el
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centrifugado, fue colocado en una soluciéon de 5 ml de medio con 10% de

suero autologo.

A continuacion, se repartieron esos 5 ml en dos botellas de cultivo celular tipo
T 75, cada una con una superficie de 75 cm?, aplicando ademas 15 ml de medio de

cultivo celular, que contiene un 10% de suero autélogo.

2.2.2 Conservacion y descongelado de los condrocitos

La congelacion de los condrocitos provenientes de cartilago humano se rea-
liza habitualmente de la siguiente manera: Estas células se congelan en una ca-
mara especial con nitrégeno liquido a -196°. Las células congeladas se colocan en
una solucion especial que contiene un 10% de 6xido de dimetilsulfato con un 20%

de suero.

Para su descongelacion se colocan los recipientes con las células en un bano
maria a 37°, aplicando sobre las células una nueva solucion de 10ml de medio de
cultivo celular. La mezcla es centrifugada y el sobrante desechado para poder se-
parar el 6xido de dimetilsulfato. El pellet celular se vuelve a suspender y dividir
en tres frascos de cultivo celular T 225 con 30 ml de medio de cultivo celular cada

uno. A este paso se le conoce como sembrado.

2.2.3 Cultivo en monocapa

Se conoce el cultivo en monocapa como aquel en el cual las células se
aplican de forma plana, en una sola capa, sobre la superficie del recipiente para

ello utilizado.

Con los recién obtenidos condrocitos porcinos se utilizaron frascos de cultivo
celular con tapa de filtro y superficie de cultivo de 75 cm?®. Para los siguientes pasajes

(o pasos) se emplearon frascos con 225 cm?®.
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Para el cultivo de células humanas se empled una mezcla de medio de cultivo
con un anadido de un 10% de suero humano: para cada frasco T 75 20 ml de medio

de cultivo y para cada frasco T 225 30 ml.

En cambio, para el cultivo de células porcinas recién aisladas se utilizé una
mezcla de medio de cultivo con un 10% de suero autélogo. En los dos primeros pa-
sajes la mezcla de medio de cultivo contenia un 10% de suero porcino, mientras que
en el ultimo pasaje el medio contenia también un 10% de suero, pero en este caso
de una mezcla entre pool de suero de origen porcino, de origen humano, y suero
autologo. El motivo para el uso de suero de pool humano y porcino era la escasez
de suero autdlogo. Las células se metieron entonces en una incubadora a 37°, con
una humedad relativa del 90% y un 5% de CO2.

El medio de cultivo celular se cambiaba dos veces a la semana, aspirando la
mitad del sobrenadante y sustituyéndolo por nuevo medio de cultivo. Antes de
esto, siempre se hacia una comprobacion bajo microscopio de las células, para va-
lorar su forma, granulacion, adherencia, proliferacion, esterilidad y la densidad de
crecimiento. Esta Gltima se mide en nimeros del 1 al 4, siendo el 1 la ausencia de

contacto entre las células y el 4 1a confluencia total.

2.2.4 La cosechay el procesado de las células (Subcultivo)

Cuando las células han crecido de forma confluente y se han multiplicado has-
ta cubrir toda la superficie del frasco de cultivo, debian ser sometidas a una nueva
division o subcultivo (en Inglés passage). Esto es necesario cuando han alcanzado
una confluencia de entre el 90 y el 100%. Las células de los cerdos fueron subculti-
vadas ya con un espesor de crecimiento de 2, debido a que estas células mostraban

tendencia a formar cluster celulares.

Para realizar esta tarea primero hay que aspirar el medio de cultivo y someter
a las células a un lavado con PBS, eliminando asi la mayor parte de las proteinas
extracelulares. Esto facilita que la enzima tripsina separe las células de la superficie
del fondo del frasco. Para mejorar las condiciones de esta catalisis se colocaban los

frascos en un armario de incubacién a 37°.
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A continuacion se procede a una comprobacioén microscopica para ver si las
células se han soltado del fondo del frasco. La actividad de la tripsina se detiene
al aplicar ahora el doble de cantidad de medio de cultivo con suero. El frasco se
somete a un centrifugado a 1000 vueltas por minuto durante 5 minutos, para
después volver a suspenderlas en medio de cultivo y colocarlas en nuevos frascos
de cultivo T 225.

2.2.5 Contaje celular

El recuento o contaje celular se realizé6 mediante un contador o camara de
recuento del tipo Neubauer. La camara de recuento es un instrumento de me-
dicion de precision de vidrio 6ptico especial. Se utiliza para contar las células u
otras particulas en suspension en el microscopio. Para diferenciar las células vivas
de las muertas se aplicé una tincién de azul tripan, que penetra en las células

muertas a través de la membrana celular defectuosa.

En primer lugar las células fueron procesadas de la misma forma que en el
paso 2.2.3, pero tifiendo una parte de la suspension celular con el azul tripan en
proporcion 1:1. Este parte sometida a la tincion se introduce en el contador. El
resultado obtenido se utiliza en la siguiente formula para calcular el nimero ab-

soluto de células:

Niumero células absoluto = Numero de media celular x 10 (factor del contador) x

Factor de disolucion x Volumen de resuspension (ml).

Averiguar el numero total de células es fundamental para determinar el fac-
tor por el cual hay que concentrar o diluir las células para obtener la relacion

deseada de células por agregado (esfera).
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2.2.6 Elaboracion de los agregados tridimensionales de condrocitos

Como se ha comentado, para facilitar la implantacion y el manejo fisico de
los condrocitos cultivados, éstos deberan poder ser transformados en esferas tri-
dimensionales, que realmente acabaran formando una estructura implantable en

la lesion.

Una vez conseguido un cultivo celular satisfactorio y habiendo logrado la
confluencia tras el cuarto subcultivo, se procedi6 a elaborar los agregados tridi-
mensionales. Para ello se sembraron 2 x 10° de células meniscales, procedentes
de biopsia de condilo sano previo al tratamiento con colagenasa, por cada well

en una placa de 96 wells, que previamente habia sido revestida con agarosa al 2%.

La agarosa es un producto natural que forma una matriz inerte y no toxica,
que permite formar geles ideales para el cultivo celular. Se trata de un polisacari-

do de galactosas alfa y beta y se obtiene de algas.

De esta forma, las células sembradas se agregan formando unas estructuras
tridimensionales esféricas. Los cambios de medio de cultivo se hacian de la mis-
ma forma que en los pasos previos: para los condrocitos humanos medio de cul-
tivo con 10% de suero humano procedente de pool, y para los condrocitos porcino

medio de cultivo con 10% de suero autologo.

Una vez cada semana se realizaba una fotografia de los agregados, y dos ve-
ces por semana se realizaban comprobaciones morfologicas. Al mismo tiempo se
determinaba el tamano de cuatro esferas, escogidas aleatoriamente. Para ello se
empled un microscopio de contraste de fases, que permite observar células sin
colorear y es especialmente util para ver células vivas. Se mide el tamano en uni-
dades oculares micrométricas (UOM), que con el uso del objetivo de 5 aumentos
corresponden 50 UOM = 990 pm; de aqui se obtiene el factor F = 19,8 (990 pm/
50 UOM). Para determinar el tamano de los agregados celulares se multiplican los
UOM medidos con el factor F.
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2.3 Histologia e inmunohistoquimica

Una vez realizada la intervenciéon quirdrgica sobre la rodilla derecha de los
cerdos, que consistia en la realizacion de una biopsia condral de una zona exenta
de carga, asi como la inoculaciéon de la enzima colagenasa, éstos fueron sacrifica-
dos transcurridos 4 meses. Hasta ese momento, los animales permanecieron en
recintos techados e individuales. Fueron alimentados e hidratados en abundan-
cia, las heridas quirargicas fueron supervisadas y curadas varias veces a la sema-
na. No requirieron retirada del material de sutura puesto que las heridas fueron

cerradas con hilo reabsorbible tipo vicryl rapidX.

El sacrificio del animal se realizé siguiendo las normativas de la CE (Directiva
del Consejo 93/119/CE) (Comision de las Comunidades Europeas 1993) y las re-
gulaciones nacionales sobre métodos de sacrificio, asi como los estandares éticos

previstos por el comité deontologico del Hospital Gomez Ulla de Madrid, Espana.

Los animales fueron sedados en su recinto habitual por sus cuidadores. Pos-
teriormente fueron transportados al quiréfano, donde recibirian el eutanasico de

uso veterinario T-61 (Merck) por via intravenosa.

Cuando se confirmé la muerte del animal se procedi6 a realizar los cortes
necesarios para obtener las dos rodillas del cerdo. Esto se realizé en el ambiente

estéril de quir6fano, para minimizar el riesgo de contaminacion de las muestras.

Las muestras fueron lavadas con PBS, guardadas en contenedores estériles
y debidamente etiquetadas. Se transportaron en medio refrigerado de forma ur-

gente al laboratorio donde se completaria el procesado de las muestras.

Una vez transportadas hasta el laboratorio donde se someteria al analisis his-
tologico, las muestras fueron sacadas de su embalaje y tratadas con las mas estric-

tas medidas de asepsia.

En primer lugar, las muestras fueron sometidas a un proceso de descalcifica-

cion, corte, fijacion, tincion y finalmente al estudio microscopico.
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Fig. 29: Detalle de una rodilla tratada con colagenasa en el proceso de limpieza de la pieza tras el sacrificio
del animal. Se puede apreciar macroscopicamente la alteracion de la superficie cartilaginosa de la zona de

carga de la articulacion.

2.3.1 Descalcificacion

Para descalcificar las muestras se emple6 una solucion titriplex, que provoca
la formacion de quelatos hidrosolubles de calcio, que resultan faciles de lavar sin
danar el tejido. Es un proceso lento, que dura entre 10 y 20 semanas, dependien-
do del tamafio y del estado de la muestra. La solucion de titriplex se cambiaba tres

veces a la semana, y las muestras se incubaban a 87° en un bano de agua.

2.3.2 Cortes de las muestras de tejido porcino

Las muestras de tejido procedente de los cerdos, correspondiendo a dos ro-
dillas por cada animal, ascendian a 20 rodillas, cada una con dos céndilos femo-

rales, que era la parte de la articulacion que se decidi6 estudiar. La mitad de las
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muestras correspondian a condilos tratados con colagenasa y la otra mitad a las

muestras control, que en este estudio decidimos llamar condilos control.

Los condilos tratados con colagenasa seran llamados de esa forma o como

condilos artrésicos a lo largo de este trabajo.

Las muestras de tejido eran demasiado grandes para su estudio histologico,
por lo que fueron sometidos a cortes que dividian cada céndilo femoral en varios
segmentos. El nimero de piezas obtenidas por cada condilo variaba en funcion
del tamano de cada animal. Asi, por ejemplo, del animal n°1 se obtuvieron 6 tro-
zos de condilos tratados con colagenasa, mientras que en el animal n°2 se obtu-

vieron 8 trozos.

Fig. 30: Detalle de una muestra una vez cortada para su estudio y procesado. Se aprecia la superficie

articular cartilaginosa y el hueso subcondral.
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2.3.3 Fijacion e inclusion en parafina de las muestras

Después de someter las muestras al corte y descalcificacion, habia que fijar-
las. Esto significa: detener los procesos que se desarrollan en el interior de las cé-
lulas para prevenir y detener la autolisis, la putrefaccion y descomposicion. Para
lograr esto se emple6 formalina para el entrecruzamiento de las proteinas. Para
fijar las muestras se usé Histofix (Roth, Karlsruhe, Alemania). Cada muestra se

dej6 fijando durante la noche.

A continuacion se realizé la deshidratacion de las muestras, mediante una
serie de etanoles de gradiente ascendente: primero con etanol de 70%, dos veces
durante 45 minutos a 50° C). Después se repitié con un etanol de 80% (dos veces
45 minutos a 50°), luego con etanol de 96% dos veces durante 60 minutos a 50°.
Finalmente sometio a este proceso con etanol absoluto una vez durante 2 horas a

50° y otra vez durante toda la noche a temperatura ambiente.

El siguiente paso consistia en incubar cada muestra durante una hora con

xileno para después incluir las muestras en parafina durante toda la noche.

