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CAPITULO |

RESUMEN

Arturo Alejandro Wong Maldonado Fecha de Graduacién: Diciembre, 2020
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn

Servicio de Ortopedia y Traumatologia, Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”

Titulo de la Tesis: Evaluacion del efecto condroprotector del tratamiento con
plasmarico en plaguetas y reina en condrocitos humanos.

Numero de péaginas: 79

Area de Estudio: Ciencias de la Salud.

Introduccién. La osteoartrosis (OA) es una enfermedad crénico-degenerativa de origen
multifactorial prevalente en el mundo que causa dolor, rigidez y limitacién del movimiento,
por lo cual se han propuesto diversos tratamientos alternativos Objetivo. Investigar y
comparar el efecto antiinflamatorio de la terapia combinada de plasma rico en plaquetas y
reina para el tratamiento de la OA de rodilla en un modelo in vitro. Material y Métodos. Se
recuperé el tejido articular proveniente de los céndilos femorales y capsula sinovial de 20
pacientes de donde se obtuvieron condrocitos y posteriormente se generaron 5 grupos
experimentales: control (medio basal), IL-1B (medio basal + IL-13), PRP (+ IL-1B), Reina (+
IL-1B) y Reina + PRP (IL-18). De cada grupo se obtuvieron muestras a las 0, 24 y 48 horas
y se midio la produccién de Oxido nitrico, Factor de necrosis tumoral y ensayos de migracion
y expresion génica. Resultados. Se determind la solubilidad de la reina en 1.8mg/mL, el
numero de células en 50,000 condrocitos y una concentracién de reina de 50 mg/L, la

produccion de 6xido nitrico y factor de necrosis tumoral alfa no tuvieron una reduccién



significativa con respecto al resto de los tratamientos (p<0.05) la produccién génica
mantuvo el mismo patrén en los resultados con una respuesta parcial en la terapia
combinada y en los ensayos de migracion (p<0.05). Conclusiones. El tratamiento de la
osteoartrosis con la terapia combinada Plasma Rico en Plaguetas y reina puede ser una
opcidn terapéutica que puede ayudar para contrarrestar el catabolismo producido por el

estado inflamatorio en la OA de rodilla de una forma parcial.

Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos

Director de Tesis



CAPITULO Il

2. INTRODUCCION.

La osteoartrosis (OA) es una enfermedad cronico-degenerativa de origen
multifactorial. (1)(2) Ademas de ser una causa importante de discapacidad y mala
calidad de vida en la poblacién adulta. (3) Se estima que en el 9.6% de los hombres
y en 18% de las mujeres mayores de 60 afios presentan sintomas de esta
enfermedad. (4) Esta enfermedad se caracteriza por una pérdida del cartilago
articular, inflamacion de la sinovial y cambios degenerativos en el hueso periarticular
como lo es la formacion de osteofitos y esclerosis subcondral. (5) Sus
manifestaciones principales son la rigidez, limitacion de movimiento, edema y dolor
debido a la degeneracion del cartilago articular. El tratamiento usualmente incluye
la administracion de analgésicos no esteroideos, corticoesteroides y analgésicos
como el tramadol/paracetamol. (6)(7) Estas terapias tienen diversos efectos
adversos y poco beneficio al paciente, por lo cual en los dltimos afios se han
utilizado nuevas terapias como el uso de diacereina. La diacereina es considerada
un farmaco modificador de la enfermedad (FARME), (8) esta pertenece a la familia
de las antraguinonas y se ha observado que evita la progresion de la enfermedad
utiizando su metabolito activo reina que actia inhibiendo la accién de la
interleucina 1B (IL-1B), la cual es una citocina proinflamatoria involucrada en la
destruccion de la matriz cartilaginosa. (9) Ademas, inhibe la formacién de

metaloproteinasas las cuales degradan la matriz cartilaginosa. Otra opcién de



tratamiento es el uso de Plasma rico en plaquetas (PRP) que es una terapia
autologa que esta compuesta de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante- (TGF B), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y factor de crecimiento vascular endotelial (VEFG) por lo cual se ha utilizado
en campo de la traumatologia como reparador tisular en la osteoartrosis. Por lo cual
nosotros proponemos el uso de la reina mas PRP in vitro para evaluar la efectividad

en la limitacion y progresion de esta enfermedad. (10)

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Osteoartrosis

2.1.1.1. Definicién

La osteoartrosis es una patologia cronico degenerativa la cual fue definida por el
subcomité de osteoartritis del comité de criterios diagndsticos y terapéuticos del
colegio americano de reumatologia como un grupo heterogéneo de condiciones que
llevan a sintomas y signos articulares los cuales estan asociados con un defecto en
la integridad del cartilago articular en relacion a cambios en el hueso subcondral y
margenes articulares que tienen como resultado una falla mecanica, estructural y

funcional de las articulaciones. (11)

Otra definicién aceptada es que es una condicion patoldgica caracterizada por areas

focales de pérdida del cartilago articular dentro de las articulaciones sinoviales



asociada a formacion de osteofitos y esclerosis del hueso subcondral ademas de
engrosamiento de la capsula articular (12) que tiene como consecuencia una falla
en la articulacion causando dolor, rigidez, limitacion funcional y por lo tanto una

disminucién en la calidad de vida. (13)

2.1.1.2. Epidemiologia

La osteoartrosis es una de las enfermedades mas prevalentes en el mundo la cual
causa un fuerte impacto en la salud de la poblacién y en los costos de su manejo.

(14) (15) (16)

Es la causa mas comun de enfermedad articular degenerativa afectando al 25% de

la poblacion mundial mayor a 18 afos. (17)

De hecho, se estima que el riesgo de presentar osteoartrosis a lo largo de la vida
es de 40% en hombres y 47% en mujeres, aumentando estas cifras en caso de

presentar obesidad. (18)

La prevalencia de esta enfermedad depende en gran medida de la regidén geografica

debido a las diferencias en la genética, ambiente, demografia y estilo de vida(19)

En lo que respecta a Estados Unidos aproximadamente 27 millones de adultos
arriba de los 25 afios de edad tienen el diagndéstico de osteoartrosis en cualquier

articulacion, cifra que superé los 21 millones estimados en 1995. (15)

De hecho, en México se ha reconocido como una de las principales causas de

morbilidad en personas mayores de 60 afos. La Encuesta Nacional de Salud Il la



ubicé como la segunda causa de morbilidad con 14% en personas mayores de 60

afos. (20)

En la actualidad se ha estimado que la prevalencia de osteoartritis en México es de
10.5% (IC95% 10.1 a 10.9), es mas frecuente en las mujeres (11.7%) que en los
hombres (8.7%), aunque varia enormemente en las diferentes regiones del pais; en
Chihuahua la prevalencia es de 20.5%, en Nuevo Ledn de 16.3%, en la Ciudad de

México de 12.8%, en Yucatan de 6.7% y en Sinaloa de 2.5% (p < 0.01). (21)

Esté alta prevalencia en México y en el mundo ha considerado a la osteoartritis
como un problema de salud publica teniendo un impacto importante en la situacion
econOmica de los paises ya que el costo del tratamiento representa 0,25y el 0,50%

del producto interno bruto de cualquier pais del mundo. (22)

Solo en Estados Unidos la estimacion anual promedio de costos directos en la
atencién por paciente con osteoartrosis de rodilla es de $1,442 a $21,335 doblares y

costos indirectos de $238 a $29,93 ddlares. (23)

Y conforme aumenta la esperanza de vida se vuelve mas prevalente causando una
perdida aproximada de 2.3 afios de vida saludable (24) esto repercute en los costos
de atencién primaria ya que en México ocupa uno de los primeros 4 lugares en
demanda de atencion en pacientes mayores a 60 afios y representa el mismo nivel

en cuanto a costos. (20)

La distribucion anatomica de la osteoartrosis afecta principalmente a la region
inferior: siendo la rodilla el sitio mas comun afectando a 12.4 millones (33.6%) de

adultos mayores de 65 afios. (25) Y presenta un riesgo estimado de 40% en



hombres y 47% en mujeres incrementando el riesgo en caso de presentar obesidad
(26) (27) de hecho los ultimos 20 afios ha tenido un incremento notable respecto al

estudio Framingham. (27)

La Organizacion Mundial de la Salud estima que para el afio 2050, 130 millones de
personas padeceran osteoartrosis en todo el mundo y 40 millones quedaran
gravemente discapacitados, destacando la significativa carga social que presentara

esta grave enfermedad.(28)

2.1.1.3 Factores de riesgo

En la literatura se han descrito ciertos factores de riesgo para el desarrollo de la
osteoartrosis los cuales de forma directa e indirecta contribuyen a desarrollar esta

patologia, entre los mas importantes se encuentran:

Vulnerabilidades intrinsecas
de la articulacion (ambiente

local):

* Dafio previo (desgarro de
Factores A menisca)
sistémicos que » Debilidad muscular
afectan la = Alteracion de forma articular
vulnerabilidad Hars siineacion

* Deficiencias en la propiocepcién

articular:

* Edad

* Género

* Etnia

*  Susceptibilidad
genética

+ Factores
nutricionales Susceptibilidad a

0A

Factores de
carga actuando
en las

4 articulaciones:

Obesidad

+  Actividades
fisicas con riesgo
de lesiones

Osteoartritis o su
progresion

Figura 1. Factores de riesgo de la gonartrosis (29)



2.1.1.3.1 Edad

La edad es uno de los factores determinantes para el desarrollo de la osteoartrosis
(15) (30) (31) debido a que la articulacion se vuelve mas vulnerable eso aunado a
los cambios fisioldgicos que son parte del proceso de envejecimiento como es la
perdida de la capacidad de los condrocitos a responder a los estimulos de los
factores de crecimientos y citocinas por lo que una carga dindmica que de otro modo
conduciria a una sintesis de matriz reparadora en el cartilago no lo hace en las
articulaciones mas longevas. Ademas de otros factores como la perdida de la masa
muscular que trae como consecuencia el mayor tiempo de respuesta para anticipar

la carga transarticular entrante son factores asociados con la edad. (29) (31)

2.1.1.3.2 Género

Es bien sabido que existe una diferencia respecto al género masculino y femenino
para presentar osteoartrosis (32) todo va en base a las diferencias genéticas,
anatomicas y hormonales (33) de hecho se han llegado a formular hipotesis sobre
el inicio de la menopausia y su correlacién con la osteoartrosis, como consecuencia
la disminucién de estrogenos podria jugar un papel importante en el desarrollo de

osteoartrosis. (31)

Por lo tanto, existe evidencia que las mujeres presentan un mayor riesgo de
desarrollar osteoartrosis particularmente después de la edad menopadusica, siendo

mas fuertes estos cambios arriba de los 55 afios. (34) (35)



2.1.1.3.3 Obesidad

La obesidad se ha convertido en un problema mundial que conduce a un exceso de

morbilidad y mortalidad. (31)

Hay considerable evidencia que indica que la obesidad representa uno de los
factores de riesgo mas importantes de OA en articulaciones periféricas como la

rodilla y la cadera. (36)

De hecho, la obesidad es un factor de riesgo clave para la osteoartritis de rodilla,
aumentando el riesgo tres veces, y la evidencia sugiere que la obesidad acelera la

progresion de la osteoartritis de rodilla. (18) (37) (38)

Ademas del aumento de la carga articular que genera el sobrepeso y su
consecuente desgaste, existe otra forma en la que la obesidad contribuye al riesgo
de osteoartrosis y esto es de forma directa en la que el tejido adiposo promueve la
produccion de mediadores inflamatorios responsables del dafio del cartilago. De
hecho, el tejido adiposo, a través de la produccion de adipocinas, moléculas con
actividad similar a las citocinas, desempefia un papel en la patogenia de la OA
independientemente de la sobrecarga a través de la induccion de inflamacion y

aumento del estrés oxidativo. (39) (40)

Dado que la obesidad estd aumentando en prevalencia y también es un factor de
riesgo para el desarrollo de OA, es probable que mas personas se vean afectadas

por la OA de rodilla en el futuro. (31)



2.1.1.3.4 Genética

Aproximadamente el 30% -65% del riesgo de OA esta determinado genéticamente.

(31) (18) (30)

Estudio de gemelos han revelado que la genética, independientemente de los
factores ambientales, produce un efecto del 39% al 65% para la artrosis de rodilla'y

mano y hasta un 60% para la artrosis de cadera. (19) (41)

Una revision reciente de Warner et al. (42) destaco los principales hallazgos de los
estudios de asociacion genética sobre la OA hasta la fecha e informaron que los
estudios de exploracidén asociada a todo el genoma (GWAS) han identificado hasta

ahora 21 loci de susceptibilidad independientes para OA.

2.1.2 Fisiopatologia de la osteoartrosis

La OA se clasifica en dos grupos segun su etiologia: primaria (idiopatica o no
traumatica) y secundaria (generalmente debido a un traumatismo o desalineacién
mecanica). Ademas, la gravedad la enfermedad también se puede clasificar de
acuerdo con los hallazgos radiograficos de Kellgren-Lawrence, (KL) sistema

descrito en 1957. (43)

Respecto a la osteoartrosis primaria antes se creia que era exclusivamente una
enfermedad degenerativa del cartilago, sin embargo, la dltima evidencia ha
demostrado que la OA es una entidad multifactorial, que involucran multiples
factores causales como traumatismos, fuerzas mecanicas, inflamacion, reacciones

bioquimicas y alteraciones metabdlicas. (44)



Respecto al cartilago articular los condrocitos normalmente responden a
estimulacion mecanica y a través los factores mencionados previamente se pueden
producir mediadores inflamatorios, similar a una respuesta a las lesiones creando
un ambiente proinflamatorio que participara en la destruccion articular. Ademas, las
células del hueso subcondral responden de manera similar y pueden participar en
la degradacion de la capa profunda del cartilago. Las proteinas de la matriz del
cartilago estadn fragmentadas, estos fragmentos retroalimentan y estimulan una

mayor destruccion de la matriz. (45)

Por otro lado, los cambios relacionados con el envejecimiento en los condrocitos,
es decir, acumulacion de productos finales de glicacion avanzada hacen que el
cartilago se vuelva mas fragil y aumenta la produccion de citocinas y quimiocinas
por condrocitos envejecidos. Por tanto, el avance de la edad también se presenta

como un riesgo importante en el desarrollo de la OA. (44)

Otro factor importante es la sinovitis (infiltracion de células inflamatorias en la
membrana sinovial) es un hallazgo comun de OA y puede estar presente en las
primeras etapas de la enfermedad, pero es mas prevalente hacia las etapas mas

avanzadas y se puede relacionar con su severidad. (46) (47)

También se ha encontrado que el liquido sinovial contiene multiples mediadores
inflamatorios que incluyen proteinas plasmaticas (Proteina C reactiva, propuesta
como marcador para el desarrollo y progresion de OA), prostaglandinas (PGE2),
leucotrienos. (LKB4), citocinas (TNF, IL18, IL6, IL15, IL17, IL18, IL21), factores de
crecimiento (TGFB, FGF, VEGF, NGF), o6xido nitrico y componentes

complementarios. A nivel local, todos estos componentes puede inducir



metaloproteinasas de matriz y otras enzimas hidroliticas (incluidas la ciclooxigenasa
2 y la prostaglandina E) resultando en la degradacion del cartilago y destruccion de

colageno.(45) (48) (49)

Actualmente, se ha hecho evidente que los mediadores inflamatorios contribuyen
significativamente al desarrollo y progresion de cambios estructurales en la
articulacion debido a que la induccion de mediadores proinflamatorios en cartilago,
membrana sinovial y hueso subcondral y sus vias de sefalizacion estan
interconectadas y superpuestas. Por lo tanto, sigue siendo controvertido si los
mediadores inflamatorios son reguladores primarios o secundarios en el dafio del

cartilago y el defecto de reparacion en la osteoartrosis. (44)

2.1.3 Diagnéstico de la osteoartrosis

A lo largo del tiempo el diagnéstico de la osteoartrosis se ha realizado de forma
clinica, esto en base a signos y sintomas que presentan los pacientes con este
padecimiento haciendo a un lado los estudios de imagen y laboratorio. (50) (51) (52)

(53)

En CG59 (2008), el GDG considero los siguientes criterios clinicos para representar
el diagnostico de un médico de frente a un paciente con osteoartritis en

articulaciones periféricas:



1.- dolor articular persistente que empeora con el uso.

3.- Edad mayor a 45 afios.

2.- Rigidez matutina que no dura mas de media hora. (54)

2.1.3.1 Sintomas

Los sintomas caracteristicos son el dolor, la rigidez y la restriccion del movimiento.
Estos sintomas tipicamente pueden comenzar en solo una articulacién o en varias

articulaciones en una persona de mediana edad o mayor. (55)

2.1.3.1.1 Dolor

Respecto al dolor por lo general, afecta a una o pocas articulaciones a la vez.
Presenta un inicio insidioso, de progresion lenta durante meses o afios con una
intensidad variable a lo largo del dia y las semanas, puede ser intermitente y
recidivante, incrementado por el uso e impacto articular y se alivia con el reposo.

