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ABREVIATURAS

BSA: Albumina sérica bovina

C: Caenorhabditis.

DMEM: Dulbecco’s modified eagles medium.
DNA: Acido desoxiribonucléico

FGF: Factor de crecimiento de los fibroblastos.
GAG: glucosaminoglicanos
GTP:Guanosin-trifosfato

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular-1
. IL-1B: Interleuquina 1B

10.Kb:Kylobites

11.KDa: KiloDalton

12. microM: Micromolar

13.miR*: Premir

14. miRNA: MicroRNA

15.mRNA: RNA mensajero

16.Mpm: Metaloproteinasas de la matriz

17.Nm: Nanémetros.

18.NF-xB : Factor nuclear xB

19.NO: Oxido Nitrico

20.Nts: Nucleétidos

21.PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
22.PGg: Prostaglandinas

23.pM: Picomol.

24 .PTL: Parthenolide

25.PART25: Parthenolide a concentracion 25 microM
26.RNA: Acido ribonucléico

27.SBF: Suero bovino fetal

28.SIP4. Receptor 1 de la esfingosina 1 fosfato
29. TGF-B: factor de crecimiento transformador beta
30. TNF-a: Factor de necrosis tumoral a
31.VCAM-1: Molécula de adhesiéon vascular-1
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INTRODUCCION

DEFINICION

La artrosis fue definida por la OMS en 1995 como un
proceso degenerativo articular que se produce como
consecuencia de alteraciones mecanicas y bioquimicas
que desestabilizan el equilibrio entre la sintesis y la
degradacion del cartilago articular, estimulando Ia
formacion de hueso subcondral y con presencia de una
sinovitis crénica inespecifica de intensidad leve o
moderada.

Segun el American College of Rheumatology, la artrosis
puede definirse como un grupo heterogéneo de
condiciones que conducen a sintomas y signos articulares
que se asocian con defectos en la integridad del cartilago
articular, ademas de cambios relacionados con el hueso
subcondral y con los margenes articulares”.

La artrosis afecta a todas los tejidos de una articulacion
diartrodial, incluyendo el hueso subcondral, los meniscos,
los ligamentos, la capsula articular, la membrana sinovial
y el musculo periarticular?, sin que presente efectos
sistémicos, y se caracteriza desde el punto de vista clinico
por dolor y limitacion de la funcion articular con signos
clinicos como la crepitacion y los derrames de repeticion.

Actualmente algunos autores consideran la artrosis como
un grupo heterogéneo de procesos, con aspectos
comunes Yy diferenciales en cuanto a su localizacion, su
historia natural, su prondstico y sus posibilidades de
tratamiento®.

Lo que parece claro es que la artrosis es un ejemplo de
enfermedad de etiologia compleja que resulta de la
interaccion de factores adquiridos con una predisposicion
hereditaria a la que contribuyen multiples factores
genéticos.
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A pesar de que en los ultimos afios se han llevado a cabo
innumerables ensayos clinicos y experimentales de
ligamento y asociacion de posibles y probables factores
relacionados con la enfermedad, hasta el momento no se
han establecido claramente cuales son los genes que
realmente son responsables de esa predisposicion
hereditaria.

No obstante, parece existir cierta evidencia de que estan
implicados algunos genes relacionados con la via Wnt y
con la sintesis de las prostaglandinas®.

PREVALENCIA

Las enfermedades osteoarticulares son muy prevalentes
en todo el mundo, representando mas del 10% de las
consultas de atenciéon primaria®. Diferentes estudios
sefalan que entre el 10 y el 40% de la poblacion general
padece algun trastorno osteoarticular, que requiere de
atencion médica.

La prevalencia es asimismo elevada en Espafia, sobre
todo en lo que hace referencia a patologias como la
espondilosis lumbar, la osteoartritis y la fibromialgia®.

Su prevalencia oscila entre el 6 y el 20% de la poblacion
adulta. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente el 28% de la poblacion mayor de 60
afos presenta una osteoartrosis sintomatica, y hasta el
80% de ésta tiene limitaciones funcionales. Desde el
punto de vista topografico las localizaciones mas
frecuentes de esta enfermedad son los ultimos segmentos
del raquis cervical y Ilumbar y las articulaciones
interfalangicas distales de los dedos de las manos.
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La artrosis de rodilla, que es la que vamos a analizar en
este trabajo, tiene una prevalencia del 10.2% en Espafa y
es un hecho llamativo que presenta una importante
disociacion clinico-radiolégica, especialmente en la
poblacion joven. Por su parte la osteoartrosis de las
manos, que la OMS indica como una de las mas
frecuentes e incapacitantes, muestra una prevalencia del
14%°, aunque la afectaciéon sintomatica suele rondar
aproximadamente el 6.2% con distintas formas de
presentacion como la afectacion interfalangica distal
(nédulos de Bouchard), proximal (nédulos de Heberden) y
la enfermedad de la trapecio-metacarpiana (rizartrosis).
Otras localizaciones como la cadera se afecta en el 3.5-
6% de los pacientes mayores de 50 afios y presenta
diferentes patrones radiolégicos en funcion de la
existencia o no de patologia previa de la cabeza femoral.

Debemos resaltar que la enfermedad osteoarticular
supone un impacto importante sobre el estado de salud
de la poblacion en general y un substancial consumo de
recursos sanitarios con la consiguiente repercusion en la
economia de la nacién. Se estima que entre el 10-40% de
las personas que consultan al médico de atencion
primaria lo hacen a consecuencia de problemas derivados
de alguna enfermedad osteoarticular.

Hoy en dia esta patologia es la primera causa de
incapacidad permanente y una de las principales fuentes
de baja laboral. En Espafia hay cerca de 4 millones de
personas afectas de enfermedad osteoarticular, por lo que
teniendo en cuenta los ultimos datos del INE (instituto
nacional de estadistica) de Junio del 2015 en los que se
afirma que la poblacion espafiola es de 46.439.864,
representa alrededor de 8.61% de la poblacion. El
deterioro funcional progresivo producido por este tipo de
patologia dificulta la realizacion de tareas cotidianas,
domeésticas o laborales, lo que acaba desencadenando un
menoscabo en la calidad de vida de los pacientes.
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El estudio ARTROCAD realizado hace unos afos y
publicado en la revista Reumatologia Clinica [2006; 2(5):
224-34] revelaba que practicamente la mitad de los
encuestados necesitaba algun tipo de ayuda para realizar
las actividades cotidianas mas basicas y que hasta un
tercio de esta poblacion se pasaba mas de 8 horas al dia
sentada.

Debemos conocer la trascendencia econdmica que
supone esta enfermedad no solo en cuanto a uso de
recursos sanitarios y gasto farmacéutico, sino también en
cuanto a consumo de tiempo laboral, haciendo una
profunda reflexion sobre la repercusion que tiene en
nuestro Sistema de Salud. Segun el estudio ARTROCAD
antes mencionado, cada paciente realiz6 al menos una
visita al mes al médico de atencion primaria. Hasta el 70%
recibia analgésicos o antiinflamatorios y el 43% tomaba
al mismo tiempo analgésicos y antiinflamatorios no
esteroideos. Un 5% de las osteoartrosis de rodilla habia
recibido alguna infiltraciéon acido hialurénico, y algo mas
del 60% de Ilos pacientes recibia algun farmaco
gastroprotector®.

El estudio EPISER 2000 sefala que las patologias
osteoarticulares que se asocian a una peor calidad de
vida en lo que se refiere a limitaciéon fisica son la artritis
reumatoide, la gonartrosis y osteoartritis lumbar.
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ETIOPATOGENIA

En la actualidad se considera a la articulacion diartrodial
como una unidad funcional integrada por diferentes
tejidos, principalmente el cartilago, la membrana sinovial y
el hueso subcondral, todos ellos implicados en la
etiopatogenia de la artrosis, que presenta tres
manifestaciones fundamentales: sinovitis inespecifica,
destruccion del cartilago articular y alteraciones en el
hueso subcondral (remodelado &seo con esclerosis
subcondral, osteofitos y osteonecrosis focal).

Los condrocitos son las unicas células presentes en el
cartilago articular y son las responsables de la sintesis y
recambio de la matriz extracelular del mismo, lo que
resulta fundamental para el buen funcionamiento articular.
Asi, podemos afirmar que estas células participan tanto
en la sintesis como en el catabolismo de la matriz
extracelular.

Por su parte la matriz extracelular que producen estos
condrocitos y que esta formada principalmente por
colagena de tipo Il, es la que mantiene la estructura del
cartilago a la vez que mantiene la homeostasia del
entorno extracelular.

En la osteoartrosis, la degeneracion e insuficiente sintesis
de matriz extracelular por parte de los condrocitos es la
responsable de la degradacion y de la inadecuada funcion
del cartilago.

Asi, algunas citoquinas inflamatorias como la IL-1 tienen
un papel crucial en la degradacién del cartilago, ya que
estimulan la sintesis de enzimas que degradan la matriz
extracelular de los condrocitos en concreto las
colagenasas. Por otro lado, la IL-1B inhibe la expresion de
ciertos genes especificos y causan la insuficiente sintesis
de matriz extracelular por parte del condrocito.
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Aunque se conoce poco acerca de la patogénesis de la
osteoartrosis, parece ser que el disbalance entre los
factores catabodlicos y anabdlicos que mantienen la
homeostasia del cartilago influyen en el proceso de
degradacion y destruccion del mismo.

Por lo tanto, mientras se mantiene el delicado balance
anabolismo-catabolismo del cartilago, la matriz se
renueva hacia un cartilago normal, mientras que cuando
predomina el catabolismo, se inicia el proceso de
degradacion del mismo.

A continuacion pasaremos a analizar el papel de cada una
de estas estructuras en el desarrollo de la osteoartrosis’.

Cartilago articular

En la artrosis se produce una disminucion en el numero
de condrocitos, unico elemento celular del tejido
cartilaginoso, principalmente por apoptosis (muerte celular
programada), en la que estarian implicados diferentes
mediadores celulares presentes en exceso en la
articulacion afectada, como el oxido nitrico (NO), la
interleuquina 1-beta (IL-1B) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a). EI NO es un radical libre gaseoso producido
por el condrocito como respuesta al estimulo de diferentes
factores catabodlicos que inhibe la apoptosis celular y
aumenta la capacidad lesiva de otros oxidantes. Por otra
parte, los tres mediadores anteriormente resefados
pueden activar una serie de pro-enzimas proteoliticas del
grupo de las proteasas, principalmente la cisteina-
proteasas y metaloproteasas como la colagenasa, que
contribuyen a la degradacién de la matriz extracelular del
cartilago articular produciendo su fisuracién y progresiva
destruccion.
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Membrana sinovial

La sinovial muestra un componente de inflamacién de la
membrana (hiperplasia e infiltracion de células
mononucleares) que se manifiesta en forma de
tumefaccion, calor y rubor local y que se ha relacionado
con su cronificacion y progresion. Se han propuesto como
factores desencadenantes de esta respuesta inflamatoria
la sobrecarga mecanica articular (cargas mecanicas de
alta frecuencia e intensidad), la presencia de
microcristales y diferentes productos procedentes de la
degradacion del cartilago citados anteriormente.

Durante el proceso inflamatorio, la sintesis de mediadores
bioquimicos por parte de la membrana sinovial tiene un
efecto catabolico sobre el cartilago y a su vez, estimula la
produccion de otros mediadores por parte del condrocito,
que son moléculas proinflamatorias como la IL-13, TNF-a,
la PGE-2, etc..., con marcado efecto destructor del
cartilago.

No podemos olvidar ademas, que el NO (6xido nitrico) se
encuentra en concentraciones elevadas en el liquido
sinovial y en los sinoviocitos de la articulacién, lo que
puede favorecer el cuadro destructivo articular.

Hueso subcondral

El hueso subcondral por su parte presenta alteraciones de
mineralizacion, crecimiento del tejido 6seo subcondral y
aparicion de osteofitos. Estos cambios pueden incluso
preceder a los que se producen en el cartilago y la
sinovial, y estan promovidos por diferentes mediadores
producidos por el osteoblasto y por una alteracion del eje
RANK/RANK:-ligando-osteoprotegerina a favor del RANK
ligando, responsable de una mayor reabsorcion dsea.
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FACTORES DE RIESGO

Se han descrito diferentes factores de riesgo que pueden
estar implicados o relacionados en la aparicion y
progresion de la osteoartrosis, que se dividen en
generales, modificables o no, y locales® ? (Figura1).

Factores de riesgo generales no modificables

Edad

Es el factor de riesgo que mas frecuentemente se
relaciona con la aparicion de esta enfermedad’,
especialmente en el sexo femenino, en el que se constata
un claro aumento de la incidencia de la enfermedad de
manera independiente de las articulaciones afectas.
Podemos concluir que aunque es muy infrecuente en
personas menores de 35 afos (prevalencia inferior al
0.1%), practicamente mas del 70% de los sujetos
mayores de 50 afos, tiene signos radiologicos de
osteoartrosis en alguna articulacion y casi el 100% de los
sujetos muestran la enfermedad a nivel radiolégico a partir
de los 75 afios. Por otra parte podemos concluir que hay
una evidencia moderada de que la edad es un factor de
riesgo para la progresion de la enfermedad.

Sexo

El hecho de que la artrosis sea mas prevalente en los
varones por debajo de los 45 anos y en las mujeres por
encima de los 55 hace que se considere la influencia de
factores genéticos y especialmente hormonales como una
de las causas mas importantes.

En general, la artrosis es mas prevalente en el sexo
femenino, con un riesgo relativo de 2,6. Ademas, en la
mujer son mas frecuentes las formas mas severas asi
como la artrosis de manos, sus formas erosivas y
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nodulares, y la artrosis de rodilla, especialmente la que
afecta al compartimento femoropatelar. En el vardn la
artrosis afecta mas a la articulacion de la cadera,
especialmente antes de los 50 afios y en la rodilla se
presenta sobre todo en el compartimiento femorotibial
medial. No obstante, no hay evidencia de que el sexo
femenino sea un factor de riesgo para la progresién de la
artrosis de rodilla y la evidencia es contradictoria para la
progresion de la artrosis de cadera.

Genética

La contribucion genética en la fisiopatologia de la
osteartrosis se estima que puede llegar al 50-65%"" y
cada vez se le atribuye mayor importancia'?.

Sin embargo hay que tener en cuenta que hay grandes
diferencias entre los resultados de diferentes estudios,
hecho que dificulta hacer predicciones precisas sobre la
importancia de este componente, que difiere en funcion
de la localizacidon de la osteoartrosis y el sexo del
paciente. Por otra parte, las evidencias de que la herencia
genética intervenga de forma directa en la progresion de
la artrosis no son concluyentes.

A pesar de que en los ultimos afios se han efectuado
numerosos estudios de asociacion, hasta el momento no
se han establecido claramente cuales son los genes que
realmente causan esa predisposicion hereditaria.

Dado el importante beneficio que aporta la cirugia a los
pacientes con artrosis avanzada, cabria plantearse si
estos estudios genéticos tienen realmente alguna utilidad.
La respuesta es claramente afirmativa. Por un lado, el
conocimiento de los factores genéticos implicados en la
aparicion y el desarrollo de la artrosis puede permitir
identificar y controlar subgrupos de individuos de mayor
riesgo en fases precoces. Por otro lado, la identificacion
de los genes involucrados puede llevar a identificar
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nuevas dianas terapéuticas que permitan frenar de
manera eficaz el desarrollo del proceso, algo que no
podemos ofrecer a nuestros pacientes en la actualidad.

ESTUDIOS DE ASOCIACION FAMILIAR Y DE GEMELOS EN
ARTROSIS

Es bien conocido que algunos pacientes desarrollan
artrosis secundariamente a alteraciones del esqueleto de
causa genética (ostecondro-displasias, ocronosis,
enfermedad de Wilson, etc...) o adquirida (infecciones,
traumatismos, alteraciones metabdlicas, etc....). En
cuanto a los casos de artrosis primaria, a menudo el
proceso se desarrolla por la accion de una serie de
factores (microtraumatismos repetidos, obesidad, etc....)
que actuan en un individuo con una cierta predisposicion
genética. La contribucion de esa predisposicion genética
se pone de manifiesto en los estudios que revelan una
agregacion familiar y en la actividad clinica cotidiana: los
pacientes con artrosis a menudo refieren que sus
familiares también presentan la enfermedad. Asi, por
ejemplo, se ha estimado que los individuos con familiares
con artrosis grave de rodilla o cadera que supuso la
colocacion de una protesis articular precisan, a su vez,
una proétesis de dichas articulaciones con una frecuencia
2-5 veces mayor que la de la poblacién general®™. La
influencia de la herencia varia segun la topografia de la
enfermedad. A partir de los estudios de gemelos, se ha
estimado que el grado de heredabilidad esta en torno al
75% en el caso de la espondiloartrosis, el 60% en la
coxartrosis, el 40% en la gonartrosis y el 65% en la
artrosis de la mano®.

En varios estudios se ha observado que el componente
hereditario es mas importante en las mujeres que en los
varones. No obstante, no estd claro si ello refleja
realmente una interaccibn de los propios factores
genéticos y de éstos con otras caracteristicas como el
sexo (concentraciones hormonales, etc.) o si depende de
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una amplia variabilidad de factores exégenos como ocurre
en los varones, por ejemplo, en relacion con las diversas
actividades laborales. Por otro lado, hay que tener en
cuenta que la predisposicidon hereditaria no depende sélo
de que se hereden determinados polimorfismos
relacionados con el tejido 06seo, sino que engloba
elementos tanto relacionados con la biologia articular
como con otras caracteristicas organicas asociadas a su
vez con el riesgo de artrosis, como la obesidad.

ESTUDIOS DE LIGAMIENTO EN ARTROSIS

En diferentes estudios de ligamiento se han encontrado
algunas regiones del genoma relacionadas con la
osteoartrosis. Asi, se ha comprobado que la artrosis de la
mano se asocia a polimorfismos situados en el brazo
largo del cromosoma 2 (regiones 2q, 12-35), mientras que
la artrosis de cadera se ha asociado a polimorfismos en
ese mismo cromosoma Yy en otras regiones de los
cromosomas 4, 6 y 16. Sin embargo, esos resultados han
sido poco reproducibles y en diferentes estudios se ha
hallado ligamiento a diferentes regiones cromosomicas.

ESTUDIOS DE GENES RELACIONADOS CON LA
ARTROSIS

Han sido numerosos los genes presuntamente
involucrados en la biologia del sistema esquelético cuyos
polimorfismos se han relacionado con la osteoartrosis.
Entre estos genes nos encontramos con:

e Genes relacionados con constituyentes de la matriz
cartilaginosa.

e Genes relacionados con el metabolismo fosfo-
calcico relacionado con el hueso y el cartilago
articular.

e Genes relacionados con la inflamacion y la
degradacion del cartilago. Los polimorfismos del
gen PTGS2, que codifica la COX-2, una enzima
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implicada en la sintesis de prostaglandinas, se han
relacionado con artrosis de rodilla™.

ESTUDIOS DE ASOCIACION GENOMICA EN ARTROSIS

Hasta el momento unicamente se han publicado 3
estudios de asociacion gendomica en relacion con la
osteoartrosis. En uno de ellos, se encontré una asociacion
entre el gen CALM1, un gen que codifica la calmodulina,
que ha resultado ser la proteina reguladora de los
movimientos intracelulares del calcio, y la artrosis de
cadera'®.

Posteriormente, Spector et al. establecieron una
asociacion entre el gen LRCH1 y la osteoartrosis de
rodilla.

En el ultimo estudio, se identific6 un vinculo entre la
artrosis de rodilla y los polimorfismos de la region q33 del
cromosoma 2, en la que se encuentran los genes de dos
enzimas implicadas en la sintesis de prostaglandinas,
como la COX-2 y la fosfolipasa®.

Raza

La artrosis, en general, es mas frecuente en la poblacion
de raza caucasiana, pero las diferencias son poco
significativas. Por el contrario, si que se han podido
establecer algunas diferencias en cuanto a la distribucién
de las diferentes formas de osteoartrosis en funcién de la
raza. Asi, las mujeres afroamericanas y las chinas
presentan mayor incidencia de artrosis de rodilla,
diferencia que podria ser atribuida por una parte a un
componente genético pero también a factores
ambientales, como los relacionados con la sobrecarga
articular asociada a una actividad laboral mas exigente
desde el punto de vista fisico, habitual en estos grupos.
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Factores de riesgo generales modificables

Obesidad

Numerosos estudios han correlacionado desde hace
tiempo el sobrepeso y la obesidad con la artrosis
radiolégica y sintomatica de rodilla, mientras que la
pérdida de peso es considerado un factor preventivo de
esta forma de osteoartrosis'” '® 1° 20 21 ge estima que
aproximadamente el 61% de las mujeres obesas tienen
artrosis en las rodillas, frente unicamente el 26% de las no
obesas.

Ademas, es un hecho evidente que el sobrepeso
contribuye al deterioro de la calidad de vida y supone una
discapacidad para el paciente artrésico, e incluso se ha
relacionado en algunos estudios con peores resultados en
la cirugia de reconstruccion articular®.

Se ha sugerido que el mecanismo por el que la obesidad
se relaciona con la artrosis es de tipo mecanico, activando
los condrocitos y acelerando la degeneracién del cartilago
con una especial susceptibilidad por parte de la
articulacion de la rodilla.

No obstante, la obesidad también se ha relacionado con
la artrosis de la mano, probablemente por un efecto
sistémico mediado por adipocinas secretadas por el tejido
adiposo con efecto proinflamatorio y degenerativo, por lo
que se ha sugerido que la artrosis inducida por el
sobrepeso se podria considerar que forma parte del
sindrome metabdlico.

Por otra parte, la posible relacion de la obesidad con la
artrosis de cadera es algo menos consistente.

Podemos concluir que aunque el exceso de peso es un
factor de riesgo significativo para la aparicién de artrosis,
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la evidencia de que el peso intervenga en su progresion
es contradictoria’.

Factores hormonales

Es evidente que el déficit estrogénico en la mujer esta
relacionado con el desarrollo de la artrosis, hecho que
explicaria el aumento de su incidencia y prevalencia a
partir de la menopausia. Sin embargo, la certidumbre de
que los estrégenos sean protectores frente a la progresion
de la artrosis no es concluyente.

Debilidad muscular

Algunos autores sugieren que la debilidad muscular es un
estado previo a la artrosis y no una manifestacion de esta,
y que puede considerarse como un indicador o factor de
riesgo para el desarrollo de una osteoartrosis de rodilla.
Sin embargo, aunque se recomienda potenciar la fuerza
muscular del cuadriceps y de los isquiotibiales para un
mejor control articular y un alivio de los sintomas, no hay
evidencia de que se correlacione con la progresion de la
artrosis excepto quizas para el compartimiento lateral de
la articulacion femoropatelar”.

Factores nutricionales

Algunos estudios epidemioldgicos, como el de
Framingham, atribuyen un papel protector a las vitaminas
C y D frente a la osteoartrosis y su progresion, sin
embargo los resultados hasta la fecha no son
concluyentes’.

Densidad mineral 6sea

Aunque algunos estudios epidemiolégicos lo han
verificado 1, no esta claro que exista una relacion inversa
entre la aparicion y el desarrollo de la artrosis y la
densidad mineral 6sea’.
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Factores de riesgo locales

Se trata de circunstancias puntuales que alteran la normal
congruencia geomeétrica de los extremos 0Oseos que
componen la articulacién o la integridad de las demas
estructuras que participan en su funcion.

Anomalias articulares previas

Incluyen anomalias congénitas (sinostosis, agenesias,
hipoplasias, aplasias, displasias), defectos de alineacion
articular, traumatismos previos, laxitud articular excesiva.
Es un hecho evidente que la displasia de cadera favorece
la aparicion de una artrosis de cadera, mientras que las
lesiones meniscales y de los ligamentos, las
meniscectomias y los defectos de alineacién en la
extremidad inferior (genu varo o valgo) favorecen la
aparicion de la artrosis de rodilla, y estos ultimos factores
influyen también en su progresion. Por su parte los
traumatismos repetidos y las fracturas que interesan a la
superficie articular son causa de aparicion de artrosis
secundarias en localizaciones atipicas’.

Sobrecarga articular (actividad fisica o laboral)

El ejercicio fisico de elevada intensidad y el deporte de
alta competicion pueden favorecer el desarrollo de la
artrosis a causa del sobreuso y los traumatismos de
repeticion sobre la articulacion. Pero hasta la fecha no se
ha encontrado relacion entre la artrosis y el ejercicio fisico
de baja o moderada intensidad, como caminar o correr,
siempre y cuando éste no se asocie a impactos de alta
intensidad.

Diversas actividades laborales se relacionan con artrosis

de diferente localizacion, por uso inadecuado y repetido,
especialmente en manos, codos, rodillas y cadera.
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Cabe destacar que de entre los factores de riesgo
sefalados, los claramente asociados a una mayor
progresion de la artrosis son los defectos de alineacién de
la extremidad inferior y la presencia de artrosis
generalizada.

Figura 1. Factores de riesgo de la artrosis.