El xileno, también llamado xilol o dimetilbenceno, es un disolvente cuyo
uso en la histologia consiste en tornar transparentes las muestras para facilitar
su observacion a la luz del microscopio. Se suele utilizar en los Gltimos pasos del

preparado de las muestras.

La parafina desplaza el xileno, por lo que por la mafnana se cambi6 la parafina
una vez mas antes de la inclusion final. En cuanto la inclusién final estaba hecha,

las muestras fueron almacenadas inmediatamente a -20° C.

2.3.4 Cortes ultrafinos de las muestras

El almacenaje de las pruebas a -70° permiti6 realizar unos cortes 6ptimos
con un grosor de 4 pm. Para ello se utilizé6 un micrétomo rotacional (Modelo
2065 Supercut de Leica, Solms, Alemania). Las piezas cortadas fueron deposita-

das en un recipiente con agua a 40° C para que se estiraran. Luego fueron colo-
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cadas en portaobjetos de microscopio y se dejaron durante 2 dias a temperatura

ambiente para que pudieran secarse.

2.3.5 Desparafinado y rehidratacion

Para que los cortes pudieran ser examinados histolégica- e inmunohistoqui-
micamente, debian ser previamente desparafinados y después rehidratados. Pri-
mero se banaron los cortes en xileno dos veces durante 5 minutos para retirar la
parafina. La rehidratacion se hizo aplicando una serie de gradacion descendente
de etanoles, justo lo contrario del proceso de deshidratacion. Comenzando con
8 minutos de etanol absoluto, bajando con etanol 96%, 80%, 50% hasta finalmente

banar las muestras en agua destilada, también durante 8 minutos.

2.3.6 Tincion de hematoxilina y eosina

La tincién con hematoxilina y eosina es una de las mas populares para el
estudio histologico. La hematoxilina es catidnica y basica, por lo que tifie estruc-
turas celulares que sean acidas o basofilas. La eosina hace lo contrario gracias a su

naturaleza acida.

La hematoxilina tifie en color azul y purpura, y las estructuras por las que
tiene afinidad son acidas, como los nucleos celulares. La eosina prefiere me-
dios basico o alcalinos, proporcionando un color rosaceo, como por ejemplo

el citoplasma.

Al concluir el proceso de desparafinado y rehidratado, los cortes fueron bana-
dos durante 4 minutos en un bano de hematoxilina, luego lavados con agua desti-
lada por tres veces y dejados en remojo para adquirir el caracteristico tono azulado.
Después se se incubaron durante 20 minutos en eosina, tras lo cual fueron nue-
vamente lavados con agua destilada y sometidos a un nuevo proceso de deshidra-

tacion con una escala ascendente de etanoles, como ya hemos visto previamente.
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Los cortes con xileno fueron incorporados en balsamo del Canada y cubier-

tos con una hoja de vidrio sobre el portaobjetos.

2.3.7 Tincion de Masson-Goldner

También llamada tincion tricromica de Masson, esta pensada para tefiir teji-
do conectivo y se compone de tres colorantes diferentes, que se aplican uno tras
otro sobre el tejido, permitiendo que cada uno aporte una coloraciéon determina-

da para cada tipo de tejido diferente.

El proceso de tincion de las muestras consistio en el desparafinado con xileno
y la rehidratacion con la escala descendente de etanoles. Después, los cortes fueron
sumergidos por 15 minutos en la tincién de hematoxilina férrica de Weigert, para
a continuacion lavarlos con agua destilada. Después fueron sometidos a la tincion
con los tres soluciones que componen la tincion tricromica de Masson. Al finalizar,
se procedio a la deshidratacion de los cortes y a su fijacion con balsamo del Canada

para preparar los portaobjetos de cara a su visualizaciéon microscopica.

2.3.8 Tincion Safranina-O- Fast Green

Esta tincion es la combinacion de los colorantes Safranina-O, Fast Green y

hematoxilina férrica de Weigert.

La Safranina-O (también llamada rojo basico 2) tifie de rojo oscuro los nacleos
celulares de determinadas bacterias, pero en estudios histologicos como el nuestro
tiene una utilidad anadida: al ser basica, este colorante se une a estequimeétrica-
mente a los mucopolisacaridos (glucosaminoglicanos), que son acidos. Concreta-
mente, cada molécula de colorante se une a un grupo de glucosaminoglicanos con
carga negativa. De esta forma se pueden extraer datos cuantitativos de la cantidad

de glucosaminoglicanos.
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El hueso se tifle de verde con el colorante Fast Green o Verde Rapido
FCF, que se une a las moléculas de colageno presentes en el hueso. Este colo-
rante también se usa ampliamente en la industria alimentaria como colorante,
en reposteriay para elaborar gominolas; en Europa se denomina con el codigo
E-143. La hematoxilina férrica de Weigert es utilizado en este caso para cromar

los nucleos celulares, por su resistencia y estabilidad frente a los acidos.

La safranina-O es hidrosoluble, por lo que tras las tinciones los cortes
s6lo podian ser aclarados brevemente con agua antes de proceder a la des-
hidratacion con etanoles y xileno y fijarlos con balsamo del Canada sobre

un portaobjetos.

2.3.9 Preparacion de las muestras en formol

Los cortes histologicos parafinados fijados en formol primero se desparafi-
naban y rehidrataban. El formol hace que en los tejidos se forme un entrecruza-

miento de las proteinas, enmascarando los antigenos presentes.

Para que pudiera ocurrir una reaccion antigeno-anticuerpo, habia que rea-
lizar un desenmascaramiento de los antigenos mediante enzimas proteoliticas o

tratamiento con microondas.

2.3.9.1 Pretratamiento con tripsina

Este fue el método empleado con la mayor parte de los preparados inmuno-
histoquimicos. Con esta enzima se descubren los anticuerpos dirigidos contra el
TGF- B, agrecano, S-100, ADAMTS-5, MMP-13, colageno tipo 1 y tipo 3, y el IGF-1.

Después del desparafinado y rehidratado de los cortes, las muestras sobre el
portaobjetos fueron rodeadas con un rotulador hidréfobo (tinta grasa), evitando
que se mezclen o se pierdan liquidos entre las dos muestras sobre el portaobjetos.

En este método se utilizaba una tableta de tripsina, cuya masa era de 1 mg. La pas-
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tilla se disolvi6 en 1 ml de agua destilada y precalentada a 87°, para a continuacion

regular el ph hasta 7’8.

Los portaobjetos se colocaron sobre una placa caliente a 87° y se aplico la so-
lucion de tripsina, dejando que incubaran durante 15 minutos. Luego se retiraba

la solucion de tripsina y se lavaron los cortes en tampoén Tris para regular el ph.

2.3.9.2 Pretratamiento con hialuronidasa y pronasa

Este método se utilizé con anticuerpos anti-coldgeno tipo 2. El método es pa-
recido al descrito anteriormente en el pretratamiento con tripsina. En este caso se
aplica primero la hialuronidasa disuelta en PBS a ph de 5’5 y después la pronasa
a ph neutro de 74, incubando los portaobjetos durante 30 minutos en camara

humeda a temperatura ambiente.

2.3.9.3 Pretratamiento con Pronasa
Este proceso encontré utilidad para los anticuerpos anti interleuquina-1.

Tras el desparafinado y rehidratado, tal como se ha explicado con anterio-
ridad, se rodearon las muestras sobre el portaobjetos con un circulo graso con
un rotulador de tinta hidréfoba. Se disolvieron 0,05 mg de pronasa en tampoén
Tris, que luego se aplicaron sobre los cortes. Se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente en un espacio humedo. Después se retir6 la solucion y se

sometieron a lavado con tampoén Tris.

2.3.9.4 Pretratamiento con tampon de citrato

Este era el método empleado para determinar la caspasa 3, para el estudio de

la apoptosis de los condrocitos.
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Para confeccionar el preparado de tampon citrato se utilizé una combina-
cion de dos soluciones, una de acido citrico y otra de citrato sédico. Una vez con-
seguido el tampon de citrato, fue calentado a 37°C. A continuacion se pasé a un
recipiente adecuado (capsula de cristal) para microondas en el que ya estaban los
portaobjetos con las muestras. Dicha capsula fue introducida en el microondas y
se calent6 hasta la ebullicion. Se retir6 la capsula y se dejo enfriar a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Después se lavaron los portaobjetos nuevamente
con tampon Tris y en este caso fue entonces cuando se aplico el circulo con rotu-

lador graso hidrofobo.

2.3.10 Tinciones inmunohistoquimicas

La union antigeno-anticuerpo se puede detectar generalmente con ayuda de
un anticuerpo secundario marcado, una inmunoglobulina procedente de una es-
pecie animal diferente a la del anticuerpo primario. Puede reconocer especifica-
mente el tipo de inmunoglobulina al que pertenece el anticuerpo primario. Esos
anticuerpos secundarios pueden estar marcados con biotina, que es una enzima,

o con un fluorocromo.

En nuestro trabajo se emple6 el método LSAB (Labelled-Streptavidin-Bio-
tin-Method), que se basa en la afinidad entre la estreptoavidina y la biotina, que se
une covalentemente al anticuerpo secundario. La glicoptroteina Avidina posee 4
nexos para la vitamina biotina. Por cada anticuerpo se unen 150 moléculas de bioti-
na. De esta forma, al anticuerpo primario ligado a su antigeno se une el anticuerpo
secundario biotinilizado. A éste ultimo se une el complejo estreptoavidina-biotina
marcado con un trazador enzimatico, en este caso con fosfatasa alcalina, puesto
que ésta es capaz de actuar sobre un gran numero de cromogenos que pueden

aportar una mayor variedad de colores. Este método LSAB es muy sensible.

Tras el desparafinado y la rehidratacion, se sometio a los cortes histologicos a
su correspondiente preparacion para el procesado con el método LSAB. Una vez
preparados, los cortes fueron lavados con tampoén Tris. Todos los pasos siguientes

se realizaron en una camara humeda para evitar que los cortes pudieran secarse.
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Primeramente se aplicé un reactivo de bloqueo, en este caso se empled suero
de burro, por un periodo de 15 minutos, a temperatura ambiente. Mediante el
reactivo de bloqueo se impiden uniones inespecificas. A continuacion se retird
el reactivo de bloqueo y se aplico el anticuerpo primario, dejando que incubaran
los cortes toda la noche a 4°C. En la manana siguiente se retir6 la soluciéon de in-
cubacion mediante suaves sacudidas y tras un breve enjuague con agua destilada
se lavaron los cortes dos veces por 5 minutos con tampon Tris. Después de esto
se aplico la solucion de anticuerpos secundarios biotilinizados, dejando incubar
los cortes durante 30 minutos a temperatura ambiente en el espacio humedo.
Justo después se repitié el mismo proceso de lavado que se us6 con el anticuerpo
primario, y a continuaciéon se procedio6 a incubar los cortes con el conjugado de

fosfatasa alcalina con estreptavidina durante 30 minutos.

El siguiente paso fue someter de nuevo a la solucion al proceso de sacudir,

posterior enjuague y lavado con tampon Tris.

En este momento se aplico sobre los portaobjetos el sistema Dakocytomation
Substrate-Chromogen segun las instrucciones del fabricante (Dako), que es el sus-

trato cromogeno para la fosfatasa alcalina, dejandolo incubar durante 10 minutos.

En cuanto aparecia un color rojizo se paraba la reaccion mediante un breve
enjuague con agua destilada. Después se aplico una tincion para nucleos celulares
mediante hematoxilina. Finalmente se montaron los cortes con Crystal Mount
de Biomeda (Biomeda Corp.), que es un medio acuoso permanente para cortes

histologicos tratados con fosfatasa alcalina.

2.3.11 Control negativo

Para comprobar la especificidad de cada tinciéon inmunohistoquimica se pre-
pard6 un control negativo en cada portaobjetos. El anticuerpo primario fue sus-
tituido por un tampoén Tris/BSA y colocado sobre los cortes elegidos. Los demas

pasos se siguieron realizando tal y como correspondia a cada tincion.
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2.3.12 Evaluacion de las tinciones

Para la evaluacion de las tinciones se emple6 un microscopio, concretamen-
te el Axioskop 2+ de Carl Zeiss (Jena, Alemania). Los cortes fueron fotografiados
y documentados mediante un software especial: Axiovision de Carl Zeiss. Los
distintos cortes fueron calificados con un sistema que valoraba la intensidad de

los colores:
a) “-“ negativo
b) “+” positivo débil (+1)
¢) “++” positivo medio (+2)
d) “+++” muy positivo (+3)

e) “++++" muy fuerte positivo (+4)

La comparacion entre los cortes y sus tinciones se facilité mediante

técnicas informaticas.