Importante a destacar que el dolor nocturno puede ocurrir en OA severa. (55)

Tiene 3 etapas: en la primera etapa (temprano)el dolor es agudo predecible,
generalmente provocado por un insulto mecanico que eventualmente limita las
actividades de alto impacto y puede que solo haya un efecto minimo en la funcion.
En la segunda etapa (leve-moderado) el dolor se vuelve una caracteristica mas
regular y comienza a afectar las actividades diarias y puede haber episodios

impredecibles de rigidez. Y por dltimo la tercera etapa (avanzado) donde es un dolor



constante y sordo, puntuado por breves episodios de dolor intenso e impredecible

gue resulta en un dolor funcional severo. (55)

2.1.3.1.2 Rigidez

La rigidez puede considerarse una dificultad o malestar durante el movimiento
causado por una alteracion en la flexibilidad percibida de la articulacién, suele ser
mas evidente durante las mafanas, pero también puede ocurrir mas tarde en el dia,
principalmente después de periodos de inactividad. La rigidez matutina esta
presente tanto en las artritis inflamatorias (p. ej., artritis reumatoide [AR]) y en la OA.
Puede ser considerado un sintoma inflamatorio cuando se prolonga y esta presente
durante al menos 30 minutos antes de percibir mejoria. La rigidez matutina en la OA
suele ser de corta duracion (generalmente unos minutos, pero en general <30
minutos). En pacientes con OA, tanto matutinos como relacionados con la
inactividad la rigidez mejora y se resuelve rapidamente con el uso de las
articulaciones, mientras que el dolor articular empeora posteriormente con el uso

continuo. (55)

2.1.3.1.3 Limitacién del movimiento

La restriccion del movimiento y el deterioro funcional resultante dependen del sitio
y gravedad de la OA. Por ejemplo, la primera articulacion carpometacarpiana
(CMCJ) la OA puede causar dificultad para el agarre, mientras que la OA en rodilla

o en cadera puede afectar la capacidad para levantarse una silla y caminar.



Realmente La restricciébn del movimiento depende de las actividades diarias que

realice el paciente y los requerimientos ocupacionales y/o recreativos. (55)

2.1.3.1.2 Signos

Los signos incluyen crepitacion, deformidad y derrame articular. La crepitacion es
una sensacion o sonido de crujido causado por la friccion entre el cartilago articular
dafiado y el hueso. Puede ser mas evidente al movimiento activo que en el pasivo
durante el examen fisico. La deformidad e inestabilidad son signos marcadores de

dafio al cartilago articular. (55)

2.1.4 Diagnéstico por imagen

2.1.4.1 Radiografias

Aunque el dolor articular es mas comun que la osteoartritis radiogréafica, gran parte

de la osteoartritis radiogréafica se produce en ausencia de sintomas. (54)

Los sintomas y los cambios radiogréaficos no siempre se superponen, la osteoartritis
radiografica es alin mas comun en personas con antecedentes mas prolongados y
sintomas mas persistentes. Existe una asociacién constante en la rodilla, por
ejemplo, entre la gravedad del dolor, la rigidez y la funcion fisica y la presencia de

osteoartritis radiografica. (56) (57) (58)

Tradicionalmente, los cambios estructurales de la OA han sido evaluados con

radiografias. La radiografia se utiliza en la practica clinica para establecer el



diagnostico de OA y para monitorear la progresion de la enfermedad. Las
radiografias muestran caracteristicas 0seas, incluyendo osteofitos marginales,
esclerosis y quistes subcondrales que estan asociados con OA y proporcionan una
estimacion indirecta del grosor del cartilago y la integridad del menisco al permitirla
evaluacion de espacio articular. La evaluacion radiografica de la OA se basa
principalmente en la evaluacion de osteofitos y el estrechamiento del espacio
articular. los osteofitos se desarrollan en una etapa previa al estrechamiento del
espacio articular, y son el criterio radiografico mas ampliamente utilizado para definir
la presencia de OA, mientras que la evaluacion de la gravedad de la OA se basa
principalmente sobre el estrechamiento del espacio articular y anomalias 0seas

subcondrales concomitantes. (59) (11) (43)

La gravedad de la OA radiografica puede ser estimada usando sistemas de
puntuacion. Existen varias clasificaciones que han sido desarrolladas y que
incorporan una serie de caracteristicas como lo es el esquema de clasificacion
Kellgren y Lawrence que es el sistema mas utilizado y actualmente es el estandar

aceptado para el diagnostico de osteoartrosis en radiografias. (43) (60)



Figura 2. Escala Kellgren & Lawrence:

A.- Incipiente formacion de osteofito en el condilo femoral medial.
B.- Osteofito femoral, con leve disminucion del espacio femorotibial.
C.- Osteofito femoral con leve disminucion del espacio femorotibial.
D.- Osteofitos con pérdida del espacio y esclerosis asociada.

2.1.4.2 Resonancia magnética

Durante las ultimas 2 décadas, la resonancia magnética (MRI) se ha establecido
como la modalidad de imagen mas importante en la evaluacién de la patologia

articular en la clinica y entorno a la investigacion. (61)

Esta permite evaluar la articulacibn como un 6rgano completo y proporciona una
imagen mucho mas detallada de los cambios asociados con la osteoartritis (OA) de
lo que es posible con otras técnicas. Estos cambios articulares incluyen: la
integridad del cartilago articular, el hueso subcondral, anomalias metafisarias,
quistes subcondrales, osteofitos centrales y/o marginales, integridad meniscal,
integridad del ligamento cruzado y ligamentos colaterales medial y lateral, sinovitis,
derrame articular, cuerpos libres intraarticulares, quistes subcondrales y bursitis.

(62) (61)



Por lo cual hoy en dia, la resonancia magnética se ha vuelto imprescindible para
evaluar la incidencia y progresion de la enfermedad, y se han desarrollo multiples

escalas para graduar la severidad de esta enfermedad. (63)

2.1.5 Tratamiento

Las metas primarias del tratamiento de la OA son el alivio del dolor, la mejoria de la
funcion y disminucién de la velocidad de progresion del dafio articular por lo cual se
han desarrollado multiples modalidades de tratamiento tanto farmacolégicas como
no farmacoldgicas para manejo de esta enfermedad y debido al poco efecto que
tienen estas opciones terapéuticas de forma aislada se han tenido que combinar

para tener un mejor control de la osteoartrosis. (64) (65)

2.1.5.1 Tratamiento no farmacoldgico

Las intervenciones no farmacoldgicas son la primera linea de tratamiento y deben
de ser considerada antes de pensar en el tratamiento farmacologico y quirurgico.

(64)

Estas intervenciones son: adaptaciones del estilo de vida, control del peso, dieta,
ejercicio, fisioterapia, uso de ortesis, educacién y uso de dispositivos de asistencia

cuando lo sea necesario. (64) (66)

El ejercicio tiene un efecto similar a los anatiinflamatorios no esteroideos (AINES)

respecto al dolor y la funcion. Por lo general, esta indicada una seri de ejercicios



aerdbicos y de fortalecimiento para abordar todo el espectro de discapacidad

asociado con la OA, pero la prescripcion 6ptima debe individualizarse. (7)

La pérdida de al menos el 10 por ciento del peso corporal mediante una combinacion
de dieta y ejercicios se ha asociado con una reduccion del 50 por ciento en las
puntuaciones de dolor en pacientes con sobrepeso / obesidad con OA de rodilla
después de 18 meses. (67) También se puede recomendar la pérdida de peso para
pacientes con OA de cadera, aunque no hay ensayos aleatorizados que evalien su
impacto en los sintomas de OA de cadera (68) y puede ser beneficioso para
pacientes con OA en las manos, en vista de su mayor riesgo en pacientes con mayor

indice de masa corporal. (69)

2.1.5.2 Tratamiento farmacologico

2.1.5.2.1 Paracetamol

El paracetamol es el analgésico oral de primera eleccion, se recomienda como
terapia inicial para el manejo del dolor por OA debido a su efectividad, a través de
la regulacién a la baja de la ciclooxigenasa 3 y su accién inhibitoria sobre los
mecanismos del 6xido nitrico, junto con bajo costo y poca tasa de complicaciones.

(70) (71)

2.1.5.2.2 Antiinflamatorios no esteroideos

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son los farmacos mas
utilizados en el tratamiento de la OA. Sin embargo, se recomienda administrar los

AINE a pacientes que no obtienen un alivio adecuado del dolor con paracetamol.