Factores generales
1. No modificables

a. Sexo
b. Edad
c. Raza

d. Factores genéticos
2. Modificables

a. Obesidad

b. Enfermedades sistémicas (endocrinopatias,
metabdlicas etc...)
Factores hormonales
Debilidad muscular
Factores nutricionales
Densidad mineral ésea
Factores Iocales

1. Anomalias articulares previas

Traumatismos y fracturas
Malformacion o displasia
Defectos de alineacion
Inestabilidad y laxitud articular
Meniscopatias
Artropatias neuropéaticas
2. Sobrecarga articular (actividad fisica y laboral)
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CLASIFICACION

Hay diferentes formas de clasificar la artrosis. La mas
utilizada, por su claridad conceptual, es la etioldgica,
aunque también es frecuente la utilizacion de otras formas
de clasificacion como la topografica y la de Kellgren-
Lawrence.

Clasificacion etioldgica (Figura 2)

Clasifica las osteoartrosis en funcién de su causa en
formas primarias o idiopaticas y secundarias. En las
formas primarias, mas frecuentes, se cumplen los criterios
diagnosticos de la artrosis sin la presencia de otra
enfermedad subyacente causal. Pueden afectar a la
columna vertebral, caderas, rodillas, articulaciones, asi
como a las articulaciones de los dedos de las manos y de
los pies.

Puede presentarse de manera localizada (aquellos casos
con afeccion de menos de 3 articulaciones), formas
oligoarticulares (diferentes combinaciones con afectacion
de manos, columna y rodillas) y poliarticulares.

Hay algunos autores distinguen 3 tipos etioldgicos que
integrarian la artrosis primaria: la artrosis tipo |, de causa
genética (predisposicion familiar), la tipo Il, dependiente
de las hormonas o posmenopausica (déficit estrogénico),
y la tipo Il o senil, relacionada con la edad
(envejecimiento).

La artrosis secundaria puede afectar a cualquier
articulacion y aparecen como consecuencia de patologias
articulares previas, como las fracturas articulares, y en
menor medida por procesos inflamatorios créonicos como
la artritis reumatoide o la artropatia por depdsito de
cristales de pirofosfato.
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Figura 2. Clasificacion etiologica de la artrosis.

Artrosis primaria o idiopatica
* Localizada o generalizada (oligoarticular o poliarticular)
» Formas con caracteristicas diferenciales
- Artrosis erosiva de articulaciones interfalangicas distales
- Artrosis de rodilla y manos en mujeres obesas
- Artrosis de cadera en varones
Artrosis secundaria
» Postraumatica
» Enfermedades congénitas, displasias y trastornos del desarrollo
Enfermedades metabdlicas
- Enfermedad de Wilson
- Enfermedad de Gaucher
- Hemocromatosis
- Ocronosis
» Enfermedades endocrinas
- Acromegalia
- Diabetes
- Hipotiroidismo
- Hiperparatiroidismo
» Enfermedades por depésito de cristales
- Artropatia por depésito de hidroxiapatita
- Artropatia por depésito de pirofosfato calcico
(condrocalcinosis)
- Gota
+ Enfermedades 6seas
- Enfermedad de Paget
- Osteonecrosis
* Enfermedades articulares inflamatorias
- Artritis reumatoidea, espondilitis anquilopoyética
- Espondiloartropatias (psoriasis)
e Artritis séptica
e Artropatia neuropética
e Artropatia hemofilica
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Clasificacion topografica (Figura 3)

En funcion de la localizacion o topografia de la
enfermedad, ésta puede presentarse como una entidad
con manifestaciones propias y caracteristicas de la
osteoartrosis primarias que se catalogan como "formas
tipicas", mientras que aquellas que se manifiestan como
osteoartrosis secundaria son las que se especifican como
"formas atipicas".

Figura 3. Clasificacion topografica de la artrosis.

Localizaciones tipicas

» Manos (inter-falangica, trapecio-metacarpiana)

* Rodillas

» Caderas

* Columna

* Articulacion acromio-clavicular

* Articulacion esterno-clavicular

 Primera articulacion metatarso-falangica
Localizaciones atipicas

* Articulacion metacarpofalangica

* Carpo

» Codos

* Articulacion escapulo-humeral

* Tobillos

* Tarso

e Temporo-mandibular
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Clasificacion de Kellgren y Lawrence ( tabla 1)

Segun su repercusidon radioldgica, la artrosis puede
clasificarse en 5 grados en la escala de Kellgren-
Lawrence, que contempla evidencias radiograficas como
el estrechamiento de la interlinea articular, la presencia o
no de osteofitos, la esclerosis del hueso subcondral y la
deformidad de los extremos 0seos.

Esta forma de clasificacion tiene algunas limitaciones
relativas, como la variabilidad inter-observador en la
interpretacion de las imagenes radioldgicas, las posibles
interferencias de la posicion del paciente en la evaluacion
del grado de pinzamiento articular en la artrosis de rodilla,
o la mayor importancia atribuida a los osteofitos sobre el
pinzamiento de la interlinea, cuando este ultimo puede ser
un criterio mas sensible de la artrosis en fases iniciales y
en concreto en determinadas localizaciones.

Tabla 1. Clasificacion de la artrosis segun la escala de Kellgren
y Lawrence (Ann Rheum Dis, 1957)

GRADO HALLAZGOS RADIOLOGICOS

0 (normal) Radiografia normal

1 (dudoso) Dudoso estrechamiento de la interlinea
Posible osteofitosis

2 (leve) Posible estrechamiento de la interlinea
Osteofitosis

3 (moderado) | Estrechamiento de la interlinea
Moderada osteofitosis

Esclerosis leve

Posible deformidad de los extremos 6seos
4 (severo) Marcado estrechamiento de la interlinea
Abundante osteofitosis

Esclerosis severa

Deformidad de los extremos 6seos
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FORMAS DE PRESENTACION

Artrosis de manos

La artrosis sintomatica de las manos tiene una
prevalencia estimada del 5% en la poblacién general
adulta.

En las manos, la artrosis afecta de forma caracteristica a
los dedos, principalmente a las articulaciones inter-
falangicas distales (nodulos dolorosos de Heberden),
siendo esta la localizacion mas frecuente de la artrosis
primaria de las manos (hasta el 70%), y también a las
inter-falangicas proximales (ndédulos de Bouchard), que
afectan con mas frecuencia a los dedos indice, medio y
menique.

Otra forma de presentacién de la artrosis de la mano es la
que afecta a la articulacion trapecio-metacarpiana
(rizartrosis). Esta es la segunda afectacion mas frecuente
de la mano

Artrosis de cadera

Es una localizacion frecuente de artrosis y probablemente
la forma de manifestacién clinica mas incapacitante. En
Espafa, la prevalencia de la artrosis sintomatica en esta
localizacion se estima en el 4,4%.

Artrosis de rodilla

Se estima que la incidencia de la artrosis radiolégica de
rodilla en mayores de 40 anos es de alrededor del 20%,
pero se ha descrito una elevada discordancia entre los
signos radiologicos y la sintomatologia. Asi Carmona
Ortells afirma que unicamente el 50% de la personas con
dolor de rodilla tienen signos radioldégicos de osteoartrosis
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y menos del 25% de las personas que tienen signos
radioldgicos presenta dolor?>.

En Espafia, segun el estudio EPISER, la prevalencia de la
artrosis sintomatica de rodilla es del 10,2% en la
poblacion adulta (el 14% en mujeres y el 5,7% en
varones), y se estima que la artrosis radiologica en esta
localizacion podria ser del 34%.

La artrosis sintomatica de rodilla tiene un predominio en
mujeres con una relacion mujer/varon de 3:1 en mayores
de 60 anos. Suele ser bilateral y debe descartarse una
etiologia previa (proceso secundario) sobre todo cuando
el cuadro es de caracter unilateral. Por otra parte se ha
descrito un patréon de afectacion radiolégica dependiente
del sexo, con mayor frecuencia de afectacion aislada de la
femoro-patelar en mujeres y de la tibio-femoral en
varones.

En personas jovenes suele asociarse a alteraciones
biomecanicas de la rodilla, lesiones previas o
meniscopatias.

Artrosis de columna

Existen pocos estudios epidemioldgicos sobre la artrosis
de columna, donde también destaca una importante
disociacion clinico-radiologica. Los estudios radiologicos
muestran cambios degenerativos en esta localizacion en
el 80% de los varones y el 72% de las mujeres de mas de
55 anos, con mayor gravedad en el sexo masculino.

Artrosis cervical. Presenta una elevada prevalencia, con
signos radiolégicos presentes en el 22% de los mayores
de 25 anos y en el 80% de los mayores de 55 afios.

Artrosis lumbar. También tiene una elevada prevalencia
radiolégica, aunque algo inferior a la de Ia
espondiloartrosis cervical. Se estima que solo en el 10%
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de los casos la degeneracion discal y la artrosis inter-
apofisaria son los responsables del dolor lumbar.

Artrosis dorsal. Menos frecuente y menos sintomatica que
las anteriores. En este nivel, la disociacion clinico-
radiolégica es todavia mas acentuada que en las
anteriores.

Otras localizaciones

-Glenohumeral.  Generalmente aparece de forma
secundaria a fracturas o a otras patologias como la rotura
del manguito rotador o la osteonecrosis
-Acromioclavicular. Habitualmente poco sintomatica
-Esternoclavicular. frecuente pero asintomatica.

-Codo: localizacion infrecuente.

-Tobillo: es poco frecuente y habitualmente secuela de
una fractura articular previa.

- Pie: la localizacion mas habitual es la primera
articulacion  metatarso-falangica, que provoca el
denominado hallux rigidus. También en el antepié pueden
verse formas de artrosis secundaria a fracturas.
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ANATOMIA PATOLOGICA
MACROSCOPICA

Los cambios que se aprecian son?*;

1. Cartilago articular. esta estructura pierde su
textura y su aspecto brillante tornandose la superficie casi
amarillenta, irregular, mate y menos consistente (blanda).

- La fibrilacién de sus capas mas superficiales le
confiere aspecto aterciopelado, afelpado, velloso.

- También se observan fisuraciones verticales que se
prolongan hasta alcanzar la placa subcondral.

- El cartilago puede desprenderse y desaparecer en
determinadas zonas quedando expuesto el hueso
subcondral en el fondo de las ulceraciones. Este
fendmeno de la ulceracion del tejido cartilaginoso suele
detectarse principalmente en las zonas de carga.

- Esta pérdida de tejido cartilaginoso se traduce en un
estrechamiento de la interlinea articular (pinzamiento) en
la imagen radiologica.

2. Céapsula articular y membrana sinovial:
secundariamente al deterioro condral, la capsula articular
se engruesa Y fibrosa, adhiriéndose a zonas las zonas de
hueso subyacente lo que limita la movilidad articular.

Por su parte la membrana sinovial se engruesa en
ocasiones de forma leve, aunque habitualmente suele
llegar a formar gruesos repliegues con hiperemia y
formaciones vasculares que se acompafian de signos
inflamatorios.
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3. Hueso subcondral: el hueso subyacente a una
ulceracion condral sufre una intensa esclerosis con
formacion de islotes de tejido fibroso o fibrocartilaginoso.
En el margen osteo-cartilaginoso aparecen formaciones
de hueso esponjoso recubiertas en ocasiones de cartilago
hialino que reciben el nombre de osteofitos y cuya
finalidad es incrementar la estabilidad articular alterada
por la deformidad que desencadena la enfermedad y por
la incompetencia de la capsula y los ligamentos.

Asimismo es frecuente observar a este nivel cavidades
subcondrales o quistes 6seos de paredes esclerosas vy
rellenas de un liquido gelatinoso acelular (liquido sinovial
articular).

MICROSCOPICA

Los cambios detectados inicialmente se deben a fallos en
la malla tridimensional de la colagena y a la degradacion
de los agregados de la matriz fundamental®*.

Las solicitaciones mecanicas debilitan los puentes
cruzados entre las fibras colagenas lo que precede a la
rotura y fragmentacion de las mismas. Ello permite la
penetracion de mas agua en el entramado dando mayor
turgencia y menor resistencia al tejido.

El condrocito sometido a una sobrecarga o estrés
mecanico estimula la sintesis de enzimas proteoliticas:
metaloproteasas de la matriz (MMPs) como la colagenasa
y la gelatinasa, que generan detritus los cuales sirven de
estimulo a los fibroblastos sinoviales para que produzcan
citoquinas mediadoras de la inflamacion como son la
interleuquina 1 (IL-1), el Factor de Necrosis Tumoral Alfa
(TNF-a) y las PGEy, lo que aumenta la accién catabdlica a
nivel del tejido cartilaginoso®.
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Por otra parte existen otros factores que pueden
desempenar un papel protector del tejido cartilaginoso por
diferentes mecanismos como son: el factor de crecimiento
transformador beta (TGF-B), glucosaminoglicanos (GAG)
y acido polisulfurico.

La secuencia lesional se produce por tanto del siguiente

modo?*:
- Ante las solicitaciones mecanicas se desencadena
una proliferaciéon de condrocitos en clones o racimos
en un intento de aumentar la respuesta reparadora,
generando por lo tanto una sintesis acelerada de
macromoléculas estructurales aunque de inferior
calidad: los proteoglicanos presentan cadenas mas
cortas y una disminucion en la proporcion
condroitin/queratan sulfato, el colageno es de menor
tamafio y se altera la distribucién de sus fibras que
se hacen menos resistentes a las tensiones a que
son sometidas.

- La degradacion mediada por enzimas lisosomicas y
colagenasas supera en ultima instancia a la
reparacion del tejido cartilaginoso, lo que altera el
equilibrio del sistema cartilago-hueso subcondral y
contribuye a desencadenar una reaccion sinovial
inflamatoria secundaria a la absorcion de particulas
cartilaginosas (detritus) lo que acelera y potencia el
proceso destructivo.
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CLIiNICA

El sintoma mas importante, frecuente y la principal causa
de consulta es el dolor de caracteristicas mecanicas,
también conocido como “dolor de ritmo artrosico’. Se trata
de un dolor al inicio de la actividad que mejora al menos
parcialmente con la misma. Se produce debido a la
distension capsulo-ligamentosa tras los derrames de
repeticion, a la reaccion inflamatoria de la membrana
sinovial y a la denudacion de las superficies 6seas. El
cartilago como estructura avascular y aneural que es, no
duele.

Como hemos indicado suele ser de comienzo insidioso,
apareciendo con el uso de la articulacion 'y
desapareciendo o atenuandose con el reposo o con la
actividad moderada; si bien hay que tener en cuenta que
en fases mas avanzadas de la enfermedad el dolor se
hace mas persistente y puede aparecer incluso en reposo.

Igualmente no podemos olvidar que este dolor puede
agudizarse de forma episddica o esporadica durante las
crisis sinoviticas o inflamatorias, lo que condiciona la vida
cotidiana del paciente afecto.

Otras motivos de consulta al médico de atencion primaria
o al especialista son la pérdida de movilidad articular,
que aparece de forma secundaria a la fibrosis y a las
adherencias capsulo-sinoviales, pero también se produce
por el choque de los extremos 6seos deformados. Es
frecuente esta restriccion funcional con el cambio postural
tras un periodo mas o menos largo periodo de inactividad.

El paciente consulta asimismo por crepitaciones y
crujidos y por episodios intercurrentes de inflamacién con
derrames sinoviales de repeticién. Estos episodios se
desencadenan generalmente por depdsito de cristales
calcicos liberados durante la remodelaciéon del hueso
subcondral. El liquido sinovial de un derrame osteo-
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artritico obtenido mediante puncidn articular en
condiciones estériles tiene menos de 2000 células por
mm?, es transparente, de color amarillo y posee una
viscosidad media (filante).

Todo esto acaba desencadenando la deformidad
progresiva de la articulacion afecta®*. Estas
deformidades son secundarias a la destruccion 6sea por
la ulceracion del tejido cartilaginoso y subcondral y a las
formaciones osteofitarias. Todo esto unido a las
retracciones del tejido capsular y ligamentoso
desencadenan deformidades articulares inicialmente
reductibles, que con el tiempo se hacen irreductibles.

Estas deformidades pueden alterar los ejes mecanicos y
anatoémicos de las extremidades originando anomalias de
eje como el “genu varo o genu valgo” o incluso llegando a
provocar subluxaciones/luxaciones articulares.

DIAGNOSTICO

El diagnédstico de la artrosis es fundamentalmente clinico,
atendiendo a los sintomas y signos antes sefialados, y a
los hallazgos radioldgico considerando las anomalias de
imagen caracteristicas de la enfermedad.

Es importante llevar a cabo una meticulosa anamnesis de
los sintomas y signos del paciente prestando
especialmente atencion a las caracteristicas del dolor y a
las limitaciones funcionales que refiere. La inspeccion y la
exploracion es fundamental ya que nos muestra una
articulacién tumefacta, con derrame/s articular/es en
ocasiones, dolorosa a la palpacién y a la movilizaciéon
pasiva, pudiendo aparecer crujidos Yy crepitaciones
durante el movimiento activo y pasivo de la misma.
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ANALITICA

Tiene mas valor para el establecer el diagndstico
diferencial con otras patologias que cursan con anomalias
analiticas sistémicas que para establecer el diagnostico
de este proceso. El liquido sinovial en la artrosis presenta
una viscosidad normal o discretamente aumentada (se
describe como un liquido filante) con menos de 200
glébulos blancos/mm?®. El 25% de estos leucocitos son
polimorfonucleares. Por otra parte la glucosa y las
proteinas se presentan con la misma concentracion que
en el plasma sanguineo.

RADIOLOGIA SIMPLE

Se trata de la prueba complementaria mas importante, si
bien como hemos sefialado al principio, no siempre existe
correlacion entre las imagenes radiograficas y las
manifestaciones clinicas del paciente.

Las caracteristicas fundamentales que se aprecian a nivel
radiografico son:

e Pinzamiento articular o estrechamiento de la
interlinea articular.

e Esclerosis subcondral como un segmento de mayor
densidad (hueso eburneo) en zonas de mayor
presion, generalmente sometidas a cargas.

e Formaciones osteofitarias en las zonas marginales
de la articulacion.

e Quistes 6seos subcondrales.

e Presencia de cuerpos libres articulares (ratén
articular).

e Incongruencia articular o subluxacién de los
extremos 0seos en estadios avanzados.
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Para la gradacion o clasificacion de la osteoartrosis se
han descrito diversas escalas. Una de la mas utilizadas es
la escala de Ahlback, que permite unificar el estadio de
enfermedad y homogeneizar las bases del tratamiento
recomendable en funcion del grado de afectacion
articular. Esta clasificacion establece cincos grupo o
estadios radioldgicos:

l. Disminucion de la interlinea articular en un
50%

Il. Desaparicion de la interlinea articular

[I. Erosién 6sea leve menor de 0.5 mm

V. Erosion 6sea moderada de 0.5a 1 cm

V. Erosién 6sea grave mayor de 1 cm o la
presencia de subluxacion

Figura 4. Genu varo artrésico rodilla izquierda con prétesis de
rodilla contralateral. En la imagen se aprecia la desaparicion de la
interlinea articular, esclerosis subcondral, osteofitos mediales y
laterales y deformidad del eje mecanico de la rodilla izquierda
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ESTRATEGIA TERAPEUTICA ACTUAL

Actualmente el tratamiento de la artrosis puede dividirse
en médico (conservador/ortopédico) o quirtrgico %*.

Existe consenso en que el tratamiento inicial de la artrosis
debe ser siempre médico y unicamente recurrir al
tratamiento quirurgico en caso de que el paciente no
responda al mismo.

TRATAMIENTO MEDICO

Va encaminado por un lado a mejorar las condiciones
mecanicas de la articulacion, y por otra tiene como
objetivo aliviar el dolor y mejorar la funcion del paciente.

Podemos mejorar las condiciones mecanicas de la
articulacion afecta mediante la aplicacion de las siguientes
medidas:

e Control ponderal e incremento del ejercicio fisico
para mejorar tanto la flexibilidad como el tono
muscular.

e Reposo durante las fases de reagudizacion del
proceso.

e Modificaciones en actividades cotidianas vy
actividad educacional con el paciente para mejorar
el reparto de cargas.

e Ejercicios programados de fisioterapia para
disminuir las contracturas musculares y potenciar la
musculatura con ejercicios isométricos-isocinéticos
que fortalezcan las partes blandas periarticulares.
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Para mejorar el dolor e incrementar el nivel funcional del
sujeto, podemos emplear:

e Técnicas de fisioterapia.

e Ingesta de farmacos analgésicos/antiinflamatorios
para disminuir o al menos reducir el componente
inflamatorio del tejido sinovial y aliviar el dolor.

e Utilizacion de farmacos sistémicos de accion lenta
y administracion oral para la osteo-artrosis
(SYSADOA, “Symptomatic Slow Action Drugs for
Osteoarthritis”), como son el condroitin sulfato y el
Sulfato de glucosamina.

e Viscosuplementacion: Se trata de la aplicacién de
infiltraciones locales de acido hialurénico de forma
periédica con la finalidad de mejorar el nivel
funcional articular y aumentar el rango de
movilidad.

TRATAMIENTO QUIRURGICO

Como ya se ha mencionado se recurre a él, en funcién de
la evolucién y progresion de la enfermedad y los sintomas
que presente el paciente.

Hoy en dia el tratamiento quirurgico responde a distintos
objetivos 2*:

1. Alivio sintomatico:
a. Lavado articular o) desbridamiento
artroscopico.
2. Mejora fisioldgica/funcional:
a. Osteotomias
b. Perforaciones subcondrales
c. Injertos de cartilago
3. Control/curacion de la enfermedad:
a. Artroplastias
b. Artrodesis
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1. Lavado y desbridamiento artroscopico:

Alivia el dolor al retirar de la articulacion mediadores
de la inflamacion y detritus de tejido cartilaginoso. La
mejoria clinica puede ser limitada en tiempo y en
alcance, con lo que la recidiva sintomatica es
frecuente.

2. Osteotomias

Presentan un efecto beneficioso porque permiten
equilibrar y redistribuir las cargas, reducen la friccion en
las zonas denudadas de cartilago, y por el posible
efecto de regeneracién vascular de la zona del corte
0seo (osteotomia).

3. Perforaciones  subcondrales de  Pridie o
espongializacién de Ficat

Su objetivo es estimular la formacion de tejido fibroso o
fibrocartilaginoso que recubra el hueso subcondral
expuesto, pero presenta como principales problemas
que tienen un efecto poco duradero en el tiempo, y que
el tejido fibrocartilaginoso que se produce tiene peores
propiedades mecanicas que el cartilago hialino.

4. Injertos de cartilago

Se trata de trasplantar tejido osteocondral autélogo o
sintético o bien realizar el implante autélogo de
condrocitos.

5. Artroplastias
Se trata de una cirugia mayor en la cual los extremos

Oseos articulares son reemplazados por una proétesis
total.

De forma esquematica las principales indicaciones para
la implantacion de una protesis articular son: el mal
control analgésico, la edad avanzada en general
superior a los 60-65 afos (ya que por debajo de esta
edad se deberia considerar otras opciones como las
osteotomias) y la pérdida funcional.
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En la rodilla podemos identificar diferentes tipos de
artroplastia®* total de sustitucion:

e Constrefiidas: Para rodillas muy deformadas o
revisiones donde existe una gran pérdida osea.

e Semi-constrefiidas: presentan una conguencia que
limita el varo-valgo y la luxacion posterior (postero-
estabilizadas, estabilizadas anterioremente...).

e No constrefidas: permiten un mayor grado de
movilidad.

6. Artrodesis

Consiste en la fijacion de la articulacion en una
posicion adecuada desde el punto de vista funcional,
permitiendo eliminar el dolor. Son funcionalmente
aceptables en el tobillo y articulaciones distales a las
cinturas pélvica y escapular, menos en la cadera o el
hombro.

En rodilla son altamente limitantes, por lo que su

indicacion se limita al tratamiento de las
complicaciones sépticas de la artroplastia de rodilla.
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CONCEPTO Y PAPEL NF-xB
CONCEPTO

El NF-«xB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) es un complejo
proteico que controla la transcripcion del ADN. NF-xB se
encuentra en la mayoria de tipos de células animales vy
esta implicado en la respuesta celular frente a estimulos
como el estrés, las citoquinas, radiacion ultravioleta, LDL
oxidadas y antigenos bacterianos o virales. La regulacién
defectuosa del NF-kB esta relacionada con el cancer,
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, shock
séptico, infecciones virales o un desarrollo inmune
inadecuado. También esta implicado en procesos de
plasticidad sinaptica y de memoria.?

SENALIZACION

Activacion

El NF-xB es relevante en la regulacion de la respuesta
celular ya que pertenece a la categoria de los factores de
transcripcion primarios de “accion rapida”, como son los
factores de transcripcion que estan presentes en las
células en un estado de inactivacion y que no requieren
una nueva sintesis de proteinas para ser activados. Esto
permite al NF-xB ser la primera respuesta a estimulos
celulares nocivos. Los inductores de la actividad del NF-
kB son altamente variables, y pueden ser desde especies
reactivas de oxigeno (ROS), factores de necrosis tumoral
alfa (TNF a), interleuquina 1-beta (IL-1B), lipopolisacaridos
bacteriales (LPS), isoproterenol, cocaina e incluso
radiaciones ionicas.