2.3.13 Determinacion de los anticuerpos primarios

Los anticuerpos primarios fueron obtenidos por preparados facilitados
por distintos fabricantes. Algunos de ellos daban instrucciones detalladas so-
bre como y con qué concentraciéon utilizarlos para segin qué tipo de tejido
concreto, pero otros fabricantes no ofrecian ningin tipo recomendaciéon de

uso o0 manejo.

Por esto hubo que realizar varias pruebas con cada anticuerpo sobre cor-
tes de tejido articular porcino aleatorios (sin utilizar los cortes de nuestra po-
blacion del estudio) hasta poder establecer un método de utilizacion concreto

reproducible y con la concentracién adecuada. De media se realizaron unas
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tres pruebas con concentraciones distintas para cada anticuerpo, siguiendo el

proceso de tincion inmunohistoquimica descrito en el apartado 2.3.10.

2.3.14 Supresion de la tincion positiva en los controles negativos positivos

Algunas de las tinciones inmunohistoquimicas presentaron reacciones posi-
tivas en los controles negativos, por lo que hubo que realizar unos tratamientos
adicionales en los cortes: por un lado se utilizé un sistema de bloqueo de biotina,
que bloquea la biotina end6gena de los tejidos, y por otro lado se utiliz6 el inhibi-
dor levamisol-PA, que actiia como inhibidor de la fosfatasa alcalina (PA) endoge-

na que pudiera estar presente en las muestras de tejido de los controles negativos.

A pesar de estos tratamientos se apreciaron algunos controles negativos posi-
tivos en aquellos que empleaban anticuerpos primarios de la cabra, por lo que se
solicitaron y utilizaron anticuerpos procedentes de otras especies como ratones

0 conejos.

También se sospech6 de una reaccién cruzada de los anticuerpos burro-an-

ti-cabra con el tejido del cerdo.

Por esto se dejo de usar cualquier anticuerpo procedente de cabras.
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2.4 Diseno del analisis estadistico

Para estimar el efecto de la aplicacion de la enzima colagenasa, lo ideal es crear
un diseno de datos apareados. En nuestro trabajo, cada cerdo tratado con la enzima

en una rodilla actiia de control de si mismo con la rodilla sana.

El tamano de la muestra ha sido limitado en este proceso por las dificultades téc-

nicas y presupuestarias del manejo quirurgico y el mantenimiento de los minipigs.

Para muestras muy pequefias como la nuestra y con la hipétesis de provocar
artrosis en la rodilla tratada con colagenasa, resulta una buena opcion la utlilizacion
del test exacto de Fisher. Para comparar las varianzas de dos muestras (S12 'y S22) se

plantea la hipotesis nula y la alternativa.
3 2 : “« ” 9 _ 9
Hipotesis nula “H " — S* =S,
Hipotesis alternativa “H” — S *# S ?

En nuestro caso la hipotesis nula seria que al inyectar la enzima no se pudieran
demostrar cambios sugestivos de artrosis, por lo que no habria diferencias entre
ambas muestras. La hipoétesis alternativa propone que si se demuestran esas dife-

rencias. Se aplica una tabla de 2x2 y se calcula el odds ratio.

Finalmente, se emplearon los 10 minipigs mencionados, que como tamano
muestral tiene una probabilidad de éxito del 90%. De esto no podemos inferir que
para un numero cualquiera la probabilidad de éxito sea la mencionada y tampoco
podemos normalizar la muestra ya que eso seria a partir de 30 elementos, por lo

tanto hay que aplicar los test no paramétricos.
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3.1 Evaluacion del cultivo celular
3.1.1 Estudios morfologicos de los cultivos monocapa
3.1.1.1 Valoracion morfolégica de los condrocitos del cerdo

Para la creacion de trasplantes tridimensionales de condrocitos de cerdo
primero habia que cultivar las células porcinas de células en monocapa, puesto
que a las células de un cultivo les resulta imposible proliferar en estructuras

tisulares tridimensionales.

Después de ser aisladas, las células mostraban una forma redonda u ovalada.
Los condrocitos son capaces de sintetizar proteinas de adhesion, lo que hace que
sean capaces de adherirse a la superficie del frasco de cultivo celular. En el proce-
so de adherencia, las células cambian su forma redondeada por una mas alargada
hasta isodiamétrica, es decir, que su morfologia cambia. Esta forma alargada a

isodiamétrica es tipica de células de origen mesenquimal.

La adhesion celular al cabo de 4 dias fue del 80%. Algunas de las células
que no se adhirieron estaban en pleno ciclo mitético, durante el cual las célu-
las se desprenden completamente de cualquier adherencia, proliferan y des-
pués las dos células resultantes vuelven a adherirse. La causa de no adhesion de

las restantes células que no lo hicieron permanecen desconocidas.

Durante el transcurso del cultivo celular, las células crecian con tenden-
cia a formar clusters o conglomerados. Cuando esto ocurre, la alta densidad
celular provoca senescencia, es decir, que enlentece el ritmo de division y di-
ferenciacion celular del cultivo. Para evitar o mitigar este fenomeno se realiza
el pasaje de las células, que consiste en transferir un determinado numero de
células a otro recipiente de cultivo, de modo que cuantas mas veces se realicen
pasajes se podran cultivar durante mas tiempo. Es una técnica muy sencilla en
cultivos en suspension, pero en este caso se trata de cultivos adherentes por lo

que las células deberan ser despegadas con ayuda de tripsina y EDTA.
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Al visualizar los grupos de condrocitos cultivados al microscopio, el grado de

granulacion o concentracion de las células de cerdo era mayor que en las humanas.

En el momento de comenzar con el cuarto pasaje celular, los condrocitos
eran sometidos a contaje en todos los recipientes de incubaciéon utilizando la

camara de contaje Neubauer.

En ese momento el total era de 16 x 10% células. Diecisiete dias después
esta cifra ascendia a 65,7 x 10° células, lo que significa que el nimero de células
se cuadriplico en ese periodo de 17 dias. Si pensamos en un crecimiento expo-

nencial, se establece un ratio de crecimiento de 0,083 por dia.

3.1.1.2 Valoracion morfologica de los condrocitos humanos

Igual que los condrocitos porcinos, los de origen humano también presenta-
ban una forma redonda u oval cuando estaban en suspension, y del mismo modo
en que lo hacian las células porcinas, los condrocitos humanos se adherian a la su-
perficie del recipiente de cultivo celular y realizaban un cambio morfolégico para
adoptar una forma alargada hasta isodiamétrica. En cambio, tan sélo precisaban
de 2 dias hasta alcanzar una adhesion de mas del 90%, la mitad que en el caso de
las células del cerdo. Y ademas hay que destacar otra diferencia importante: los
condrocitos humanos no crecian formando conglomerados, sino que se repartian

homogéneamente por la superficie del recipiente.

En cuanto al contaje, a igual nimero de recipientes, los condrocitos de
origen humano alcanzaban la cifra de 10 x 10° células al comienzo del cuarto
pasaje de células. 14 dias después el namero era de 32 x 10° células. Si partimos
de un posible crecimiento exponencial, la tasa del mismo seria de 0,083 por

dia, la misma tasa de crecimiento que para los condrocitos de origen porcino.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis

111



3. Resultados

3.1.2 Valoracion morfoloégica de los trasplantes tridimensionales
3.1.2.1 Valoracion de los trasplantes de condrocitos porcinos

Al concluir el cultivo celular en monocapa, se realiz6 la cosecha y contaje
de los condrocitos porcinos. Se obtuvieron suficientes células para confeccio-

nar 312 esferas tridimensionales de condrocitos porcinos.

Al comienzo del cultivo tridimensional, se formaban grandes agregados
redondos de condrocitos porcinos. En el centro tendian a ser translicidos y
mas compactos en los bordes. Rodeando al agregado se podia ver un ribete
que se supone que contenia restos de células muertas, detritus y algunas célu-
las sueltas que no consiguieron adherirse a las del agregado. Pasados 4 dias, el

tamano de esta esfera era de 1351,5 pm x 1238 pm.

Transcurridas dos semanas, se podian observar otros agregados celulares
mas pequenos y compactos, tanto en el centro como en los bordes. Sus limites
eran lisos. A su vez, el ribete celular que rodeaba el gran agregado principal
era cada vez mas denso, y poco a poco se apreciaba como en su interior se
formaban nuevos pequeiios agregados celulares esferoidales. El tamano del
agregado central pasadas 4 semanas era de 663 pm x 619 pm, es decir, que era
mas pequeno, perdiendo cantidad de células en pos del aumento de densidad
y tamano del ribete celular que lo rodeaba, y donde se formaban los pequenos

agregados redondos lisos y compactos.

3.1.2.2 Valoracion de los trasplantes 3D de condrocitos humanos.

Los trasplantes 3D de condrocitos humanos se fabricaban del mismo
modo que sus homologos porcinos, pero a diferencia de éstos, los agregados
celulares que se formaban al principio eran compactos en los bordes y en el
centro, no s6lo en los bordes. No se formo¢ el ribete celular ni las miniesferas
celulares que si se observaron con los condrocitos porcinos. A los 4 dias de
cultivo las esferas tenian un tamano medio de 886 pm x 871 pm. Dos semanas

después los agregados eran mas pequenos, redondos y presentaban bordes li-
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$Os y una apariencia mas compacta. En algunas pero no en todas las esferas se
podia observar la formaciéon de hilos de proteina. Ademas, se aprecié que en
varios pozos habia células en monocapa. También se observé como se forma-
ban miniesferas, y cuando habia un ribete celular en torno a un agregado, éste
solia ser muy fino. El tamafio medio de los agregados en ese momento era de
604 pm x 589 pm.
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3.2 Evaluacion macroscopica de los condilos femorales
porcinos tratados y de los no tratados con colagenasa

Antes de someter los condilos al proceso de descalcificacion, éstos fueron

fotografiados y valorados macroscopicamente.

Los condilos control, es decir, aquellos que no fueron intervenidos ni so-
metidos al tratamiento con colagenasa, presentaban una superficie lisa, blanca
y brillante, sin apreciar rugosidades ni soluciones de continuidad en el cartila-

go. Estas caracteristicas son tipicas de cartilago articular sano.

Fig. 31: Rodilla izquierda de un individuo del estudio, no tratada con colagenasa. Presenta una superficie

articular blanquecina, lisa, brillante y dura, propia de cartilago sano.

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis

114



3. Resultados

En cambio, los condilos femorales de las rodillas sometidas al tratamiento
con colagenasa presentaban diferentes apariencias a nivel del cartilago articular.
Por un lado habia regiones de cartilago blancas y brillantes, y por otro habia par-
tes de la superficie que tenian un color amarillento o ambarino y mate, sin brillo.
Ademas, en todos los condilos tratados con colagenasa se apreciaban defectos de
diverso tamafo y profundidad en el cartilago. En algunos de éstos se llegaba a ver

claramente el hueso expuesto.

Fig. 82: Rodilla derecha, sometida al efecto de la colagenasa. En solo 4 meses han aparecido cambios
degenerativos macroscopicos importantes, quedando menos de un tercio de superficie cartilaginosa

con aspecto normal en esta rodilla.

También se comprobo la consistencia del cartilago en todos los condilos me-
diante una aguja de carga. La conclusion era que el cartilago sano era mas duro en

toda su superficie mientras que el tratado con colagenasa era mas blando y friable.
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Fig. 33: Representacion macroscopica de una rodilla derecha tratada

con colagenasa.

Fig. 34: Condilos femorales con lesiones del cartilago, color amarillento y pérdida de brillo

tras tratamiento con colagenasa. Se puede ver con claridad el hueso subcondral expuesto en zona de carga.
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Fig. 35: Condilos tratados con colagenasa; hueso expuesto en las zonas de mayor carga articular.

Cartilago matey friable.

