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CAPITULO |
1. RESUMEN

Eduardo Salvador Gomez Garcia Fecha de Graduacion: Diciembre, 2019
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

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

Titulo de la Tesis: Efecto antiinflamatorio de los tratamientos con &cido
hialuronico y células madre mesenquimales en un modelo in vitro de
osteoartrosis.

NUumero de paginas: 61
Area de Estudio: Ciencias de la Salud.

Introduccién. La osteoartrosis (OA) de rodilla es una enfermedad degenerativa y
progresiva del cartilago articular y se caracteriza por presentar un estado catabdlico en
el cartilago inducido por citocinas proinflamatorias. Objetivo. Investigar y comparar el
efecto antiinflamatorio de las terapias con NASHA y CMM en el tratamiento de la OA
de rodilla en un modelo in vitro. Material y Métodos. Se recupero el tejido articular
proveniente de los condilos femorales y capsula sinovial de siete pacientes sometidos
a reemplazo total de rodilla. Se desarroll6 un sistema de cocultivo para las los
explantes obtenidos de cada paciente. Se generaron 4 grupos experimentales: control
(medio basal), IL-18 (medio basal + IL-1B8), AHNAE (medio suplementado con &cido
hialurénico + IL-1B) y células madre (medio suplementado de células madre + IL-1pB).
De cada grupo se obtuvieron muestras a las 0, 48 y 72 horas para realizar extraccion
de ARN total en cartilago y sinovial para el analisis de expresion génica. Se almacend
el medio de cultivo sobrenadante a -80°C para cuantificar glicosaminoglicanos (GAG) y
oxido nitrico. Resultados. Se encontrd una disminucion en la liberacion de GAG en los
explantes enriquecidos con AHNAE y medio de cultivo de CMM a las 48 (p <0.05) y 72
h (p <0.01). La produccién de 6xido nitrico fue significativamente menor solo en el
grupo tratado con medio de cultivo de CMM a las 72 h (p <0.05). Solo el medio de
cultivo de CMM redujo significativamente la expresién de IL-1B a las 72 h en el
cartilago (p <0.05). Tanto el AHNAE como las CMM disminuyeron significativamente la
expresion de ADAMTS5 y MMP13 a las 72 h (p <0.05). En la membrana sinovial, se
encontré una disminucion en la expresion de IL-1B en los cultivos con AHNAE y medio
de cultivo de CMM. Unicamente en el grupo de CMM disminuyé importantemente la
expresion de ADAMTS5 y MMP13 a las 72 h (p <0.05). Ambos tratamientos
incrementaron la expresion de TIMP-1tanto en cartilago como en sinovial (p <0.05).
Conclusiones. Los tratamientos con AHNAE (DUROLANE®) y CMM mostraron ser
una opcion terapéutica que puede ayudar para contrarrestar el catabolismo producido
por el estado inflamatorio en la OA de rodilla. Sin embargo, los mediadores
antiinflamatorios producidos por las CMM promueven una menor expresion de
marcadores inflamatorios en nuestro modelo de estudio.
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Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos
Director de Tesis



CAPITULO I
2. INTRODUCCION

La osteoartrosis (OA) de rodilla es una enfermedad crénica y progresiva que
afecta a mas del 20% de las personas mayores de 45 afios.! Se ha estimado
gue esta condicion afectara casi a la mitad de la poblacion en algin punto de
sus vidas por medio de manifestaciones como dolor y disminucién de la
capacidad funcional.? M&s que una entidad patoldgica, la OA debe ser vista
como una enfermedad multifactorial, en donde intervienen factores genéticos,

mecanicos, metabdlicos y hormonales.3>

El tratamiento ideal para la OA se basa en el bloqueo de la actividad catabdlica
en el cartilago y en incrementar la regeneracion del cartilago normal. La primera
aproximacion en el tratamiento de la OA involucra el uso amplio de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y analgésicos que permiten el alivio de
los sintomas por un periodo corto de tiempo pero que no proveen un efecto
aparente que modifique el curso de la enfermedad.®” Hasta ahora, las terapias
disponibles para el manejo de la OA comunmente se basan en la paliacién del
dolor, mejorar el movimiento funcional y prevenir la degeneracion. Debido a ello,
surge la necesidad de desarrollar alternativas terapéuticas que puedan prevenir
la destruccion del cartilago y los tejidos involucrados en la articulacién de la

rodilla o estimular su adecuada reparacion.