Muchos productos bacterianos asi como la estimulacion

de una gran variedad de receptores de la superficie
celular inducen la activacién de NF-xB asi como también
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cambios rapidos en la expresion génica.

Inhibicion

En células no estimuladas, los dimeros de NF-xB son
secuestrados en el citoplasma por una familia de
inhibidores, llamados IkBs (Inhibidores de kB), los cuales
son proteinas que contienen multiples copias de una
secuencia llamada “repeticiones de anquirina”. En virtud
de estos dominios, las proteinas IkB enmascaran la
secuencia de localizacion nuclear (NLS) de las proteinas
NF-xB y las mantienen secuestradas en un estado de
inactivacion en el citoplasma®.

Las IkBs forman una familia de proteinas relacionadas,
que tienen un dominio N-terminal regulador, seguido por
seis 0 mas repeticiones de anquirina y un dominio PEST
cerca de su C-terminal. Aunque la familia de las IkB
consiste en IkBa, IKBB, IkBg, y Bcl-3, la principal y mas
estudiada IkB es la IkBa.

La activacion de NF-xB se inicia a través de la
degradacion inducida por sefial de proteinas IkB. Esto
ocurre principalmente mediante la activacion de una
quinasa llamada IkB quinasa (IKK). La IKK esta formada
por un heterodimero de las subunidades cataliticas de IKK
alfa e IKK beta y por una proteina reguladora “maestra”
llamada NEMO (modulador esencial NF-kB) o IKK
gamma. Cuando es activada por sefales, normalmente
procedentes de fuera de la célula, la IkB quinasa fosforila
dos residuos de serina localizados en un dominio IkB
regulador. Una vez fosforiladas estas serinas (por
ejemplo, las serinas 32 y 36 en la IkBa humana), las
moléculas del inhibidor IkB son modificadas por un
proceso llamado ubiquitinacion, que después las lleva a
ser degradadas por una estructura celular llamada
proteosoma.

Con la degradacion de IkB, el complejo NF-xB es libre
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para entrar al nucleo donde puede activar la expresion de
los genes especificos que tienen cerca sitios de union de
ADN para NF-«B.

La activacion de estos genes por NF-kB entonces induce
una respuesta fisiolégica, como por ejemplo, una
respuesta inflamatoria o inmune, una respuesta de
supervivencia celular, o una proliferacion celular. NF-xB
activa la expresion de su propio represor, |kBa. El
nuevamente sintetizado IkBa re-inhibe NF-kB vy, por tanto,
forma un bucle de auto feedback, que provoca niveles
oscilatorios de la actividad de NF-kxB?’. YopP es un factor
secretado por la Yersinia pestis, el agente causante de la
peste, que previene la ubiquitinacion de IkB. Esto provoca
que este agente patdgeno inhiba eficazmente la via NF-
kB y asi bloquea la respuesta inmune de una persona
infectada con Yersinia.

IMPORTANCIA CLINICA Y TERAPEUTICA

El NF-xB es ampliamente utilizado por las células
eucariotas como regulador de los genes que controlan la
proliferacion celular y la supervivencia celular. Debido a
ello, muchos tipos diferentes de tumores humanos tienen
dis-regulado el sistema NF-«B (es decir, activado).

Los defectos en NF-«xB producen wuna mayor
susceptibilidad a la apoptosis que conduce que haya un
aumento en la muerte celular. Esto se debe a que NF-xB
regula genes anti-apoptoéticos (sobre todo la TRAF1
TRAF2) y por tanto, controla la actividad enzimatica de las
caspasas, que son fundamentales para la mayoria de los
procesos apoptoticos.

NF-«xB controla varios genes involucrados en la
inflamacion y se encuentra activado cronicamente en
enfermedades inflamatorias, tales como la enfermedad
inflamatoria intestinal, la artritis, sepsis, gastritis, asma y
arterosclerosis entre otros®.
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Muchos productos naturales, incluidos los anti-oxidantes
que tienen actividad anti-cancerigena y anti-inflamatoria,
se ha demostrado que también son capaces de inhibir NF-
kB.
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Figura 5. Mecanismo de accién del heterodimero NF-kB formado
por el Rel y las proteinas p65 tras la estimulaciéon por IL-18. En
su estado inactivo, el NF-kB se encuentra en el citosol formando
un complejo con la proteina inhibitoria IkBa. A través de
receptores integrales de membrana, una variedad de sefales
extracelulares activan la enzima quinasa ikB (IKK). La IKK, a su
vez, fosforila la proteina IkBa, que da lugar a la ubiquitinacién,
disociacion del complejo IkBa -NF-kB, y la degradacion eventual
de IkBa por el proteosoma. Posteriormente la NF-kB activada
entra en el nicleo donde se une a secuencias especificas
llamadas elementos de respuesta (RE). El complejo ADN/NF-kB
da lugar a otras proteinas como los coactivadores ARN
polimerasa, que transcribe ADN en ARN mensajero, que a su vez
se transforma en proteinas que provocan un cambio en la
funcién de la célula
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PAPEL DE LOS micro-RNA EN LA
ARTROSIS

CONCEPTO DE microRNA

Un micro ARN (miARN o miRNA por sus siglas en
inglés) es un ARN monocatenario, de una longitud de
entre 21 y 25 nucledtidos, y que tiene la capacidad de
regular la expresion de otros genes mediante diversos
procesos, utilizando para ello la ruta de ribointerferencia®.
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Figura 6. Biogénesis miRNA.

GURHAS

Fueron descritos inicialmente en 1993 por Lee vy
colaboradores en el laboratorio de Victor Ambros®, sin
embargo el término "microARN" sélo se acufié en 2001 en
un conjunto de tres articulos publicados en Science (26
Octubre 2001)".
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A principios de 2008, analisis computacionales realizados
por IBM sugerian la presencia de alrededor de 50.000
miRNA diferentes en el genoma humano, cada uno tal vez
con alrededor de miles de ARNm dianas potenciales™?.

Los miRNA son moléculas de ARN transcritas a partir de
genes de ADN, pero no son traducidos a proteinas. Se
expresan en una amplia variedad de organismos, desde
plantas hasta gusanos y humanos. Muchos miRNA estan
bien conservados entre especies, y muchos componentes
de la maquinaria de los miRNA se han encontrado incluso
en Archaea y eubacterias, lo que revela que su origen es
muy antiguo. Algunos recuentos de miRNA en humanos
identificaban hasta 800, lo que implicaria que los miRNA
podrian representar como minimo el 3% de todos los
genes humanos™>.

La secuencia de ADN que codifica el miRNA tiene una
longitud que supera al tamafo final del propio miRNA e
incluye la region miRNA y wuna region que es
complementaria a la anterior, lo que permite su
apareamiento. Esto conlleva que, durante la transcripcion
de esta secuencia de ADN, se forman regiones que tienen
la capacidad de formar una horquilla y generar un ARN
bicatenario primario largo conocido como pri-miRNA.
Posteriormente, una enzima nuclear llamada drosha corta
las bases de la horquilla, formando lo que se denomina
pre-miRNA. Este pre-miRNA es transportado desde el
nucleo al citoplasma por la exportina 5. Una vez que el
pre-miRNA esta en el citoplasma es fragmentado por la
enzima dicer, que lo corta hasta la longitud final de 20-25
nucledtidos™*.

58



INTRODUCCION

FUNCION

La funcion de los miRNA esta relacionada con la
regulacion de la expresién génica. De esta forma un
miRNA es complementario de una parte de uno o mas
ARN mensajeros (ARNm). Los miRNA de animales
generalmente inhiben la traduccion del ARNm.

Dado que el numero de dianas potenciales de los miRNA
aumenta al numero de miles (alrededor del 30% de los
genes humanos), los miRNA podrian constituir otra capa
del circuito regulatorio que existe en las células®. Segun
esto, cualquier disrregulaciéon de los mMIiRNA podria
conllevar grandes problemas de regulacion en la célula,
induciendo quiza fenotipos cancerosos. De hecho, se ha
mostrado que los perfiles de expresion de los miRNA
estdn modificados en un gran numero de tipos de
cancer®® y que la sobreexpresion forzada de los miRNA
podria conducir al desarrollo de tumores.

BIOGENESIS Y PROCESAMIENTO

Los genes que codifican los miRNAs estan localizados
principalmente dentro de los intrones de genes que
pueden codificar proteinas, asi como también en regiones
intergénicas o exodnicas. En el primer caso, la expresion
de los miRNAs puede ir correlacionada con la regulacion
transcripcional de su gen huésped y de esta manera
explicaria una especificidad tisular debida a la expresién
de diferentes grupos de genes. En el segundo caso, la
expresion de los miRNAs viene regulada de forma
independiente a través de sus propios elementos
reguladores. También se ha observado que los miRNAs
pueden estar derivados de secuencias repetitivas de
DNA.

Los microRNAs maduros son moléculas de unos 20-25
nucledtidos de longitud, con un grupo fosfato en el
extremo 5’ y un grupo hidroxilo en el extremo 3'.
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Estos derivan de un procesamiento que se inicia en el
nucleo de la célula y termina en el citoplasma donde
realizan su funcion. Son transcritos por la RNA polimerasa
Il que produce una larga molécula de RNA que puede
exceder 1 kb, conocida con el nombre de miRNA primario
(pri-miRNAs). Este es cortado en el nucleo por la
endonucleasa RNasa Il conocida con el nombre de
Drosha, que esta asociada con la proteina DGCRS8 (en
mamiferos) o Pasha (en Drosophilay C. elegans). Drosha
corta de forma asimétrica ambas cadenas en los sitios
cercanos a la base de la estructura primaria en forma de
stem-loop, de forma que el producto resultante es una
molécula de unos 60-70 nucleétidos denominada pre-
mMiRNA. Este pre-miRNA es exportado al citoplasma de
forma activa a través del complejo dependiente de RAN-
GTP, Exportina-5.

En el citoplasma, la molécula de GTP es hidrolizada a
GDP y el pre-miRNA es liberado del complejo exportador.
Una vez en el citoplasma, esta molécula de unos 70nt
sera cortada por la endonucleasa RNasa Ill conocida
como Dicer, asociada a las proteinas TRBP y PACT en
mamiferos, dando lugar a una molécula de doble cadena
conocida como miRNA duplex. De este miRNA duplex, se
separaran las dos cadenas y una de ellas da lugar al
mMiRNA maduro de unos 20-25nt que se incorpora al
complejo ribonucleoproteico conocido como RNA-induced
silencing complex (RISC), el cual es la maquinaria
catalitica responsable de la degradacion del mRNA diana
y/o de la inhibicion de la traduccion, mientras que la otra
cadena, conocida como miRNA*, es degradada. El
complejo RISC cuando actua con miRNAs se le conoce
como miRISC.

Los componentes conocidos del complejo miRISC
humano incluyen a Dicer, a las proteinas Argonauta, a
TRBP (HIV-1 transactivation responsive element [TAR]
RNA- binding protein) y a PACT (una proteina de union a
RNA de doble cadena).
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Dicer es una enzima muy conservada en casi todos los
eucariotas.

En algunas especies, homologos de Dicer, como Dicer-1y
Dicer-2, tienen funciones especificas en el silenciamiento
génico. En Drosophila melanogaster, Dicer-1 y Dicer-2
estan involucradas en el procesamiento del pre-microRNA
y en la generacion de RNAs silentes (siRNA),
respectivamente.

En el complejo miRISC humano formado por TRBP, Dicer,
AGO2 y PACT, el enzima catalitico que corta el mRNA
diana es AGO2. Los dos pasos cruciales en el ensamblaje
de miRISC son: la seleccién de la cadena de miRNA
sense o antisense, seguido de la potencial destruccion de
la otra cadena. Los pasos de estos dos mecanismos no
se conocen con exactitud y no esta claro si la cadena
sense es destruida en todas las especies, pero una vez el
mMiRISC se ha ensamblado con la cadena que le hace de
guia, este se unira al mMRNA diana en la region UTR 3’
para bloquear su traduccién®’.

Nucleus

Cytoplasm

.........

Figura 7. Biogénesis miRNA.
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MECANISMO DE ACCION DE LOS micro-RNA

A pesar del importante progreso realizado en la
comprension de la biogénesis y la funcién de los miRNA,
los mecanismos utilizados por los miRNA para regular la
expresion génica permanecen bajo un intenso debate.

En efecto, existen trabajos publicados que indican que los

miRNA en células animales reprimen la expresion

génica de cuatro formas diferentes:

» Degradacion de la proteina durante la traduccion

* Inhibicion de la elongacién de la traduccién

» Finalizacién prematura de la traduccion (disgregacion
de los ribosomas)

+ Inhibicion de la iniciacion de la traduccion

Ademas, los miRNA en animales pueden inducir una
degradacion significativa de los ARNm diana (como los
miRNA de plantas), a pesar del apareamiento imperfecto
ARNmM-miRNA. Sin embargo, el mecanismo de
degradacion suele ser diferente: los miRNA inducen la
degradacion de los ARNm diana mediante la eliminacién
de la caperuza (en el extremo 5') y de la cola de
poliadeninas (poly-A, en el extremo 3')*. Finalmente, los
microARN podrian también silenciar sus ARNm dianas
secuestrandolos en foci (sitios) citoplasmicos discretos,
los cuerpos de procesamiento de ARNm o P bodies, que
carecen de maquinaria de traduccion.

Sin embargo, a pesar de las discrepancias existentes
entre los diferentes mecanismos propuestos, los apoyos
experimentales para cada mecanismo son variados, y son
el objeto actual de intensos estudios, para tratar de
elucidarlos.

Se ha sugerido que las diferencias observadas se deben
a deficiencias en los experimentos realizados, en algunos
casos originadas por la utilizacion de modelos erroneos
en los estudios de regulacion de la traduccion.
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Por ultimo, en estudios recientes se ha detectado que en
determinadas condiciones, los miRNA pueden también
activar la sintesis proteica®.

Caracteristicas generales de los miRNA:
* Se asocian a la region 3’ UTR de los ARNm diana.

* Hacen falta muchos sitios de unién para activar la
respuesta de los miRNA (la union de uno solo no
produce efectos significativos).

* Un ARNm puede estar regulado por diferentes miRNA.

* Un unico miRNA puede controlar la actividad de
cientos de ARNm diferentes. Los primeros estudios a
gran escala publicados en Nature en 2008, que utilizan
una variante de la técnica de espectrometria de masas
denominada SILAC (marcado estable de aminoacidos
con isétopos pesados en cultivo celular, Stable Isotope
Labelling with Amino Acids in Cell Culture) para detectar
las proteinas afectadas al reducir o aumentar los niveles
de un miRNA concreto, muestran que en efecto, un
unico miRNA puede reducir los niveles de cientos de
proteinas mediante el bloqueo de su traduccion, no sélo
degradando sus ARNm*'. El descubrimiento mas
llamativo de estos estudios es que los efectos de los
miRNA sobre las proteinas son habitualmente bastante
modestos. Sin embargo, a pesar de que los efectos de
los miRNA pueden ser sutiles, también pueden ser
potentes: los miRNA parecen intervenir en la regulacién
de la expresion génica realizando un ajuste fino, de
forma compleja e interconectada.

* La especificidad y la funcién de los miRNA estan
determinados por los nucledtidos 2 a 7 de la parte 5' de
los miRNA maduros (la llamada region "semilla" del
miRNA): dichos nucleétidos deben ser obligatoriamente
complementarios al ARNm diana.
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* Un miRNA puede ser funcional aunque no haya sido
sintetizado en el nucleo: un miRNA introducido en la
célula por transfeccién puede inhibir eficazmente la
sintesis de proteinas.

FUNCION BIOLOGICA

Funcioén en la infeccion viral y la respuesta inmune

e Funcion anti-viral: el miRNA miR-32 tiene como
diana una secuencia presente en la UTR del
extremo 3’ de todos los ARNm retrovirales.

e Funcion pro-viral: el miRNA miR-122, que se
expresa especificamente en el higado, es
necesario para que el virus de la hepatitis C se
exprese de manera eficiente.

e Muchos mMiRNA que estan regulados
diferencialmente en lineas celulares
hematopoyéticas tienen funciones importantes en
la regulacion del desarrollo y la funcion de las
células del sistema inmune, y en las interacciones
huésped-patégeno

Funcién en cancer

Los miRNA pueden funcionar como supresores de
tumores o como oncogenes; queda por demostrar su
influencia concreta en cada tipo de cancer.

La expresion de ciertos miRNA esta correlacionada con
varios tipos de cancer, por lo que funcionarian como
oncogenes. Por ejemplo, un informe de Sonoki y
colaboradores** relaciond6 el gen mir-125b-1 con
leucemia, y describi6 un paciente con leucemia
linfoblastica aguda de precursores de células B que
portaba una insercion del pre-miRNA en el locus de la
cadena pesada de la inmunoglobulina. Aunque los
investigadores no pudieron determinar codmo se modulaba
la expresion de mir-125b-1 en las células tumorales, este
estudio apoya el papel de este gen como un oncomir.
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La primera indicacién de que los miRNA podrian funcionar
como supresores de tumores proceden de un informe
de Calin y colaboradores*® que mostraba que pacientes
diagnosticados con una forma frecuente de leucemia en
adultos (leucemia linfoide cronica de las células B o LLC),
presentan a menudo deleciones o sub-regulacion
(downregulation) de dos genes de miRNA presentes en
mir-15ay mir-16-1.

Por otro lado, se ha observado ademas que los microRNA
contribuyen a la progresion maligna del cancer, mediando
la invasion tumoral y la formacion de metastasis**.

Funcién durante el desarrollo

Por ejemplo, en C. elegans, los miRNA permiten un paso
rapido a través de las diferentes fases del desarrollo®: los
miRNA lin-4 y let-7 controlan el momento en los que se
define el destino de las células neuronales e hipodérmicas
durante el desarrollo larvario.

Nuevas funciones maternas
Dos estudios independientes en 2007 en ratones*® indican
que los mMIRNA maternos podrian tener un papel
importante en las etapas tempranas del desarrollo
embrionario (efecto materno).
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miRNA34a Y ARTROSIS

Muchos son los miRNAs relacionados con la artrosis
como miR-146a, miR-155, miR-125b, miR-101. Sin
embargo este estudio se ha centrado en uno particular, el
miR-34a.

Como se ha mencionado en los apartados anteriores, los
microRNAs han emergido como importantes reguladores
de diversos procesos biolégicos.

Durante su biogénesis, los miRNA son transcritos a
mMiRNAs primarios, que a su vez son procesados por
Drosha y Dicer, para de esta forma generar duplas de
miRNA, formados por una parte en una hebra madura y
otra hebra pasajera llamada pre-miRNA o miR*.

Asi pues, algunos miRNA han sido involucrados como
importantes reguladores de la esperanza de vida celular.
Uno de ellos, el miRNA-34a, ha sido identificado como un
importante modulador de la apoptosis*’. No obstante,
existe gran controversia al respecto.

Por un lado, miRNA-34a ha demostrado ser inductor de la
muerte celular programada en las células del cancer de
colon, mientras que por otra parte protege a algunas
células como linfocitos B humanos frente a la apoptosis.

Los estudios de Fabienne Niederer et al. demostraron que
los pre-miR-34a tiene un papel importante en el proceso
pro-apoptoico, a través de la modulacién de una proteina
inhibidora de la apoptosis denominada XIAP. Asi,
demostraron que cuando disminuye la modulacién de los
pre-miR-34a en los fibroblastos sinoviales de los/as
pacientes con artritis reumatoide, se evita el bloqueo de
expresion de XIAP, lo que contribuye de forma importante
a la resistencia de las células a la apotosis*.

66



INTRODUCCION

Por otra parte, Mohamed M. Abouheif et al. investigaron la
expresion de miR-34a en el cartilago articular y
confirmaron que la expresion de los mismos tiende a
incrementarse al mismo tiempo que aumenta la
degradacion del cartilago. Sus estudios demostraron que
la expresion de los miRNA-34a esta inducido por IL-13 en
los condrocitos y que silenciar dicho miR-34a puede
prevenir la apoptosis en los condrocitos®®.

Otros autores como Dongkyum et al*®. demostraron que el
miRNA-34a es una llave moduladora en la dinamica del
citoesqueleto a través de su interaccion entre Roa/Rac1
durante la condrogénesis, modulando negativamente la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, que es uno de
los procesos esenciales en la maduracion del
condrocito?®.

CONCEPTO DE MCP-1

La MCP-1 es una quimiocina o citoquina quimiotactica.

Son wuna familia de pequefas proteinas (60-100
aminoacidos) de bajo peso molecular (8-14 KbDa),
relacionadas estructuralmente con las citoquinas, que
juegan un papel esencial en la migracidén celular y en la
comunicacion intercelular®.

Aunque las quimioquinas se definieron inicialmente como
citoquinas inducibles que facilitaban el reclutamiento de
diferentes subtipos de leucocitos al sitio de inflamacion,
hoy en dia se sabe que también estan implicadas en
procesos inmunolégicos mediante el control de la
circulacion de células inmunes, entre la sangre, los tejidos
y los 6rganos linfoides. Junto con esto, las quimioquinas
regulan ademas numerosos procesos celulares como son
la adhesion, la apoptosis, la proliferacion, la fagocitosis o
la secrecion de otras citoquinas, y estan implicadas en
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procesos como la homeostasis, desarrollo celular,
angiogénesis, crecimiento de tumores o metastasis
(Ambrosini and Aloisi, 2004; Deshmane et al. 2009).

Las quimioquinas se clasifican estructuralmente en cuatro
subfamilias segun el numero de aminoacidos entre
cisteinas que presenta en su extremo N-terminal y se
nombran como CXC, CC, CX5;C y XC.

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-
1/CCL2) es una quimioquina perteneciente a la familia tipo
CC cuya principal funcion conocida es la de regular la
migracion de monocitos, linfocitos T de memoria y células
Natural Killer (NK), hacia la zona lesionada, participando
por tanto en la inflamacién.

MCP-1 pertenece a una familia compuesta por, al menos,
cinco miembros (MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, MCP-
3/CCL7, MCP-4/CCL13 y MCP-5/CCL12) y todos ellos
comparten una alta homologia en su secuencia. Fue la
primera quimioquina humana de este tipo descubierta, su
gen se localiza en el cromosoma 17 y la proteina esta
formada por 76 aminoacidos, con un peso molecular de
13 KDa.

Ademas, se han purificado diferentes isoformas de MCP-
1, con variaciones en la masa molecular segun el grado
de O-glicosilacién, lo cual puede interferir en su accién
quimioatrayente (Deshmane et al. 2009).
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HIPOTESIS Y OBJETIVO DEL TRABAJO

HIPOTESIS DE TRABAJO

La osteoartritis estd asociada a multiples factores
etiolégicos, algunos de ellos conocidos y modificables,
pero existen otros muchos que hasta la fecha se
encuentran en fase de investigacion. El papel de los
micro-RNA como moléculas del RNA transcritas a partir
de genes de DNA y cuya funcién esta relacionada con la
regulacion de la expresion genética, el control del ciclo
celular, el envejecimiento celular, la apoptosis celular
etc... ha sido ampliamente estudiado desde su
descubrimiento en 1993 por Lee & cols. No obstante su
relacion con la génesis y evolucién del envejecimiento
articular no esta claramente definido.

HIPOTESIS: El micro RNA “miR-34a” que se encuentra
presente en el cartilago de los pacientes que padecen una
enfermedad degenerativa articular, actua como uno de los
principales responsables del disbalance anabolismo-
catabolismo del cartilago articular lo que conduce a la
artrosis de la siguiente forma:

- El estimulo de los condrocitos con IL-13, produce un
aumento en la produccion y activacion de NF-xB en el
citoplasma. Este aumento de NF-«B facilita la traslocacion
del ADN del nucleo lo que desencadena la produccion de
citoquinas inflamatorias en el ribosoma que son las
responsables de la destruccion del cartilago articular,
todo ello regulado por el aumento del miRNA34a que se
produce tras la estimulacién del condrocito con IL-1.

- De igual forma, si inhibimos el condrocito, se produce
una disminucion de NF-«xB en el citoplasma celular, asi
como una disminucion del miRNA 34a en el condrocito.
Esta disminucion supone una menor produccién de las
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citoquinas inflamatorias responsables del dano del
cartilago articular.

OBJETIVOS:

1.

Analizar los datos clinicos obtenidos de los
pacientes con artrosis de rodilla, para contrastarlos
con los existentes en la literatura, asi como para
observar el grado de correlacion clinico-radioldgica.
Analizar los cambios histopatolégicos e inmuno-
histoquimicos que se producen en el cartilago
articular en relacién a la enfermedad degenerativa
del mismo.

Establecer un modelo experimental de condrocitos
humanos que permitan determinar el miRNA-34a
mediante “PCR real time”, al estimular el condrocito
con IL-18 e inhibirlo con Parthenolide.