(71)(72) La mayoria de los AINE son no selectivos, es decir son inhibidores de las
ciclooxigenasas COX-1 y COX-2. La COX-1 se expresa constitutivamente en la
mayoria de los tejidos, mientras que la COX-2 es una enzima inducida en la
regulacion de la respuesta inflamatoria. Tanto las enzimas COX-1 como COX-2
utilizan &cido araquiddnico para generar el mismo producto: prostaglandinas,

moléculas mensajeras en el proceso de la inflamacion. (73)

Existen varios grupos de AINEs, los derivados del acido propionico como el
ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno, los derivados del acido acético como la
indometacina y el diclofenaco, los derivados del acido endlico como el piroxicam y

meloxicam, los inhibidores selectivos de la COX-2 como el celecoxib y otros. (73)

No son medicamentos inocuos ya que tienen varios efectos secundarios derivados
de su mecanismo de accién, por ejemplo, la inhibicion de la COX-1 en células
epiteliales gastricas conduce a una baja produccion de prostaglandinas
citoprotectoras, causando lesion a la mucosa gastrica e intestinal, incluyendo
sangrado y ulceracion. Los AINE no selectivos también exponen a los pacientes a
efectos secundarios graves en los sistemas renal y cardiovascular. En
consecuencia, se han desarrollado inhibidores selectivos de la COX-2, que se
pueden prescribir para tratamientos a mas largo plazo, sin embargo, los inhibidores
de la COX-2 conllevan un mayor riesgo cardiovascular al crear un estado
protrombdético, y estan contraindicados en pacientes con isquemia cardiaca y

enfermedad cerebrovascular. (73)

Por este motivo no se recomienda la combinacion de dos AINES ya que no aumenta

los efectos analgésicos, pero si los efectos adversos. (73) (74)



2.1.5.2.3 Terapia intraarticular

2.1.5.2.3.1 Glucocorticoides

La aplicacion intraarticular de corticosteroides fue descrita en 1951, todavia se
consideran un tratamiento costo-efectivo entre los tratamientos de la OA no
invasivos. La justificacion de su uso es su efecto antiinflamatorio a través de una
compleja multiplicidad de acciones, y la concentracion prolongada del
corticosteroide en el liquido sinovial confiere el maximo efecto antiinflamatorio
localmente minimizando al mismo tiempo el riesgo de efectos sistémico. En efecto,
la sinovitis es comun incluso en la OA temprana y esta relacionada con sintomas y
progresion estructural de la enfermedad: las citocinas proinflamatorias, como IL-1y
TNF-aq, facilitan el dano del cartilago mediante la activacion de metaloproteinasas y
la reduccion del liquido sinovial. Esto explica los beneficios a corto plazo de los
corticosteroides, sin embargo, los beneficios a largo plazo no se han confirmado y
el uso repetido es controvertido, ya que pueden facilitar la atrofia tisular, destruccién
articular y degeneracion del cartilago, que es de gran importancia, especialmente
en los primeros afios de OA. Por lo tanto, aunque su uso puede ser mas extenso en
OA severa en personas de edad avanzada, solo se deben considerar los
corticosteroides para la OA temprana como segunda linea de tratamiento cuando

fallan otras medidas conservadoras o farmacolégicas. (70) (75)



2.1.5.2.3.2 Viscosuplementacion

La viscosuplementacion implica el uso de inyecciones intraarticulares de acido
hialurénico, generalmente para el tratamiento de articulaciones osteoartrosicas. El
acido hialuronico es un glucosaminoglicano que proporciona lubricacion articular y
absorbe los impactos que se generan en la rodilla, ademas a nivel celular actia
como estructura de los proteoglucanos en la matriz extracelular (condroitina y

glucosamina). (70)

En rodillas adultas normales, la concentracién de HA varia entre 2.5 a 4.0 mg/ml,
pero en la OA esta concentracion disminuye en un 33-50. Actualmente, hay muchos
viscosuplementos que difieren en peso molecular, método de preparacion,
instrucciones de dosificacion, caracteristicas biologicas y posible resultado clinico,
pero los ensayos clinicos no indican una clara ventaja de un producto sobre otro.(76)
los viscosuplementos de categorizan dependiendo del rango del peso molecular
(PM) que va de 500 a 6.000 kDa. Lo usual es que se dividan en alto y bajo (PM). Se
ha propuesto que HA de PM \ 500 kDa presentan una union débil en los receptores
de superficie de las células, mientras que PM 500-4,000 kDa permite una unién
optima. Por el contrario, los ensayos clinicos no confirman que las diferencias en el
PM tengan algun efecto en la eficacia clinica, (77) (78) y no se ha demostrado que

un mayor PM esté relacionado a una mayor eficacia. (79) (80)



2.1.5.2.4 Farmacos modificadores de la enfermedad

2.1.5.2.4.1 Diacereina

La Diacereina es un farmaco modificador de la enfermedad derivado de las
antraquinonas, el cual ha demostrado gran eficacia y seguridad en el tratamiento de
la osteoartrosis.(81) su metabolito activo es la reina, la cual ejerce su principal
accion inhibiendo la sintesis de interleucina 1B (IL-1B)(82) (83) ademas, interviene
inhibiendo la produccién de 6xido nitrico y metaloproteinasas creando un ambiente
antiinflamatorio, proanabolico y anticatabolico en el cartilago articular y membrana
sinovial(84). Esto lleva a una homeostasis en el cartilago y hueso subcondral,
previniendo la destruccion articular lo que se traduce en una disminucién del dolor
y mejoria de la funcion(85) de hecho ha probado ser efectiva y bien tolerada en el
tratamiento a largo plazo en la osteoartrosis(86) a pesar de su eficacia y seguridad
no esta exenta de efectos secundarios, los mas comunes son gastrointestinales

principalmente diarrea. (87)

2.1.5.2.4.2 Plasma rico en plaguetas

El plasma rico en plaquetas autdlogo es una terapia bioldgica que es el resultado
del centrifugado de la fraccién liquida de la sangre periférica en la cual se obtiene
un alto concentrado plaquetario, el método es simple, de bajo costo y minimamente
invasivo(88), este ha sido utilizado durante mas de 30 afios para diversos
propésitos, de hecho sus primeros reportes datan desde 1980, siendo actualmente

de interés en la medicina regenerativa. (89) Su mecanismo de accidn consiste en



la liberacion de multiples factores de crecimiento altas concentraciones entre los
cuales destacan, factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP) factor de
crecimiento similar a la insulina, Factor de crecimiento Vascular endotelial (FCVE),
factor de crecimiento transformante beta, factor de crecimiento de fibroblastos, entre
otros. Todos estos factores promueven la proteccion y produccion de condrocitos,
especificamente su proliferacion y diferenciacién, ademas de disminuir el proceso
de apoptosis y los efectos catabdlicos de las citocinas proinflamatorias. (90) Todo
lo anterior tiene como resultado mejorar la biomecanica de las articulaciones
disminuyendo el dolor, mejorando la funcién especialmente en pacientes con
osteoartrosis de rodilla en grados leves a moderados. (91) Dentro de los efectos
secundarios reportados en la literatura solo destaca el dolor en el sitio de puncion.

(92)



CAPITULO Il

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto tendra la combinacién de plasma rico en plaquetas y reina en
condrocitos humanos osteoartrésicos cultivados in vitro en un ambiente

inflamatorio?



CAPITULO IV

4. HIPOTESIS

La combinacion de plasma rico en plaquetas y reina en condrocitos humanos
cultivados dentro de un ambiente inflamatorio favorece la respuesta

condroprotectora y anti-inflamatoria.



CAPITULO V

5. OBJETIVO

Investigar la respuesta condroprotectora y anti-inflamatoria de condrocitos

humanos cultivados in vitro en presencia de plasma rico en plaquetas y reina.



CAPITULO VI

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Pacientes y disefio del estudio.