Una de las opciones de tratamiento no quirdargico para la OA de rodilla es la
infiltracion intraarticular de acido hialurénico (AH). Existen en el mercado
diversos productos de AH para el tratamiento de la OA. Uno de ellos es el AH
no animal estabilizado (NASHA [Non-Animal Stabilized Hyaluronic Acid], por
sus siglas en inglés) comercializado bajo la marca DUROLANE®. EI NASHA es
un tipo de AH que comienza con la sintesis bacteriana del AH, el cual
posteriormente se purifica y se estabiliza en un proceso cuidadosamente

controlado que involucra un entrecruzamiento molecular.® Sin embargo, el



efecto antiinflamatorio a nivel celular y molecular de este tipo de AH no ha sido

estudiado.

Por otro lado, ya se ha investigado el uso de las células madre mesenquimales
(CMM) como posible terapia celular en el tratamiento de la OA con resultados
prometedores.®!® Las CMM derivadas de tejido adiposo se han investigado
ampliamente por su papel importante en la regeneracion de tejidos e
inmunomodulacién.? De forma interesante, se ha descrito que las CMM son
capaces de secretar una amplia variedad de mediadores troficos que pueden
ejercer efectos paracrinos sobre sobre otros tipos celulares.*®

En este estudio quisimos evaluar y comparar la respuesta antiinflamatoria de
los tratamientos con un tipo particular de AH (NASHA, DUROLANE®) y del
medio de cultivo acondicionado a partir de CMM derivadas de tejido adiposo,
utilizando un co-cultivo de explantes de cartilago y membrana sinovial como

modelo in vitro de OA.



2.1 ANTECEDENTES

2.1.1. Osteoartrosis

2.1.1.1. Definicién

La OA es la forma mas comun de artrosis, es una afeccién crénico-degenerativa
de las articulaciones sinoviales en las que se produce un ablandamiento y
desintegracion progresivos del cartilago articular.!* La OA sigue siendo
considerada la enfermedad articular mas comun y una de las principales causas
de discapacidad musculoesquelética en todo el mundo. Una de sus
caracteristicas principales es la degeneracion progresiva del cartilago articular,
gue resulta en el estrechamiento del espacio articular, la formacién de osteofitos
y la esclerosis subcondral. En conjunto, todo lo anterior se traduce clinicamente
como dolor articular croénico, rigidez articular, limitacion del movimiento y grado
variable de inflamacion.’® La rodilla es la articulacion que se ve mas
frecuentemente afectada, seguida de las articulaciones de la cadera y la

mano.16

En general, la OA se clasifica como primaria o idiopatica cuando no hay una
causa discernible evidente y, secundaria, cuando se manifiesta un factor
desencadenante. La OA idiopética, en particular, posee un componente
genético significativo, y varios estudios de asociacion genética han demostrado
su relaciéon con diferentes genes, como aquellos relacionados con la

inflamacion.’

2.1.1.2. Epidemiologia

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, las lesiones del sistema
musculoesquelético son la causa mas comun de dolor severo a largo plazo y de

incapacidad fisica, lo cual afecta a millones de personas alrededor del mundo.*8



Actualmente se considera que la incidencia y prevalencia de la OA es alta, sin
embargo, se predice que éstas se dispararan en las proximas décadas debido
al envejecimiento de la poblacion, el aumento de las tasas de obesidad y la alta
incidencia de las lesiones traumaticas de rodilla.’®?! Se ha estimado que
alrededor del 30% de las personas entre 45y 60 afios de edad y mas del 80%

de los mayores de 80 afios, presentan OA en al menos una articulacion. 62

La OA es una de las principales causas de discapacidad en los Estados Unidos,
con mas de 22.7 millones de personas que refieren limitaciones en sus
actividades diarias atribuibles directamente con la OA.22> En México, los datos
mas recientes referentes a la prevalencia de OA en poblacion adulta estimaron,
en 2011, una prevalencia promedio del 10.5%; sin embargo, en los estados de
Ciudad de México, Nuevo Ledn y Chihuahua, la prevalencia estimada fue del
12.8, 16.3 y 20.5%, respectivamente.?*