Determinar y cuantificar la expresion de las
proteinas NF-xkB-p65 y NF-xB-p-p65 en cultivos de
condrocitos humanos mediante Western-Blot
analizando las variaciones en su expresion al
estimular el condrocito con IL-18 y al inhibirlo con
Parthenolide.

Determinar y cuantificar la expresion de mRNA-
NF-xB mediante PCR real time tras la estimulacion
del condrocito con IL-18 e inhibicion con
Parthenolide mediante “PCR real time”.

Determinar y cuantificar la expresion de la
citoquina inflamatoria MCP-1 mediante ELISA tras
la estimulacion con IL-1B e inhibicion del condrocito
con Parthenolide, responsable del dafio articular en
los pacientes con artrosis.

Analizar los resultados obtenidos tras Ia
estimulacién e inhibicion del condrocito y valorar su
posible aplicacién terapéutica en la practica médica
diaria.
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El estudio se realizdé sobre un total de 27 pacientes en
lista de espera quirurgica en el Departamento 5 (Clinico-
Malvarrosa) de la Agencia Valenciana de Salud,
sometidos a una artroplastia total de rodilla.

Todos los pacientes fueron intervenidos por presentar una
deformidad en varo de rodilla (“genu varo” artrésico de
rodilla) con criterios clinicos que aconsejaban la indicacion
quirurgica (mal control del dolor con tratamiento médico
habitual, déficit funcional significativo, pérdida de
movilidad; necesidad de ayudas para caminar) y
radiograficos que mostraban un deterioro articular
evidente (grado llI-IV de Ahlback).

La intervencidon quirurgica se llevé a cabo por miembros
de la Unidad de Ortopedia del Servicio de Traumatologia
y Cirugia Ortopédica del Hospital Clinico Universitario de
Valencia a lo largo del afio 2014. De los pacientes se
obtuvieron 27 muestras, de las cuales, 24 fueron
utilizadas para realizar el estudio macro y microscopico,
mientras que 3 muestras se utilizaron para realizar la
técnica de cultivo de condrocitos.

OBTENCION DE DATOS CLINICOS

Los datos clinicos y demograficos (edad, sexo, rodilla mas
afecta, tratamientos previos aplicados, antecedentes
médicos de interés, cirugias previas en la rodilla
intervenida, grado de afectacién contralateral, estado de
la enfermedad en otras localizaciones distintas a la rodilla)
de los pacientes se obtuvieron a partir de la Historia
Clinica electrénica del Centro.

Mediante el estudio radiografico de imagen (telemetria en
ortostatismo de ambas extremidades inferiores) se
clasificé el grado de ostoartritis de las rodillas en funcién
de los criterios radiolégicos de Ahlback.
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Previamente a la intervencion se aplico a todos los
pacientes seleccionados el “Knee-Society-Score (KSS)
que es un cuestionario que permite obtener una
valoracion clinica y funcional del paciente, analizando
aspectos puntuales de la articulacion afecta.

Dicho cuestionario consta de 12 preguntas en forma de
test con 5 posibles respuestas enumeradas con un
puntuacion del 0 al 4, siendo 4 la puntuacidn mas
favorable y 0 la mas desfavorable.

Dicho test consta de las siguientes preguntas:

1. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢ Coémo describiria el dolor que normalmente
tiene en la rodilla?

2. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢Ha tenido algun problema con el aseo
personal por causa del dolor de su rodilla?

3. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢ Ha tenido algun problema para entrar y salir
de un coche o usar el transporte publico aun con bastén por el dolor de la rodilla?(]

4. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢Durante cuanto tiempo ha sido capaz de
caminar antes de que el dolor de la rodilla se convierte en grave? (Con o sin un palo)

5. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢;Después de un tiempo sentado ¢cuanto
dolor ha tenido al levantarse

6. Durante las ultimas 4 semanas ...... ¢Ha estado cojeando al caminar, a causa del
dolor de la rodilla?

7. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢Podria arrodillarse y levantarse de nuevo
después de un rato de descanso?

8. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢ Has tenido dolor en la rodilla en la cama por
la noche?
9. Durante las dltimas 4 semanas ........ ;el dolor de su rodilla ha interferido en su

actividad cotidiana (incluidas las tareas domésticas)?

10. Durante las ultimas 4 semanas ........ ¢ Ha sentido que su rodilla podria de repente
ceder o fallarle y hacerle caer al suelo?

11. Durante las dltimas 4 semanas ........ ¢ Podria usted ir de compras por si solo?

12.Durante las dltimas 4 semanas ........ ¢ Podria usted subir o bajar escaleras?
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De esta forma la puntuacion global puede interpretarse de
la siguiente forma:

* 0-19 puntos: Severa alteracion de la funcién articular.
» 20-29 puntos: Moderada severa alteracion de la funcién articular.
» 30- 39 puntos: Leve-moderada alteracion de la funcién articular.

» 39-48 puntos: Satisfactoria funcion articular

OBTENCION Y PREPARACION INICIAL
DE LAS MUESTRAS PARA ESTUDIO

Las muestras estudiadas macroscopicamente y
microscopicamente fueron obtenidas a partir de la
osteotomia proximal de tibia que se lleva a cabo en las
artroplastias totales de rodillas postero-estabilizadas
(modelo de implante que se utiliza en nuestro servicio).
Con la pieza que se obtuvo y que incluye el
compartimento medial y lateral de la tibia proximal se
procedié a medir la pieza en los planos lateral y coronal
(figuras 8 y 9). Posteriormente se procedid a medir el
grosor del compartimento lateral y medial que en este tipo
de deformidades es el mas afectado por la degeneracion
artrosica (efecto de la sobrecarga mecanica), con la
utilizacién de un pie de rey del instrumental de la prétesis
total de rodilla Vanguard (Figura 10).
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Figura 9. Medicion antero-posterior de la tibia proximal en
quiréfano

Figura 10. Determinacion del grosor del compartimento medial en
quiréfano.
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Finalmente, la muestra se introdujo en un recipiente con
formol, para fijar la estructura de la misma. A la semana
de la inclusion de la pieza en formol, en el laboratorio se
realizaron cortes de 1 cm de ancho y 1 cm de largo
aproximadamente de los compartimentos medial y lateral
de la meseta tibia.

Una vez la pieza fijada en formol y antes de proceder a
obtener la muestra se obtuvieron imagenes de la muestra
primero, y luego de las dos muestras cortadas y
preparadas de ambos compartimentos (Figuras 11,12 y
13).

Figura 11. Muestra de la pieza (extremidad proximal de la tibia
obtenida tras permanecer en formol una semana).
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Figura 12. Muestra de la pieza (1x1 cm) cortada de la meseta
medial.

Figura 13. Muestra de la pieza (1x1) cortada a partir de la meseta
tibial lateral.

Los cortes se realizaron con una sierra fina de 1 mm para
no deteriorar la estructura del tejido éseo (Figura 14) y se

volvieron a introducir en formol una semana mas (Figura
15).
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Figura 14. Sierra de corte de 1 mm empleada para obtener las
muestras.

Figura 15. Tras el corte de las muestras, éstas se vuelven a
introducir en formol.
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PREPARACION Y DESCALCIFICACION
DE BLOQUES OSEOS

Una vez se habia realizado el corte del bloque 6seo y tras
la introduccion de cada uno de ellos perfectamente
identificado en cartuchos independientes, se inicié el
proceso de preparacion de las mismas para el analisis
histologico.

Para ello se siguieron los siguientes pasos:

1- En primer lugar, se lavaron los cartuchos que
contenian las muestras en agua corriente.

2- Posteriormente se colocaron las muestras
contenidas en los cartuchos y se introdujeron en un frasco
al que posteriormente se anadié el reactivo “Ostesoft”
(MERCK_MILLIPORE®)

El Osteosoft es una solucion descalcificadora de tejido
0seo usada para material con sensible contenido en
calcio. Las piezas cortadas y contenidas en los cartuchos
se mantuvieron es esta solucion durante 4 semanas,
momento en el que el tejido descalcificado puede cortarse
con bisturi facilmente. (Figuras 16y 17).

Figura 16. Muestra del cartucho con la pieza introducida en el
reactivo durante 4 semanas.
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Figura 17. Muestras incluidas en "osteosoft" en fase de
descalcificacion.

3- Posteriormente se lavaron las piezas de nuevo con
agua corriente, y fueron procesadas en el servicio de
Anatomia Patolégica para llevar a cabo el analisis
histolégico. Inicialmente y para completar la fijacién de la
estructura de las piezas ya descalcificadas, éstas fueron
introducidas de nuevo en formol.

4- Tras el bafio en formol, los cartuchos se colocaron en
un procesador de tejidos LEICA ASP 300 S.

El equipo posee varios programas en funcion del tipo de
tejido y en concreto para el procesado del las muestras
obtenidas se siguio el siguiente esquema:

En primer lugar, las muestras se deshidrataron con
alcoholes de graduaciones diferentes. Posteriormente se
realizd el aclaramiento del exceso de alcohol con Xileno,
Tolueno y Cloroformo durante unas 12 horas. Finalmente
tras el aclaramiento se procedio al montaje del bloque en
parafina.
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Tabla 2. Procesos de elaboracién de las muestras para estudio
histolégico.

Fijacidn Deshidratacidn Aclaramiento Parafinar

1. Formalina 1. Alcchol etilico 1. Xileno 1. Parafina
(tamponada o 2. Alcoholisopropilico 2.  Tolueno*
notamponada) 3.  Alcohol metilico 3. Cloroformo*

2. Sustituto de for- 4. Alcohol butilico

malina

5. Alcoholes industria-
les desnaturalizados

5- La elaboracién del bloque en parafina del tejido
procesado, se realizé con el médulo caliente del centro de
inclusion de parafina Leica EG1150 H.

Se colocéd el tejido procesado en la posicion correcta
dentro del cartucho y con el molde metalico, se abrid el
dispensador de parafina liquida hasta que se llenaba el
cartucho. Posteriormente éste se dejaba enfriar en la
placa fria hasta que solidificaba.

6- Finalmente se procedié al corte de los bloques con el
micrétomo:

De acuerdo a los pasos anteriormente indicados, se
realizaron las diferentes preparaciones sobre las que se
probaron distintos anticuerpos y en las que se practicaba
la tincion de hematoxilina-eosina para estudiar la
morfologia del tejido. Los cortes realizados tenian un
grosor de 4 a 5 micras. De estos, 2 se utilizaban para la
aplicaciéon de la tincion hematoxilina-eosina, y 6 para
llevar a cabo el estudio inmuno-histoquimico.
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ANALISIS HISTOLOGICO E
INMUNOHISTOQUIMICO

El analisis histoldgico se realiz6 sobre muestras de tejido
articular procesado que se montaron en portaobjetos con
Poly-L-lisina. Para el estudio morfolégico de las piezas se
emplearon técnicas convencionales de tincion con
hematoxilina-eosina.

Reactivos:
- Eosina 0,7% en agua destilada
- Hematoxilina de Harris

Protocolo de tincién:

Las muestras ya montadas en el porta, se introdujeron
inicialmente en hematoxilina de Harris durante 5 minutos.
Posteriormente, se realizé un lavado con agua destilada
durante otros 5 minutos y un lavado rapido posterior con
agua corriente. En ese momento se realizdé una inmersion
de las muestras en eosina de 1 minuto, y se deshidrataron
posteriormente con lavados cortos en alcohol de 96° y
absoluto. Finalmente se lavaron con Xilol durante 10
minutos y se montaron para su analisis.

Por otro lado, en las secciones incluidas en parafina
destinadas al estudio inmunohistoquimico se utilizd la
técnica de la avidina-biotina-peroxidasa (ABP), con
algunas modificaciones.

Los anticuerpos utilizados en el estudio han sido:

ANTICUERPO | DILUCION | MONO/POLICLONAL | CASA

NF-xB 1:500 monoclonal DAKO
Tabla 3. Anticuerpo utilizado en el estudio inmunohistoquimico.
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ESTABLECIMIENTO DE UN CULTIVO
PRIMARIO DE CONDROCITOS Y
ELABORACION DE UN MODELO IN
VITRO DE INFLAMACION

Del total de muestras obtenidas, se eligieron tres al azar
para realizar un modelo experimental de cultivo de
condrocitos, que nos permitiera elaborar un modelo de
inflamacion sobre el que pudiéramos actuar.

Para el cultivo de condrocitos se ha utilizado la superficie
articular de la meseta tibial lateral, menos afectada por el
efecto de la sobrecarga mecanica.

En este caso, tras realizar la osteotomia de la porcién
proximal de la tibia segun el protocolo de intervencion en
una protesis total de rodilla y en condiciones de esterilidad
absoluta, se envid la muestra desde quirdéfano al
laboratorio de Anatomia Patoldgica en suero fisioldgico.

Para reproducir in vitro unas condiciones semejantes al
entorno de inflamacién créonica que experimentan los
condrocitos de las rodillas con osteoartrosis, los cultivos
primarios de condrocitos fueron estimulados con IL-1p.
Dicha citoquina pro-inflamatoria esta presente tanto en el
liquido sinovial, como en los condrocitos de los pacientes
con osteoartrosis, y como ya se ha mencionado en la
introduccidén participa activamente en los procesos
relacionados con el catabolismo del cartilago y en los
procesos inflamatorios de la artrosis.

El NF-xB es una proteina dimérica que es activada por la
IL-18, cuando ésta actua sobre el condrocito, de manera
que se separa y se dirige al nucleo para unirse al ADN de
diversos genes (translocacién), lo que origina que se
active la produccion de citoquinas inflamatorias como IL-6
y TNF-a en el ribosoma con la regularizacion del miR-34a.
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El disefio del presente estudio fue aprobado por el comité
Etico del Hospital Cinico de Valencia, ya que cumplia los
criterios éticos y biomédicos establecidos en la
Declaracion de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia).

Con la ayuda de un bisturi y en condiciones de esterilidad
se disecciond el cartilago procedente del platillo tibial de
los especimenes obtenidos y se conformaron piezas de
pequefos tamafo. Posteriormente se aislaron los
condrocitos del cartilago mediante digestién enzimatica.

El cartilago aislado, se troce6 de forma mecanica y se
sometié a digestién con una dilucion enzimatica. De esta
forma, los fragmentos de cartilago obtenidos fueron
expuestos a una dilucion de colagenasa tipo Il a dosis de
1mg/mL (Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri [MO],
EE.UU.) en un medio DMEM/Ham’s F-12 con penicilina
(100 U/mL) y estreptomicina (100 mg/mL) durante 16
horas.

Transcurrido ese tiempo, el cartilago digerido se filtr6 a
través de un filtro estéril de 70 mm de tamano de poro. Se
realizaron dos lavados con DMEM suplementado con SBF
al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 mg/mL
(DMEM completo) y se cuantificaron las células viables
con ayuda de un contador celular automatico TC20™
Automated Cell Counter (Bio-Rad, Madrid, Espafia),
sembrandose en frascos de cultivo en medio de
expansion DMEM suplementado con SBF y penicilina
/estreptomicina. Finalmente se cultivaron a 37° en una
estufa humidificada con 95% de humedad y con 5% de
COz durante 24 horas.

En las siembras solo fueron utilizadas aquellas

suspensiones con una viabilidad superior al 80%. Los
condrocitos aislados se sembraron en placas multipocillo
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y fueron cultivados hasta alcanzar la confluencia, con
cambios de medio a dias alternos.

Elaboracion del modelo in vitro de inflamacion

Para reproducir in vitro unas condiciones semejantes al
entorno de inflamacién crénica que experimentan los
condrocitos en la artrosis, los cultivos primarios de
condrocitos fueron estimulados con IL-13 (Peprotech EC
Ltd., Londres, Reino Unido). Dicha citoquina
proinflamatoria esta presente tanto en el fluido sinovial
como en los condrocitos de pacientes con artrosis vy
participa en procesos relacionados con el catabolismo del
cartilago®' y en los procesos inflamatorios vinculados a la
artrosis®2.

En nuestro estudio comparamos cultivos estimulados con
IL-18 a 10 ng/mL en ausencia y en presencia de un
inhibidor de NF-«B denominado Parthenolide (Sigma
Aldrich®, St. Louis, MO, EE.UU., Ref: P0667), a una
concentracion de 25 microM, durante 24 horas.

El Parthenolide (PTL) es un compuesto natural que se
obtiene de la planta perenne Tanacetum parthenium. PTL
puede inhibir la degradacion y la fosforilacién del
NFkB inhibitor kB (IKK) y directamente inactivar NF-«xB.
En la actualidad siguen siendo desconocidos los
mecanismos moleculares exactos por los que el PLT
participa en la actividad anti-inflamatoria. El estudio
realizado por Benjamin H.B. Kwok demostré que se une
a la subunidad quinasa IUB kinase L (IKKL). Esta
subunidad quinasa se conoce que juega un rol importante
en la via de sehnalizacion mediada por citoquinas.
Mediante espectrometria de masas pudo demostrar que
una sola sustitucion de aminoacidos en la activacion de
IKKL en concreto C179A suprime la actividad inhibitoria
de IKKL por PLT, por tanto este residuo de cisteina es un
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candidato probable para el sitio de union covalente
modificado por PLT®?.

Tras la estimulacion con IL-183, se extrajo el ARN total de
las células con el equipo mirVana TM miRNA Isolation Kit
(Ambion, Austin, TX, EE.UU.) en las condiciones
anteriormente descritas y se estudido la expresion del
micro ARN miR-34a.

Se ha descrito en un modelo in vitro, en donde la
expresion de miR-34a es inducida en condrocitos de rata
por IL-1B*.

Nosotros utilizamos condrocitos humanos de la siguiente
forma:

1. En los condrocitos de la rodilla artrésica sin la
estimulacion de la IL-1B, se determina con
Western-Blot la presencia de NF-xB (que se
supone debe estar disminuida), se determina
también la expresion del miR-34a para luego
determinar las citoquinas inflamatorias segregadas
por el condrocito.

2. En los condrocitos de la rodilla artrésica se
estimulan con IL-1B, y se determina posteriormente
el NF-xB (que se supone estara aumentado) asi
como la expresion del miR-34a y la posterior
medida de las citoquinas inflamatorias.

3. A los condrocitos de la rodilla artrésica se les
afade un inhibidor de NF-«B y se estimulan con IL-
1B, para determinar posteriormente los niveles de
NF-xB y la posterior medida de citoquinas
inflamatorias. Se estudia el miR-34a cuya
expresion se debe inducir significativamente con la
IL-1pB.
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METODOLOGIA PARA WESTERN BLOT
Y ELISA

WESTERN BLOT

Para el estudio de la expresion de proteinas se extrajo
proteina total de tejido 6seo mediante digestidn mecanica
y utilizando un buffer de extraccion de proteinas.

La cuantificacion de proteinas se ha realizado mediante el
método de Lowry, utilizando como recta patrén estandar
albumina sérica bovina (BSA). Una vez cuantificadas, se
cargaron 30-50ug de proteinas en un gel SDS-
poliacrilamida para su separacion mediante electroforesis.
Se emple6 un marcador de peso molecular (Biorad).

Una vez separadas las proteinas, se trasfirieron a una
membrana de nitrocelulosa, para posteriormente incubar
las membranas con los anticuerpos primarios EGFR, E-
Cadherin, N-cadherin, ZEB 1 (Sigma Aldrich) el tiempo
indicado por el fabricante. Finalmente se llevd a cabo el
revelado en una camara de revelado automatica.

ELISA

Para la deteccion de citoquinas inflamatorias y pequefas
concentraciones de proteinas (MCP-1) se utilizé la técnica
de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
que es una técnica de inmunoensayo en la cual un
antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo
enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable como cambio de color o algun otro tipo; en
ocasiones, con el fin de reducir los costes del ensayo, nos
encontramos con que existe un anticuerpo primario que
reconoce al antigeno y que a su vez es reconocido por un
anticuerpo secundario que lleva enlazado la enzima
anteriormente mencionada.
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La aparicion de colorantes permitio efectuar la medicion
de forma indirecta, mediante espectrofotometria del
antigeno en la muestra.

El proceso realizado fue el siguiente:

El primer dia se incubd en anticuerpo primario con una
dilucion de 1:20000 a 4° grados durante toda una noche.

El segundo dia se procedio a bloquearlo con PBS-BSA al
4% y luego se incubd durante 2 horas a 37° grados. Tras
esto, se realiz6 el lavado del anticuerpo primario 5 veces
con PBS-TWEEN y se afadio la proteina MCP-1 (1:100)
disuelta en PBS-TWEEN 1X al 0.2% de BSA. Se realizé
una nueva incubacion de la proteina durante 2 horas a
37° para posteriormente realizar un nuevo lavado.
Finalmente, se procedié a la incubacion del anticuerpo
anti-MCP-1 a una concentracion de 1:10000 con PBS-
TWEEN y se incubd toda una noche a 4°C.

El tercer dia se lavé la placa en primer lugar, para
posteriormente incubar el anticuerpo secundario (para
que se una solo al anticuerpo 1°) marcado con Peroxidasa
a una concentracion 1:20000 con PBS-TWEEN 1X al
0.2% de BSA durante 2 horas a 37°C.

A continuacion se lavdo y se realizd el revelado,
incubandolo durante tres minutos a oscuras con una
solucion de revelado (momento en el que se une la
solucién de revelado a el anticuerpo secundario marcado
con peroxidasa). Luego se detuvo la reaccion afiadiendo
H,SO4 a 2M, y finalmente se procedié a leer la placa a
490 nm de longitud de onda en el lector de placas
VICTOR ®.
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TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Estudio de la expresion de miARN-34a y mRNA NF-xB

La extraccion de RNA total se realizd6 mediante el uso de
mirVana miARN Isolation Kit (Ambion, Austin, TX, USA),
siguiendo las instrucciones establecidas por el fabricante.

RT PCR y Real Time PCR cuantitativa:

Se sintetizd cDNA a partir del RNA total usando primers
especificos a 5x mediante TagMan Assay Protocol de
Aplied Biosystems. Este sistema permiti6 amplificar
MiRNAs maduros en dos pasos: primero la sintesis de
cDNA especifico y luego la cuantificacion por PCR en
tiempo real gracias al alargamiento de la cadena
producido por el desplegamiento del primer, lo que facilitd
la union del primer a una sonda necesarios para la
cuantificacion.

En la reaccion de RT- PCR se utilizaron 300 ng de cDNA,
5ul de Tagman gene Expression Master Mix, 5uL de H,O
y 0,5 puL volumen de sondas NF-«xB y ACTINA como
control. La reaccion de RT-PCR para analizar la expresion
de microRNA se realiz6 mediante el kit Tagman Universal
Master Mix Il (Life Tecnologies) y utilizando 10ng de
cDNA. La PCR en tiempo real se llevd a cabo en un
equipo ABI Prism 7900.
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ESTUDIO CLINICO

El estudio se realiz6 sobre un total de 27 pacientes
sometidos a una artroplastia total de rodilla. Todos los
pacientes fueron intervenidos con la indicacion de artrosis
severa de rodilla (grado IlI-IV de Alhback). En todos los
casos la indicacion quirurgica se establecio siguiendo los
criterios de la Institucion y que se fundamentan en el dolor
incapacitante que no se controla con tratamiento medico
habitual y la limitacién funcional del enfermo/a.

La intervencion quirurgica se realizé por la unidad de
Ortopedia del Servicio de Traumatologia y Cirugia
Ortopédica del Hospital Clinico Universitario de Valencia a
lo largo del afio 2014. De los pacientes se obtienen 27
muestras, de las cuales, 24 son utilizadas para estudio
macro y microscopico, mientras que 3 muestras son
utilizadas para realizar una técnica de cultivo de
condrocitos.

EDAD

La edad media de los pacientes intervenidos fue de 70.03
afios, con una edad minima de 59 y una edad maxima de
79 afos.

SEXO
En relacion al sexo, 18 pacientes eran mujeres, mientras
que 9 eran hombres.

LATERALIDAD
El lado afectado con mas frecuencia en el 66% de los
casos fue el lado izquierdo, lo que se corresponde con 18

pacientes, mientras que el lado derecho estaba afectado
en 9 pacientes.
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CLINICA

En relacién a la clinica, el 51.9% de los pacientes (14
pacientes) presentaban como clinica fundamental dolor
invalidante asociado a derrames de repeticion con gran
incapacidad funcional, mientras que un 48.1%
presentaban dolor, derrames, una deformidad clinica
evidente y ciertas limitaciones para la vida cotidiana.

KNEE-SCORE

El analisis del Knee-society-score (KSS) entregado a los
pacientes muestra una puntuacion media obtenida de
19.85 puntos.

ANALISIS RADIOGRAFICO

La clasificacion radiografica de Albhack realizada en todos
los pacientes de forma previa a la cirugia, puso de
manifiesto que la mayoria de los pacientes se
encontraban en un grado Il de Albhack (70,4%), mientras
que solo un 18,5% de los pacientes presentaba un grado
radiologico V.

Un 70,04% de los pacientes, lo que equivale a 19
pacientes no presentaban correlacién clinico-radiografica,
mientras que solo en 8 pacientes (29,96%) era evidente
una relacidn directa entre la clinica y las alteraciones
estructurales radiograficas.