El presente trabajo es un estudio experimental, prospectivo, in vitro, que se llevo
cabo en el Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” de la UANL. Se obtuvieron muestras de cartilago articular
a partir del material biologico de desecho que se generd en las cirugias de
artroplastia total de rodilla. Para el estudio se requirio la obtencion y cultivo de los

tejidos de 9 pacientes, cuyos criterios de inclusion fueron:
1. Mayores de 18 afios
2. Geénero indistinto
3. Diagnostico de OA de rodilla avanzada, que requirieron prétesis total de rodilla
4. Firma de consentimiento informado.
Criterios de exclusion:
1. Pacientes que presentaron algun tipo de infeccién en la articulacién

2. Pacientes de los que la muestra de tejidos fue insuficiente.



6.2 Obtencidn y cultivo de los condrocitos

Se emplearon cultivos primarios de condrocitos humanos procedentes de muestras
de cartilago articular de caracteristicas osteocondrales. La obtencion y el cultivo de
los condrocitos se llevo a cabo mediante varios ciclos de digestiones enzimaticas.
Se macero el cartilago en pequefios trozos y se sometio a digestion enzimatica,
empleando tripsina/EDTA al 0.25% (GIBCO®-BRL Life Technologies, Grand Island,
NY, USA). Posteriormente, la digestion continué con al menos 2 ciclos de
colagenasa tipo Il 2 mg/mL (GIBCO®-BRL Life Technologies, Grand Island, NY,
USA) a 37°C en agitacion constante. Las células contenidas en el sobrenadante se
sedimentaron por centrifugacion a 1800 rpm por 5 minutos. Los condrocitos fueron
suspendidos en medio de cultivo opti-MEM suplementado con 10% de suero bovino
fetal (SBF) y gentamicina (0.05 mg/mL) y se cultivaron inicialmente en botellas de
cultivo de 75 cm? a 37°C en un ambiente al 5% de CO2 y una humedad relativa del

100%. No se utilizaron células con mas de dos pasajes de cultivo.

6.3 Tratamientos

Para el cultivo celular, se emplearon placas de 12 pozos (Costar® Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) a una densidad de 2x10° células por pozo. El
medio de cultivo basal que se emple6é fue DMEM/F12 (GIBCO®-BRL Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10% de SBF (GIBCO®-
BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA) y 50 pug/mL de Gentamicina

(Laboratorios Quimica SON’S, Cholula, Puebla, MEX); todo en un ambiente al 5%



de CO2 y una humedad relativa del 100%. Los condrocitos fueron tratados con IL-
1B recombinante humana (10 ng/mL) durante 24 h. Posterior a ello, se establecieron
4 grupos de tratamiento: un grupo control tratado Unicamente con medio basal, un
grupo de tratamiento con medio de cultivo basal suplementado con 10% de PRP,
un grupo de tratamiento con medio de cultivo basal suplementado con reina
(50mg/L) y un dltimo grupo de tratamiento con medio de cultivo basal suplementado
con 10% de PRP y reina (50 mg/L). De cada grupo se obtuvieron muestras a las 0,
24 y 48 h de cultivo para realizar extraccion de ARN total y ademés se almaceno el

medio de cultivo sobrenadante a -80°C para su posterior analisis.

6.4 Proliferaciéon celular

La proliferacion de los condrocitos cultivados bajo las distintas condiciones
anteriormente sefialadas fu evaluada por medio de un ensayo colorimétrico a traves
de la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,
5-difeniltetrazolio). La reduccion del MTT (color amarillo) se llevd a cabo en células
metabdlicamente activas a través de enzimas deshidrogensas, lo que dio como
resultado la produccion intracelular de formazan (color purpura) el cual puede ser
cuantificado espectrofotométricamente. Los condrocitos fueron cultivados en placas
de 96 pozos durante 24 h. Posteriormente, las células se incubaron con el reactivo
de MTT de 2-4 h hasta la formacion de un precipitado purpura visible. Luego se
afadio el reactivo de detergente y se incub6 de 2-4 h en la oscuridad. Por ultimo,

se midio la absorbancia en cada pozo a una longitud de onda de 570 nm.



6.5 Ensayos de migracién

Se Realizaron ensayos de migracion realizando una herida de forma mecanica
sobre la superficie del cultivo, posteriormente se observdé al microscopio la
repoblacion de la misma a las 24, 48 y 72 horas. Se transformaron las imagenes a
escala de grises y se estimo el porcentaje del area desprovista de condrocitos

mediante el programa ImageJ.

6.7 Extraccién de ARN total y analisis de expresion génica por PCR en tiempo

real

Se aislo el ARN total de los condrocitos cultivados bajo las distintas condiciones de
cultivo y en los tiempos indicados anteriormente mediante el estuche comercial
RNeasy Mini Kit (QIAGEN®) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
evaluad la integridad de las muestras obtenidas de ARN por cuantificacion
espectrofotométrica en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Wilmington, DE, USA).

A partir de cada muestra de ARN total obtenida, se realizé la sintesis de ADN
complementario (ADNc) por medio de una reaccidén de retrotranscripcién con el
estuche comercial GoTaq Probe 2-Step RT-gPCR System (Promega®). El ADNc se
almacen6 en microtubos a -20°C hasta su analisis. A partir del ADNc sintetizado se
evaluo la expresion de distintos genes relacionados con la respuesta inflamatoria
de los condrocitos dentro del cartilago. Esto se evalué a través del uso de sondas

TagMan (Applied Biosystems) especificas para cada gen. Las corridas de los



ensayos de expresion se realizaron en el equipo 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Se evalud la expresion de los genes incluidos de cada ensayo
(9 ensayos) y de cada grupo de experimentacion (4 grupos) por triplicado. La lista

de los genes evaluados se muestra a continuacion:

Nombre del gen Simbolo Codigo?
Metaloproteasa de matriz 13 MMP-13 Hs00233992 m1l
Metaloproteasa con ADAMTS-

Hs00199841 m1l
trombospondina 1 motivo 5 5
Interleucina-1 beta IL-18 Hs01555410 ml
Beta-2-microglobulina B2M Hs99999907 m1l

1Applied Biosystems

Tabla 1. Nombre y simbolo de cada uno de los genes analizados por gPCR y

el cadigo correspondiente a cada una de las sondas TagMan empleadas.

Una vez obtenida y comprobada la eficiencia de amplificacion para cada gen, se
realizaron las corridas correspondientes a cada experimento y el andlisis de los
datos obtenidos se llevaron a cabo mediante el Método Comparativo de CT o
Método de AACT para ensayos de expresion relativa, utilizando como genes

endogenos para normalizar a GAPDH y B2M.



6.8 Produccién de 6xido nitrico

El 6xido nitrico (ON) se genera como parte de la respuesta inmune, por lo que su
produccion lo que lo hace un buen indicador de inflamacién. La produccion de ON
se determind en los sobrenadantes de los cultivos mediante el uso del reactivo de
Griess (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), que convierte el nitrato disponible en
nitrito a través de la nitrito reductasa. Se mezclé una alicuota de 100 pL de cada
muestra con 100 pL del reactivo de Griess y fueron incubados por 5 min. Se
determiné la absorbancia a 540 nm en placas de 96 pozos en el lector de placas
multi-modal Cytation3 HT (BioTek® Instruments Inc., Winoosk, VE, USA). Se utilizé
el nitrato de sodio para generar una curva estandar con la cual se determinaron las
concentraciones de las muestras a evaluar. Se evalué la produccién de NO en cada
ensayo de co-cultivo (12 ensayos) y en cada grupo de experimentacion (4 grupos)
por triplicado. Este procedimiento se llevd a cabo en el Departamento de Bioquimica
y Medicina Molecular. Una vez concluidos los ensayos de cuantificacion, a las
muestras de medio de cultivo sobrenadante almacenadas se les dié destino final

por medio de incineracion.

6.8 Medicidn de TNF-a.

La produccion de TNF-a se puede asociar con la progresion de la OA al ser un
mediador inflamatorio inducido por la accion de la IL-1B en las células. La
concentracion de TNF-a liberado al medio de cultivo fue cuantificada por medio de

un ensayo de ELISA comercial (Human TNF-a ELISA Kit, R&D Sytems) siguiendo



las recomendaciones del fabricante. Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado en placa de 96 pozos. Se determiné la densidad Optica de cada pozo en
el lector de placas multi-modal Cytation3 (BioTek® Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) a 450 nm. Se evalud la produccién de TNF-a en cada ensayo de co-cultivo
(12 ensayos) y en cada grupo de experimentacion (4 grupos) por duplicado. Este
procedimiento se llevd a cabo en el Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular. Una vez concluidos los ensayos de cuantificacién, a las muestras de
medio de cultivo sobrenadante almacenadas se les dio destino final por medio de

incineracion.



CAPITULO VII

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de los pacientes

Durante el protocolo se capturaron 20 pacientes, los cuales se sometieron a un

reemplazo total de rodilla. (tabla 1)

La edad promedio fue de 70 afios, predominando la gonartrosis derecha (11
pacientes) y gonartrosis izquierda (9 pacientes) la comorbilidad con mas frecuencia
fue la Hipertension arterial 9 pacientes seguido de diabetes (2 pacientes) e
hipotiroidismo (2 pacientes, las cirugias fueron realizadas en un periodo

comprendido entre octubre 2018 y marzo 2020.