La asociacion entre la edad avanzada, la obesidad y el incremento en las tasas
de incidencia de la OA de rodilla son bien conocidas. Sin embargo, se ha
sugerido que estos principales factores de riesgo son insuficientes para explicar
el exponencial incremento en la prevalencia de OA de rodilla.?® Por lo que se ha
hipotetizado de la actividad fisica podria ser un factor importante, ya que puede
dar lugar a articulaciones con carga mecanica crénica baja con menor
contenido de proteoglicanos y musculos mas débiles que no pueden proteger y

estabilizar las articulaciones.?®

2.1.2. Patofisiologia de la Osteoartrosis (Inflamacién)

Durante mucho tiempo se crey6 que la OA era exclusivamente una enfermedad
degenerativa del cartilago; sin embargo, la evidencia mas reciente ha
demostrado que la OA es una entidad multifactorial, que involucra multiples
factores causantes como trauma, fuerzas mecanicas, inflamacién, reacciones
bioquimicas y trastornos metabdlicos.?® También es sabido que el cartilago

articular no es el tnico tejido involucrado. Dada su falta de irrigacién sanguinea

4



e inervacion, el cartilago, por si solo, no es capaz de producir inflamacion o
dolor al menos en las etapas iniciales de la enfermedad. Por lo tanto, el dolor
ocasionado por la OA se deriva principalmente de los cambios en los
componentes no cartilaginosos de la articulaciéon, como la membrana sinovial, el

hueso subcondral, los ligamentos y los musculos periarticulares.?’

A diferencia de la artritis inflamatoria, la inflamacién en la OA es una inflamacién
cronica y de bajo grado, que involucra principalmente mecanismos inmunitarios
innatos. El papel de la inflamacién no esta del todo comprendido, y actualmente
se debate si la reaccion inflamatoria desencadena los cambios en la OA o, en

cambio, si la inflamacion es secundaria a los cambios de la OA.28

En un inicio, la OA se definié como una artropatia no inflamatoria, pero ahora se
reconoce que existe un componente inflamatorio importante en esta
enfermedad.?® Ademéas de las células sinoviales, también se sabe que los
condrocitos articulares y otras células de las articulaciones diartrodiales
expresan mediadores inflamatorios. Por lo que se ha propuesto que atacar las

vias de inflamacion podria ser una estrategia prometedora para tratar la OA.?°

2.1.2.1. Caracteristicas del Cartilago Articular en la Osteoartrosis

El cartilago articular sano es fundamental para la funcidn articular normal y sin
dolor. El cartilago articular es un tejido de cartilago hialino de 2 a 4 mm de
espesor que comprende condrocitos rodeados por una matriz extracelular
(MEC).*°® La MEC contiene principalmente colageno de tipo Il, proteoglicanos y
proteinas no colagenas, que estan organizadas estructural y espacialmente de
tal forma que brindan una Optima resistencia a la traccion y a las fuerzas de

compresion.*

En el cartilago sano, los condrocitos responden a su microambiente para
mantener un delicado equilibrio entre la sintesis y la degradacion de la matriz
MEC.3! Cuando el mecanismo fisiolégico normal que mantiene el equilibrio de la
matriz falla, los componentes de la MEC se pierden, los condrocitos comienzan

a expandirse y a agruparse en zonas especificas, se induce un estado oxidativo



en el entorno celular y, en Ultima instancia, se produce la apoptosis de los
condrocitos.®?33 La falla en el equilibrio del recambio de la MEC se debe al
aumento de la expresién de las enzimas que degradan la matriz, la inhibicion de
la sintesis de la matriz y a la produccion excesiva de mediadores
proinflamatorios, incluidos por las citocinas, quimiocinas y los productos de
degradacion de la MEC.3

Otro de los cambios importantes que ocurren en el cartilago con OA es la
formacion de fibrocartilago como resultado de la sintesis de componentes
anormales de la MEC, predominantemente colageno tipo 1.3 El fibrocartilago
carece de las propiedades biomecanicas apropiadas del cartilago articular y, en
consecuencia, sufre una degeneracion. Como consecuencia, el cartilago
articular intacto que rodea el fibrocartilago posteriormente se degenera, lo que
resulta en la progresion de la OA.3®

2.1.2.2. Caracteristicas de la Membrana Sinovial en la Osteoartrosis

Las estructuras internas de la articulacion y los tejidos musculoesqueléticos
estan unidos por la membrana sinovial; que, en virtud de su composicion
celular, también es responsable de la homeostasis de la articulacion.®® En la
rodilla, la membrana sinovial es la encargada de la produccién del liquido
sinovial, el cual provee una lubricacién adecuada y un soporte nutrimental para

el cartilago.?’