ANTECEDENTES

En relacién a la comorbilidad asociada, la hipertension
arterial fue el antecedente médico mas frecuente, que
presentaban hasta el 48,14% de los casos (13 pacientes),
seguido de las alteraciones en el metabolismo lipidico en
un 25,92% de los pacientes.

En relacion a los antecedentes quirurgicos de la rodilla
intervenida, 7 pacientes del total (25,9%) presentaban
algun tipo de cirugia previa en dicha articulacion, siendo la
intervencidn previa mas frecuente la meniscectomia
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parcial artroscopica, antecedente que presentaban 5
pacientes.

Por lo que hace referencia la medicaciéon previa de estos
pacientes, 26 pacientes (96,3%) habian recibido algun
tipo de tratamiento médico para mejorar la clinica de
forma previa a la intervenciéon, ya fuera con farmacos
antiinflamatorios o analgésicos, siendo el mas
frecuentemente utilizado el Ibuprofeno en un 66,7% de los
Casos.

ANALISIS ES TADISTICO DATOS
CLINICOS

El banco de datos

Una vez depurados los datos y obtenidas todas las
variables necesarias para el estudio, la tabla de datos
definitiva contiene 20 variables observadas en 27
pacientes. No existe ningun dato faltante, a todos los
pacientes se les han observado todas las variables.

La depuracion del banco de datos, y el analisis estadistico
utilizado, se ha llevado a cabo con la aplicacion
informatica R (R Core Team, 2014. R: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-

project.org/).
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Analisis exploratorio de las variables cuantitativas

En el banco de datos hay seis variables numéricas: una
de ellas discreta, la clasificacion Albhack; las otras cinco
son continuas, o pueden considerarse como continuas.

Las cinco variables continuas son: edad, resultado del
Knee-Society-Score, y el grosor y longitud antero-
posterior y lateral de la meseta tibial de los pacientes, una
vez realizada la osteotomia de la meseta tibial durante la
intervencion. En relacion a la edad, se aprecia como la
media de edad es de 70.03 con una mediana de 70.0
(tabla 4). Igualmente, la media del resultado del Knee —
Society-Score completado por los pacientes de forma
previa a la cirugia es de 19.85 con una mediana de 18
(tabla 4).

En relacion a las medidas de las piezas tibiales obtenidas
tras la osteotomia de la tibia proximal durante Ia
intervencidn quirurgica, se aprecia como los pacientes
incluidos en el estudio presentaban unos valores
similares. Se observé poca diferencia en relacion a las
medidas de longitud determinadas en las piezas
obtenidas, siendo éstas de 7.41 cm de media por lo que
respecta a la longitud medio-lateral y 5.14 cm en relacion
de longitud antero-posterior. Por lo que hace referencia al
grosor del compartimento determinado la media es de
4.11 mm, como se aprecia en la tabla 4.
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Mean Sd Error | Minima Mediana | Maxima
Edad 70.63 0.98 59 70.0 79
Knee 19.85 1.30 5 18.0 35
score
Longitud 7.41 0.12 6 74 9
lateral
(cms)
Longitud 514 0.13 4 50 7
AP (cm)
Grosor 411 0.30 2 4.0 8
(mm)

Tabla 4. Descripcion numérica de las variables continuas. Se
muestra la media, el error estandar, el valor minimo observado,
la mediana y el valor maximo.

Todas las correlaciones (coeficientes de correlacion lineal
de Pearson) observadas entre estas variables son muy
pequefas. Ninguno de los contrastes de hipdtesis sobre
cada uno de los coeficientes de correlacién proporciona
resultados estadisticamente significativos y todos los
valores de p son mas grandes de 0.05, por lo que todas
las variables podrian estar correlacionadas. La matriz de
correlaciones aparece descrita en la tabla 5.
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Edad Knee Lon_lat Lon_ap Grosor
score
(cms) (cms) (mm)
Edad 1.00 -0.05 0.18 0.06 -0.28
Knee -0.05 1.00 0.29 0.13 0.07

score

Lon_lat 0.18 0.29 1.00 0.37 -0.04
(cm)

Lon_ap 0.06 0.13 0.37 1.00 -0.04
(cm)

Grosor -0.28 0.07 -0.04 -0.04 1.00
(mm)

Tabla 5. Coeficientes de correlacion lineal de Pearson entre las
distintas variables continuas.

No se muestra aqui ninguna descripcién grafica de esas
variables pues ni los histogramas ni los diagramas de
cajas resultan informativos debido al tamafo muestral: 27
pacientes.

Por lo que hace referencia a la clasificacion de Albhack,
se puede apreciar como la mayor parte de los pacientes
intervenidos presentan una clasificacion radiografica de
Albhack de Il (70.4%), mientras que el grado IV se
aprecia en el 18,5% y el grado Il en el 11.1% de los casos
(tabla 6 y figura 18). No ha sido intervenido ningun
paciente con grado | en este estudio, dado que la escasa
afectacion articular de este grado apenas se traduce en
clinica, y que por lo tanto no son pacientes candidatos a
una artroplastia total de rodilla segun los criterios de la
Institucion.
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Il [l v Total
Frecuencia 3.0 19.0 5.0 27
Porcentaje 11.1 70.04 18.5 100

Tabla 6. Tabla de frecuencias absolutas y relativas de la
clasificacion De Albhack

| 4

2 3 4

Clasificacion Albhdck

Figura 18. Descripcion grafica de la clasificacion de Albhack:
Diagrama de barras (izquierda) y diagrama de sectores (derecha).

Analisis exploratorio de las variables cualitativas

En relacion al sexo de los pacientes, el 66.7% eran
mujeres, mientras que en un 66.7% la rodilla afectada con
mas frecuencia era la izquierda (tabla 7).

En general, la rodilla izquierda aparece con mayor
frecuencia que la derecha (tabla 8), pero el porcentaje de
afectacion en la rodilla izquierda es el mismo en hombres
que en mujeres.

No se desprende ninguna relacién entre las variables
sexo y rodilla afectada, al tratar de establecer la posible
relacion entre esas dos variables (tabla 9).
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Mujer Varon Total
Frecuencia 18.0 9.0 27
Porcentaje 66.7 33.3 100

Tabla 7. Tabla de frecuencias absolutas y relativas de la variable
sexo.

Derecha Izquierda Total
Frecuencia 9.0 18.0 27
Porcentaje 33.3 66.7 100

Tabla 8. Tabla de frecuencias absolutas y relativas de la variable
lateralidad.

Derecha lzquierda
Mujer 6 12
Varén 3 6

Tabla 9. Tabla de contingencia de las variables sexo y rodilla

La mayor parte de los pacientes presentaban como
clinica, la asociacion de dolor y derrames de repeticion
(51,9%), siendo muy importante también, con un
porcentaje del 44%, la asociacion de dolor, derrames y
deformidad clinica evidente. Solo en un 3,7% (1 paciente)
se observd la presencia de dolor como uUnico sintoma
(tabla 10 y en la figura 19).
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Dolor Dolory Doilor, total

derrames | derrames y

deformidad
Frecuencia 1.0 14.0 12.0 27
Porcentaje 3.7 51.9 44 .4 100

Tabla 10. Tabla de frecuencias absolutas y relativas de los
resultados de la exploracion.

.

dalor Dolor demrames dalor derrames deformidad

Exploracién

Figura 19. Diagrama de barras de la variable exploracion.

En relacién a los antecedentes médicos de los pacientes,
hay que mencionar que dada la edad de los mismos
(media de 70.63), la lista de antecedentes médicos es
extensa.

El antecedente médico mas frecuente es la hipertension
arterial, que la presentan el 48.14% de los pacientes (13
casos), seguido de la dislipemia en un 25.92% de los
casos (7 pacientes).

Igualmente hay que mencionar que el 33.3% de los
pacientes (9 casos) ya habian sido intervenidos de un
artroplastia total de rodilla contralateral con anterioridad,
al igual que el 25.92% de los pacientes (7 casos)
presentaban una meniscectomia previa en la rodilla
intervenida.
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Frecuencias Porcentajes

Si no Si no
Antecedentes 7 20 25.9 74 .1
rodilla
Correlacion 8 19 29.6 70.04
Clinico-RX
Correlacion 18 9 66.7 33.3
Rx-
Histologica

26 1 96.3 3.7
Tratamiento

Tabla 11. Tabla de contingencia de las variables antecedentes y
tratamiento.

Si llama la atencién que cinco de los siete pacientes con
antecedentes quirurgicos en dicha rodilla presentaban
como antecedente una meniscectomia previa, mientras
que los dos restantes habian sido sometidos a una
artrolisis de rodilla, con el antecedente de una fractura de
meseta tibial (tabla11).

En relacion a la correlacion clinico-radioldgica, se observa
como en el 70.04 de los pacientes no existe correlacion
clinico-radiolégica, mientras que por el contrario si existe
correlacion histologico-radiolégica en un 66.7% de los
casos (tabla11).

Por lo que respecta a la variable tratamiento se observa
que todos los pacientes, excepto uno, habian sido
sometidos al menos a un tratamiento médico (Tabla 11).
Las medicaciones mas utilizadas por los pacientes de
forma previa a la cirugia eran, el Paracetamol y el
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Ibuprofeno, mientras que los corticoides y los Cox-2 solo
habian sido utilizados por tres pacientes (tabla 12 y en la
figura 20).

Frecuencias Porcentajes

Si No Si no
Ibuprofeno 18 9 66.7 33.3
Paracetamol 15 12 55.6 44.4
Metamizol 4 23 14.8 85.2
Arcoxia 2 25 7.4 92.6
Corticoides 1 26 3.7 96.3

Tabla 12. Tabla de contingencia de los tratamientos utilizados,
ordenados de mas a menos frecuentes.

ibuprafeno paracetamol nolotil arcoxia corticoides

Tratamientos

Figura 20. Diagrama de barras de los distintos tratamientos.

103




RESULTADOS

ANALISIS HISTOLOGICO POR AREAS

El estudio histopatolégico se realizé sobre un total de 27
piezas quirurgicas de tibia proximal obtenidas tras la
realizacion de una osteotomia tibial en los pacientes
sometidos a una artroplastia total de rodilla.

Se realizé un analisis de las diferentes areas de la
superficie articular de cada una de las 27 muestras
quirurgicas, es decir, analizando la meseta tibial medial y
la meseta tibial lateral de cada una de las muestras.

El analisis histopatologico se centra fundamentalmente en
la superficie articular de la mesetas tibiales, si bien la
medial estda mas afectada en todos los pacientes debido a
la deformidad en varo que presentan.

Analisis macroscoépico

Del total de las muestras estudiadas, los datos
macroscopicos obtenidos fueron los siguientes:

La longitud medio-lateral media fue de 7.42 cm, con valor
maximo de 9 cm y minimo de 6 cm. La longitud antero-
posterior media fue de 5.14 cm, con un valor maximo de 7
cm y un valor minimo de 4 cm.

Por lo que hace referencia al grosor del compartimento
medial, mas afectado en todos los casos incluidos en el
estudio, el grosor medio fue de 4.19 mm, con un valor
maximo de 8 mm y un valor minimo de 2 mm.

Desde un punto de vista macroscopico, apreciamos como

el cartilago articular se vuelve opaco, de color amarillento,
rugoso, blando y menos elastico.
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Alteraciones en la estructura articular

En general, el cartilago articular es una estructura
organizada y adaptada al soporte de cargas y al
desplazamiento mecanico durante los movimientos
articulares. Este sufre como consecuencia de la edad, de
diferentes procesos inflamatorios y de la propia
sobrecarga fisica un deterioro estructural, lo que induce
cambios morfolégicos progresivos que afectan a los
condrocitos, a la matriz cartilaginosa y al hueso
subyacente.

Estos cambios, configuran un complejo de lesiones, en un
principio reactivas y reparativas y en una segunda fase
degenerativas, que pueden describirse como alteraciones
estructurales, de la matriz articular, de los condrocitos, del
mesénquima y de la formacion de osteocitos.

Las alteraciones de la estructura del cartilago que
apreciamos son: fibrilacion, microfractura y ulceracion o
erosion del cartilago articular.

Fibrilacion:
Las muestras del cartilago nos muestran una pérdida de
la superficie lisa del cartilago articular.

Los condrocitos pierden su orientacidon paralela a la
superficie y adoptan patrones globulares y poligonales. La
superficie articular adopta un perfil quebrado con
incisiones irregulares de una profundidad variable (figura
21).

Estas lesiones las observamos o bien de forma
focalizada, afectando a zonas concretas del cartilago o
bien, afectando de forma difusa a la mayor parte de la
superficie articular.
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Se aprecian grietas superficiales verticales a la superficie.
Su profundidad es variable, afectando al tercio superior de
la superficie articular (figura 22 A-B-C-D).

Microfractura:

Una lesion asociada a la fibrilacion es el “desflecamiento”,
que observamos en la superficie articular, con fracturas
elongadas en la superficie del cartilago y fragmentacién
en laminas o esquirlas irregulares de la misma.

Las fracturas mas importantes aparecen como grietas de
diametro amplio, verticales, profundas, alcanzan el tercio
profundo del cartilago y en ocasiones al tejido Oseo.
Presentan un componente horizontal (figura 23A).

Estas fracturas presentan cambios en la matriz y en la
organizacion de los condrocitos de su alrededor (figura 23
B-C).

Se asocian a espacios quisticos intracartilaginosos o
intradseos de contenido agua (liquido sinovial), como se
aprecia en la figura 24.

Erosion:

La erosién la apreciamos como consecuencia de la
pérdida del cartilago articular y la presencia de tejido 6seo
en la superficie articular.

Apreciamos como el tejido 6éseo emergente sufre una
trasformaciéon eburnea. El tejido 6seo adopta un patrén
compacto, laminar y denso. Desaparece el patron éseo
trabecular normal. Aumenta la actividad osteoblastica, lo
que es un indicador del fracaso de la respuesta del
cartilago articular (figura 25 A-B-C).
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Cambios en la matriz articular:

La caracteristica mas llamativa es un aumento en la
basofilia alrededor de las lagunas de los condrocitos con
una pérdida de la metacromasia (figura 27 A-B). Las
alteraciones por fibrilacion se asocian a un aumento en
las fibrillas de colageno, que se muestran paralelas a la
superficie articular.

De la misma forma, en la figura 28 se aprecian fibrillas de
colageno desorganizadas y densas, dando imagenes
cicatriciales.

Cambios en los Condrocitos:

Apreciamos como los condrocitos superficiales mueren,
son reabsorbidos y las lagunas aparecen vacias. Esta
alteracion se produce principalmente en la superficie
celular y en la periferia de las grietas.

Por otro lado, los condrocitos viables, aumentan de
tamafo, las lagunas son amplias y poligonales. Hay
cambios basdfilos en las areas territoriales y cambios en
la estructura de la matriz conformando una estructura de
“fibrocartilago”.

Como se aprecia en la figura 30 A-B, los condrocitos
presentan un nucleo amplio, vesiculado con un nucléolo
prominente. El citoplasma es amplio y ocupa el espacio
lacunar. Los condrocitos aumentan su capacidad
proliferativa y tienden a agruparse en grupos isogénicos,
en los que se aprecia un numero importante de
condrocitos. Estos grupos (clones) aparecen
aisladamente, en forma aleatoria y en las areas
lesionadas con fracturas.
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El estudio inmunohistoquimico efectuado nos muestra una
fuerte expresion de NF-kB a nivel del citoplasma de los
condrocitos (figura 31 A-B). Esta expresion la observamos
de manera mas intensa en las areas mas alteradas del
cartilago articular (figura 31 B-C).

Reaccion Mesenquimal:

Asociado a los cambios en el cartilago articular,
apreciamos como desde el tejido 6seo se produce una
reaccion mesenquimal caracterizada por un proceso de
angiogénesis (figura 29).

Se observa un crecimiento de células mesenquimales,
fibroblastos y vasos sanguineos de tipo capilar. El
crecimiento es vertical, surge del tejido 6seo, alcanzando
el cartilago, al cual “perfora” y vasculariza. Se acompafia
de un discreto componente inflamatorio y predominan
células osteoblasticas que forman areas de osteogénesis.

Osteofitos:

Aparecen en las areas laterales de la superficie articular y
se relacionan con las areas donde hay una importante
reaccion mesenquimal y de angiogénesis.

Apreciamos acumulos de condrocitos formando grupos
isogénicos en un numero mayor de lo habitual. De la
misma forma, se asocian a un crecimiento del
mesénquima y de la angiogénesis, con areas de
diferenciacién osteoblastica y con un aumento del numero
de células de patron cuboideo, formando unas
estructuras con matriz cartilaginosa, de predominio fibroso
qgue se asocian con tejido 6seo neoformado.

Los osteofitos aparecen asociados a la superficie del

cartilago. Estan unidas a él por un pediculo o bien libres
en la cavidad articular (figura 26 A-B).
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N _ =t
Flgura 21. Cartllago artlcular en proceso degeneratlvo
Fibrilacién. Fracturacion (linea)

Figura 22.Fibrilacion. Cambios en superficie del cartilago.

Patrén 1 de fibrilacion. Se aprecia superficie aristada, quebrada
(no como originalmente es el cartilago, fina). Las fracturas son
poco profundas y dan imagen desflecada. EIl cartilago
subyacente esta bien definido. (A-B-C-D).
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Figura 23. Fracturas: Grietas en la superficie que alcanzan areas
profundas del cartilago (flechas) (A). Presentan un componente
vertical y/o horizontal. El liquido sinovial circula a través de ellas
en profundidad (B-C).

Figura 24. Quistes intracartilaginosos. Fracturacion de la
superficie articular.

110



RESULTADOS

Figura 25. Erosidn del cartilago articular (linea) (A). Se aprecia un
hueso eburneo: hueso laminar compacto en la superficie
articular erosionada (B-C).

Figura 26. Osteofitos (A-B).
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Figura 28. Patron fibrilar, colageno. Podemos apreciar la
transformacion en fibrocartilago, con aumento del nimero de
condrocitos en grupos isogénicos en la periferia (flecha roja).
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Figura 29. Reaccién mesenquimal. Angiogénesis
intracartilaginosa (A-B-C). NF-xB en células mesenquimales (D).
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Figura 30. A-B. Clonacion. Aumento del niumero de condrocitos
en los grupos isogénicos, con basofilia en areas territoriales y
aumento de las lagunas.
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Figura 31. Aumento de la expresion de NF-xB en el citoplasma
del condrocito (A-B-C-D).
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CULTIVO DE CONDROCITOS

1. Establecimiento y caracterizacion de un cultivo
primario de condrocitos humanos

A partir de una muestra de cartilago procedente de la
meseta tibial externa de un paciente con diagndstico de
artrosis severa grado llI-IV del Albhack, se aislaron los
condrocitos del cartilago, procediendo al establecimiento
del cultivo celular.

El cultivo de células de condrocitos humanos han sido
modelos extraordinariamente utiles para el estudio de los
mecanismos fisiopatolégicos de la artrosis. Tras el
preparado del cartilago obtenido y someterlo a la
digestion enzimatica, lavados, contaje y siembra en el
medio descrito en el apartado de material y métodos con
una incubadora a 37° y a una presién de CO; al 5%, se
procede al estudio del cultivo obtenido, una vez que se ha
obtenido la confluencia de los condrocitos entre 24 y 48
horas.

El cultivo adopt6é patrones mesenquimales con una baja
actividad divisional. Las células son de morfologia
poligonal y de nucleo redondeado, grande y un citoplasma
amplio con prolongaciones gruesas Yy escasas
prolongaciones.

En el establecimiento del cultivo hemos podido observar
que el cultivo de condrocitos presenté una forma
redondeada y ligeramente poligonal, ademas de una
escasa actividad mitdtica y una capacidad de sintesis
relativamente baja, pero a la vez suficiente para
permanecer en confluencia durante el tiempo del estudio
en cultivos como se muestra en la figura 32.
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Figura 32. Cultivo de condrocitos. A y B con vision 10x. Cy D con
vision 20x

2. Descripcion del cultivo de condrocitos control

El cultivo de condrocitos control se realizé a partir de una
muestra de meseta tibial de longitud antero-posterior de 5
cm, longitud lateral de 7 cm y un grosor de 2 mm.

El estudio con Western-Blot en NF-xB, muestra que en el
cultivo de condrocitos utilizado como control, se aprecia
como la expresion de la proteina NF-xB-p65 es de
aproximadamente 0,50 2°, mientras que la expresion
de la proteina NF-xB-p-p65 es aproximadamente la mitad,
con valores alrededor de 0,20 2" y observables en la
membrana de nitrocelulosa con una densidad baja (Figura
33).
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3. Comportamiento de NF-xkB en el cultivo de
condrocitos.

A.-NF-xB tras la estimulacion con IL-18.

El analisis con Western-Blot del cultivo de condrocitos tras
la estimulacion con IL-18, muestra un claro aumento de la
expresion de NF-xB (figura 34) tanto en la forma NF-«B-
p65, como en la forma fosforilada NF-xB-p-p65.

Se procedio a la cuantificacion de la proteina NF-xB-p65,
asi como de la forma fosforilada NF-«xB-p-p65.

A.1.-Cuantificacion de la expresion de la proteina NF-
kB-p65.

En este estudio se observd el aumento significativo
en la expresion de NF-xB-p65 cuando el cultivo fue
estimulado con IL-13 comparado con la expresion del
cultivo de condrocitos control que no fue estimulado,
alcanzando valores de 1,15 pixeles, en comparacion
con los valores del cultivo control que son de 0.50
pixeles 'y observables en Ila membrana de
nitrocelulosa de Western-Blot.

A.2.- Cuantificacion de la expresion de la proteina NF-
xB-p-p65.

En cuanto a la expresion de la proteina fosforilada p-
p65 medida con Western-Blot no se mostraron
diferencias significativas con respecto al cultivo
control al ser los condrocitos estimulados con IL-1j3,
siendo los valores cuantificados de 0.27 pixeles,
discretamente superiores en relaciéon a los valores
control que son de 0.22 pixeles (figura 34). Al realizar
el ratio entre ambas expresiones (proteina NF-xB-p65
y la NF-xB-p-p65) no se observé el aumento de la

118



RESULTADOS

proteina fosforilada y por tanto no hay activacion de la
misma en estas células (figura 34).

B.-Actividad de NF-xB tras la estimulacion con IL-18 y
la inhibicion de la Parthenolide.

En nuestro estudio comparamos cultivos estimulados con
IL-18 a 10 ng/mL en ausencia y en presencia de un
inhibidor de NF-xB denominado Parthenolide (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU., Ref: P0667), a una
concentracion de 25 microM, durante 24 horas.

Tras la extraccion de proteinas y analisis mediante
Western Blot (figura 33), podemos apreciar que la
expresion de proteinas procedentes del cultivo de
condrocitos control (Cc), proteinas procedentes de un
cultivo de condrocitos estimulados con IL-13 y proteinas
procedentes de un cultivo de condrocitos estimulados con
IL-18 y a la vez inhibidas con Parthenolide, PART25+IL-
18 sobre la membrana de nitrocelulosa de Western-Blot.

A B

NFKB--65KDa PNFKB---65KDa
c
PART 25+IL-1B

C
Cc ¢ c IL-1B
H th

IL-1B PART 25+IL-1B

. C—

D GE—
BACTINA ——— B

Figura 33. Expresion de la proteina NFKB-p65 y (B) NFKB-p-p65
en condrocitos en la matriz de nitrocelulosa de Western-Blot
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B.1.- Cuantificacién de la expresion de la proteina NF-
xB-p65

En el cultivo estimulado con IL-1B e inhibido a la vez
con el Parthenolide, substancia utilizada como
inhibidor de NF-«xB, no se observé el efecto esperado
en cuanto a la inhibicion en la expresién de la proteina
NF-kB-p65, siendo esta similar a la expresion del
cultivo que fue solamente estimulado con IL-1j,
siendo la cuantificacion de NF-xkB-p65 de 1.15
pixeles.

B.2.-Cuantificaciéon de la expresion de la proteina NF-
xB-p-p65.

En el cultivo estimulado con IL-1B e inhibido a la vez
con el Parthenolide, inhibidor de NF-«xB, tampoco se
observé el efecto esperado en cuanto a la inhibicién
en la expresion de la proteina fosforilada NF-xB-p-
p65, siendo su expresion similar a la del cultivo que
fue solamente estimulado con IL-1B (con un valor de
0.27 pixeles), produciendo igualmente una sobre-
expresion  significativa de NF-«B, con una
cuantificacion de NF-xB-p-p65 de 0.26 pixeles.
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1,40

Expresion de NFKB
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1,00
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C- part 25 +IL-1B
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NFKB p-p65 NFKB P65 p-p65/p65

Figura 34. Cuantificacion de la expresion de la proteina NFKB-
p65 y la NFKB-p-p65 en condrocitos medido en PIXELES.