PACIENTES

NO* EDAD REGISTRO DIAGNOSTICO COM CIRUGIA CONSENTIMIENTO CIRUGIA

1 r: 16654 30-% GONARTROAS R2OUIERDA "nia RTR L20UIER0N SK{\X))NU! IH,']LY“(IIN
2 B0 | 14753396 GONARTROAS DERECHA HIA TR DERECHA 101/11/2018 01/33/2018
3 70 | 12523307 GOMARTROSIS DERECHA HIA + WP [TR DERECHA 14/11/2018 14/11/2018_
[ 69 | 16351627 GONARTAOSIS DIRECHA WTA + DISUIPIDEMA [RT% DIRECHA 06/12(201% 06/12/2018
| W 16345207 GONARTROSIS 20001E%0a Do TR 1200 ERDa 1812/ 21% 181272018
& 71 | 16643656 GONARTROSIS 120UIERDA HTA RTR I20UIESDN 20/12/201% 20/12/2018
7 73| 12222174 GONARTROSIS DERECHA NEG o TR DERECHA [a2j04/2012 02/04/2019
8 58 | 13460559 GONARTROSIS DURECHA WTA « WPOTIRGIDISA0 RTR DIRECHA 25/0a/2018 25/04/2019
[ 74 | 12349485 GONAKTROS1S DERECHA D2 + HTA ATR DERECHA 1405/2019 1410502019
10 | 61 | 16069382 |  GONA HTA _|RTR DERECHA 102/02/201% 0200772019
1t | 53 | 1789315 | GoWa NeG RIF 1Z0UIERDA 18/06/2013 19/05(2013
12 73| 16008669 NLG RTA 120UIRDA 040672019 04062019
13 67 | 17413292 GONARTROSIS DFRECHA NEG TR DERECHA 18/08/2019 [19/08/2019
14| B2 | 174a0112 GONARTNOSIS DERECHA HIPOTIRCADISMO TR DERECHA |75/08/7019 36/08/2013
15 17 | 1706620-0 GOMARTRISIS 1Z0UIERDA NEG TR I20UIERDA 26,/08/201% 27)08/2019
16| #0 | 13860831 GONANTROSLS ZOUTEAON NEG RITR IZOUIEADA 1090072019 005/2019
17 73 | 16654305 GONARTAOSIS DERFCHA HTA TR DERECHA 23/08{2019 23/09,2019
T 1735312 4 GONARTROSIS IZOLIEROA NEG |RTR IZOUIERDA 30/02/2013 01/10/2019
20 | oe 1795758-5 GONARTROALS RZOUILROA NG | izouison 109032020 10/02/2020

Tablal. Base de datos de los pacientes que se sometieron a un reemplazo
total de rodilla.



7.2 Estandarizacion de condiciones

7.2.1 Determinacion de la Solubilidad de la reina

Por medio del método de matraz a partir de una concentracion saturada de reina se
determind la solubilidad de la reina utilizando suero humano adicionado con

gluconato de calcio al 10%.

Se realizaron pruebas de solubilidad siguiendo lo establecido por OCDE en el
“‘método del matraz (flask method)”. Una solucién saturada del farmaco se dejo en
agitacion constante durante 24 h a 25°C, 24 h de reposo a la misma temperatura y
finalmente se centrifugaron a 3500 rpm a 25°C durante 5 min, para separar la

solucion del sélido no disuelto.

Las pruebas fueron realizadas en suero adicionado con gluconato de calcio al 10%

en una relacién de 0.15 mL por cada mL de suero.

El método desarrollado fue validado considerando las recomendaciones de la ICH.
Los parametros evaluados fueron linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion

y limite de cuantificacion.

Para la validacién del método se prepar6 una solucién concentrada de Rehina de
200 pg/mL en una mezcla de buffer de amonio/amoniaco 100 mM a pH 9 y metanol
(60:40); a partir de esta se prepararon las soluciones de trabajo en un rango de 0.25

a 16 pg/mL en la misma mezcla de solventes.

Para la cuantificacion de la reina se desarroll6 un método de HPLC (cromatografia
de alta resolucién), empleando un cromatégrafo Water 3695 con detector de arreglo

de diodos (Figura 3)



Finalmente se obtuvo una solubilidad promedio de 1.8 mg/ml

WO A Wavalerolh=258 nm IMARSELA1 71104370
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Figura 3. Cromatograma representativo de la cuantificacion de reina en una
muestra de suero humano por medio de HPLC. El pico pequefio representa

la sefial que da el suero humano y el pico grande representa la sefial que da
la reina.

7.2.2 Determinacién de la viabilidad de condrocitos

Se determiné la cantidad 6ptima de células para los ensayos de experimentacion

mediante una curva de titulacion. (Figura 4)

Se decidid la utilizacién de 50,000 células.
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Figura 4. Curva de Titulacién para la determinacion de la cantidad optima de
condrocitos.

7.2.3 Determinacién de la concentracidn de reina

Para determinar la cantidad optima de reina que se utilizd para los ensayos se
tomaron como referencia un rango de concentraciones utilizadas en estudios
previos que fueron reportados en la literatura (Tabla 3) y posteriormente mediante
una curva dosis respuesta se valoro la viabilidad de los condrocitos sometidos a
diversas concentraciones de reina (5, 10, 27, 50, 75 mg/L) Finalmente se opt6 por

utilizar una concentracion de 50 mg/L (Figura 5).



| Referencia | Pardmetro | Concentracién | Dosis empleada | Muestra |
C 3.1:1.3 mg/L 50 mg Plasma
49+1.8mg/L 100 mg (humano}
Corax 105 M 100 mg Plasma
(humano)
- 106-10°M - Liquido sinovial
(humano)

G 2.79+1.02 50 mg/kg de Plasma
pg/mL extracto de rhubarb  (humano)
(12 mg de reina/g)

2012 Sun [ 4.07 mg/L 30 mg/kg Plasma (ratas)

2016 Sagar SR 22.5 ng/mL 50 mg (diacereina) Plasma
(humano)

Tabla 3. Revisién de la literatura de estudios previos de los cuales se tomé
como referencia las concentraciones de reina

Curva dosis respuesta
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Figura 5. Curva dosis respuesta en la cual se evalua la viabilidad de los
condrocitos sometidos a diversas concentraciones de reina.



7.3 Método estadistico y determinacion de la P.

Prueba estadistica: analisis de varianza (ANOVA) con prueba de comparacion

multiple de Tukey.

(#) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) con respecto al grupo control

alas 24y 4 horas (IL-1B, PRP, Reina, PRP + reina vs control)

(*) Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto a grupo IL-1B a

las 24 (PRP, Reina, PRP+Reina vs IL-183) y 48 h (PRP, PRP+Reina vs IL-1p)

7.4 Determinacion de la produccion de 6xido nitrico.

La Produccion de Oxido nitrico medida por medio del reactivo de Griess a las 24
horas del cultivo tuvo una diferencia estadisticamente significativa en el grupo de II-
B con respecto al control y una diferencia de esta respecto a los 3 grupos de
tratamiento sin una diferencia significativa entre ellos. A las 48 horas se observé el

mismo patrén sin una diferencia significativa. (Figura 6)
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Figura 6. Produccion de Oxido Nitrico a las 24 y 48 horas.

7.5 Determinacion de la produccion de TNF-a.

La produccion de TNF-a medida por medio de ELISA a las 24 horas del cultivo tuvo
una diferencia estadisticamente significativa en el grupo de II-B con respecto al
control y una diferencia de esta respecto a los 3 grupos de tratamiento sin una
diferencia significativa entre ellos. A las 48 horas se observo el mismo patrén sin

una diferencia significativa. (Figura 7)
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Figura 7. Produccion de TNF-a las 24 y 48 horas.

7.6 Expresién Génica de citocinas proinflamatorias IL-1B e IL-6.

Mediante PCR se determind la expresion génica dando un patrén similar a la
produccion del TNF-a 'y ON, en el que la concentracion de PRP + reina no tuvo una

respuesta estadisticamente significativa a la del resto de los tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Expresion génica de IL-1B e IL-6 a las 24 y 48 horas

7.7 Expresion génica de enzimas involucradas en la degradacion de matriz

extracelular MMP13 y ADAMT Sb.

Se valor6 la expresion de MMP13 que codifica para la colagenasa tipo 2 y de
ADAMT S5 que codifica para la agrecanasa, dando como un resultado estadistico

similar al resto de los experimentos a las 24 y 48 horas. (Figura 9)
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Figura 9. Expresion génica de MMP13 y ADAMT S5 a las 24y 48 horas



7.8 Ensayos de migracion

Se realiz6 una herida de forma mecénica sobre la superficie del cultivo y se observé

la migracién celular para repoblar la herida a las 24, 48 y 72 horas. (Figura 10)
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Figura 10. Evaluacion de la migracion celular de un cultivo alas 0, 24,48y 72
horas.