En general, le membrana sinovial se compone de dos capas de superficies
celulares continuas (intima) y el tejido subyacente (subintima).3” La intima esta
compuesta de dos a tres capas de sinoviocitos de tipo fibroflasto y de tipo
macréfago. A su vez, el espacio de la subintima se compone de tejidos fribroso
conectivo, vasos sanguineos y un bajo contenido de células inmunes

(macréfagos, células Ty células B).%’

En la membrana sinovial con OA, la infiltracién de células inflamatorias se
observa con frecuencia, a veces en un grado similar al observado en la Artritis

Reumatoide. Sin embargo, no esta claro si esta inflamacion es la causa o la



consecuencia de la destruccion del cartilago.®® Los macréfagos, cuyo nimero
aumenta enormemente en la membrana sinovial con inflamacion cronica,
también son responsables de mantener un equilibrio fino entre los niveles de

citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en el liquido sinovial.3°

2.1.3. Diagna@stico de la Osteoartrosis

El diagndstico de la OA se realiza tradicionalmente a través de una exploracion
clinica y radiologica. Solo en las ultimas etapas de la enfermedad los rayos X
revelan pérdida de espacio articular y deformidad.*® Por otra parte, se ha
propuesto que el uso de estudios de resonancia magnética puede demostrar
cambios a nivel del hueso subcrondral que correlacionan con la presencia de
OA temprana.’®4! Sin embargo, los estudios de imagen con resonancia
magnética resultan demasiado costosos para los sistemas de salud y, la
significancia clinica de los cambios encontrados siguen siendo cuestionables.*
No se solicitan estudios de laboratorio de forma rutinaria, ya que no existe una
prueba diagndstica especifica o patognomoénica para el diagnostico. La
exploracion fisica es lo mas importante, por lo que se debe hacer una revisiéon

minuciosa de cada articulacion.

En las radiografias convencionales, los primeros cambios se aprecian como un
estrechamiento (mayor o menor) del espacio articular (generalmente
asimétrico); mas medialmente como un signo de deterioro del cartilago, con
esclerosis O0sea en ciertas partes de la articulacion y la formacién de hueso
subcondral (osteofitos; Figura 1).4> La gravedad de los cambios radiogréaficos

puede no corresponder con la gravedad de los sintomas clinicos.
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Figura 1. Estudio de imagen que muestra una rodilla con OA. Resonancia
magnética sagital de densidad proténica que muestra OA avanzada del compartimento
femorotibial medial, con pérdida completa del grosor del cartilago, derrame importante
y engrosamiento sinovial prominente. Nétese también la lesién del menisco medial y la
formacion de osteofitos.*?

El primer signo de OA suele ser el dolor de la articulacion después de la
relajacion o el suefio, el cual es poco perceptible al inicio e incrementa
gradualmente.** El examen clinico muestra dolor en la articulacion a la
palpacién, crepitacion en los movimientos, disminucién del rango de
movimiento, deformidad, trastorno del eje articular, inflamacion, derrame y

debilidad de los misculos.444°

2.1.4. Tratamiento de la Osteoartrosis

El manejo oOptimo de la OA requiere una combinacion de estrategias
terapéuticas. Inicialmente se tratan de cambiar aspectos conductuales en el

paciente (p. ej., control de peso y ejercicio), seguido de la rehabilitacion; estos



componentes son los més relevantes. Posteriormente, lo anterior se acompafa
de tratamientos farmacoldgicos y, en etapas posteriores (y mas avanzadas de
la enfermedad), la consideracion de la cirugia de reemplazo articular.*® De los
pacientes con OA, aproximadamente el 5% se somete a cirugia de reemplazo
articular. Aunque estas cirugias son costosas, resultan rentables a largo

plazo.*’

El efecto negativo de la OA es atribuible al dolor, la discapacidad y al costo del
tratamiento a largo plazo. Por lo que actualmente, se reconoce que es
necesario una combinacion de enfoques farmacolégicos y no farmacoldgicos

para el tratamiento de pacientes con OA (ver Tabla 1).48

Hoy en dia, no existe un tratamiento que realmente cure la OA. Sin embargo,
las practicas actuales han evolucionado gracias a las alternativas terapéuticas
no farmacologicas y multidisciplinarias. Estos tratamientos requieren un cambio
en el estilo de vida, con un enfoque en combatir nuestra forma de vida cada vez
mas sedentaria y el aumento de peso. La actividad fisica regular en pacientes
con OA es efectiva para reducir el dolor y mejorar la funcién articular.*® Sin
actividad fisica regular, la fuerza muscular disminuye. Pero sabemos que para
estabilizar la rodilla y evitar que la OA empeore, la fuerza en el cuadriceps y los

musculos periféricos alrededor de la articulacién afectada es vital.*°



Tabla 1. Resumen de recomendaciones para el manejo de la OA®.%8

Recomendaciones basicas (siempre recomendadas):

v"  Programas de autocuidado

Educacion

Planes de tratamiento individualizado
Mantenimiento o pérdida de peso
Ejercicio (en superficie plana o en agua)