4. Estudio de la expresion del RNAm de NF-«B y
expresion del miR-34a en el cultivo de
condrocitos.

Se realizé la extraccion de RNA de cada cultivo de
condrocitos con las diferentes variantes tratadas: la
estimulada con IL-13, la estimulada con IL-1B y a la vez
inhibida con Parthenolide y el control sin ningun
tratamiento y se realizé un estudio mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR-RT), para analizar la
expresion de mRNA de NF-«xB y la expresion del miR-34a.

En la figura 35 se aprecia la expresion del mMRNA de NF-
kB y la expresion del miR-34a en los diferentes cultivos de
condrocitos procedentes de un cultivo de condrocito
control (Cc), cultivo de condrocitos estimulado NF-xB (c
IL-18) y proteinas de un cultivo de condrocitos
estimulados con IL-13 y a la vez inhibidas con
Parthenolide, PART25 + IL-1.
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2-DDCt

m NFKB

B miR-34a

Cc CIL-1B C PART25- IL-
1B

Figura 35. Expresion del RNAm de NFKB y de miR-34a en
diferentes cultivos de condrocitos

Los resultados obtenidos muestran, como se aprecia en la
figura 35, que la expresion del mRNA en el cultivo de
condrocitos estimulados con IL-1B y a la vez inhibidos con
Parthenolide presentaban un aumento en la expresion de
NF-xB muy significativo (4.0 2**) con respecto a las
células control en las que el valor era de 1.0 2% y
aquellas que solo fueron estimuladas con IL-13, en donde

el valor es de 1.16 2722

En cuanto a la expresion del miR-34a se pudo constatar
un aumento en la expresion de este miRNA con respecto
al control cuando las células estan inducidas por IL-18,
alcanzando valores de a 1.24 27,
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Por su parte se observa una menor expresion del miRNA-
34a en las células estimuladas con IL-1B y a la vez
inhibidas con Parthenolide en relacion a las células control
y aquellas que solo fueron estimuladas con IL-1B, con
unos valores de 0.6 2" (figura 35).

I media £ < RNU 48 i RhU 48 media £ AC -AACE Fad

-4 €1 NORMAL 24,95 24,65 2480] 031 21,50] 21,19| 23] 032 346

miR-34 €1 NORMAL 25,85 25,36 2531 oo8 21,50] 21,55| 2155 008 4,35

|

-4 €2 NORMAL 7L 71 £ 1 T 21 22t 0,05 347 0,00]

miR-34 2118 23 21 22 .01 , 76 7t .04 I 0,04

miR-34, £2 PARTI0- IL-18 A5 13 E] .01 59| 5 ] A4 002

R34 €2 PART25- IL-18 14 30 22 .20 .0 .04 0 .01 1 0,70

i34 €3 NORMAL 24,71 24,74 74| 001 21,25 .33 21.%] 005 345 0,00] 1,00]
R34 311 23,65 23,38 2352] 018 20,42 20,34 2038 008 314 032 124
mif-18 C3 PARTZS- IL-18 24,42 24,47 245]  0p4 20,24 20,40] 23] o1 413 0,68 0,63

Figura 36. Determinaciones de miRNA-34a
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5. Estudio de la expresion de MCP-1 mediante
ELISA

De la misma forma, se realizé la determinacion y
cuantificacion de MCP-1 mediante la técnica de ELISA de
cada cultivo de condrocitos con las diferentes variantes
tratadas: la estimulada con IL-1B, la estimulada con IL-1
y a la vez inhibida con Parthenolide y el control sin ningun
tratamiento.

Como se aprecia en la figura 37, la determinacion de
MCP-1 en el cultivo control es de 204.61 pM. En el cultivo
estimulado con IL-1B, se observa un incremento muy
importante de MCP-1, alcanzando valores de 2181.19 pM.
Por el contrario, en el cultivo estimulado con IL-1B y a la
vez inhibido con Parthenolide, se aprecia como los
valores de MCP-1 descienden a 29.49 pM, siendo estos
valores inferiores a los obtenidos en el grupo control.

Expresion de MCP-1 ELISA

2500

2000

1500

1000

500
0 |
Control IL-1B IL-1B PATH

[MCP-1] (pM)

Casos

Figura 37. Determinacion de MCP-1 mediante ELISA.

124



DISCUSION

125






DISCUSION

INTRODUCCION-ETIOPATOGENIA

La artrosis es una enfermedad que ha sido ampliamente
estudiada desde diversos puntos de vista a lo largo de los
afios. Los diferentes estudios se han centrado
fundamentalmente en el origen del dolor, la radiologia y
su utilidad en la determinacién del grado de enfermedad,
su etiopatogenia y la respuesta frente a los diversos tipos
de tratamiento existentes en la actualidad.

Los ultimos estudios publicados y dada la situacion
econdmica general, hacen hincapié en el elevado coste
socio-econdmico que supone esta enfermedad para la
sociedad actual al tratarse de una enfermedad frecuente,
especialmente en la poblacion de edad mas avanzada y
cuya solucion meédica o quirdrgica supone un gasto
elevado. No podemos olvidar que se trata de una
enfermedad con wuna elevada prevalencia y con
importantes costes econdmicos, tanto en lo que se refiere
a la medicacion utilizada para paliar la sintomatologia que
origina, sino también por el elevado precio de las
artroplastias de rodilla.

A pesar de ello, los estudios en relacion a la patogénesis
de la osteoartritis siguen teniendo vigencia. Por un lado, lo
que parece claro es la importancia de los factores
mecanicos (deformidades axiales, sobrepeso,
traumatismos repetidos...), tanto en el establecimiento del
proceso como en la progresion de la enfermedad.

De esta forma, aunque en situacion de reposo las
superficies articulares vecinas de la rodilla no suelen ser
congruentes, al producirse el apoyo de la extremidad, se
desencadena una deformacidn que favorece una
mayoritaria e intima relacion entre las superficies
articulares y una notable disminucién de la presién por

unidad de medida, que suele evaluarse por cm . Esta
modulacién de la forma del cartilago para contactar al
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maximo con su vecino, facilita una lubricacion rezumante
hidrostatica auto presurizada, que es precisa para hacer
posible el movimiento. Si se aumenta la carga es preciso
afiadir a la deformacién del cartilago la deformacion del
hueso subyacente, con objeto de minimizar el deterioro
cartilaginoso a consecuencia de la presién concentrada
en un menor numero de puntos.

El hueso subcondral, 10 veces mas duro que el cartilago,
tiene una mayor flexibilidad que el hueso cortical y es el
que absorbe los impactos que actuan sobre el cartilago.
Cuando la carga sobrepasa ciertos limites, se produce la
ruptura de las trabéculas y la aparicion de microfracturas,
cuya reparacion produce un remodelado de mayor dureza
que el hueso previo, lo que influye negativamente en el
funcionamiento homogéneo de la articulacion (peor
congruencia articular), al no poder deformarse este tejido
y al concentrarse la sobrecarga sobre un menor numero
de puntos del cartilago articular®.

No obstante, el avance de la medicina y especialmente en
lo que respecta al campo de la genética ha provocado que
el enfoque del estudio de esta enfermedad se dirija no
hacia el analisis de aspectos mecanicos relacionados con
al enfermedad, sino hacia el posible origen genético de la
misma, asi como al estudio y control de los diferentes
reguladores de la expresion de los genes.

Por el contrario, otros autores consideran que debido a
que el unico tratamiento definitivo de la osteoartritis de
rodilla es por el momento la artroplastia total de rodilla, el
estudio del posible origen genético de dicha enfermedad
carece de sentido. Ademas esta aseveracion esta basada
en que en la actualidad todavia no se han identificado los
genes que estan implicados en la predisposicion genética
de esta enfermedad.

128



DISCUSION

Sin embargo, como bien menciona J.R Prieto-Montafiana
en su estudio de la osteoartrosis como enfermedad
genética, lo mas comunmente aceptado, es que la
osteoartritis es una enfermedad de etiopatogenia
compleja que resulta de la interaccion de factores
ambientales y genéticos.

Es bien conocido que el factor de transcripcion NF-xB
tiene un papel muy importante en el desarrollo vy
mantenimiento de numerosas enfermedades,
especialmente en aquellas con importante componente
inflamatorio como la osteoartrosis, por lo que su papel en
dicha enfermedad también deberia ser estudiado en
profundidad como hemos hecho en el presente estudio.

En los ultimos afos, ha cobrado importancia el papel de
los microRNAs en el desarrollo de numerosas
enfermedades como moduladores del proceso de
expresion de las proteinas, al actuar sobre el mRNA, bien
activando o inhibiendo dicho mRNA y, consecuentemente
la sintesis de proteinas sobretodo en el cancer, o en
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide.

Son numerosos los microRNAs que se han ido
descubriendo recientemente. Pero es necesario centrar
los estudios en identificar cuales de ellos tiene realmente
relevancia en cada una de las posibles patologias, para
de esta forma poder iniciar estudios con fines terapéuticos
que nos permitan actuar directamente sobre ellos.

Es por ello que el presente estudio trata de analizar el
papel y comportamiento del microRNA 34a en la artrosis
de rodilla, dada la elevada prevalencia que presenta esta
enfermedad vy las evidencias que relacionan la
osteoartritis con este microRNA.
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De esta forma se ha planteado un estudio controlado en
pacientes afectos de una osteoartrosis de rodilla que
fueron intervenidos quirurgicamente en nuestro centro. A
partir de las piezas quirurgicas de la extremidad proximal
de la tibia obtenidas durante la intervencion quirurgica se
obtuvo un modelo experimental con cultivos de
condrocitos y se observd el comportamiento de los
mismos en un medio inflamatorio con activacion a partir
de la IL-1B, situacion similar al que existe en la rodilla de
los pacientes artrésicos, determinando las variaciones del
NF-kB y del miRNA 34a, con la finalidad de determinar si
realmente dicho miRNA es relevante en la patogénesis de
la osteoartritis y analizando el papel que juega como
modulador NF-«B.

Este es un aspecto puntual de un proceso como la
osteoartritis, que debe ser considerada como una
enfermedad de etiopatogenia compleja en la que
interactuan diferentes factores ambientales, mecanicos y
genéticos, lo que obliga a realizar un estudio de la
enfermedad desde diversos puntos de vista: a) desde el
punto de vista clinico, analizando edad, comorbilidad,
factores de riesgo, respuesta a tratamientos previos a la
intervencién quirurgica etc...; b) desde el punto de vista
histologico, para valorar las alteraciones estructurales
macro y microscoépicas y c) desde un punto de vista
molecular analizando el comportamiento y funcién de los
diferentes reguladores de la expresion de los genes como
el NF-«xB, asi como la funcion e importancia de los
microRNAs (en este caso en concreto el miRNA 34a en el
desarrollo de la enfermedad, en los diferentes cultivos de
condrocitos realizados.

De esta forma, el presente estudio nos permite tener una
visibn mas amplia de lo que reamente ocurre en las
articulaciones afectas de una osteoartrosis, y nos facilitara
estudiar posibles terapias alternativas a las ya existentes
actualmente, antes de plantearnos una cirugia de

130



DISCUSION

reconstruccion articular mediante proétesis dado el riesgo
que ésta supone especialmente en pacientes de edad
avanzada.

PARTICULARIDAD DEL TRABAJO:

Se trata de un trabajo con un enfoque y un planteamiento
diferente a la inmensa mayoria de trabajos en cirugia
ortopédica, ya que aborda la enfermedad no desde el
punto de vista diagndstico o terapéutico, sino que trata de
justificar y analizar los cambios que acontecen a nivel
molecular en los condrocitos de los pacientes afectos de
una osteoartritis de rodilla con la finalidad de poder
identificar metabolitos detectables y objetivables en
liquido sinovial y sangre periférica que permitan definir y
establecer criterios de “evolucion de la enfermedad”, que
puedan ser utilizables en el futuro en la prevencion y
tratamiento de la artrosis.

MATERIAL Y METODOS

Para poder realizar el estudio se seleccionaron los
pacientes tras un detallado analisis de la historia clinica y
de las exploraciones complementarias, centrando nuestra
eleccion en los paciente afectos de una deformidad en
varo, excluyendo a los pacientes con genu valgo con la
finalidad de eliminar sesgos o posibles factores de
confusion, que pudieran interferir en los resultados. De la
misma forma, se excluyeron del estudio a los pacientes
con patologia infecciosa previa en la articulacion afecta o
con patologia tumoral activa.

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron de raza
caucasica y nacidos en Espafia. La poblacion no presenta
por tanto diferencias étnicas, lo que disminuye la
heterogenicidad genética, si bien es cierto que los
estudios epidemioldgicos de la osteoartrosis realizados en
Espafna son extrapolables a los realizados en otros paises
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desarrollados, que presentan una esperanza de vida
aumentada.

La recogida de datos clinicos se realizd durante la
consulta previa a la intervencion quirdrgica, momento en
el que ademas de poner al paciente en lista de espera
quirurgica se le entrega el Knee-Society-Score. De la
misma forma que Castellet Feliu E. a los pacientes se les
administra este test debido a que es un test corto, simple
y facil de aplicar, lo que facilita la comprension del mismo.

El analisis de los antecedentes personales recogidos en el
presente trabajo, nos hace reflexionar sobre un gesto
quirurgico que se practica en ocasiones con excesiva
asiduidad e indiferencia en cuanto a sus consecuencias
como es la meniscectomia parcial artroscépica. En efecto,
la meniscectomia parcial es una técnica sencilla, barata y
agradecida, sobretodo en los casos en los que la rotura
meniscal origine un bloqueo mecanico. Por este motivo,
se practica en numerosos centros sanitarios con quiza
excesiva frecuencia. Cabria preguntarse si las
indicaciones siempre son las adecuadas, ya que como se
demuestra en este estudio, un porcentaje elevado de
estos pacientes acaba necesitando una artroplastia total
de rodilla por la degeneracion del cartilago articular y
como afirman Petty C.A. y Lubowitz J.H.>*, entre los 8-16
anos de una meniscectomia parcial se aprecian signos
radiograficos de artrosis, aunque en muchas ocasiones
los sintomas clinicos no eran significativos.

La meniscectomia, tanto total como parcial, es un factor
de riesgo conocido para el desarrollo de osteoartrosis,
dadas las alteraciones biomecanicas que el procedimiento
conlleva, aumentando hasta 14 veces la posibilidad de
desarrollo de osteoartritis. Es evidente que entre el 30 y el
70% de pacientes que han sufrido una meniscectomia
desarrollan fenémenos radiolégicos degenerativos, hecho
particularmente frecuente en el paciente joven que
presenta concomitantemente una inestabilidad
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ligamentaria, lesiones condrales postraumaticas vy
alteraciones del eje™.

Es evidente que la meniscectomia parcial o total es una
técnica quirargica que favorece la aparicion de
osteoartrosis de rodilla a medio-largo plazo, por lo que
parece recomendable revisar las indicaciones e impulsar
nuevas estrategias para el tratamiento de las lesiones
meniscales como la sutura, el trasplante y la utilizacion de
terapias biolégicas%, de tal manera que solo aquellos
pacientes con roturas complejas que originen bloqueos
mecanicos o0 no sean susceptibles de reparacion
mediante estas técnicas, fueran sometidos a una
meniscectomia. De la misma forma, es conveniente
revisar el riesgo-beneficio que reporta esta técnica a los
pacientes con edad por encima de los 50 anos; cabria
reflexionar si es mejor tener un menisco roto escasamente
sintomatico, o presentar signos radiograficos de artrosis
de rodilla a partir de los 8-16 afios con o sin sintomas
derivados de la osteoartrosis de rodilla, como demuestra
el estudio citado anteriormente.

Para la evaluacion radiografica hemos utilizado la
clasificacion de Albhack, que nos parece sencilla y facil de
aplicar por cualquier facultativo independientemente de su
especialidad, a pesar de que hay autores como Pineda
B.°” et al que prefieren la escala de Kellgren-Lawrence.
Esta ultima clasificacion, también contempla evidencias
radiograficas como el estrechamiento de la interlinea
articular, la presencia o no de osteofitos, la esclerosis del
hueso subcondral y la deformidad de los extremos éseos.
Sin embargo, creemos que esta forma de clasificacion
tiene algunas limitaciones relativas, como la variabilidad
inter-observador en la interpretacion de las imagenes
radiolégicas, las posibles interferencias de la posicion del
paciente en la evaluacion del grado de pinzamiento
articular en la artrosis de rodilla, o la mayor importancia
atribuida a los osteofitos sobre el pinzamiento de la
interlinea, cuando este ultimo puede ser un criterio mas
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sensible de la artrosis en fases iniciales y en concreto en
determinadas localizaciones® 8.

La mayor parte de los pacientes incluidos en este estudio
presentan una clasificacion radiografica de Albhack de 3,
lo que equivale a un 70.4%, mientras que solo el 18% de
los pacientes presentan un grado IV. Asi, podriamos
preguntarnos porque la mayoria de los pacientes
presentan un grado Ill de Albhack y no un grado IV en
donde la articulacion esta mas afectada

Para muestras histologicas, es evidente que los mejores
resultados se obtienen en muestras fijadas en formol
incluidas en parafina y cortadas entre 3 y 6 micras, que es
el procedimiento empleado en este estudio. Para el
analisis histologico se utilizaron las mesetas tibiales
obtenidas de los pacientes.

El analisis histolégico lo realizamos con la tincidn
hematoxilina-eosina, ya que es una tincibn que permite
interpretar bien el tejido 6seo, pues la hematoxilina al ser
cationica o basica, tifie las estructuras acidas en tonos
azulados y purpura permitiendo el estudio de los nucleos
celulares; por su parte la eosina tifie los componentes
basicos en tonos de color rosa, gracias a su naturaleza
anidnica o acida facilitando el estudio del citoplasma.

Para el estudio inmunohistoquimico de las secciones
incluidas en parafina empleamos la técnica de la avidina-
biotina-peroxidasa (ABP), otra técnica habitual y eficiente
en los estudios inmunohistoquimicos, utilizando para ello
el anticuerpo monoclonal NF-kB a una dilucién de 1:500.

El cultivo de condrocitos se realizé a partir de las mesetas
tibiales laterales, menos afectadas que las mediales al
tratarse de pacientes con genu varo, eliminando de esta
forma el efecto de la sobrecarga mecanica sobre el
cartilago articular y sobre los determinaciones realizadas
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en el cultivo.

La elaboracion de un cultivo de condrocitos es un
procedimiento perfectamente descrito en la literatura con
pequefias modificaciones entre los diferentes autores*® .
Para elaboracion del cultivo se utiliza el procedimiento
conocido como digestion enzimatica.

Este método, instaurado por Blanco et al®® en 1995 ha
sido seguido e imitado por muchos autores como en
concreto Vela Anero, A%, en su estudio sobre el sulfuro
de hidrégeno como diana terapéutica de la osteoartritis.

De esta forma, mientras autores como Vela A%, utilizan
para la digestion enzimatica soluciones de colagenasa
tipo IV, en este estudio hemos utilizado la colagenasa tipo
Il.

Al igual que los cultivos realizados en este trabajo, Vela et
al®® utilizan de forma conjunta con las diluciones
enzimaticas drogas como la penicilina y la estreptomicina,
para disminuir el riesgo de infeccion y contaminacién del
cultivo durante el procedimiento y manipulacion de las
muestras.

En el presente estudio y de forma similar al modelo
utilizado por Blanco et al®® los condrocitos se cultivan a
37°C en una estufa humidificada y con 5% de COa.

En relacion a las técnicas de determinacion vy
cuantificacion de proteinas, citoquinas inflamatorias y
miRNA 34a empleadas en este trabajo se han utilizado los
métodos usados de forma convencional y bien descritos
en la bibliografia.
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Para la extraccion y determinacion de proteinas se ha
utilizado la técnica de Western-Blot, que nos permite
detectar y cuantificar el NF-«xB con técnicas de
inmunohistoquimica, al igual que han realizado otros
autores antes como Buhrmann C, et al® en el trabajo en
el que demuestra que el NF-kB aumenta la diferenciacién
de los condrocitos.

En la determinacién y cuantificacion del miRNA, elegimos
la técnica gRT-PCR, ya que son numerosos los articulos
publicados que utilizan con éxito esta técnica para el
estudio de los miRNAs. Asi, Kelnar Ky Bader G describen
que la gRT-PCR es un método excelente para la
determinacién de los perfiles de biodistribucion de los
miRNA, y en concreto del miRNA34a.

Asimismo el método ha demostrado ser eficiente en la
determinacion del miRNA 125B y en la regulaciéon de la
expresion ADAMTS-4 y su relacion con la osteoartritis
como demostré Matsukawa et al®2. En el presente trabajo
hemos utilizado este método de deteccidn y cuantificacion
por su precision.

Algunos autores se han centrado como hemos hecho en
el presenta trabajo en las determinaciones de miRNA 34a
y su posible relacion con la osteoartrosis. En concreto
Abouheif MM et al*® demostraron que la inhibicién de
MiRNA 34a inhibe la apoptosis de los condrocitos en un
modelo experimental “in vitro” con ratas. De forma similar
a nuestro estudio, realiza el cultivo de condrocitos con el
método de digestion enzimatica.
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ESTUDIO DE FACTORES CLINICOS

El analisis de la tabla 5 nos muestra los datos clinicos
mas relevantes recogidos en los pacientes incluidos en el
estudio. Aunque el tamafio muestral no sea
excesivamente grande, estadisticamente es posible
realizar un analisis aproximativo. Con estos datos se
conforma que se trata de una enfermedad degenerativa
propia de pacientes de edad avanzada, como lo
demuestra que la media de los pacientes era de 70.03
afios. Por lo tanto, al igual que refleja Belo JN' en su
trabajo podemos afirmar que la edad es el factor de riesgo
mas importante para la aparicion de esta enfermedad. No
obstante, llama la atencidén que los pacientes de menor
edad intervenidos en esta serie presentaban algun
antecedente quirurgico en esa rodilla, fundamentalmente
meniscectomias previas, gesto quirurgico en ocasiones
excesivamente practicado lo que pone de manifiesto una
vez mas que en el desarrollo de la osteoartritis intervienen
no solo factores genéticos sino factores mecanicos, al
suprimir el efecto de amortiguacion que los meniscos
proporcionan a la articulacion evitando el contacto de las
superficies articulares.

En el presente estudio, al igual que en la inmensa
mayoria de trabajos publicados, las mujeres presentan
esta enfermedad con mas frecuencia que los hombres,
especialmente por encima de los 55 afos. Dado que la
edad media de los pacientes de nuestra serie se
encuentra alrededor de los 70 anos (70.03), es légico
pensar que el sexo femenino sea el mas afectado y el
predominante en nuestro trabajo.

Algunos autores defienden la influencia de factores
hormonales como una de las causas fundamentales por lo
que la osteoartrosis es mas frecuente en mujeres. Asi,
autores como Messier SP?' o Carmena-Ortells L? afirman
que el déficit estrogénico justificaria el aumento de la
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incidencia de esta enfermedad en las mujeres sobre todo
después de la menopausia. Sin embargo, esta afirmacion
no se ha podido verificar en relacion con la osteoartritis,
como si se ha demostrado con otras patologias como la
osteoporosis. Por lo tanto la afirmacién de que los
estrégenos son protectores frente a la progresion de la
enfermedad no es concluyente y queda en entredicho.

Por lo que hace referencia a la lateralidad practicamente
en 2/3 de los casos analizados estaba afecta la rodilla
izquierda sin que existan hasta la fecha evidencias que
orienten sobre la mayor o menor afectacion de la
articulacién de la rodilla en funcién de la lateralidad.

El dolor articular se presenta como sintoma fundamental
en todos los pacientes y es el principal sintoma de
consulta en la actividad diaria del especialista si bien es
cierto que solo uno de los pacientes de nuestra serie fue
intervenido exclusivamente por dicho motivo, siendo la
asociaciéon de este sintoma con la limitacion funcional los
criterios de indicacién quirurgica principales.

Como bien esta descrito en la literatura, los derrames de
repeticion en las fases sinoviticas de la enfermedad es un
hecho frecuente en estos pacientes. En nuestro estudio
practicamente mas de la mitad de los pacientes (51.9%)
presentaban dolor asociado a derrames de repeticion.

Es importante destacar, que la irregular transferencia de
cargas en una rodilla con una importante reaccion
inflamatoria conduce a una deformidad progresiva, debido
al pinzamiento del compartimento afecto. No obstante y a
pesar de que todos los pacientes seleccionados para el
estudio presentaban un genu varo artrésico con mayor
afectacion del compartimento medial, solo en el 44%
existe una deformidad clinica evidente. Es mas, conviene
hacer especial hincapié que atendiendo al KSS que
completaban los pacientes previamente a la cirugia,
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aquellos que mostraban una mayor deformidad clinica o
radiografica no eran los que referian mas dolor. Todo esto
confirma la teoria de que en muchas ocasiones existe una
disociacion clinico-radiolégica en la osteoartritis de rodilla.

Las comorbilidades de esta enfermedad son un dato a
tener en cuenta, ya que aunque el riesgo de muerte es
bajo (0.3-0.7% a los 3 meses), se trata de una
intervencion de riesgo que el paciente debe asumir. Es un
hecho verificado y publicado que aquellos centros que
intervienen mas de 50 proétesis al afo presentan una tasa
de complicaciones menor. Ninguno de los pacientes
incluidos en esta serie presentaron complicaciones graves
en el post-operatorio inmediato, lo que esta en
consonancia con la afirmacion anterior, ya que en nuestra
Institucion el numero de artroplastias totales primarias de
rodilla es superior a 150 al afio.