En el manejo habitual de las lesiones artrésicas en rodillas de seres huma-
nos, el diagnoéstico se basa en tres pilares fundamentales: 1a clinica, las imagenes
radiolégicas y los hallazgos macroscopicos. De hecho, una de las formas de diag-
nosticar y clasificar que mas consenso ha provocado en los ultimos anos es la vi-
sualizacion directa mediante la artroscopia de rodilla. Basandose en los hallazgos
macroscopicos de la evaluacion artroscopica de la rodilla existe la escala ICRS

(International Cartilage Repair Society):

Tabla 5: Escala de ICRS (International Cartilage Repair Society)
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Aplicando esta escala a los hallazgos macroscopicos de las muestras de los
condilos tratados con colagenasa de los cerdos, el 100% de las mismas tenian
lesiones del cartilago. Asi, las 10 rodillas tratadas con colagenasa tenian algin
grado de lesion del cartilago articular. 3 rodillas correspondian al grado 3 de la
escala, mientras que las otras 7 rodillas presentaban lesiones con perdida com-
pleta del grosor del cartilago, con zonas en las que quedaba expuesto el hueso

subcondral, correspondiendo al grado 4 de la escala ICRS.

Utilizando la clasificaciéon de Outerbridge, que también clasifica los gra-
dos de artrosis en funcion de los hallazgos macroscopicos, los resultados ob-
tenidos son los mismos que con la escala ICRS con 3 rodillas en grado 3 y las

demas con grado 4.

Tabla 6: Clasificacion de Outerbridge
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3.3 Analisis histologico de los condilos sanos y los tratados

con colagenasa
3.3.1 Evaluacion de la tincion de hematoxilina-eosina

La tincién de hematoxilina-eosina es considerada como la técnica de tin-
cion de uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos a través del micros-
copio foténico. Es muy util para obtener una vision general de las muestras de
tejido. Los nucleos celulares se tinen de lila gracias a la hematoxilina mientras

que la eosina tifie de rosa o rojizo la matriz extracelular.
Condilos control:

El corte a través del condilo sano del cerdo muestra una capa de cartilago
sano de grosor uniforme y firme. Su superficie es lisa y no muestra roturas o
zonas deshilachadas. Los condrocitos son escasos y estan ordenados, es decir:
en la superficie se agrupan de forma radial o paralela a la superficie, mientras
que a medida que alcanza mayor profundidad, se agrupan en forma tangen-

cial, formando las caracteristicas estructuras en forma de columna.
Condilos tratados con colagenasa:

Todos los cortes transversales de todos los condilos tratados con colage-
nasa mostraban significativos cambios en altura y grosor del cartilago, incluso
su completa ausencia en algunas areas. El grosor de la capa cartilaginosa en
estos condilos variaba en funcion de la geografia condilea: asi, en las zonas que
limitan con la capsula articular, el cartilago tenia mayor grosor, mientras que
en las zonas mas cercanas a las zonas de carga eran notablemente mas finas.
En general, en las zonas de los intercondilos, lejos de la capsula articular pero
en una zona exenta de carga mecanica, el grosor del cartilago era normal, aun-
que presentando pequenas lesiones en forma de soluciones de continuidad y

fibrilaciones a nivel de su superficie.

El nimero de condrocitos era mayor que en el cartilago normal, y tan

solo mantenian su organizacion espacial tipica en las zonas mas profundas
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cercanas al hueso. En las regiones donde la capa de cartilago era mas delgada,
la matriz extracelular era muy escasa, contrastando con la exagerada cantidad
de células. También se apreciaba esclerosis, es decir, aumento de la densidad

del hueso subcondral en direcciéon de la capsula articular.

En las zonas cercanas a los bordes articulares, alli donde el cartilago era de
mayor grosor, habia presencia de agrupaciones proliferatvas de condrocitos, a
veces con mas de 10 células juntas. Estas agrupaciones proliferativas de células
se observaron en todas las muestras, teniendo de media entre 5 y 7 células. Su
presencia y concentracion era mayor cerca de zonas de rotura del cartilago, y
ademas era directamente proporcional al tamano de la lesion. Aparte de esto,
también en esta zona se apreciaba la presencia de roturas de pequeno tamafo
pero que podian afectar al grosor total del cartilago, asi como rugosidades en

la superficie.

En el hueso subcondral, el hueso esponjoso presentaba mayor concentra-
cion de matriz o médula 6sea. En algunos céondilos el hueso subcondral pre-
sentaba quistes rellenos de esta médula. También se contabilizaron roturas de
hueso, es decir, fracturas en zonas relacionadas con esos quistes subcondrales.
En las regiones de mayor carga, la densidad del hueso era mayor, tanto a nivel

de superficie subcondral como en la esponjosa adyacente.

3.3.2 Evaluacion de la tincion Safranina - O - Fast Green

El valor de esta tincion reside en su capacidad para valorar cuantitativa-
mente la presencia de proteglicanos en el cartilago hialino, que forman una

parte importante del cartilago hialino.
Condilos control:

La zona tangencial, la mas superficial, del cartilago de los condilos no
sometidos al efecto de la colagenasa no mostraban ninguna tinciéon con Sa-
franina-O. En cambio, en la zona de transicion y en la zona radial la matriz

extracelular mostraba una fuerte tincién positiva, debido a la alta concen-
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tracion de proteoglicanos. A medida que se va profundizando, la matriz vol-
via a tefniirse muy poco o nada, siendo tan sé6lo las columnas de condrocitos
las que permanecian tenidas con fuerza. Cerca de la capsula articular las

tinciones se debilitaban.

Fig. 86: Tincion tipica con Safranina-O en un corte de cartilago sano.

Condilos tratados con colagenasa:

Las zonas cercanas a la capsula articular, donde en estos condilos lesiona-
dos el espesor del cartilago era mayor, no se objetivo tincién con Safranina-O
en las capas superficiales, pero si en las demas capas mas profundas. La inten-
sidad de la tincion era muy variable, desde débil hasta muy fuerte, pero no pa-
recia seguir ningln patrén especifico, salvo que la intensidad era mas fuerte en
cercania de grupos de condrocitos. En las zonas del condilo donde el cartilago
tenia menor espesor, era negativa a la tincion con Safranina-O. Alli donde el
cartilago de estos condilos presentaba un grosor mas cercano a la normalidad,
es decir, en la zona intercondilea, se apreciaba una fuerte intensidad de tincién

en las capas profundas, que disminuia hacia la superficie del cartilago.
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También se vié que en las zonas donde habia asociada una lesion del te-
jido 6seo subyacente, el cartilago tendia a no tefiir con Safranina-O. Tampoco
se aprecio tincion positiva en torno a roturas o fisuras del cartilago. Tan sélo se

vela mayor intensidad de tincién en torno a las agrupaciones de células.

En general, si no habia roturas del cartilago ni lesiones 0seas, el cartilago
presentaba mayor intensidad de tincioén con Safranina-O en las zonas de me-
nor espesor de cartilago. Con todo, se trata de una distribucién aberrante de

la tincién con respecto a la norma hallada en el cartilago de las rodillas sanas.

Fig. 837: Muestras de rodillas sometidas al efecto de la colagenasa. Se aprecia un patron de tincion con

Safranina-O aberrante con respecto a la normalidad.

3.3.3 Evaluacion de la tincion tricromica de Masson-Goldner

Mediante esta tincion tricromica, los nucleos celulares se tiften de marron,
los tejidos con alto contenido de colageno tipo I como los ligamentos y el hueso,

de color verde oscuro, el cartilago se tine de verde claro y los eritrocitos de rojo.
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Condilos control:

En la superficie del cartilago, la zona de disposicion tangencial de las fi-
bras, presentaba una tincion fuerte de color verde oscuro por su alta concen-
tracion de colageno tipo I. En las zonas de profundidad media predominaba el
color verde claro, que también se apreciaba en la parte mas profunda del carti-
lago pero en este caso acompanado de un toque rojizo. El hueso subcondral se

tefiia de verde oscuro y también con manchas de color rojo intenso.
Condilos tratados con colagenasa:

El cartilago engrosado que linda con la capsula articular presentaba en
algunos casos vasos sanguineos en su superficie. Esto es facilmente identifica-
ble puesto que los eritrocitos se tiflen en la tinciéon de Masson-Goldner como
células sin nucleo de color rojo intenso. Este fenomeno de formacion de pe-
quenos vasos sanguineos, también conocido como neoangiogénesis también
se apreci6 en zonas de menor grosor del cartilago, cerca de lesiones grandes
como fisuras de espesor total o lesiones del hueso subcondral. En las zonas de
cartilago adelgazado el color predominante era el verde oscuro igual que el del
hueso subcondral. En esas roturas del cartilago se apreciaban trazas débiles de
verde oscuro, que indican una expresion de colageno tipo 1. También el carti-
lago que queda mas cerca de la superficie en las zonas de roturas presentaba un
color verde mas oscuro que el que estaba por debajo, indicando asi una mayor

presentacion de colageno tipo I.

En resumen: en los condilos tratados con colagenasa, la tincion tricromi-
ca indicaba una mayor presencia de colageno tipo I asi como la formacion de

pequenos vasos sanguineos.
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3.4 Analisis inmunohistoquimico de los condilos sanos y
los tratados con con colagenasa

3.4.1 Valoracion inmunohistoquimica de los componentes de la matriz
extracelular

3.4.1.1 Expresion de colageno tipo 11

El colageno tipo I es responsable de la estructura y de las caracteristicas

principales del cartilago hialino sano.
Condilos control:

Los condilos sanos presentan en la totalidad de su corte transversal posi-
tividad para la tincién de colageno tipo II, siendo en la superficie extremada-
mente fuerte (+4). A medida que se profundiza va perdiendo intensidad hasta
una tincién de fuerza media (+2) en la zona mineralizada de la profundidad.
Las capsulas de los condrocitos también son fuertemente positivos en cual-
quier localizacion dentro del cartilago sano. El hueso subcondral y el hueso

subyacente son negativos para colageno tipo II.

Fig. 88: Expresion con fuerza moderada (+2) de colageno tipo II en una muestra de rodilla sana,

no tratada con colagenasa.
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Condilos tratados con colagenasa:

Los cortes transversales del cartilago de los condilos tratados con colage-
nasa mostraban una marcada disminucion de intensidad de tincion para cola-
geno tipo II en comparacion con los condilos sanos. Asi, en las zonas de car-
tilago engrosado cercanos a la capsula articular y en las zonas intercondileas,
donde el cartilago presentaba un grosor normal, la expresion para colageno
tipo II era débil o media (1+/2+). En las zonas de cartilago mas adelgazado no

se observo ninguna expresion para colageno tipo II.

En algunos cortes, la expresion para colageno tipo II, pese a ser débilmen-
te positiva, daba una imagen fibrosa, sobre todo en las cercanias de lesiones

oseas, y la tincion alcanzaba en profundidad las capas superficiales del hueso.

En resumen, la expresion para el colageno tipo II en el cartilago sometido
al efecto de la cogenasa se muestra débil o inexistente. Cuando era positiva,
hacia que el cartilago tefiido tuviera un aspecto fibroso. También tefiia el hueso

subcondral y penetraba en éste.

Fig. 39: Patron aberrante en la expresion de colageno tipo II en el cartilago de las rodillas sometidas al

efecto de la colagenasa.
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3.4.1.2 Expresion de colageno tipo I

El colageno tipo I es uno de los componentes principales del fibrocartila-
go, que se forma en las fases mas avanzadas de artrosis o tras lesiones focales

extensas del cartilago.
Condilos control:

En los cortes transversales se aprecia una fina capa en la superficie del car-
tilago que muestra una tincion fuertemente positiva (+3) para colageno tipo I.
Esta capa se va haciendo mas gruesa a medida que nos acercamos a la zona
periférica cercana a la capsula articular. La matriz extracelular y las células en
las demas regiones del cartilago son negativas para la expresion de colageno
tipo I. En cambio, tanto el hueso subcondral como el hueso subyacente si son

positivos para colageno tipo I.

En general, la intensidad de la tincion varia desde muy débil a muy fuerte
en todas las zonas donde se mostraba positiva, sin hallar una razén aparente a

esta no uniformidad.