Posteriormente se transformaron las imagenes a una escala de grises y con el
programa imageJ se estimé el espacio vacio obteniendo un porcentaje en cada

medicion. (figura 12)

Figura 12. Determinacién del porcentaje de area ausente de condrocitos
mediante el programa ImageJ

Se realiz6 una grafica del promedio de los ensayos de migracion de cada
experimento donde se observa el descenso en el porcentaje de area debido a la
migracion de los condrocitos hacia la herida a través del tiempo, donde el grupo de
PRP + reina tiene una migracion parcial con respecto al grupo control y el grupo de

PRP donde se repoblé totalmente la herida a las 72 horas. (Figura 13)
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Figura 13. Grafica del porcentaje de area medida desprovista de condrocitos.



CAPITULO VIII

8. DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que la terapia combinada de plasma rico
en plaquetas y reina tiene un resultado parcial en el tratamiento de la osteoartrosis
de rodilla modificando el ambiente inflamatorio y catabdlico en la OA que consiste
en la produccién de ON, FNT- Expresién de enzimas que degradan la matriz
extracelular y liberacion de citocinas proinflamatorias, se propuso esta terapia
debido al mecanismo de accion de cada una, las cuales pueden ser sinérgicas y

potenciar su respuesta antiinflamatoria y condroprotectora.

Para ello se determind la concentracién utilizada de reina para los experimentos
donde se tomaron como referencias los estudios publicados en la literatura en
donde generalmente la concentracion se encontraba en los 50 mg (93) (94) (95)
(96) tomando como referencia esta misma, sin embargo, otros estudios de

mostraron mayor efectividad a mayores dosis. (97)

Respecto a la produccién de TNF-a se observo una respuesta similar al resto de los
ensayos a las 24 y 48 horas con una disminucién en la produccion de este factor en

la terapia combinada sin llegar a ser estadisticamente significativa.

Felisaz y cols demostraron que el adicionar reina a un cultivo de condrocitos
adicionados con IL-13 favorece la respuesta condroprotectora aumentando factores
antiinflamatorios como lo es el TNF-a. (98) Resultados similares los ha presentado

Legendre y cols en sus estudios. (99)



Se determind la expresion génica de las citocinas proinflamatorias II-6 e IL-13 a las
24 y 48 horas donde se obtuvo una respuesta parcial en la terapia combinada sin
llegar a ser estadisticamente significativa respecto al resto de los grupos de
tratamiento, no existe como tal un estudio que evalle la respuesta combinada en la
osteoartrosis sin embargo, Steinecker-Frohnwiesera y cols. demostraron una
respuesta favorable en la reduccion de la expresion génica de citocinas
proinflamatorias en la terapia de los condrocitos con reina de forma aislada. (100)
Martin y cols. reportaron que el uso de reina también disminuye la expresion génica
de enzimas que degradan la matriz extracelular. (101) Sanches y cols tuvieron
resultados muy similares con respecto al uso de reina onde produjo una disminucion
parcial del estado proinflamatoria en la OA (102) al igual que Legendre y cols. (103).
Otros estudios han reportado resultados contradictorios donde concluyen que el uso
de reina aumenta los mediadores inflamatorios en los sinoviocitos y que no afecta

el perfil inflamatorio de los condrocitos.(10)



CAPITULO IX

9. CONCLUSION

Bajo las condiciones en las que se realizo el estudio se concluyo lo siguiente:

El efecto condroprotector de la reina combinada PRP fue parcial, esto fue observado
en los 4 ensayos experimentales donde no se observé una diferencia significativa

con respecto al resto de los tratamientos.

El resultado obtenido no fue el esperado ya que la hipétesis era evidenciar que
existia una respuesta condroprotectora y antiinflamatoria superior al tratamiento

aislado con estos dos medicamentos.

Ademas, este estudio sirvid para comparar la respuesta condroprotectora y
antiinflamatoria entre los 3 tratamientos donde se demostré que no existe una

diferencia significativa entre ellos.

Se observé que el PRP presenta un mejor efecto condroprotector por si solo a pesar
de no ser estadisticamente significativo, lo que es compatible con los estudios

reportados en la literatura.

Por lo tanto, se concluye que este proyecto de investigacion al ser el primero en su
tipo realizado abre la puerta a realizar mas estudios modificando ciertas variables
con la finalidad de buscar nuevas terapias alternativas al tratamiento de la

gonartrosis.



CAPITULO X

10. ANEXOS

10.1 Carta de Aprobacion por parte del Comité de Etica en Investigacion

@ v

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE NUEYO LDON

DR, MED, JOSE FELIX VILCHEZ CAVAZOS
Investigador principal

Senvick de Ortopedia y Traumatologia
Presante -

Estimaco Dr. Viichez

Le informo qua nuestro Comité de Etica an Investigackin del Hospital Universitario “Dr. Jose Eleuteno
Gonzalez", ha evaluado y aprobado of peotocolo de investigacion fitulado: "Evaluacién del efecto
condroprotector del tratamiento con plasma rico en plaquetas y reina en condrocitos humanos”
participando ademés el Or, Arturo Alejandro Wong Maldonado, Dr. Victor Manue! Pefia Martinez, Dr,
C. Mario Smerdal Mendia, Dr, C. Joege Lara Arias y la Est. Diana Gabrista Wong Maklonado como
Corinvestigadores, el cual quedd regstrado con la clave OR18-00004.

* Protocolo en extenso, versién 2.0 de fecha 20 de junio ded 2018,
* Formato de Consentimiento Informado, versidn 1.1 de fecha 3 de mayo del 2018,

Cada vez que of Protocolo sufra modificacin, ésta deberd somelerse nuevamente para solictar su
autorizacion.

Le reitero que es su obligacion presentar a este Comité de Etica en Investigacidn un informe técnico
parcial a mas tardar el dia en que sa cumpia el 8o de emisidn de este ofich, est como notificar b
conclusin del estudio

Sard nuestra obligaciin realzar visitas de seguimisnto 3 su sitio de investigacidn para que todo b
anterior esté dedidemente consignada, en caso de no apagarse, este Comitd tiene Ia autorddad de
suspender temporal o defintivamente la investigackin en curso, %odo eslo con la finaldad de
msgwduelmysegwndelwodmndymenmuﬁgwm

AlthnmamVuuans'

Nuevo Lebr, 08 d2 Julio del 2018 %
wmnumu

DR. med. JOSE GERARDO GARZA LEAL  COMITE 0% mivin (iLar A
Presidenta de Combé de Etica en fvestigaciin

Comité de Etica en Investigacion

Av, Francisco |,

Madoro y
TeMfonox: 818329 4050, Cxt. 2670 a 2874, Comes I

Av. Goazslitos . Col, Miras Centro, c;u«omuLum
.

FACULTAD DE MEDICINA ¥ HOSPITAL UNIVERSITARIO




10.2 Formato de consentimiento informado

Evaluacion del efecto condroprotector del tratamiento
con plasma rico en plaquetas y reina en condrocitos

Titulo del Estudio
humanaos.

Nombre del Investigador Principal Dr. Med. José Félix Vilchez Cavazos

Ortopedia y Traumatologia Hospital Universitario “Dr. José

Servicio / Departamento Eleuterio Gonzalez”

Teléfono de Contacto 8113686438
Persona de Contacto Dr. Arturo Wong Maldonado
Version de Documento 1.1

Fecha de Documento

Usted ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion. Este documento contiene
informacién importante acerca del propésito del estudio, lo que Usted hara si decide patrticipar, y la
forma en que nos gustaria utilizar su informacién personal y la de su salud.

Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o al personal del
estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El proposito de este estudio es conocer qué tan efectivos son los tratamientos con plasma rico en
plaguetas y reina para disminuir la inflamacion producida por el desgaste de la rodilla (osteoartrosis).
Ya que se ha visto que los dos tratamientos han mostrado buenos resultados al tratar pacientes con
desgaste de rodilla. Sin embargo, no se sabe con exactitud de qué forma actdan en los tejidos de la
rodilla, y si son capaces de modificar la inflamacion presente.

La investigacién en la que Usted participard es importante porque con los resultados obtenidos se
espera establecer cual de los dos tratamientos es el que tiene mejores resultados para disminuir la
inflamacion causada por el desgaste de la rodilla.

¢.CUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN ESTE
ESTUDIO?

La duracién del estudio (experimentos) serd de 1 semana. Se incluiran 9 sujetos en este estudio de
participacion voluntaria.