En nuestra serie, el antecedente médico mas frecuente
fue la hipertensién arterial, que la presentaban el 48.14%
de los pacientes, seguida de la dislipemia en un 25.92%
de los casos. Segun los estudios de Banegas JR® la
prevalencia en Espafia de la hipertension arterial es del
35% de los adultos y hasta del 68% en pacientes mayores
de 68 afos; no obstante a pesar de esas prevalencias
elevadas de ambas patologias frecuentemente presentes
en pacientes afectos de osteoartritis, no se ha podido
establecer una clara relacion entre hipertension,
dislipemia y osteoartrosis.

Hay que senalar que un tercio de los pacientes (33.3%) ya
habian sido intervenidos previamente de un artroplastia
total de rodilla contralateral. Este dato muestra un
porcentaje elevado de pacientes sometidos a una
artroplastia bilateral de rodillas, lo que puede hacer
pensar que la intervencion mejora de forma sustancial el
precario estado funcional de estos pacientes y que el
grado de satisfaccion proporcionado por esta cirugia es
alto.
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Figura 38. Paciente con artrosis de rodilla derecha intervenida en
este estudio que es portador de una artroplastia total de rodilla
izquierda.

La mayor parte de los pacientes incluidos en este estudio
precisd de analgésicos de uso cotidiano de forma previa a
la intervencién. Son numerosos los farmacos usados para
el alivio sintomatico de la artrosis, siendo el paracetamol®
y el ibuprofeno® los mas utilizados y de prescripcidon
habitual en atencion primaria. Los otros tipos de farmacos
como los corticoides y los COX-2 fueron utilizados en
menor medida, bien debido a las contraindicaciones que
presentan, especialmente en los casos de hipertension
arterial (comorbilidad mas frecuente en nuestra serie), o
bien debido a otras causas como la falta de manejo de
estos farmacos desde atenciéon primaria, elevado coste
econdmico de los COX 2, etc...

La radiografia simple es la prueba complementaria mas
importante y mas usada para el diagndstico de la
osteoartrosis. Es accesible, barata y validada. Se utiliza
para realizar el diagnostico y diagnostico diferencial, y
evaluar tanto el grado de dafno estructural como la
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progresion y la respuesta a las nuevas terapias
modificadoras de la enfermedad®. No obstante, en los
ultimos anos, se ha comenzado a utilizar la resonancia
magnética para valorar la progresion de la lesion
artrésica. Recientemente, Raynaud et®®al han publicado
un articulo en el que estudian 32 pacientes con artrosis
sintomatica de rodilla y con seguimiento de 2 afios con
evaluaciones a los 6, 12, 18 y 24 meses. Los autores
demuestran que la técnica era precisa con una
variabilidad inter-observador del 2.2, 1.6 y 2.6% para el
volumen del cartilago global, medial y lateral,
respectivamente. El estudio mostraba una pérdida del
volumen global del cartilago del 6.1% a los 2 afos (p <
0,0001), cambios que eran ya demostrables a los 6
meses. Al final del tiempo de observacion se demostro
mediante resonancia una pérdida del cartilago medial en
27 de los 31 pacientes, mientras que esto solo se
constataba en aproximadamente el 50% de los seguidos
con radiologia simple. Asi pues, el uso de la resonancia
magnética puede permitir cuantificar de una forma
sensible y reproducible la pérdida de cartilago en la
osteoartritis y reducir de forma considerable el tiempo y el
numero de pacientes necesarios en los ensayos clinicos
para evaluar los farmacos modificadores de la
enfermedad.

En este trabajo se ha utilizado unicamente la radiografia
como prueba complementaria de imagen, pues si bien es
cierto que la resonancia magnética es muy util, la
radiografia en carga aporta suficiente informacién para el
diagndstico de la enfermedad y el seguimiento de la
respuesta al tratamiento, tanto farmacolégico como
quirurgico de los pacientes con osteoartrosis de rodilla. No
debemos olvidar el coste econdmico que implica la
realizacion de una resonancia magnética en todos los
procesos degenerativos de rodilla, actualmente
dificilmente asumible para nuestro sistema sanitario.
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No podemos olvidar, como menciona De Miguel
Mendieta® que la radiologia es una técnica accesible y
validada, ademas de barata, con lo que se minimiza el
coste sanitario. El estudio radiografico realizado en las
rodillas de esta serie fue una telemetria en carga que
permite valorar el pinzamiento articular de los
compartimentos si lo hubiere, medir los ejes de la
extremidad y planificar de manera mas adecuada una
eventual intervencion quirurgica.

Figura 39. Genu varo artrésico grado IV de Albhack

Los criterios de indicacion quirurgica de los pacientes del
estudio son los vigentes en la Unidad de nuestra
institucion y coinciden con los de Lotke®, para el que la
principal indicacion para la implantacion de una protesis
de rodilla se basa en la incapacidad producida por la
deformidad, el dolor y la impotencia funcional debida a
procesos como la artritis reumatoide, la osteoartrosis y
otras patologia artriticas de la rodilla.
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Ademas este autor considera la cirugia como tratamiento
cuando ya se ha utilizado algun tratamiento conservador,
como la rehabilitacion, AINEs y cambios en las
actividades diarias, sin resultado. Es importante sefalar
que cuando nos planteamos el tratamiento de un paciente
con osteoartritis, éste debe ir encaminado a mejorar su
sintomatologia y no mejorar su imagen radiografica,
motivo por el que no aconsejamos intervenir pacientes
asintomaticos, aunque presenten una imagen radiografica
con signos degenerativos avanzados.

No debemos perder de vista el trabajo de De Miguel
Mendieta® que sefiala que los estudios longitudinales
muestran una clara variabilidad de la calidad dolorosa a lo
largo del tiempo para un paciente concreto. Afirma
ademas que su relacion con un hallazgo objetivo, como el
grado de afectacién radiolégica, muestra también una
gran variabilidad. Las diferentes publicaciones muestran
que aproximadamente la mitad de las personas con dolor
de rodilla tienen signos radiolégicos de osteoartrosis,
aunque menos de un 25% de los que presentan la
enfermedad radiolégica manifiestan algun grado de dolor.
Por este motivo en el presente estudio hemos
seleccionados solo pacientes que son intervenidos por
presentar osteoartritis sintomatica y radioldgica.

El concepto de disociacion clinico-radiologica en la
osteoartritis ha sido estudiado por muchos autores®” .
Se han descrito 3 razones que pueden explicar esta
discordancia clinico-radiolégica®’:

1. Técnicas: numero insuficiente de proyecciones
en el estudio de la articulacion o el empleo de
diferentes técnicas para tomar la imagen.

2. Clinicas: amplia variacion usada en la definicién

del dolor, ademas el origen del dolor no siempre
tiene traduccion radioldgica.
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3. Epidemiolégicas: la naturaleza de la poblacion
estudiada, con especial atencibn a factores
demograficos como la edad o la raza.

En este trabajo, la disociacién clinico-radiologica es
evidente, ya que el 70.04% de los pacientes presentan
una sintomatologia que no se corresponde con la
enfermedad articular. Llama la atencién el hecho de que
solo el 40% de los pacientes con un grado IV de Albhack
presenten una sintomatologia dolorosa severa con
marcada repercusion funcional, mientras que en el grupo
de pacientes con grado Il de Albhack solo la presentan el
15,78%.

Por el contrario, la correlacién entre la radiografia y los
hallazgos histologicos obtenidos si demuestran como el
66.7% de los pacientes presentan correlacién entre la
radiografia obtenida de forma previa a la intervenciéon y la
histologia de las muestras de tibia proximal tras la misma.
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ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Desde un punto de vista histologico, la artrosis es
clasicamente definida como una alteracion lenta y
progresiva del cartilago articular que se caracteriza por la
destruccion patologica del mismo

El analisis histopatoldgico se realizd en las superficies
articulares de las mesetas tibiales, lo que permite analizar
los fendbmenos acaecidos en el compartimento lateral no
deteriorado por el efecto mecanico y el medial sometido a
sobrecarga mecanica por la deformidad en varo de la
articulacion.

El cartilago presenta en esta enfermedad cambios
morfolégicos progresivos que interesan a los condrocitos,
a la matriz cartilaginosa y al hueso subyacente. Estos
cambios, configuran un complejo de lesiones, en un
principio reactivas y reparativas y en una segunda fase
degenerativas que pueden describirse como alteraciones
estructurales, de la matriz articular, de los condrocitos, del
mesénquima y de la formaciéon de osteocitos. Cuando el
proceso ya esta avanzado, el -cartilago presenta
alteraciones como fisuracion, fractura y ulceracién con
pérdida completa del espesor.

El proceso de pérdida de matriz cartilaginosa evidente en
esta enfermedad es responsabilidad de las enzimas
lisosdmicas y de la metaloproteinasas de la matriz (MPM).
En sentido contrario actua el factor de crecimiento basico
de los fibroblastos (FGF), que favorece la reparaciéon o
estabiliza el proceso de deterioro cartilaginoso®.

Como menciona Paz Jiménez’®, cuando se inicia el
proceso degenerativo, los condrocitos sufren divisiones
activas y aumentan la produccion de ADN, RNA,
colageno, prostaglandinas (PGs), y proteinas no
colagenas. Esta hiperactividad aumenta la concentracion
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de PGs, lo que conlleva un engrosamiento del cartilago, lo
que puede estabilizar la evolucion durante afios, pero con
un cartilago menos resistente que el normal. Finalmente
disminuiria la producciéon de PGs y el cartilago perderia
grosor, por lo que se estableceria un osteoartrosis
avanzada.

Durante la carga en una articulacion normal, se produce
una deformidad plastica del cartilago y del hueso
subcondral, lo que facilita el reparto de presiones y
aumenta la superficie de contacto de las superficies
articulares. La pérdida de elasticidad del cartilago por la
progresion de la enfermedad genera una concentracion
de presiones en un menor numero de puntos, lo que
provoca una rotura de las fibras de colagena y la aparicion
de hendiduras o fisuras, para posteriormente evolucionar
a fracturas y finalmente en ulceraciones’®.

El analisis microscopico de las muestras estudiadas, en
las zonas menos comprometidas muestra areas de
fibrilacion con diferentes patrones de alteracion. Estas
alteraciones vienen caracterizadas por la pérdida de la
superficie lisa del cartilago que afecta a la organizacion de
los condrocitos, los cuales pierden su orientacion
elongada y paralela a la superficie y adoptan patrones
globulares y poligonales. La superficie adopta un perfil
quebrado con incisiones irregulares de una profundidad
variable. Estas lesiones se pueden presentar en forma
focalizada, afectando a zonas concretas del cartilago o
bien afectan en forma difusa a la mayor parte de la
superficie articular.

Las grietas superficiales son verticales a la superficie,
presentan una  profundidad variable, afectando
fundamentalmente al tercio superior de la superficie
articular. Cuando la zona de afectacion es mayor, se
puede observar la fractura del cartilago articular, que se
presenta bajo diferentes aspectos histopatolégicos. Lo
mas frecuente es la aparicion de una lesion asociada a la
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fibrilacion como es el “desflecamiento” de la superficie con
fracturas elongadas en la superficie del cartilago vy
fragmentacién en laminas o esquirlas irregulares de la
misma’®

Sin embargo, hemos comprobado que las fracturas mas
importantes aparecen como grietas de diametro amplio,
verticales y profundas, que alcanzan el tercio profundo del
cartilago y en ocasiones al tejido 6seo y que ademas
suelen presentar un componente horizontal. Estas
fracturas presentan cambios en la matriz y en la
organizacion de los condrocitos a su alrededor. En
ocasiones se suelen asociar a espacios quisticos intra-
cartilaginosos o intra-0seos de contenido agua (liquido
sinovial).

Por su parte, en las zonas con mayor afectacién, se
aprecia como el tejido déseo subcondral presentaba
ulceraciones 0 erosiones profundas que hacen
desaparecer el cartilago, descubriendo el hueso
subcondral. De esta forma, el tejido 6seo emergente sufre
una trasformacioén eburnea y adopta un patron compacto,
laminar y denso. Los osteocitos adoptan un patron
regular, y en la superficie del tejido 6seo, desaparece el
patron 6seo trabecular normal. A este nivel se observa un
aumento de la actividad osteoblastica, lo que es un
indicador del fracaso de la respuesta del cartilago
articular’".
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Podemos apreciar cambios a distintos niveles:

Matriz articular

El cambio fundamental se inicia como consecuencia de la
alteracion del metabolismo en Ila sintesis de
proteoglicanos y colageno de los condrocitos, es decir,
con el descenso en la matriz de los mucopolisacaridos, lo
que conlleva a una disminucion de la elasticidad vy
consistencia del cartilago. Como consecuencia de ello, se
inician los procesos de fisuracion, esclerosis subcondral y
los cambios de la mecanica articular. Una de las
caracteristicas mas llamativas, es el aumento en la
basofilia alrededor de las lagunas de los condrocitos con
una perdida de la metacromasia.

De la misma forma, las alteraciones por fibrilacién se
asocian a un aumento en las fibrillas de colageno,
paralelas a la superficie articular. Estas se evidencian en
la matriz y focalmente producen un cambio en la
estructura articular hacia la formacion de un cartilago
fibroso o fibrocartilago.

Se observan de forma generalizada cambios en los que
predomina el colageno, con fibrillas desorganizadas y
densas, dando imagenes cicatriciales.

Finalmente, como consecuencia de la fisuracién y fractura
se produce la ulceracion, que puede dar lugar a la
aparicion de cuerpos libres, responsables si se
desprenden de la limitacion de la movilidad articular”".

Reaccion Mesenquimal

Asociado a los cambios en el cartilago articular, desde el
tejido 6seo se produce una reaccion mesenquimal
caracterizada por un proceso de angiogénesis. El
descenso de la elasticidad y consistencia y la erosion
subsiguiente del cartilago articular hace que el hueso
subyacente sufra una hiperpresiéon que va a dar lugar a
una esclerosis subcondral como mecanismo de defensa y
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autocuracién, o en caso contario a la aparicion de quistes
subcondrales por debilidad, isquemia, necrosis y rotura de
la pared subcondral. La esclerosis subcondral puede
contribuir a la instauracién de una hipertension venosa
intradsea, considerada como una de las posibles causas
del dolor.

Asi, podemos observar en las muestras analizadas un
crecimiento de células mesenquimales, fibroblastos y
vasos sanguineos de tipo capilar que surgen del tejido
0seo, alcanzando el cartilago, al cual “perfora” vy
vasculariza.

Todo esto se acompafa de un discreto componente
inflamatorio donde predominan las células osteoblasticas,
formando areas de osteogénesis.

Condrocitos

Los condrocitos sufren diferentes cambios, asociados a la
lesion y a la reaccion celular frente a la agresion. Por un
lado, los condrocitos superficiales mueren y son
reabsorbidos por lo que las lagunas aparecen vacias.
Esta alteracion se produce principalmente en la superficie
celular y en la periferia de las grietas.

Por otro lado, los condrocitos viables, aumentan de
tamafo, las lagunas son amplias y poligonales. Hay
cambios basdfilos en las areas territoriales y cambios en
la estructura de la matriz conformando una estructura de
“fibrocartilago” como se ha mencionado anteriormente
debido al aumento en la sintesis de colageno vy
prostaglandinas.

Estos condrocitos presentan un nucleo amplio, vesiculado
con un nucléolo prominente. El citoplasma es amplio y
ocupa el espacio lacunar. Los condrocitos aumentan su
capacidad proliferativa y tienden a agruparse en grupos
isogénicos donde se concentran en un numero
importante”".

149



DISCUSION

Ademas, el estudio inmunohistoquimico pone de
manifiesto una fuerte expresién en NF-xB a nivel del
citoplasma de los condrocitos. Esta expresion es mas
intensa en las areas mas alteradas del cartilago articular.

CULTIVO DE CONDROCITOS
PAPEL DE NF-KB EN LA ARTROSIS

La familia del factor nuclear KB (NF-xB) es una de las
mas estudiadas.

NF-kB fue identificado inicialmente como un regulador de
la expresién del gen de la cadena liviana kappa de las
inmunoglobulinas en linfocitos B murinos, encontrandose
posteriormente en el resto de los distintos tipos celulares.
Desde su descubrimiento, en la década de los 80, se ha
demostrado su participacion en muchos procesos
diferentes, incluyendo inflamacion, sobrevida celular,
proliferacion y diferenciaciéon. La importancia de NF-xB en
la fisiologia humana es enfatizada por una serie de
patologias donde su actividad se encuentra dis-regulada.
La activacion constitutiva de NF-kB ha sido asociada con
enfermedades inflamatorias crénicas, como la artritis
reumatoide (AR), esclerosis multiple, el asma y la
enfermedad inflamatoria intestinal.

Esta familia de factores de transcripciéon esta formada por
cinco miembros: p105 (la que es procesada
constitutivamente a p50), p100 (procesada a p52 en
condiciones finamente reguladas), p65 (también conocido
como RelA), RelB y c-Rel. Estas subunidades forman
homo y heterodimeros para configurar el factor de
transcripcion NF-kB. Se unen a secuencias de consenso
NF-kB (5’-GG- GRNYYYCC-3’) presentes en las regiones
promotoras de una gran cantidad de genes.
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Como menciona Claudia Metz Baer’?, el factor de
transcripcion NF-xB juega un papel fundamental en la
patogenia de desoérdenes inflamatorios y autoinmunes.
NF-kB tiene un papel central en los mecanismos
inflamatorios y destructivos que conducen la progresion
de enfermedades como artritis reumatoide (AR).

Esto incluye la regulacion de: (1) el reclutamiento de
células a través de la expresion de moléculas de adhesion
regulada por NF-kB, por ejemplo, la molécula de adhesion
intercelular-1  (ICAM-1) y la molécula de adhesion
vascular-1 (VCAM-1), y de quimioatractantes como la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) e
interleuquina-8 (IL-8); (2) la producciéon dependiente de
NF-kB de citoquinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral (TNF-alfa), IL-1B8 , IL-6, IL-17 e IL-23 y la
activacion de NF-«xB en las células que reciben la seial de
estas citoquinas; (3) la produccion de IL-2, que promueve
la proliferacion de linfocitos T; (4) la regulacion de la
secrecion de inmunoglobulinas, de la expresion de
citoquinas y el cambio de isotipo en linfocitos B; (5) la
produccion del ligando del receptor activado por NF-kB
(RANK-L), el que junto a otras citoquinas promueven la
diferenciacién y activacion de osteoclastos’; (6) la
expresion de metaloproteinasas de matriz (MMP) que
degradan cartilago y hueso; y (7) inhibicion de apoptosis
de células inflamatorias.

Igualmente, Metz sefiala que por el papel central que
tiene NF-kB en estos mecanismos, seria muy efectivo
analizar la accion de un inhibidor de la activacion de NF-
kB para el tratamiento de desoérdenes inflamatorios vy
autoinmunes como la artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria intestinal, lupus y esclerosis multiple. En
concordancia con esto, la actividad de los
glucocorticoides, uno de los agentes antiinflamatorios mas
efectivos disponibles, es mediada principalmente por la
inhibicion de la transcripcién mediada por NF-xB " 7° 78,
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Esta ruta es también blanco de otras drogas
antiinflamatorias e inmunosupresoras utilizadas
actualmente en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, por ejemplo, metotrexato’’, sulfasalazina y
salicilato con un fuerte impacto en el metabolismo
general.

Un mejor entendimiento de la ruta de activacion deNF-«xB
otorga una excelente plataforma para el desarrollo de
nuevas terapias para las enfermedades inflamatorias.

Por otra parte, se ha observado que la inhibicion de NF-
kB en modelos animales de AR, a través de distintos
métodos, mejora o detiene el desarrollo de la enfermedad,
incluida la destruccion ésea’®.

Como sefiala Whiteside ST et al’”®, muchos estimulos
activan NF-«xB, incluyendo citoquinas, activadores de
proteina quinasa C, virus y estrés oxidativo. Cuando las
células son estimuladas se gatillan cascadas de
sefalizacion que convergen en la activacion de quinasas
especificas (IkB o IKK).

NF-«xB se encuentra en el citoplasma unido a sus
inhibidores en las células que no han sido estimuladas,
previniendo su entrada al nuacleo. De esta forma,
diferentes estimulos provocan la activacion de estas
cascadas de sefializacion que convergen en la activacion
de las quinasas especificas (IKK) y permite la entrada de
las proteinas NF-kB al nucleo y su unién a secuencias
especificas del DNA, regulando la transcripcion de un
gran numero de genes.

Estudios recientes como los de Strand J. Et al®®, que
utilizaron la inhibicién de IKK, han mostrado que a pesar
que el uso potencial de inhibidores de IKK se puede
extender a patologias en humanos tan diversas como
diabetes, cancer e infarto, la utilizacion principal seria en
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enfermedades inflamatorias y autoinmunes, por el papel
central que tiene NF-xB en la regulacion de la respuesta
inflamatoria.

En este sentido se han centrado estudios recientes, como
los realizados por J.A, Roman-Blas et al®’, que consideran
que NF-xB juega un papel fundamental en los diferentes
procesos inflamatorios caracteristicos de la artrosis o la
artritis reumatoide.

También sefiala que IKK, enzima clave en la activacion de
NF-kB juega un papel fundamental en la via candnica de
activacion de NF-xB. Ahade que la activacion de NF-xB
es producida por una serie de citoquinas proinflamatorias,
como IL-1B, TNFa, asi como fragmentos de fibronectina o
factores mecanicos.

De la misma forma sefialan que los niveles de NF-xB
aumentan con el envejecimiento y en condiciones de
hipoxia en los condrocitos estimulados con IL-1p.

Aunque merece una atencion particular la IL-18, como
factor estimulador de NF-kB. Numerosos articulos
relacionan esta citoquina inflamatoria con la activacion de
NF-xB. Por su relevancia, mencionamos los articulos de
Buhrmann Constanze y los de Martin H. Stradner.

Buhrmann Constanze et al ®', menciona en su trabajo que
los niveles elevados de citoquinas proinflamamtorias
como la IL-1B en la articulacion impiden la diferenciacion
condrogénica. Asi, la IL-1p a través de la activacion de
NF-kB, pone en marcha el proceso de activacion de
proteinas que originan la degradacién del cartilago
articular.

El mismo autor menciona que el tratamiento con
Curcumina deberia estabilizar el micro-ambiente en donde
actuan las citoquinas pro-inflamatorias facilitando Ia
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condrogénesis. Afirma que esta estrategia terapéutica
deberia regenerar el cartilago articular.

Por su parte, Stradner® afirma que la Esfingosina 1
fosfato contrarresta los efectos de la IL-1B en los
condrocitos humanos. Para ello, realiza un estudio
histolégico, inmunohistoquimico y un cultivo de
condrocitos en pacientes que van ser intervenidos de
protesis total de rodilla.

Tras realizar el cultivo, estimulan los condrocitos con IL-1
y SIP+. Posteriormente determinaron la fosforilacion de las
MAPquinasas y de NF-xB en presencia de IL-1p.
Demostraron que en los condrocitos humanos, la
esfingosina 1 fosfato reduce la induccion de los genes
catabolicos en presencia de IL-1B. Por su parte, la
activacion del receptor S1P;, contrarresta el detrimento de
fosforilacion de p38 MAPK por la IL-1p.

De los estudios mencionados se desprende la importancia
y el atractivo objetivo que supone NF-xB para el
tratamiento de determinadas enfermedades inflamatorias
como la osteoartrosis o la artritis reumatoide. Asi, diversas
terapias como el tratamiento con glucocorticoides han
demostrado disminuir los niveles de NF-kxB. Pero las
dudas en relacion a los efectos sistémicos y al bloqueo
indiscriminado de sus numerosos efectos beneficiosos,
asi como las dificultades técnicas para poder enviarlo
como agente potencial a través de la terapia génica,
hacen que todavia se tenga que esperar para poder
usarlo con fines terapéuticos.

Constatamos el aumento de la expresion de NF-kB,
inmunohistoquimicamente en el cartilago articular, hecho
ya observado por otros autores anteriormente. Se inicié
un modelo experimental mediante cultivo de condrocitos
de la superficie articular proximal de Ilas tibias
procedentes de pacientes con artrosis de rodilla que son
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sometidos a una artroplastia total de rodilla, con el
objetivo de determinar y cuantificar los niveles de NF-xB
en los condrocitos cultivados.