Fig. 40: Expresion de coldgeno I en condilo sano, no tratado con colagenasa, con una expresion muy fuerte

en la superficie del cartilago.
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Condilos tratados con colagenasa:

El tejido 6seo de los condilos tratados con colagenasa no mostraba dife-
rencias con los condilos control no sometidos al efecto de la colagenasa. En
cambio, la principal diferencia radicaba en que se aprecié un aumento de la
expresion positiva para colageno tipo I en todo el grosor del cartilago, no sé6lo
en su superficie, y ademas la intensidad era mas fuerte (muy fuerte +3). El ha-
llazgo del aumento de la sintesis de colageno tipo I es constante en todos los

condilos tratados con colagenasa.

Fig. 42: Detalle del cartilago con supresion de la expresion de colageno I en una rodilla tratada

con colagenasa.
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3.4.1.3 Expresion de colageno tipo I1I

La principal funcion de este tipo de colageno es la de sostén en tejidos ex-
pansibles, y se localiza en paredes de vasos sanguineos, en la glia y otros tejidos

fibroconectivos, pero no se encuentra en el hueso ni en el cartilago.

Por esto, los condilos control no mostraron ninguna reaccién al anticuer-
po anti-colageno tipo III. Los condilos sometidos a tratamiento con colagena-

sa tampoco mostraron ninguna reaccion.

3.4.1.4 Expresion de agrecano

Dentro del cartilago hialino, el agrecano es el proteoglicano mas grande,
y participa en la organizacion tridimensional y en la estabilidad de las redes

de colageno.
Condilos control:

En los cortes tangenciales, es en las capas medias en las que se aprecia una
positividad para agrecano débil a media (1+/2+). En las regiones mineralizadas
del cartilago, se aprecia expresion débil para agrecano en las capsulas de los

condrocitos.
Condilos tratados con colagenasa:

A diferencia de los condilos con cartilago sano, en estos condilos se aprecié una
reaccion con el anticuerpo anti-agrecano disminiuda. Asi, las zonas de cartilago en-

grosado y las de cartilago muy adelgazado no mostraban ningun trazo de agrecano.

El cartilago de zonas exentas de carga con un grosor similar al normal si tenian
expresion positiva para agrecano, de forma muy similar al presentado por el carti-
lago sano de los condilos control. Otra diferencia que se pudo apreciar es que los
grupos de proliferacion celular en las regiones profundas del cartilago se tefiian con

mas fuerza (2+).
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3.4.1.5 Expresion de S-100

La proteina S-100 se sintetiza exclusivamente en condrocitos, aunque su

funcién se desconoce.
Condilos control:

Todas las células del cartilago de las articulaciones no sometidas a trata-
miento con colagenasa mostraban una fuerte expresion positiva, de distribu-
cion homogénea, para la proteina S-100. Las células del tejido 6seo son nega-

tivas para S-100.
Condilos tratados con colagenasa:

En las zonas de cartilago engrosado, las células que se encontraban en la super-
ficie mostraron expresion negativa para S-100. En las zonas medias del espesor la

expresion para S-100 era débil (1+), mientras que en la profundidad era fuerte (8+).

En algunos cortes se aprecié una tincion de fuerza media (2+) para S-100

en la matriz extracelular, pero negativa para las células de esta region del corte.

Todos los cortes mostraron positividad para la expresion de S-100, pero a
diferencia de los condilos sanos, eran negativos para la expresion de S-100 en
las zonas superficiales alli donde el cartilago tenia mayor espesor, cerca de las
capsulas articulares. En las regiones adelgazadas cercanas a roturas o fisuras del
cartilago la expresion era positiva pero débil en las zonas centrales del espesor
y fuertes en la zona mas profunda cercana al hueso. En resumen, dado que la
proteina S-100 expresa presencia de condrocitos, y éstos estan presentes tanto en
rodillas sanas como en articulaciones artrosicas, lo que es realmente significativo
es el cambio en el patrén de distribucion en funcion de la disposicion patologica

de los condrocitos en las rodillas sometidas al efecto de la colagenasa.
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3.4.2 Valoracion inmunohistoquimica de la expresion de factores
de crecimiento

3.4.2.1 IGF-1

Se trata de una citoquina anabélica, conocida como Factor de Crecimien-
to Insulino-like 1 (IGF 1), y cuya funcion en el contexto de la fisiologia y pa-
togenia del cartilago hialino consiste en mantener funcionando la sintesis de

prostaglandinas y en estimular la proliferacién de condrocitos.
Coéndilos control:

La mayor parte de las células del cartilago sano muestran una expresion
de fuerza media positiva para la IGF-1, siendo negativa en la matriz extrace-
lular. En el hueso se aprecia positividad de fuerza media (2+) en las cavidades
del hueso esponjoso, aunque en las zonas de hueso cortical no habia expresion
para IGF-1.

Condilos tratados con colagenasa:

Los cortes transversales de los condilos sometidos al efecto de la cola-
gensa mostraron bastantes diferencias de coloracion cuando fueron tefiidas
para mostrar su expresion para la IGF-1. Asi, en las zonas de cartilago mas
engrosado, cercanas a la capsula articular, habia menos células que expresa-
ban positivamente para IGF-1 en comparacién con el cartilago de los condilos
sanos. Ademas, lo hacian con una fuerza débil (1+). En las zonas adelgazadas
del cartilago, donde estaba sometido a mayor carga, se apreciaba una expre-
sion positiva con fuerza media (2+) en la matriz extracelular. Por lo demas se
podia apreciar una tincién fuerte (8+) en la superficie asi como en la parte que
contacta con el hueso subcondral. En la parte intercondilea, donde el cartila-
go estaba sometido a menor presion mecanica, la tincién para IGF-1 tenia un
comportamiento parecido al del cartilago sano, es decir, sin tincién en la ma-

triz extracelular y medianamente positiva para las células alli presentes.

La zona en la que se pudo observar la mayor intensidad de tincién (4+)

parala IGF-1fue en los quistes subcondrales rellenos de matriz a nivel del hue-
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so subcondral, aunque esto solo se observo en 4 de los condilos tratados con
colagenasa; en el resto la reaccion con el anticuerpo anti-IGF-1 en estos quistes

era media o fuerte (2+ / 3+).
3.4.2.2 TGF-B

El Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-8) es una proteina
que actida como citoquina anabdlica, teniendo un importante papel esti-
mulador de la sintesis de diversos componentes de la matriz extracelular.
También participa en el control del crecimiento celular de la proliferacion

celular y de la apoptosis.
En nuestra serie de cortes inmunohistoquimicos, los resultados fueron:
Condilos control:

La expresion para TGF-8 en las zonas mas superficiales del cartilago sano
era de fuerza baja a media (1+/2+) en la matriz extracelular y de fuerza media
(2+) para las células. A medida que se examinan las zonas mas profundas, la
matriz pierde toda la expresion para este factor y tan s6lo es expresado por
las células con intensidad baja a media (1+/2+). En el hueso subcondral no se

apreci6 ninguna expresion para el TGF-8.
Condilos tratados con colagenasa:

El resultado de esta prueba en las zonas cercanas a la capsula articular,
donde el cartilago se tenia el mayor grosor, mostraba una expresion débil para
TGF-B en la matriz extracelular en todo su grosor, y las células tenian una ex-
presion negativa, al contrario que en el cartilago sano. Alli donde el cartilago
presentaba menor grado de lesion macroscéopica, manteniendo color y grosor
similar al cartilago sano, la expresion era parecida a la encontrada en los cén-
dilos no sometidos al tratamiento con colagenasa, aunque con una intensidad
menor. En cambio, en las zonas muy adelgazadas del cartilago la matriz extra-
celular expresaba para el TGF-B con fuerza alta (38+). Este hallazgo era constan-
te en todos los cortes: si el cartilago estaba adelgazado, mayor era la expresion

para TGF-B. En las zonas en las que el cartilago presentaba roturas y grietas de

Modelo de investigacion animal para el estudio de la osteoartrosis

131



3. Resultados

diversa envergadura, la expresion era débil cuando la altura o grosor del carti-
lago no estaba disminuida, y mayor cuando el cartilago era mas fino. En torno
a los nucleos de proliferacion celular cercanos a estas roturas, la expresion era
de fuerza media o alta (2+/3+), mientras que la matriz extracelular era negativa.
En las zonas de mayor profundidad la expresion para TGF-8 era fuerte paralas

células y débil para la matriz extracelular.

Otro hallazgo constante era que la matriz extracelular proxima a lesiones
del hueso subcondral y a los quistes subcondrales rellenos de matriz presenta-

ba una expresion de fuerza media (2+) para TGF-8.
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3.4.3 Valoracion inmunohistoquimica para la expresion de citoquinas
degenerativas o catabdlicas

3.4.3.1 Interleuquina - 18

La Interleucina o interleuquina 1 es una citocina producida por diferen-
tes tipos de células, pero sobre todo por los macrofagos. Se trata de uno de
los principales mediadores de la respuesta inflamatoria. Se libera en grandes
cantidades ante situaciones de estrés, agresiones al tejido o ante procesos in-
fecciosos. Sus efectos pueden ocasionar respuesta febril, neutrofilia y aumenta
la producciéon de proteinas de fase aguda. Esta involucrada en el dolor. La In-
terleuquina -183 es el subtipo que se libera al torrente sanguineo, y en funcion

del receptor actuara sobre un tipo u otro de tejido.

A nivel articular estimula a los condrocitos a producir metaloproteinasas
y monoxido de carbono. Las metaloproteinasas actian como enzimas proteo-

liticas y descomponen el colageno.
Condilos control:

En ningin céndilo sano se detectod reaccion con el anticuerpo para Inter-

leuquina -18.
Condilos tratados con colagenasa:

En las zonas de cartilago engrosado no se objetivo reaccion contra la In-
terleuquina -1B. Pero en las zonas mas adelgazadas de cartilago, la matriz ex-
tracelular mostraba una expresion débil. En zonas de cartilago macroscopi-
camente normal pero de rodillas sometidas al tratamiento con colagenasa se
podia ver una expresion débilmente positiva en zonas de superficie y en las
zonas mas profundas. En zonas proximas a lesiones del cartilago como grietas
o lesiones Oseas si habia expresion débil para la Interleuquina -18. En ningin

corte se aprecio una expresion fuerte.
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3.4.3.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa: TNF- a

El TNF-a es una hormona glucopeptidica proteica perteneciente al grupo
de las citocinas que se liberan por células del sistema inmune y que actdan en
procesos de inflamacion y destruccion articular, entre otros efectos. Tiene una
estrecha relacion con la interleucina-1B. Se libera durante procesos infecciosos,
inflamatorios autoinmunes y sus receptores son diana para tratamientos de en-
fermedades como la artritis reumatoide, espondilitis anquilosante o la psoriasis. A

nivel articular estimula a los condrocitos a sintetizar metaloproteinasas.
Condilos control:

En todos los cortes de los condilos sanos se objetivaron un total de 4 célu-

las positivas para expresion de TNF- a.
Condilos tratados con colagenasa:

De todos los cortes condileos tratados con colagenasa solo se aprecio
expresion positiva para el TNF- a en la mitad de las muestras, es decir, en 5
rodillas. En todos los casos, la expresion positiva se vié en células que se en-
contraban en la parte mas profunda del cartilago en zonas proximas a lesiones
o cambios estructurales del hueso subcondral. En dos casos también se vio
expresion débilmente positiva en la superficie del cartilago, y en ambos casos

justo sobre lesiones oseas.

3.4.4 Valoracion inmunohistoquimica de la expresion de enzimas
3.4.41 ADAMTS-5 (Agrecanasa-2)

Esta molécula es una metaloproteinasa, y se encarga de descomponer el
agrecano que es un componente principal de la matriz extracelular del carti-

lago. Su mayor concentracion se encuentra en casos de artritis inflamatoria.
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Condilos control:

En toda la capa mas superficial del cartilago sano, casi todas las células
mostraban una expresion para ADAMTS-5 fuerte (2+). La matriz extracelular
mostraba en estas zonas una expresion débil a fuerza media (1+/2+) pero dis-
tribuida en forma de manchas separadas entre si, sin orden aparente. En las
zonas profundas, mineralizadas y en el hueso no se aprecié reaccion alguna
para el ADAMTS-5.