DR NN

Recomendado para la mayoria de las situaciones (si es apropiado para la situacion clinica,
comorbilidades):

Infiltracion intraarticular de corticosteroides
AINESP topicos

Paracetamol

AINES o inhibidores de COX-2¢ orales
Dispositivos de asistencia y ayuda para caminar
Modalidades térmicas

Remision a terapia fisica u ocupacional.

ANRNENENENENEN

Considerar en algunas situaciones (por ejemplo, poblaciones especificas de pacientes o
manifestaciones de la enfermedad):

Duloxetina

Capsaicina

Terapias corporales y mentales (yoga, Tai Chi, acupuntura)
Férulas y soportes

Estimulacion eléctrica nerviosa transcutanea

Intervencion quirdrgica (especificamente reemplazo articular)

NN NN

No recomendado:

x  Ultrasonido terapéutico
x Lavado articular con aguja
x  Artroscopia con desbridamiento

Controversial entre las diferentes guias de tratamiento, informacion insuficiente o no
abordado:

e Infiltracion intraarticular de acido hialurénico

e Otros tratamientos intraarticulares (plasma rico en plaquetas, células madre)
e Glucosamina/Condroitina

e Otras intervenciones quirdrgicas (osteotomia, reemplazo articular parcial)

e Tratamientos botanicos o herbales

20A, Osteoartrosis; "AINES, antiinflamatorios no esteroideos; “COX-2, ciclooxigenasa 2.
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2.1.5. Terapias Alternas para el Tratamiento de la Osteoartrosis

Hasta ahora, las terapias disponibles para el manejo de la OA cominmente se
basan en la paliacion del dolor, mejorar el movimiento funcional y prevenir la
degeneracion. Debido a ello, surge la necesidad de desarrollar alternativas
terapéuticas que puedan prevenir la destruccion del cartilago y los tejidos

involucrados en la articulacion de la rodilla o estimular su adecuada reparacion.

Muchas de las alternativas terapéuticas que han sido estudiadas para el
tratamiento de la OA se basan en la aplicacién intraarticular directa de diversas
sustancias.® La idea detrds de ello es que los tratamientos locales tendran
menos efectos adversos sistémicos y que la aplicacion del medicamento dentro
de la articulacion tendra un efecto mas directo. Algunos estudios han
demostrado que, en general, las terapias intraarticulares son mas efectivas que
los AINES y otros tratamientos farmacolégicos sistémicos; sin embargo,
también revelaron que un porcentaje de ese beneficio podria ser secundario al

efecto placebo de la infiltracion intraarticular.5?

Las opciones terapéuticas intraarticulares se pueden agrupar en tres grandes
grupos: tratamientos intraarticulares estandar, infiltracion intraarticular de
agentes biolégicos y terapias celulares.®® Aunque no se definen
categoricamente como estandar de atencion, los glucocorticoides y el AH son
opciones de tratamiento intraarticulares estandar para el tratamiento del dolor
de rodilla relacionado con la OA en pacientes que no responden a terapia no
farmacolégica, AINES o analgésicos.>® En los Ultimos 10 afios, se han
publicado algunos estudios importantes que investigan el uso de agentes
biolégicos para el tratamiento de la OA (Anakinra®, Etanercept®, Eptotermin
alfa®, Sprifermin®), pero hasta la fecha, los resultados de los ensayos clinicos
han sido en su mayoria no convincentes.>' Las terapias celulares (plasma rico
en plaquetas, concentrado de aspirado de médula Osea, fraccion vascular
estromal, células madre mesenquimales) pueden caracterizarse ampliamente

por el método utilizado para producirlas o, debido a que el procesamiento del
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tejido de origen concentra poblaciones especificas de células, por su relativa

heterogeneidad en comparacién con el tejido de origen.5?