¢CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI PARTICIPACION?
Los criterios de inclusion y de exclusion son los siguientes:

Criterios de Inclusién:

e Mayores de 18 afios.
e Desgaste de rodilla grado avanzado.
e Género indistinto.



e Requerir cirugia para protesis total de rodilla.
e Firma de consentimiento informado.

Criterios de Exclusiéon

e Infecciones.
e Muestra insuficiente

¢CUAL ES EL TRATAMIENTO DEL ESTUDIO?

Los tratamientos consistiran en adicionar plasma rico en plaquetas y reina en un cultivo de cartilago
y tejido sinovial en el laboratorio.

¢ CUALES SON LOS PROCEDIMIENTOS QUE SE ME REALIZARAN?

Si Usted decide participar en el estudio no se le realizara ningln procedimiento adicional al de su
cirugia.

¢QUE VA A HACER SI USTED DECIDE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

Si Usted decide participar Gnicamente nos estara otorgando su consentimiento para recuperar los
tejidos de desecho que le sean retirados durante el procedimiento normal de su cirugia. Estos tejidos
incluyen: cartilago y hueso, tejido sinovial y tejido adiposo (grasa). Los tejidos recuperados seran
manipulados posteriormente en un laboratorio para realizar los experimentos que se tienen
planeados.

¢CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

Ninguno.

¢(CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED O PARA OTROS?

La participacion en este estudio puede ayudar a los médicos cientificos a comprender mejor la
eficacia de los tratamientos con plasma rico en plaquetas y reina para poder determinar cuél es el
que tiene mejor resultado. De esta forma se espera conocer de qué manera funcionan los dos
tratamientos para poder saber el potencial beneficio para los pacientes que en un futuro se traten

con alguno de los tratamientos evaluados.

¢QUE OTROS PROCEDIMIENTOS O TRATAMIENTOS PODRIAN ESTAR DISPONIBLES PARA
USTED?

No aplica.
¢SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO LE GENERARA ALGUN COSTO?
No habréa costos para Usted por participar en este estudio.

¢SE LE PROPORCIONARA ALGUNA COMPENSACION ECONOMICA PARA GASTOS DE
TRANSPORTACION?

A Usted no se le proporcionara ninguna compensacién para sus gastos de transportacion.



¢RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?

Usted no recibira ningln pago por la participacidn en este estudio.

¢(¢SE  ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS
INVESTIGACIONES?

Autorizar el almacenamiento de muestras de los tejidos recuperados de su cirugia para
investigaciones relacionadas con su enfermedad no le generara ninglin costo a Usted. Sus muestras
seran utilizadas solo para esta investigacion y no se comercializaran ni seran usadas para crear
lineas celulares inmortales. La investigacion que se realice con ellas puede llevar al desarrollo de
nuevos productos o medicamentos en un futuro. Usted no recibira ninguna compensacion ahora o
en el futuro por el uso de estas muestras. Las muestras seran almacenadas en ultra congeladores
del Laboratorio de Ingenieria Tisular del Banco de Hueso y Tejidos hasta que se hayan realizado
todos los experimentos que se tienen planeados. Una vez terminado el proyecto, todas las muestras
almacenadas seran desechadas y eliminadas por medio de incineracion.

¢QUE DEBE HACER SI LE PASA ALGO COMO RESULTADO DE PARTICIPAR EN ESTE
ESTUDIO?

No aplica.
¢CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

Si decide participar en este estudio, Usted tiene derecho a ser tratado con respeto, incluyendo la
decisién de continuar o no su participacion en el estudio. Usted es libre de terminar su participacion
en este estudio en cualquier momento.

¢PUEDE TERMINAR SU PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL ESTUDIO?

Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede hacerlo con
libertad en cualquier momento. Si elige no participar o retirarse del estudio, su atencién médica
presente y/o futura no se vera afectada y no incurrird en sanciones ni perdera los beneficios a los
que usted tendria derecho de algin otro modo.

Su participaciéon también podra ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias:

¢ Que el estudio haya sido cancelado.
¢ Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta investigacion.

Si Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar lo siguiente:
e Notificar a su médico tratante del estudio.

Si su participacion en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el médico
continuara con seguimientos clinicos. Ademas, su informacion médica recabada hasta ese momento
podra ser utilizada para fines de la investigacion.

¢COMO SE PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y LA
INFORMACION DE SU EXPEDIENTE CLINICO?



Si acepta participar en la investigaciéon, el médico del estudio recabara y registrara informacion
personal confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta informaciéon no contendra su
nombre completo ni su domicilio, pero podra contener otra informacion acerca de Usted, tal como
iniciales y su fecha de nacimiento. Toda esta informacién tiene como finalidad garantizar la integridad
cientifica de la investigaciéon. Su hombre no sera conocido fuera de la Institucién al menos que lo
requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley Federal de
Proteccion de datos Personales en Posicién de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso,
correccion y oposicion de su informacion personal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las
regulaciones de proteccién de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacion no podra estar
disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la integridad del
Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario, asi como el Investigador seran los responsables
de salvaguardar la informacion de acuerdo con las regulaciones locales.

Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio podra procesarse o
transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacién y de reportes de seguridad,
incluyendo agencias reguladoras locales (Secretaria de Salud SSA), asi como al Comité de Etica en
Investigacion y al Comité de Investigacion de nuestra Institucion.

Para los propoésitos de este estudio, autoridades sanitarias como la Secretaria de Salud y el Comité
de Etica en Investigacion y/o el Comité de Investigacion de nuestra Institucion, podran inspeccionar
su expediente clinico, incluso los datos que fueron recabados antes del inicio de su participacion, los
cuales pueden incluir su nombre, domicilio u otra informacion personal.

En caso necesario estas auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parte o de todo su
expediente clinico. La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando a cabo
apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como sujeto en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones o en publicaciones.

La informacién recabada durante este estudio sera recopilada en bases de datos del investigador,
los cuales podran ser usados en otros estudios en el futuro. Estos datos no incluirdn informacion
médica personal confidencial. Se mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Usted autoriza el uso y revelaciones de la informacién acerca de su estado
de salud y tratamiento identificado en esta forma de consentimiento. No perdera ninguno de sus
derechos legales como sujeto de investigacion. Si hay cambios en el uso de su informacion, su
médico le informara.

SI TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION, ¢A
QUIEN PUEDE LLAMAR?

En caso de tener alguna pregunta relacionada a sus derechos como sujeto de investigacién de la
Facultad de Medicina y Hospital Universitario podra contactar al Dr. José Gerardo Garza Leal,
presidente del Comité de Etica en Investigacion de nuestra Institucion o al Lic. Antonio Zapata de
la Riva en caso de tener dudas en relacién a sus derechos como paciente.



Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
Av. Francisco I. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Ledn México.

CP 66460

Teléfonos: (81) 83294000 ext. 2870 a 2874

Correo electronico: investigacionclinica@meduanl.com

RESUMEN CONSENTIMIENTO

PARA LLENAR POR EL SUJETO DE INVESTIGACION

L] wmi participacion es completamente voluntaria.

] confirmo que he leido y entendido este documento y la informacién proporcionada del
estudio.

] confirmo gue se me ha explicado el estudio, que he tenido la oportunidad de hacer preguntas
y que se me ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre mi participacion. Sé con quién
debo comunicarme si tengo mas preguntas.

| Entiendo que las secciones de mis anotaciones médicas seran revisadas cuando sea
pertinente por el Comité de Etica en Investigacién o cualquier otra autoridad regulatoria para
proteger mi participacién en el estudio.

] Acepto que mis datos personales se archiven bajo cddigos que permitan mi identificacion.

[] Acepto que mis materiales bioldgicos (tejidos) recolectados puedan usarse para los fines
que convengan a este estudio.

[ ] Acepto que mi médico general sea informado de mi participacion en este estudio.

[] Acepto que la informacion acerca de este estudio y los resultados de cualquier examen o
procedimiento pueden ser incluidos en mi expediente clinico.

] confirmo gue se me ha entregado una copia de este documento de consentimiento firmado.


mailto:investigacionclinica@meduanl.com

Nombre del Sujeto de Investigacién Firma

PRIMER TESTIGO

Nombre del Primer Testigo Firma
Direccion
Fecha Relacién con el Sujeto de Investigacién

SEGUNDO TESTIGO

Nombre del Segundo Testigo Firma
Direccion
Fecha Relacion con el Sujeto de Investigacién

PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO

He discutido lo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujeto esta
proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y él/ella
posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Nombre de la Persona que obtiene el Consentimiento Firma

Fecha
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