Condilos tratados con colagenasa:

Los resultados fueron muy variables, pero los hallazgos mas constantes
fueron que en la zona de cartilago engrosado la expresion para ADAMTS-5 era
de intensidad mediay fuerte en las zonas profundas y medias, mientras que era
negativo en la superficie. El patron de manchas a nivel de la matriz extracelular
era constante en todos los cortes analizados. En las zonas de cartilago adelga-
zado la expresion para ADAMTS-5 era de intensidad débil y media a fuerte
(1+/2+/8+) en la matriz extracelular y en las células, repitiéndose este hallazgo
en zonas cercanas a grietas del cartilago. En zonas profundas, préximas o no a
lesiones Oseas, la matriz extracelular no mostraba ninguna expresion, pero si

lo hacian las células, sobre todo las que estaban agrupadas en nidos celulares.

3.4.4.2 MMP-13 (Coleganasa-3)

Esta enzima pertenece al grupo de las metaloproteinasas, y tiene un po-
tente efecto de degradacion del componente extracelular. Se relaciona con di-

versos tipos de carcinomas y metastasis.
Condilos control:

Aproximadamente la mitad de los condrocitos sanos mostraron una expre-
sion de fuerza media (2+) para el MMP-13, mientras que la matriz extracelular era
completamente negativa. A nivel de los bordes de las cavidades del hueso subcon-

dral también se hall6 positividad de fuerza media para la expresion de MMP-13.
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Condilos tratados con colagenasa:

La principal diferencia con respecto a los condilos sanos es que en todos
los condilos sometidos al efecto de la colagenasa, la matriz extracelular mos-
traba expresion positiva para el MMP-13. La intensidad de esta expresion va-
riaba en funcién de la zona y tipo de cartilago danado. Asi, en las zonas donde
el cartilago estaba mas engrosado se objetivé una expresion de fuerza media
en la matriz extracelular, y ademas casi el 80% de las células presentaban po-
sitividad para el MMP-13. En zonas de cartilago muy adelgazado, la matriz
extracelular y las células eran positivas con intensidad fuerte (+3). También en
los bordes y en el interior de las cavidades del hueso subcondral se aprecié una
fuerte tincion positiva para MMP-13. En general, la intensidad de la expresion
para MMP-13 era mayor cuanto mas cerca del hueso subcondral. Este hallazgo

era constante para todos los condilos analizados.

3.4.5 Valoracion inmunohistoquimica de la expresion del marcador de
Apoptosis Caspasa-3

La caspasa-3 es una enzima que participa en la transmision de sefiales de
la apoptosis, por lo que juega un papel muy importante en la muerte celular

programada.
Condilos control:

Ningin céndilo sano mostré reacciéon alguna contra el anticuerpo an-

ti-caspasa-3, es decir, que la expresion fue negativa.
Condilos tratados con colagenasa:

Tan s6lo los condilos de cuatro de los diez cerdos mostraron una ex-
presion negativa para la caspasa-3. Los 6 individuos que si mostraron una ex-
presion positiva lo hicieron inicamente en areas de intensa degradacion del
cartilago donde éste estaba mas adelgazado, y siempre en las capas mas super-

ficiales, y con una intensidad baja a media.
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3.5 Resumen de Resultados:

Tabla 6:

Tal como se desarrolla en la discusion de los resultados, los hallazgos ob-
servados en los cortes de las rodillas sometidas al efecto de la colagenasa son
correlativos con patrones propios de articulaciones artrosicas, como se ha de-

mostrado en diversos modelos animales a lo largo de los ultimos 20 anos.

Tabla 7:
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Tabla 8:

Tabla 9:

Tabla 10:

Tabla 11:
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3.5.1 Analisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico es concluyente, ya que, teniendo en cuenta las carac-
teristicas que se presentan en una rodilla con artrosis, se ha observado que en
el 100% de las 10 rodillas en las que se ha infiltrado la enzima colagenasa, estaba
presente el 100% de dichas caracteristicas, tanto las que se aprecian macrosco-
picamente como las que se observan en las evaluaciones histologicas e inmu-
nohistoquimicas. Todas las rodillas infiltradas presentaron sistematicamente
el mismo resultado, sin existir una variabilidad que hiciese dudar de que es-
tuviese presente la artrosis. A su vez, todas las rodillas de control presentaron

resultados que se corresponden con una rodilla sana.

Si bien el tamano muestral es de s6lo 10 individuos, los resultados obser-
vados evidencian muy fuertemente una relacioén causa-efecto entre la infiltra-

cion de la enzima y la presencia de artrosis.
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4. Discusion

4.1 Comparativa entre la produccion de trasplantes

de condrocitos porcinos y humanos.

Para la producciéon de agregados o grupos celulares tridimensionales im-
plantables fue necesaria la multiplicacion de los condrocitos en cultivos mo-

nocapa. El aislamiento de condrocitos vivos y su cultivo fue exitoso.
4.1.1 Comparacion de los cultivos en monocapa

Los condrocitos del cerdo presentan caracteristicas muy parecidas a los
condrocitos humanos. Ambos tienen una forma redonda u ovalada cuando no
se encuentran adheridos a nada, y cuando se adhieren entre si adquieren una
forma alargada o isodiamétrica, siendo este el comportamiento tipico para

condrocitos de diversas especies.

Sin embargo si se diferencian en su tamano. Los condrocitos porcinos son
mas pequenos y fornidos que los humanos. Por otro lado se observé un com-
portamiento diferente al adherirse o no entre si. Asi la adhesion de los con-
drocitos de los cerdos transcurriéo mas lentamente. Después de los pasajes ce-
lulares, se pudo apreciar que la tasa de adherencia de condrocitos porcinos era
menor que la de los humanos: cerdo 70% tras 2 dias, humanos 907 tras 2 dias.
Ademas, en comparacion con los de los humanos, los condrocitos de cerdos

presentan mayor tendencia a la formacion de grupos durante su crecimiento.

A pesar de estas diferencias, ambos tipos de condrocitos presentaban un
comportamiento de proliferacion muy parecido. Se cree que una de las ra-
zones para la menor adherencia de los condrocitos porcinos puede deberse a
la administracion de la antibioterapia profilactica. Anderer y Libera ya publi-
caron en 2002 (115) que en el proceso de cultivo de condrocitos humanos la
administracion de antibi6ticos provocaba una disminuciéon de la proliferacion

y adherencia celular.
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4.1.2 Cultivo tridimensional de condrocitos de cerdo

Después de una multiplicacion celular suficiente de los condrocitos porci-
nos, éstos fueron recogidos y trasladados a un cultivo tridimensional. En estas
condiciones las células son capaces de formar agregados o agrupaciones tridi-
mensionales. Como causa directa de estas agrupaciones celulares se entiende
el contacto directo entre las propias células, que son capaces de unirse me-
diante enlaces proteicos. Con el paso del tiempo, el tamano de los agregados
celulares decrece, y se cree que esto sucede porque el espacio entre las células
adyacentes desaparece, y también porque el espacio ente las miniesferas y las

monocapas también se reduce.

4.1.3 Comparacion de los cultivos tridimensionales

Si se compara los agregados celulares de los condrocitos del cerdo con los
agregados de condrocitos humanos, se puede apreciar que los primeros son,
al principio del proceso del cultivo tridimensional, mas grandes que los de las
células humanas, y que ademas son translucidos en su interior. No obstante,
al finalizar el proceso de cultivo, ambos tipos de células presentan un tamano
y una densidad similar, tanto en la zona central como en los bordes. Una dife-
rencia al final del proceso es que los agregados de condrocitos porcinos pre-

sentan un ribete celular mas amplio que en los de las células humanas.

Estas diferencias no se consideran especificas para las diferentes espe-
cies, sino dependientes de cada individuo. Por eso no se pueden generalizar

estas diferencias halladas en nuestro trabajo.
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4.2 Comparacion macroscopica e histologica del car-
tilago sano y el tratado con colagenasa

En la evaluacién macroscopica de los condilos sometidos al tratamiento
con colagenasa, lo primero que llama la atencion es la pérdida del aspecto
blanquecino, brillante y homogéneo tipico del cartilago sano. Tras el trata-
miento con colagenasa, la superficie articular de los céondilos presenta una
tonalidad mate y una coloracién amarillenta. Ferguson (116) describi6 y do-
cument6 en 1964 que las superficies articulares de artriculaciones artrésicas
pierden su brillo y se adquieren un tono amarillento. Harrison, Schajowicz
y Trueta escribieron en 1953 que el cartilago artrésico era blando cuando se
palpaba con una sonda (118). Este hallazgo también fue constante en todos los
condilos del estudio que fueron tratados con colagenasa. Como conclusion
determinamos que el cartilago de las rodillas de los cerdos sometidas al efecto

de la colagenasa muestran cambios macroscopicos tipicos de artrosis.

Los analisis histologicos de nuestro trabajo han determinado que en las
articulaciones sometidas al tratamiento con colagenasa se han producido cam-
bios morfologicos del cartilago articular y del hueso subcondral. En compa-
racion con la articulacion sana, aquellas tratadas con colagenasa muestran di-
ferentes alturas y grosores del cartilago, siendo por ejemplo mas engrosado
el cartilago cercano a la capsula articular y muy adelgazado aquel que se en-
cuentra en zonas de mayor carga. Por el contrario, el grosor del cartilago sano

mantiene una altura uniforme en toda la articulacion.

La superficie articular del cartilago sano es lisa y permite un deslizamien-
to suave sin obstaculos, pero el cartilago sometido al efecto de la colagenasa

no. Este presenta en su superficie rugosidades y fisuras grandes y pequenas.

A nivel celular, en el cartilago tratado con colagenasa se habian formado
grupos de proliferacion celular y el nimero total de células habia aumenta-
do. En el cartilago sano los condrocitos poseen una tasa de proliferaciéon muy
lenta. En el caso de una lesion del cartilago, se pone en marcha un intento de
reparacion, que comienza con la proliferacion incrementada de los condro-

citos, que se juntan para formar los grupos de proliferacion. Los mediadores
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bioquimicos que inducen a este cambio provienen del liquido sinovial (37, 40).
La formacion de clones celulares hace su aparicion en el estado de artrosis
avanzada en seres humanos y animales. En 1997 se propuso una modificacion
en el sistema de gradacion de Yoshimi en referencia de los “nidos de cria”
celulares (122). Esa modificacion consistié en la valoracion por tamano de los
cluster o nidos de células. El sistema concluye que la presencia de claster con
mas de 10 células son un signo de artrosis severa. En nuestro trabajo también
se aprecio la presencia de cluster celulares de mas de 10 células en las muestras

de cartilago procedentes de las rodillas tratadas con colagenasa.

Por lo demas, los esquemas de clasificacion de la artrosis hacen referencia
ala estructuray sus cambios en el cartilago hialino. Asi, las grietas del cartilago
y la pérdida de altura hasta la zona mineralizada, como se ve en todas articula-
ciones del estudio sometidas al efecto de colagenasa, se consideran signos de

artrosis severa.

A nivel histoléogico, la escala de Mankin, propuesta en 1977, es considerada
como la mas constante y es la mas utilizada mundialmente para determinar el
grado histologico de artrosis (119). Segin Mankin, la pérdida masiva de inten-

sidad de la tincion con Safranina-O es un indicativo para artrosis severa (121).

Escala de Mankin modificada

» Tincion pericondrocitaria:

- 0: normal

- 1: ligeramente aumentada

- 2: aumentada de forma intensa

* Disposicion espacial de los condrocitos:

- 0: normal

- 1: hipercelularidad difusa
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- 2: clonacion

- 8: hipocelularidad

e Intensidad de la tincion de fondo:

- 0: normal

- 1: ligera reduccion

- 2: reduccién moderada

- 3: reduccion extensa

- 4: no se aplica tincién

La pérdida de proteoglicanos, en especial del agrecano, provoca una pér-
dida de solidez del cartilago hialino. Esto hace que el cartilago sea vulnerable
a las cargas mecanicas, y éstas pueden llevar a la degeneracion del cartilago.
Dado que en el cartilago artrésico se pueden ver tanto cambios degenerativos
como intentos de reparacion, no es extraio que en algunas zonas del cartilago
tratado con colagenasa en las rodillas de los cerdos de este trabajo, en especial
en zonas cercanas a los cluster de proliferacion celular, se pueda encontrar una
tincion mas intensa para la Safranina-O. Aunque la sintesis de proteoglicanos
aumenta, no se logra su inclusion en la matriz extracelular de una forma eficaz
(40). Los proteoglicanos fijan el agua, y como en la situacién descrita existe un
aumento de la cantidad de proteoglicanos que no se han unido de forma eficaz

a la matriz extracelular, se provoca un edema del cartilago.