2.1.6. Uso del Acido Hialurénico No Animal Estabilizado (NASHA) en el

Tratamiento de la Osteoartrosis

2.1.6.1. Definicién

El AH es un componente principal del liquido sinovial, el cual facilita la
lubricacion y la absorcion del impacto en las articulaciones, y la OA se
caracteriza por una disminucién del peso molecular y la concentracion del AH

en el liquido sinovial.>®

El uso del AH como viscosuplementacion para el tratamiento de la OA cuenta
con una gran variedad de productos disponibles, los cuales difieren en
composicion, fuente del AH y método de produccion.> Otras diferencias
importantes entre los diferentes tipos de AH disponibles son: el peso molecular
del ingrediente activo; la cantidad, concentracion y volumen de infiltracion por
dosis; y el numero de infiltraciones por curso de terapia, que van desde una

sola administracion hasta 5 infiltraciones intraarticulares.>*

El NASHA (DUROLANE®; Bioventus LLC, Durham, NC, USA) es un tipo de HA
derivado de un proceso de biofermentacién disponible como un tratamiento de
infiltracion Gnica. Durante el proceso de produccion del NASHA, los
entrecruzamientos naturales que existen en el AH se incrementan por la
introducciéon de enlaces cruzados sintéticos (aproximadamente 1%). Las
moléculas lineales de AH forman una matriz de gel tridimensional, con
propiedades reolégicas optimizadas, que le otorga una resistencia a la
degradacion.® La formulacion resultante sigue siendo biocompatible, con una
mayor densidad y un tiempo de residencia intraarticular elevado, que permite el

suministro de una dosis mas alta por unidad de volumen (60 mg en 3 mL).
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2.1.6.2. Uso del NASHA en estudios preclinicos vy clinicos

Se ha reportado una vida media del NASHA en estudios clinicos de alrededor
de 4 semanas.® También se ha demostrado que el NASHA es eficaz para
aliviar el dolor articular en modelos animales preclinicos y se ha demostrado

que tiene una vida media de 32 dias en rodillas de conejos.%®

Los resultados de una revision sistematica reciente acerca de la evidencia
clinica existente, menciona que el uso del NASHA es mas eficaz para reducir el
dolor y mejorar la funcion en pacientes con OA de rodilla no inflamatoria,
unilateral, leve a moderada.>” Ademas de que, dado que NASHA se administra
como una infiltracion Unica, se reducen las visitas de los pacientes y los costos
asociados, asi como los riesgos potenciales asociados con los tratamientos de
infiltraciones multiples. Dichos resultados fueron obtenidos después de
evidenciar la existencia de siete ensayos clinicos con calidad de evidencia Nivel

| y cuatro ensayos mas con evidencia de Nivel 11 y IlI.

2.1.7. Uso de las Células Madre Mesenquimales (CMM) en el Tratamiento

de la Osteoartrosis

2.1.7.1. Definicién

Las CMM son células madre adultas que son multipotentes y estan
ampliamente presentes en mdultiples tipos de tejidos. Lo atractivo de la terapia
celular basada en CMM se debe a sus multiples funcionalidades, que incluyen
la diferenciacion, la liberacion de factores de crecimiento regenerativos y la
inmunomodulacion.®® Las CMM son multipotentes, ya que se auto renuevan y
se diferencian en células especializadas con multiples funciones. Las CMM son
de un linaje de células madre adultas y se diferencian de las células madre
embrionarias pluripotentes en que poseen un potencial de diferenciacion mas

restringido.>®
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2.1.7.2 Aplicacién en el tratamiento de la Osteoartrosis

En décadas recientes, se ha propuesto el uso de las CMM como una modalidad
de tratamiento para la OA en humanos. La aplicacion de CMM en forma de
infiltracion directamente en la articulacion es la forma terapéutica méas utilizada.
Los resultados de una revision sisteméatica reciente enfocada en demostrar la
efectividad de la infiltracion de CMM en el tratamiento de OA, revel6 que son
pocos los estudios clinicos controlados aleatorizados publicados al respecto
(cinco), y que cuentan con un Nivel de evidencia Ill y IV al evaluar desenlaces
histologicos, radiolégicos y artroscépicos. Ademds, repostan que no se
presentaron efectos adversos serios en un maximo de 24 meses de
seguimiento. Sin embargo, se menciona que, debido a la heterogeneidad de las
intervenciones, origen de las CMM, frecuencia de aplicacion y resultados
contradictorios en los estudios, la efectividad del tratamiento con CMM
permanece controversial.’° Debido a ello, se requiere de mas investigacion a en

esta area con el fin de esclarecer su efectividad.