La determinacion y cuantificacion de los niveles de NF-xB
en el condrocito normal, obtenido del cartilago de
pacientes con osteoartrosis de rodilla mediante la
extraccidn de proteinas y analisis mediante Western-Blot
nos muestra un valor de 1,00 medido en 24,

Se realizdé en este modelo experimental, una activacion
del condrocito con IL-1p obteniendo una determinacion de
1,17 22 Pero lo verdaderamente llamativo ocurre
cuando posteriormente a la estimulacion con IL-1pB, al
inhibir el condrocito con Parthenolide PARTS25-IL-18, los
niveles de NF-kB aumentan considerablemente hasta
valores de 115,66 2,

Quizas este inexplicable aumento a pesar de inhibir el
condrocito, tenga relacion con el desconocimiento que se
tiene a dia de hoy sobre los mecanismos moleculares
exactos por los que el Parthenolide participa en la
actividad antiinflamatoria. Si bien es cierto que se cree
que actua uniéndose a IKKL, sustituyendo al aminoacido
C179A y suprimiendo por tanto la actividad inhibitoria de
IKKL, este mecanismo todavia no ha podido ser
demostrado.

Por su parte, la determinacion y cuantificacion de las
proteinas NF-kB-p65 y la NF-kB-p-p65, ponen de
manifiesto que tras la estimulacién con IL-1 aumenta de
forma considerable la expresion de NF-kB-p65, sin
embargo el aumento de la forma fosforilada NF-kB-p-p65
es muy discreto, por lo que al realizar el ratio entre ambas
expresiones (proteina NF-kB-p65 y la NF-kB-p-p65) no se
observo el aumento de la proteina fosforilada y por tanto
podemos afirmar que no hay activacion de la misma en
estas células.
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De la misma manera, tras la aplicaciéon de Parthenolide,
no se obtiene la respuesta esperada, ya que los niveles
de NF-xB-p65 y de NF-xB-p-p65 son similares a los
obtenidos tras la estimulacién con IL-13, y no menores
como cabria esperar.

Asi, podemos concluir que los datos obtenidos apoyan la
idea de que el aumento de NF-xB podria estar
relacionado con un aumento del NF-kB acumulado a nivel
citoplasmico. El Parthenolide, por su parte actuaria como
un inhibidor de IKK, activador de la fosforilacion vy
disociacion de NF-kB. Ello condicionaria el acumulo a
nivel citoplasmico (aumento de NF-kB-p65 similar a la
estimulacién con IL-1B), pero también su no activacion
(valores de NF-kB-p-p65 similares a la estimulacion con
IL-1B).

Asi, se produce un aumento considerable de NF-«xB, éste
se encuentra en estado inactivo en el citoplasma y no
actua sobre el ADN del nucleo.
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mRNA-NF-xB EN LA ARTROSIS

El ARN mensajero (ARNm o mRNA, este ultimo de su
nombre en inglés) es el acido ribonucleico que contiene la
informacion genética procedente del ADN del nucleo
celular y la transmite a un ribosoma en el citoplasma, lo
que determina el orden en que se uniran los aminoacidos
de una proteina y actua como plantilla o patron para la
sintesis de dicha proteina. Se trata de un acido nucleico
monocatenario, al contrario del ADN.

La determinacion de mRNA-NF-xB en el condrocito
control de nuestra ser muestra unos valores de 12", En
cuanto a la expresién del mMRNA-NF-kB en los condrocitos
estimulados con IL-1B se pudo constatar un aumento en
la expresion de este mMRNA-NF-«B con respecto al control
cuando las células estan inducidas por IL-1B3, obteniendo
unos valores de 1,16 244t

Por su parte, se aprecia una mayor expresion del mRNA-
NF-kB en las células con estimulacion con IL-1B y a la vez
inhibidas con Parthenolide en relacion a las células control
y aquellas que solo fueron estimuladas con IL-18,
obteniendo unos valores de 4 274,
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miR-34a EN LA ARTROSIS

La expresidn génica es regulada por diferentes
mecanismos que permiten o impiden su transcripcion vy,
en ultima instancia, su funcion a través de la proteina que
codifican. Uno de los mecanismos de regulacién mas
recientemente estudiado es el ejercido por los miARN.

Un micro RNA es un ARN monocatenario, de una longitud
de entre 21 y 25 nucleédtidos de longitud, y que tiene la
capacidad de regular la expresion de otros genes
mediante diversos procesos.

Los miRNA son moléculas de ARN transcritas a partir de
genes de ADN, pero estas moléculas no son traducidas a
proteinas. La funcion de los miRNA, por tanto esta
relacionada con la regulacion de la expresion génica, por
lo que cualquier disrregulacion de los miRNA podria
conllevar grandes problemas de regulacion en la funcién
celular, dado que los mMIARN actian a modo de
silenciadores génicos reprimiendo la traduccion del ARN
mensajero o induciendo su degradacion, o bien son
activadoras de la funcion celular, siendo capaces de
modular la actividad sefalizadora de wuna via de
transduccion de sefales celulares.

El papel de los microRNA en el desarrollo de numerosas
patologias ha centrado la atencién de la comunidad
médica en los ultimos afos. Recientemente, han
aumentado las publicaciones en las que se estudia el
posible papel etiopatogénico de los miRNA en numerosas
enfermedades.

Desde el descubrimiento del primero, se han ido
identificando numerosos miRNA, de tal forma que
actualmente se encuentran registrados cerca de 500
miRNA maduros. De la misma forma, han ido aumentado
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los estudios en los que se estudia la implicacion de los
miRNA en diversas patologias.

Son numerosas las patologias en las que se estudia la
implicacion de diversos miRNAs, como por ejemplo
enfermedades neoplasicas como el cancer de colon,
cancer de pancreas, el glioblastoma o el linfoma de
Hodking. De igual modo también se relacionan con
patologias neurolégicas como la enfermedad de
Hutchington.

Pero una de Ilas asociaciones mas firmemente
establecidas sin lugar a dudas, es la implicacion de los
miRNAs en patologias inflamatorias, como la artritis
reumatoide o la osteoartrosis.

En este trabajo nos centramos en el analisis de este
ultimo tipo de patologias, especialmente de |la
osteoartrosis. Como menciona Tornero-Esteban et al®®,
recientemente, y debido al interés creciente en el estudio
de los mIARN en relacion con la regulacion de la
diferenciacion tisular, se han identificado varios miARN
cuya expresion se encuentra aumentada durante la
diferenciacibon de MSC a distintos fenotipos
mesenquimales. Asi, miR-26b y miR-337 regularian la
diferenciacion  adipocitica 'y la  condrogénesis,
respectivamente. También se han identificado varios
miARN que actuarian regulando Ila diferenciacion
osteogénica, entre ellos, miR-125b y miR-196a.

Por su parte, Silvia Diaz Prado et* al identifican 7
miRNAs que se expresan de forma distinta en pacientes
con y sin osteoartrosis, tras realizar un estudio de
caracterizacion de los perfiles de expresion de microRNA
en los condorcitos de los pacientes con osteoartrosis.

Por otra parte, Tracey E. et® al estudian la expresion y
funcién del miRNA-455 en el proceso de condrogénesis
de los pacientes con osteoartritis.
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No obstante, uno de los miRNAs mas estudiados ha sido
el miRNA 146, especialmente en relacién con la artritis
reumatoide. Autores como Takuya Niimoto at al®,
Tomoyuki Nakasa®® o Jing Li¥ realizan estudios de
expresion de miRNA-146 en pacientes con artritis
reumatoide.

Asi, Tomoyuki et al®®, demuestran que el miR-146 esta
expresado en el tejido tisular de los pacientes con artritis
reumatoide, y que esta expresion esta inducida por la
estimulacién con IL-1B y el factor TNF-a.

De igual modo, Jing li et al®’, demuestra que el miR-146a
induce la formacién de factores de crecimiento endotelial
y la apoptosis de los condrocitos, todo ello tras la
activacion del condrocito con IL-1p.

Otro de los miRNA relacionados con patologias articulares
es el miRNA 34a, sobre el que se centra nuestro trabajo,
especialmente en su implicacion con la osteoartrosis.

Los estudios realizados sobre el miRNA 34a, se han
realizado con modelos experimentales utilizando
condrocitos de ratas, sin embargo, en este trabajo el
modelo experimental se ha realizado utilizando
condrocitos humanos procedentes de pacientes con
artrosis de rodilla.

Como ya se menciono en la introduccion, los estudios de
Fabienne Niederer et al.*” demostraron que los pre-miR-
34a tiene un papel importante en el proceso pro-
apoptoico, a través de la modulacidon de una proteina
inhibidora de la apoptosis denominada XIAP. Asi,
demostraron que cuando disminuye la modulacion de los
pre-miR-34a en los fibroblastos sinoviales de los/as
pacientes con artritis reumatoide, se evita el bloqueo de
expresion de XIAP, lo que contribuye de forma importante
a la resistencia de las células a la apoptosis.
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Por otra parte, Mohamed M. Abouheif investigd la
expresion de miR-34a en el cartilago articular y
confirmaron que la expresion de los mismos tiende a
incrementarse al mismo tiempo que aumenta la
degradacion del cartilago. Sus estudios demostraron que
la expresion de los miRNA-34a esta inducida por IL-1 en
los condrocitos y que silenciar dicho miR-34a puede
prevenir la apoptosis en los condrocitos*®.

Otros autores como Dongkyum et al.** demostraron que el
miRNA-34a es una llave moduladora en la dinamica del
citoesqueleto a través de su interaccion entre Roa/Rac1
durante la condrogénesis, modulando negativamente la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, que es uno de
los procesos esenciales en la maduraciéon del condrocito.

En el presente estudio, se realiza la determinacion vy
cuantificacion de miRNA 34a de los condrocitos obtenidos
del cartilago de pacientes con artrosis de rodilla en
situacion basal, tras ser estimulados con IL-1B vy
posteriormente inhibidos con Parthenolide PARTS25-IL-
1B, observando su relacion con NF-kB como medidor del
proceso inflamatorio.

Tras realizar el cultivo de condrocitos, en primer lugar se
determina y cuantifica la expresién de los niveles de
miRNA34a en el condrocito normal, mediante PCR.
Obtenemos un valor de 1,00 medido en 274",

En cuanto a la expresion del microRNA miR-34a en los
condrocitos estimulados con IL-1B se pudo constatar un
aumento en la expresion de este miRNA con respecto al
control cuando las células estan inducidas por IL-1f,
obteniendo unos valores de 1,24 244",
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Por su parte, se aprecia una menor expresion del miRNA
en las células con estimulaciéon con IL-1B y a la vez
inhibidas con Parthenolide en relacion a las células control
y aquellas que solo fueron estimuladas con IL-18,
obteniendo unos valores de 0,63 2724,

Control IL-1B PARTS25-IL-
1B
NF-«xB 1 1,17 115,6
MRNA- NF-xB | 1 1,16 4
miR-34a 1 1,24 0,63

Tabla 13. Determinaciones de NF-kB, mRNA- NF«xB y miR-34a
medido en 22,

Dado que los microARN actuan regulando la expresion
geénica es logico pensar que una reduccion en los niveles
de expresion de miR-34a constituye posiblemente un
factor beneficioso para evitar la degeneracion de los
tejidos articulares. Ello hace suponer que microRNA-34a
actia como un modulador positivo del gen NF-kB,
expresandose para activar NF-xB y silenciandose con el
aumento citoplasmico de NF-xB-p65.

Es dificil explicar la relacion entre miR-34a con IL-18 o
con los mecanismos de inhibicion producidos por el
Parthenolide. Por tanto, se hace necesario llevar a cabo
mas investigaciones que permitan entender y definir mejor
el papel de miR-34a sobre el control de los mecanismos
implicados en el desarrollo de la osteoartritis. Este
conocimiento puede también contribuir al desarrollo de
futuros enfoques terapéuticos.
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MCP-1 EN LA ARTROSIS

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-
1/CCL2) es una quimioquina cuya principal funcién
conocida es la de regular la migracion de monocitos,
linfocitos T de memoria y células Natural killer (NK), hacia
la zona lesionada, participando por lo tanto en los
procesos de inflamacion.

Su gen se localiza en el cromosoma 17 y la proteina esta
formada por 76 aminoacidos, con un peso molecular de
13 KDa*.

Son numerosas las enfermedades y patologias en las que
se ha documentado la participacién de MCP-1, como la
esclerosis multiple (Tanuma 2006), asma alérgica (lp
2006), nefropatia (Granata 2006), artritis reumatoide
(Rantapaa-Dahlqvist 2007) o tumores neurovasculares
(Wang 2006). Asi, autores como Sara Cuesta et al®
mencionan a IL-13, NF-xB y a MCP-1 en el mismo
trabajo, afirmando que sus niveles de expresidn
disminuyen tras el tratamiento con melatonina en el
higado de ratones.

Del mismo modo, Wendy L. Thompson et al®
demostraron que la via de sefalizacion de NF-kB es muy
importante para estimular la produccion de las citoquinas.

En este sentido podemos afirmar que nuestro trabajo
ayuda a corroborar esta afirmacion pues la estimulacién
de condrocitos humanos con IL-1B origina un importante
aumento de MCP-1, cuando NF-xB aparece activado en
forma de NF-kB-p-p65, mientras que la inhibicion del
condrocito con Parthenolide origina un marcado descenso
del mismo, aunque los valores de NF-kB-p65 sean
elevados. Esto apoya la idea de que es necesaria la
activacion de NF-kB para inducir la expresion de MCP-1.
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Por otra parte, apoya la idea de que el Parthenolide actua
a nivel de la activacion de NF-xB, impidiendo su
fosforilacion.

Igualmente apoya la idea de que miRNA-34a, reduce su
expresion ante estimulos citoplasmicos de NF-«B-p65 no
activado, no interviniendo en su via de activacion.

Satish L. et al®' mencionan que cualquier intento de
reducir la produccion de CCL2 o reducir su expresion para
lograr beneficios en cualquiera de las patologias
mencionadas anteriormente debe estudiarse con cautela
dado el rol que presenta en el mantenimiento de la salud.
No podemos olvidar por ejemplo, que el reclutamiento de
monocitos y macrofagos en cualquier o6rgano en
respuesta a la inflamacion es una respuesta vital para
eliminar los patégenos mediante la fagocitosis.

Asi, descubrir algun farmaco que bloqueara algunos de
los receptores dis-regulados de quimioquinas, podria
demostrarse como muy efectivo siempre que permitieran
la expresion normal de CCL2. Algunas citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1[3, IL-6 podrian tener un
rol muy importante en el inicio de este proceso.
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REPRODUCTIBILIDAD Y LIMITACIONES
DEL ESTUDIO

El presente trabajo trata de estudiar y analizar de manera
sencilla el comportamiento del condrocito en las rodillas
de los pacientes afectos de una osteoartrosis.

La obtencidon de las muestras no representa gran
dificultad para un servicio de Traumatologia donde la
implantacion de artroplastias primarias de rodilla se
realiza de manera habitual. Tras el procesado de las
mismas se realizaron las diferentes técnicas indicadas
muchas de ellas facilmente reproducibles en cualquier
servicio de Anatomia Patoldgica.

Probablemente la mayor dificultad del presente trabajo
esté en la realizacion y posterior analisis del cultivo de
condrocitos. Para la realizacion del cultivo, se realizé en
primer lugar el aislamiento de los mismos por digestion
enzimatica.

Una vez realizado el cultivo, en este trabajo se ha tratado
de reproducir las condiciones en las que se encuentran
los condrocitos de las rodillas artrésicas, para lo cual se
ha estimulado el condrocito con II-1 B3, lo que origina la
estimulacién del mismo y un aumento en la produccién de
NF-xB. De la misma forma, tras la estimulacion del
condrocito se utilizdé la Parthenolide para inhibir el NF-kB.
Posteriormente se procede a la extraccidon de proteinas y
analisis mediante la técnica de Western-Blot.

Realizando los dos procesos de estimulacion e inhibicidon
de la produccion de NF-«xB en el citoplasma del
condrocito, procedimos posteriormente a determinar el
comportamiento de miRNA 34a con técnicas de biologia
molecular (PCR) y la deteccion de citoquinas inflamatorias
mediante la técnica ELISA.
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Asi pues, para el presente estudio hemos utilizado
técnicas habituales que hacen que el método sea sencillo
y facilmente reproducible. Probablemente la mayor
limitacion de este procedimiento sea el coste econémico y
el tiempo que se emplea en la elaboracion y preparacion
de la muestra. Igualmente es necesario la obtencion de
los diferentes Kits de trabajo, tinciones, anticuerpos etc...
ademas de disponer de la posibilidad de realizar técnicas
de ELISA, WESTERN-BLOT o PCR.

Otra limitacidn que nos encontramos, es determinar el
tiempo adecuado para la elaboraciéon del cultivo de
condrocitos. En este trabajo hemos empleado 48 horas en
la elaboracion del mismo, pero cabe plantearse lo que
ocurriria si aumentaramos el tiempo de elaboracion a 72
horas y como afectaria este incremento del tiempo
empleado en la preparacion del cultivo a los resultados.

En el momento actual estamos muy alejados de poder
utilizar este procedimiento de estudio en la practica
clinica. No podemos olvidar que trabajamos con muestras
de pacientes a los que ya se les ha intervenido de proétesis
de rodilla, es decir pacientes que a priori ya no se van a
beneficiar de ningun tratamiento. Ademas, la mayor parte
de los pacientes que presentan artrosis de rodilla son
pacientes de edad avanzada, lo cual limita los resultados
a la hora de extrapolarlos a la poblacién mas joven.

Pero probablemente, hoy en dia la limitacion mas
importante de este trabajo sea determinar a que nivel hay
que actuar en la cadena de acontecimientos que se
producen en el condrocito en el desarrollo de la artrosis.

Por un lado, de los estudios mencionados se desprende la
importancia y el atractivo objetivo que supone actuar
sobre el NF-xB para el tratamiento de determinadas
enfermedades inflamatorias como la osteoartrosis o la
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artritis reumatoide. Pero las dudas en relacion a los
efectos sistémicos y al bloqueo indiscriminado de sus
numerosos efectos beneficiosos, asi como las dificultades
técnicas para poder usarlo a través de la terapia génica,
hacen que todavia se tenga que esperar para poder
usarlo con fines terapéuticos.

Por otro lado, dado que los microARN actuan regulando la
expresion génica, es légico pensar que una reduccion en
los niveles de expresion de miR-34a constituye
posiblemente un factor beneficioso para evitar a
degeneracion de los tejidos articulares, si bien todavia no
esta claro como disminuir estos niveles en pacientes
Vivos.

No obstante, el presente trabajo establece un modelo util
para conocer el comportamiento celular y los mecanismos
moleculares y las vias de sefializacion involucrados en el
desarrollo de la artrosis de rodilla, con la finalidad de
conocer factores que permitan prevenir o mejorar el
tratamiento de esta patologia tan frecuente en la
poblacion  general, reduciendo las indicaciones
quirurgicas.

Por otro lado, podemos afirmar que el conocimiento que
se ha ido adquiriendo de las funciones de MCP-1 podria
servir como base para encontrar nuevas estrategias para
controlar los efectos no deseados de la inflamacion
cronica sin comprometer sus efectos beneficiosos.

Finalmente, esclarecer el mecanismo molecular y el lugar
exacto de accion del Parthenolide, cuya accion
antiinflamatoria es evidente, puede permitir disminuir la
inflamacion y abrir nuevas vias en el tratamiento de los
procesos inflamatorios que afecten a la rodilla.
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presente estudio se extraen las siguientes

conclusiones:

1.

La osteoartritis de rodilla es una enfermedad
articular degenerativa con importante componente
inflamatorio que afecta a pacientes de edad
avanzada. Presenta una mayor prevalencia en
mujeres y el antecedente de una cirugia previa
aumenta el riesgo de padecerla. Un hecho
importante en esta enfermedad es la existencia de
una importante disociacion clinico-radiolégica, que
en ocasiones plantea dudas terapéuticas.

En los cambios histolégicos obtenidos, se observa
una buena correlacion de las lesiones observadas
con la clinica, asi como una alteracion de la
estructura definida por procesos de fibrilacion,
fractura y ulceracibn o erosion del cartilago
articular. De la misma forma se observa una fuerte
expresion de NF-kB en los condrocitos del cartilago
articular lesionado.

El cultivo de condrocitos humanos es un método
efectivo que permite generar modelos
experimentales para el analisis molecular vy
genético de la funcion celular. Permite determinar y
cuantificar NF-xB, la extracciéon de proteinas y su
analisis mediante Western Blot. De la misma forma,
es posible determinar y cuantificar mMRNA-NF-«B y
miR-34a mediante técnicas de biologia molecular
(PCR) vy las citoquinas inflamatorias MCP-1 con la
técnica ELISA.

La determinacion y cuantificacion de las proteinas
NF-kB-p65 y NF-kB-p-p65, ponen de manifiesto
que tras la estimulacion con IL-13, aumenta de
forma considerable la expresion de ambas. Sin
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embargo, la inhibicién con Parthenolide produce un
aumento de NF-xB-p65, pero una reduccion de NF-
kB-p-p65, lo que apoya la idea de que el
Parthenolide actua inhibiendo la via de fosforilacion
y disociacién de NF-kB, condicionando el acumulo
de éste a nivel citoplasmico, pero también su
inactivacion.

. El analisis de la expresion del mRNA-NF-«kB,
constata un aumento en su expresion cuando las
células estan inducidas por IL-1B, pero sin
embargo, se aprecia una mayor expresion del
MRNA-NF-kB en las células que son estimuladas
con IL-1B y a la vez inhibidas con Parthenolide en
relacion a las células control y aquellas que solo
fueron estimuladas con IL-1B, apoyando la
hipétesis de que el Parthenolide actua a nivel de la
via de activacion de NF-«B.

. La determinacion y cuantificacion de MCP-1
mediante ELISA muestra un importante aumento
de MCP-1 tras la estimulacién con IL-1p, mientras
que la inhibicion con Parthenolide origina un
marcado descenso del mismo, estableciéndose
una relacion directa entre los valores de activacion
de NF-xB (NF-xB-p-p65) y la expresion de MCP-1,
apoyando la idea de una accién inhibitoria de
Parthenolide sobre la fosforilacion de NF-«xB, y la
implicacién de ambos en la inflamacién que ocurre
en la artrosis.

. Se observa un aumento en la expresién de miR-
34a cuando las células estan inducidas por IL-1p,
mientras que se observa una menor expresion de
este miR-34a en las células estimuladas con IL-13
y a la vez inhibidas con Parthenolide.
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Ello hace suponer que actua como un modulador
positivo de la expresion del gen NF-kB,
expresandose para activar NF-kB tras el estimulo
por IL-1B y silenciandose con el aumento
citoplasmico de NF-xB-p65.

No se ha observado una accion directa de miRNA-
34a sobre los procesos de activacion/fosforilacion
de NF-xB, siendo éste un punto de interés para
futuros estudios.

10.De esta forma, el miR-34a se convierte en una

11.

futura diana terapéutica a seguir analizando. Su
determinacion futura en liquido sinovial y sangre
periférica, podra relacionarse con una mayor o
menor activacion de la via de sefalizacion de NF-
kB 'y con una activacion del proceso
inflamatorio/degenerativo de la artrosis.

Hoy en dia son necesarios mas estudios en
relacion a los efectos sistémicos y al bloqueo de los
efectos beneficiosos de NF-xB, al igual que
esclarecer el mecanismo  molecular del
Parthenolide como inhibidor del mismo, para abrir
nuevas vias en el tratamiento de los procesos
inflamatorios de la rodilla.
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FE DE ERRATAS

1. Pagina 104

El estudio histopatolégico se realizé sobre un total
de 24 piezas quirdrgicas de tibia proximal
obtenidas tras la realizacion de una osteotomia
tibial en los pacientes sometidos a una artroplastia
total de rodilla.

Se realizé un analisis de las diferentes areas de la
superficie articular de cada una de las 24 muestras
quirargicas, es decir, analizando la meseta tibial
medial y la meseta tibial lateral de cada una de las
muestras

2. Pagina 117
El estudio con Western-Blot en NF-xB, muestra
que en el cultivo de condrocitos utilizado como
control, se aprecia como la expresion de la proteina
NF-kB-p65 es de aproximadamente 0,50 pixeles,
mientras que la expresion de la proteina NF-kB-p-
p65 es aproximadamente la mitad, con valores
alrededor de 0,20 pixeles y observables en la
membrana de nitrocelulosa con una densidad baja
(Figura 33).

3. Pagina 137
Suprimida la primera frase.

4. Pagina 155

La determinacion y cuantificacion de los niveles de
MRNA de NF-xB en el condrocito normal, obtenido
del cartilago de pacientes con osteoartrosis de rodilla
mediante el analisis con PCR nos muestra un
valor de 1,00 2+,

Se realizd en este modelo experimental, una
activacion del condrocito con IL-13 obteniendo una
determinacion de 1,16 2. Pero lo verdaderamente
llamativo ocurre cuando posteriormente a la
estimulacién con IL-1f, al inhibir el condrocito con
Parthenolide PART25-IL-1B, los niveles de mRNA
de NF-xB aumentan considerablemente hasta
valores de 4 2%,
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5. Pagina 162
La tabla 13 queda de la siguiente manera:

Control IL-18 PART25-IL-18
mRNA- NF«B | 1 1,16 4
miR-34a 1 1,24 0,63

Tabla 13. Determinaciones de NF-kB, mRNA- NF-xB y miR-34a

medido en 2%,
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