El cartilago sano carece de vasos sanguineos. En consonancia con ello, el
cartilago de las rodillas no tratadas con colagenasa era avascular. Por el contra-
rio, en el cartilago de las rodillas que sufrieron el efecto de la colagenasa si se
objetivo la angiogénesis como un hallazgo constante. La neoangiogénesis se ve

estimulada por factores de crecimiento como el VEGF (Factor de Crecimien-
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to Vascular Endotelial) o el FGF-1 (126). En un estudio del 2006 se demostro
que en articulaciones artroésicas se pueden hallar cantidades elevadas de VEGF
(125). Otros factores que promueven la angiogénesis son citoquinas que me-

dian en la respuesta inflamatoria, como el TNF-a.

La inervacion ligada al proceso de vascularizacion es la responsable del
desencadenamiento del dolor en la artrosis. Ademas puede dar lugar a la des-
truccion de la perfusion tisular, osificacion anormal y una respuesta exagera-
da a estimulos normales y/o patologicos. Se considera ésta una explicacion
al fuerte dolor descrito por pacientes cuando reciben un traumatismo banal
sobre una articulacion artrésica (126). Walsh publicé en 2004 un articulo sobre
la angiogénesis en la osteoartrosis. Describio que precisamente esa inervacion
que acompana a la angiogénesis fomenta la formacion de hueso, en especial
la formacion de osteofitos (127). En 5 de los diez cerdos estudiados en nuestro
trabajo se hallaron vasos sanguineos en la zona de engrosamiento del hueso
subcondral de las rodillas tratadas con colagenasa. Segun el trabajo publicado
por Mankin, la formacién de vasos sanguineos en el cartilago también es signo

de artrosis avanzada (119).

En resumen, segin el criterio propuesto por Mankin, que a dia de hoy se
sigue considerando como valido y estandarizado para determinar la severidad
de la artrosis desde un punto de vista hitologico e histoquimico, se ha desarro-
llado artrosis severa en grado III a IV en todas las rodillas tratadas con colage-

nasa de los cerdos del presente estudio.
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4.3 Comparacion de los componentes de la matriz

extracelular en el cartilago sano y artrosico

El colageno tipo I1 y el agrecano son los principales componentes del car-
tilago hialino y por sus cualidades son responsables de sus caracteristicas. La
matriz extracelular también se encarga de proteger a los condrocitos de posi-

bles danos mecanicos y de mantener la forma fenotipica de las células sanas.

En la superficie del cartilago sano se da una concentracion muy alta de co-
lageno y una muy baja de proteoglicanos, como describen Buckwalter y Man-
kin (29). Esta proporcion entre los dos componentes varia en funcion de la
profundidad del cartilago. En la zona profunda o radial la concentracion de
colageno es muy baja, mientras que la de proteoglicanos alcanza su apogeo.
Ademas, los condrocitos son protegidos adicionalmente por una especie de
cesto formado por fibrillas de colageno. Las rodillas no tratadas con colagenasa
de los cerdos de nuestro estudio mostraban esta disposicion de la matriz extra-

celular y sus componentes colageno II y agrecano.

La pérdida de agrecano se puede reconocer en las fases precoces de la
artrosis y esto disminuye la rigidez del cartilago, haciéndolo mas friable (130,
181). También ha sido descrita la pérdida de colageno tipo II en las articula-
ciones artroésicas (130, 132, 183). Este hecho lleva a la pérdida irreversible de
las caracteristicas elasticas y de la integridad estructural del cartilago. En las
rodillas tratadas con colagenasa de nuestros cerdos se ha podido determinar la
reduccion de la concentracion e incluso la ausencia total de colageno tipo I1'y

de agrecano. Estos son indicios tipicos de artrosis.

Los cambios en las cualidades del cartilago conducen a un incremento de
la sensibilidad hacia la carga mecanica de la articulaciéon. Esto a su vez lleva a

una pérdida de funcion articular y con frecuencia se asocia a dolor.

Segun Pfander et al. (185), el cartilago articular sano en conejos estaria
cubierto por una fina capa de colageno tipo I. También esto se correlaciona
positivamente con los hallazgos histolégicos de las rodillas no tratadas con

colagenasa de los cerdos de nuestro estudio. En el mismo trabajo de Pfander,
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asi como en otros (96, 103), se describe que en las rodillas de conejos que pre-
sentaban artrosis el cartilago danado presentaba un aumento de la sintesis de
colageno tipo I, hecho éste que también se observé en el cartilago de las rodi-

llas tratadas con colagenasa de los cerdos de nuestro estudio.

En las articulaciones sometidas al efecto de la colagenasa del presente es-
tudio se ha podido observar que en varias zonas de diverso grado de degene-
racion cartilaginosa, algunas células no marcaban positivamente para el mar-
cador S-100, especifico para los condrocitos (ver 3.4.1.5). Coincidia que en estas
zonas también se hallé el mayor incremento de sintesis de colageno tipo I. En
el cartilago artrésico puede llegarse a producir un cambio en el fenotipo de
los condrocitos (186). Por este motivo se pueden encontrar tres tipos de con-
drocitos en la artrosis avanzada: condrocitos sanos, degenerados y condorcitos
denominados “fibroblasto-like” por adquirir un fenotipo mas parecido al de
un fibroblasto que a un condrocito. Estos condrocitos similares a fibroblastos
participan en la regeneracion tisular, pero lo hacen sintetizando fibrocartilago
cuyo componente principal es el colageno tipo I, es decir, tejido cicatricial.
Aparte de este fenomeno, la angiogénesis permite que al cartilago danado ac-

cedan fibroblastos que también sintentizan fibrocartilago (38).

Aigner et al (134) publicaron en 1993 que en estadios tardios de la artro-
sis en humanos en la zona tangencial y en la zona de transicion superior del
espesor del cartialgo, se podia dar la sintesis de colageno tipo III. En nuestro
estudio no se evidencio la sintesis de colageno tipo III en ninguna muestra
analizada, ni en las sanas ni en las sometidas al efecto de la colagenasa. Existen
varios trabajos mas recientes que o no mencionan el colageno tipo III o bien lo
mencionan como un ausente en los hallazgos del cartilago hialino, tanto sano
como degenerado con proceso artrésico (16, 95, 144, 156). Por tanto, podemos
considerar que la ausencia de expresion para colageno tipo III en las rodillas
sanas y en las rodillas sometidas al efecto de la colagenasa son hallazgos con-

secuentes con la norma, y por lo tanto extrapolables.
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4.4 Comparacion de la expresion de citoquinas entre

articulaciones sanas y artrosicas

La produccion y los cambios en la cascada de las citoquinas son conside-
rados dos aspectos clave en la patogenia de la artrosis. (4, 5, 16, 46).
El mecanismo de accion y los efectos de las citoquinas es muy complejo y to-
davia no se comprende en su totalidad. Las citoquinas tienen efectos unas so-
bre otras, tienen efectos superpuestos y crean una red funcional. Son capaces
de tener efecto sobre condrocitos incluso con concentraciones tan bajas como
a niveles de nano o pico. A través del aumento en la produccién de citoquinas
destructivas o catabolicas se llega a la disminucion de la sintesis de componen-
tes de la matriz extracelular y al aumento de la produccién de metaloproteina-

sas, otras citoquinas y monoxido de carbono (144).

4.4.1 Las enzimas catabolicas IL-18 y TNF-a

La IL-1B es una de las citoquinas catabdlicas mas potentes y se considera
clave en la artrosis. Es producida fundamentalmente por la membrana sinovial
y por condrocitos. La otra citoquina catabolica que tiene un papel importante

en el desarrollo de la artrosis es el TNF-a.

Kobayashi et al (137) demostraron que en el cartilago artrésico de cone-
jillos de indias habia un aumento de células con positividad para IL-1B en los
estudios histoquimicos. Esto también es lo que ocurre habitualmente en el
cartilago humano, ademas del aumento de TNF-qa, como publicaron Goldring
(147) y Pritchard (148).

Estos estudios ademas mostraron un incremento del namero de recep-
tores para estas dos citoquinas en las paredes celulares de condrocitos y célu-
las sinoviales en articulaciones con lesiones artrosicas. En nuestro estudio con
cerdos no ha habido un llamativo incremento en la reaccion positivaa IL-18 y
TNF-aq, pero si se trataba de un namero de condrocitos significativamente ma-

yor que en las muestras de las rodillas sanas. Este hallazgo se correlaciona con
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los que present6 en su trabajo acerca de la inoculacion intraarticular de cola-
genasa en las rodillas de conejos, Kikuchi en 1998 (89). En este trabajo se apre-
ciaron importantes cambios inflamatorios a nivel de las rodillas de conejos en
la primera semana después de haber sido inoculada una dosis intraarticular de
colagenasa. Sin embargo, esta reaccion inflamatoria disminuia con el tiempo y
en la sexta semana tras la inyeccion era muy débil. Correlativamente, en nues-
tro trabajo con cerdos, en el momento del analisis inmunohistoquimico unos
cuatro meses tras la inoculaciéon de la colagenasa, también se determinaron

unos niveles bajos de los mediadores de la inflamacion IL-18 y TNF- a.

Sin embargo, la deteccién de proteinas por tincién inmunohistoquimica
presupone que las citoquinas IL-18 y TNF- a con los determinantes antigé-
nicos esenciales son capaces de sobrevivir indemnes al proceso de fijacion,
descalcificacion, deshidratacion e incorporacion y que ademas demuestran ser
suficientemente consistentes en la parafinizacion. Aparte de este hecho, los an-
ticuerpos utilizados estaban dirigidos contra la IL-18 y TNF- a humanas, sesgo
que también podria haber conducido a una disminuida tincién para estas ci-
toquinas. Por este motivo se recomienda que para futuros estudios se analicen
el tejido y el liquido sinovial, puesto que éstos son los que contienen mayor

numero de mediadores de la inflamacion.

4.4.2 1IGF-1y TGF-B, dos citoquinas anabolicas

Para la IGF-1 se ha podido determinar que promueve la sintesis de los
principales componentes de la matriz extracelular del cartilago hialino, entre
ellos el agrecano y el colageno tipo II (148). La citoquina IGF-1 posee un efecto

autocrino y paracrino sobre los condrocitos (149).

Existen numerosos trabajos en los que se ha podido ver como la concen-
tracion de IGF-1 aumenta en las zonas mas degradadas del cartilago artrosico,
y que en las zonas sanas o levemente dafiadas disminuye o mantiene una con-
centracion estable. El incremento del nivel de IGF-1 es una muestra del intento

de reparacion del tejido, efecto que sin embargo no es eficaz puesto que tam-
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bién aumenta la concentracion de ligandos o proteinas de uniéon de IGFs en
las articulaciones artrésicas (151, 152). Ademas, Pelletier y su equipo demostra-
ron que los osteoblastos del hueso subcondral humano presentaban un incre-
mento en la liberacion de IGF-1 (154), y este hecho es considerado como una

consecuencia de las senales anomalas de la IGF-1 durante el proceso artrésico.

En nuestro estudio con cerdos se han objetivado en los niveles de IGF-1 cam-
bios propios de la artrosis, con incrementos de su concentracion en las zonas del
cartilago mas danadas en las rodillas tratadas con colagenasa, asi como niveles
normales o muy bajos en las rodillas sanas. También vimos un incremento de

IGF-1 en el hueso subcondral en las rodillas artréosicas.

Una hipoétesis es que como consecuencia del aumento de carga en las zo-
nas danadas de las articulaciones artrésicas se produce el incremento del nivel
de IGF-1 en contexto del intento de reparacion tisular, tal como propone Gol-
dring (16, 155). Esto puede producir un aumento en la sintesis de determinados
componentes matriciales que podrian explicar la presencia de matriz extrace-

lular en las cavidades del hueso subcondral cuando aparece la artrosis.