2.1.7.3 Uso del medio de cultivo de CMM

En afos recientes se ha sugerido que las biomoléculas sintetizadas por las
CMM pueden ser tan importantes, si ho mas, que la diferenciacion de las
mismas células para promover la reparacion funcional del tejido.®* Ademas de
su potencial de diferenciacion, las células madre poseen efectos paracrinos e
inmunomoduladores a través de la liberacion de factores de crecimiento y
citoquinas.®? Teniendo en cuenta que la fisiopatologia de OA se considera tanto
degenerativa como inflamatoria, la estimulaciéon del crecimiento local, la
reduccion de la respuesta inmune y la regeneracion de tejidos puede ser un

efecto beneficioso en esta condicion.3

Como tal, el enfoque de investigaciones actuales incluye esfuerzos para
dilucidar, aumentar y aprovechar los mecanismos autocrinos y paracrinos de las

CMM en la medicina regenerativa.
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Debido a que las CMM son capaces de producir un amplio espectro de
citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y moléculas de matriz
extracelular,’! se ha evaluado el potencial condroprotector del medio de cultivo
acondicionado de CMM. Se ha reportado que regula positivamente la expresion
de colageno tipo Il y la produccién de mediadores relevantes involucrados en la
degeneracion articular de la OA por medio del cultivo de condrocitos
humanos.3® Con ello, es necesario realizar estudios adicionales para dilucidar
los factores responsables de los efectos condroprotectores de la factores
troficos de las CMM para proporcionar informacién adicional sobre su

mecanismo de accion.

2.1.8. Modelos de estudio in vitro de Osteoartrosis

Los modelos de cultivo in vitro para la OA se han usado comunmente para
tratar de comprender mejor los mecanismos patologicos de la enfermedad, asi
como para evaluar biomarcadores y estrategias terapéuticas. Los principales
modelos usados para el estudio in vitro de la OA son los cultivos de explantes,
cultivos en monocapa (incluyendo los cocultivos) y los cultivos tridimensionales
(3D). Los modelos basados en el cultivo de explantes presentan la principal
ventaja de que pueden ser usados para examinar la respuesta de las células en
su MEC natural, sin que el fenotipo celular se vea alterado.®* Ademas, ya que
se sabe que los explantes de cartilago en cultivo pueden permanecer viables
por largos periodos,®® se ha podido evaluar el efecto de alternativas

terapéuticas y otras modalidades de cocultivos. %67
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

El tratamiento con el NASHA y el medio de cultivo acondicionado de CMM
derivadas de tejido adiposo produciran un efecto antiinflamatorio en un modelo
de cocutlvio de explantes de cartilago y sinovial humano después ser

estimulados con interleucina-1p.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Investigar y comparar el efecto antiinflamatorio de las terapias con NASHA y
CMM en el tratamiento de la OA de rodilla en un modelo in vitro.

Objetivos Especificos

e Determinar el nivel de degradaciéon de la matriz extracelular de los
explantes de tejido cultivados a través de la cuantificacion de los
glicosaminoglicanos liberados en el medio de cultivo sobrenadante en los
diferentes grupos de tratamiento a causa del estimulo inflamatorio.

e Determinar la respuesta antiinflamatoria y condroprotectora de ambos
tratamientos mediante la cuantificacion de la expresion de genes
involucrados en la respuesta inflamatoria y de sintesis de matriz
extracelular tanto en cartilago como en membrana sinovial, asi como la
produccion de o6xido nitrico en los diferentes grupos de tratamiento para

monitorear cambios en la respuesta inflamatoria.
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CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Pacientes y disefio del estudio

El presente trabajo es un estudio experimental, prospectivo, in vitro. Se
obtuvieron explantes de cartilago, tejido sinovial y tejido adiposo a partir del
material biolégico de desecho generado en las cirugias de artroplastia total de
rodilla. Para el estudio se obtuvieron y cultivaron explantes de tejidos de 7
pacientes, cuyos criterios de inclusion fueron: mayores de 18 afos, sexo
indistinto, diagnodstico de OA de rodilla avanzada, que requirieran proétesis total
de rodilla y firma de consentimiento informado. Se excluyeron aquellos
pacientes que presentaron algun tipo de infeccion en la articulacion y se

eliminaron los pacientes de los que la muestra de tejidos fue insuficiente.