La citoquina TGF-B estimula la sintesis de proteoglicanos y la prolifera-
cion de condrocitos. Blaney Davidson et al. demostraron en 2006 que la inyec-
cion de TGF-B intrarticular en ratones como modelos de artrosis provoca un
aumento de la sintesis de proteoglicanos (156). Un dato importante es que la

produccion local de TGF-B provoca la formacion de osteofitos (157).

En el trabajo aqui expuesto se ha podido determinar una disminucién del
TGF-B, y por lo demas destacta una reaccion débil para TGF-B tinicamente en
las zonas artrésicas donde el hueso subcondral presentaba mayor esclerosis y
en las zonas dafnadas cercanas al borde articular. Este comportamiento puede

conducir a una produccion de proteoglicanos disminuida en el cartilago.

La presencia de TGF-B en el hueso subcondral de las articulaciones sometidas al
tratamiento con colagenasa podrian llegar a poducir osteofitos, y se considera respon-
sable de la esclerosis del hueso subcondral en aquellas muestras histologicas que lo

presentaban, en total en 5 cerdos de los 10 empleados, es decir, en el 50% de los casos.
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Estos hallazgos hacen hincapié en el hecho de que la expresion alterada
de las citoquinas anabélicas no se limita al cartilago, sino que también influye

en el hueso subcondral.

La importancia de este hecho radica en que, como ya se comento6 en la in-
troduccion, en la practica habitual de la medicina el diagnéstico de la artrosis
se basa en la correlacion de la clinica y de los hallazgos radiologicos. Y estos
ultimos dependen directamente de los efectos sobre el hueso subcondral y la

formacion de osteofitos.
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4.5 Las enzimas MMP-13 y ADAMTS-5 y su papel en
el desarrollo de la artrosis

Es sabido que la degradacion de la matriz extracelular del cartilago en el proceso
de la artrosis guarda relacion con el aumento importante de la sintesis de las enzimas
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y sus subtipos (Pelletier, 139, 141). Entre éstas
se encuentran las enzimas colagenasas. En la tarea de degradar la matriz demostra-
ron las 2 colagenasas, MMP-1y MMP-13, ser las mas eficaces, y con probabilidad las
enzimas primarias en digerir el colageno tipo II. La MMP-18 posee una mayor es-
pecificidad contra el colageno tipo I y a la vez divide pequenos proteoglicanos ricos
el leucina (SLRP), que asumen funciones reguladoras en la organizacion de la ma-
triz extracelular (138). La degradacion del agrecano en el cartilago artrésico también
ha sido estudiado en los Gltimos afios y esto ha conducido a identificar las enzimas
proteoliticas que degradan el agrecano de forma especifica. De esta forma se consi-
dera que las metaloproteinasas colagenasa-3 (MMP-18), agrecanasa-1 (ADAMTS-4)
y la agrecanasa-2 (ADAMTS-5) son los principales responsables de este fenémeno,

segun publicaron Chambers et al. (140).

Kobayashi et al. (137) public6 un trabajo en el que demostraban como en el car-
tilago sano de conejillos de indias tan solo los condrocitos dispuestos en la zona tan-
gencial del cartilago mostraban una tincion positiva para MMP-18. Por el contrario,
en las rodillas artrésicas, que en ese trabajo se produjo mediante una meniscectomia
abierta, la positividad de tincion para MMP-18 se distribuia por todo el cartilago en
un namero mucho mayor de células. También en el cartilago humano se ha podido
observar un incremento en la sintesis de MMP-13 en la totalidad del grosor del carti-
lago cuando hay artrosis, segun Pelletier et al. (141). En este ultimo trabajo no obstante
se vi6 que las muestras de control no tefifan MMP-18. Contrariamente a esto, el car-
tilago de los condilos control de los minipigs de nuestro estudio si mostraba algunas
células en zonas profundas y bastantes células en la zona tangencial del espesor del

cartilago que expresaban positividad para MMP-13.

El incremento en el nivel de MMP-18 puede tener como consecuencia un au-
mento de la degradacion del colageno tipo II, y esto puede danar la consistencia del

cartilago y hacerlo mas sensible a las cargas mecanicas.
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En el anteriormente mencionado trabajo de Pelletier (141), se describe que
el nivel de la proteina ADAMTS-5 en el cartilago artrosico en humanos es sig-
nificativamente mayor que en los controles de cartilago sano, en los que tan

solo presentaba una ligera tincioén de fondo.

Sin embargo, en nuestro trabajo se aprecia expresion de ADAMTS-5 tanto
en el cartilago sano como en el artrésico. Aun asi hay que mencionar que los
fenémenos de tincion podian ser muy diferentes entre si en localizaciones
determinadas del cartilago tratado con colagenasa, habiendo unas zonas con
tinciones muy fuertes (3+ incluso 4+) y otras con tinciones débiles. El cartilago
de 5 rodillas sanas mostraba positividad para ADAMTS-5 en todo su grosor,
pero no en las otras 5. Esta forma de expresion para ADAMTS-5 en cartilago
sano y artrosico se ha visto en otros trabajos como el de Bluteau et al. (142) y el
de Malfait et al. (143).
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4.6 La apoptosis en el desarrollo de la artrosis

Una caracteristica muy importante en la artrosis tanto en humanos como
en modelos animales es el incremento de la tasa de muerte de condrocitos
(158). Los desencadenantes potenciales para la muerte celular de condrocitos
en la artrosis son los radicales libres de oxigeno, la activacién de receptores
protéicos de muerte celular conocidos como ligandos de muerte, disfunciones
mitocondriales y estrés mecanico. La muerte celular es un proceso muy com-

plejo, y que puede ser activada por una via intrinseca y otra extrinseca.

- La via intrinseca responde a una gran variedad de estimulos que se gene-
ran en el interior de la célula, y es mediada en gran parte por las mitocondrias. Se
relaciona con oncogenes y/o dano en el ADN. Participan numerosos biomodula-

dores proteicos como las caspasas y las proteasas apoptoticas, entre otras.

- La via extrinseca responde a mediadores en la superficie celular, con
receptores que se activan por medio de determinadas proteinas conocidas

como ligandos de muerte.

Una vez activada una u otra via, éstas pueden entrecruzarse de diferentes

formas, dependiendo de los mediadores implicados.

Existen estudios que demuestran que determinados procesos propios de
la artrosis pueden provocar la apoptosis de condrocitos, como por ejemplo el
trabajo del 2007 de Thomas et al. en el que se prob6 que la creciente degrada-
cion de la matriz extracelular provoca un aumento de la expresion de la caspa-

sa-3, que es una conocida peptidasa inductora de la apoptosis (159).

El papel de la apoptosis en la artrosis se conoce desde hace mucho, pero a
medida que en los ultimos anos se esta consiguiendo entender mejor sus me-
canismos, se esta viendo que tiene un papel mas importante de lo que se creia
hace 10 anos. Asi lo han demostrado en estudios con modelos animales (160).
Como puerta abierta a nuevas terapias, se esta trabajando en tratamientos con-
tra la artrosis que tienen como diana el proceso de la apoptosis, actuando sobre

diferentes proteinas receptoras ya sea bloqueandolas o inhibiendo la sintesis
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de determinadas proteinas mediadoras. Se estan llevando a cabo investigacio-

nes relacionadas con dianas genéticas y con ensayos médicos (161).

En nuestro trabajo se ha podido mostrar una fuerte expresion de caspasa-3
en la superficie de las zonas del cartilago mas degenerado. Esto es indicativo

de un incremento de la muerte celular en las zonas mas danadas del cartilago.
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4.7 Laidoneidad de la inyeccion intraarticular de colage-
nasa en la rodilla del minipig como modelo de artrosis

Los modelos de investigacion que utilizan animales son s6lo aproxima-
ciones a la realidad, y no se puede esperar de ellos que se correspondan al 100%
con todos los factores de la artrosis en el ser humano. Tal es asi, que por ejem-
plo la bipedestacion propia del ser humano instaura una muy determinada
forma de distribucion de la carga en las rodillas al deambular, y que no puede
ser exactamente igual que la de un cuadripedo como el minipig. La forma
mas fiable de reproducir esa distribucion de carga bipeda desde un punto de
biomecanico sélo puede conseguirse mediante estudios in vitro, ya sea con
maquetas o con rodillas de cadaveres, pero en estos casos el cartilago de estas
articulaciones no presentaria los mismos fenémenos biologicos, metabdlicos

y fisiopatologicos.

En el reino animal no existen otros animales puramente bipedos como el
ser humano, ni siquiera los simios presentan una biomecanica de la marcha
idéntica a la humana. De todos modos, los grandes primates gozan ya de una
consideracion social y legal en todo el mundo que los protege de investigacio-

nes como modelo animal (162).

A pesar de todo, el modelo de artrosis animal con la inyeccién intraarticu-
lar de colagenasa muestra muchas similitudes con la artrosis en el ser humano,
como se ha mostrado en el presente trabajo con minipigs. La degeneracion del
cartilago en este modelo animal se asocia con la degradacion directa del cola-

geno tipo I y probablemente se incremente con el estrés mecanico.
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4.8 Perspectiva

La artrosis es una patologia enormemente prevalente en la poblacion
mundial, y tanto el aumento de la esperanza de vida, como los habitos de vida
modernos no favorecen que la incidencia de esta enfermedad disminuya, sino
que la tendencia es precisamente la contraria. El presente trabajo no aporta
una solucion directa a este problema, pero pretende participar y aportar algo
en el proceso de la investigacion clinica para desarrollar terapias y estrategias

terapéuticas para afrontar la patologia artrésica.

Existen dos potenciales limitaciones en este trabajo. Por un lado, durante el
proceso de descalcificacion, fijacion, deshidratacion y preparacion de las muestras
para el estudio inmunohistoquimico podrian haberse dafiado o destruido algunos
de los antigenos cuya presencia o ausencia habia que valorar. Y por otro lado, la
mayor parte de los anticuerpos apropiados para los estudios inmunohistoquimicos

no estan testados para posibles reacciones cruzadas con antigenos porcinos.

Para estudios futuros seria interesante poder disponer de una muestra po-
blacional mayor. Dado que la artrosis es una patologia que afecta a la totalidad
de la articulacion, habria que valorar también la posibilidad de incluir en el es-
tudio histolégico e inmunohistoquimico otros tejidos de la articulacién como
la capsula y la membrana sinovial por participar activamente en la producciéon

de diversos moduladores de la inflamacion.

Aunque todavia no se conoce por completo la patogenia de la artrosis,
existen diversos estudios recientes que investigan la participaciéon de varios
componentes de la matriz extracelular, citoquinas y enzimas en el desarrollo
de la artrosis que no han sido analizados en el presente estudio. Trabajos como
el presente comparando articulaciones sanas con otras artrésicas en animales
grandes podrian ser Uutiles para el estudio del efecto de proteoglicanos como
el biglicano, la decorina, fibromodulina, citoquinas reguladoras como la IL-4,
IL-10 e IL-13, asi como enzimas tales como las metaloproteasas MMP-1, -2, -3,
-9 y ADAMTS-4.
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Desde que el genoma humano fuera secuenciado en julio del 2001, se han
puesto en marcha numerosos trabajos cientificos en el ambito de la genética para
el estudio y entendimiento de todo tipo de enfermedades y sus posibles trata-

mientos, entre ellos varios relacionados con el estudio de la artrosis.

El modelo del minipig para estudiar artrosis muestra un gran potencial
para la investigacion del tratamiento de esta enfermedad, tanto en terapia far-
macologica, quirargica, y como en terapia celular y biolégica, debido al im-

portante parecido biolégico y fisiologico.

El presente trabajo con minipigs ha demostrado que se pueden producir agre-
gados tridimensionales de condrocitos porcinos y que la inyeccion intraarticular de

colagenasa en las rodillas de los cerdos conduce a la artrosis de estas articulaciones.

Futuros estudios deberian comprobar la capacidad de regeneracion de lesio-
nes del cartilago por parte de los mencionados agregados tridimensionales de con-
drocitos porcinos cultivados in vitro, asi como la posibilidad de sintetizar matriz

extracelular condral.
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