5.2. Obtencion y cultivo de los explantes de los tejidos

Se recuper6 el tejido articular proveniente de los condilos femorales y capsula
sinovial, a partir de los cuales se realizaron cortes de 6-8 mm de diametro por
medio del Sistema de Transferencia para Autoinjerto Osteocondral
(Osteochondral Autograft Transfer System, OATS®, Arthrex Inc., Santa
Barbara, CA, USA). Los explantes obtenidos se lavaron tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos estéril 1X (PBS, phosphate buffered saline, GIBCO®,
Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, USA), una vez en etanol 70% y una

vez en PBS 1X estéril el cual se adicioné con 50 ug/mL de gentamicina.

Se desarrollé un sistema de cocultivo para las los explantes obtenidos de cada
paciente. Para ello, los explantes de cartilago y tejido sinovial se distribuyeron
en placas de cultivo de 12 pozos (NEST® Biotechnology, Jiangsu, China), en

cada pozo se colocd un explante de cartilago con un explante de sinovial;
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dichos explantes estaban divididos por un inserto con una membrana de
poliestireno con un diametro de poro de 1.0 um (Falcon, Corning, Fisher
Scientific). El explante de cartilago se coloc6 dentro de inserto y el explante de
sinovial se colocé en el fondo del pozo de la placa. Cada cocultivo se mantuvo
bajo distintas condiciones: 1 pozo con medio de cultivo basal (DMEM/F12
[GIBCO®, Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY, USA] adicionado con 50
ug/mL de gentamicina [GIBCO®] y 0.25 pg/mL de Fungizone® [GIBCO®))
suplementado con 10% de SBF (suero bovino fetal, Corning, Mediatech Inc.,
Manassas, VA, USA), otro pozo con medio de cultivo basal adicionado con 10
ng/mL de la proteina recombinante humana interleucina-1 (IL-18) (R&D
Systems Inc.), otro pozo con medio de cultivo basal sin SBF adicionado con
NASHA (1 mg/mL, DUROLANE®) y 10 ng/mL de IL-1B8 y un ultimo pozo con
medio de cultivo basal sin SBF adicionado con medio de cultivo de células
madre (1 mL) y con 10 ng/mL de IL-1B3. Todos los cultivos fueron incubados a
37°C, con 5% de CO2 por 72 h.

Asi, se generaron 4 grupos experimentales: 1) control (medio basal), 2) IL-1
(medio basal + IL-1B), 3) acido hialurénico (NASHA, medio suplementado con
acido hialurénico + IL-1B) y 4) células madre mesenquimales (CMM, medio
acondicionado de células madre + IL-18). De cada grupo se obtuvieron
muestras a las 0, 48 y 72 h de cultivo para realizar extraccion de ARN total y
ademas se almacend el medio de cultivo sobrenadante a -80°C para su

posterior andlisis.

5.3. Obtencion de CMM derivadas de tejido adiposo

Se obtuvieron muestras de tejido adiposo de las cirugias de artroplastia total o
parcial de cadera (5 muestras). El tejido adiposo obtenido se disgregd bajo
condiciones de esterilidad. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS 1X estéril
con 50 pg/mL de gentamicina (GIBCO®) y 0.25 pg/mL de Fungizone®

(GIBCO®). Después, el tejido se disgregd mecanicamente con la ayuda de
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pinzas para diseccion y bisturi estériles. Finalmente, en un frasco estéril se
coloco el tejido disgregado mecénicamente con 1 volumen de solucion de
colagenasa tipo 1 (2 mg/mL, GIBCO®) y 1 volumen de medio de disgregacién
de tejido adiposo (DMEM/F12 sin SBF con 50 pg/mL de gentamicina y 0.25
Hg/mL de Fungizone®). La preparaciéon se incub6 a 37°C por 1 h en agitacion
constante. Al final de este procedimiento las células se sedimentaron mediante
centrifugacion a 1,800 rpm (730 x g) por 10 min. Se retir6 todo el sobrenadante
y la pastilla de células se resuspendié en 2 mL de PBS 1X con gentamicina y
Fungizone®. Las células se lavaron 3 veces con PBS 1X con gentamicina y
Fungizone®, se elimind el sobrenadante quedando solamente el botdn celular
sedimentado en el fondo. Las células lavadas se resuspendieron en medio de
cultivo DMEM/F12 adicionado con 10% de SBF, gentamicina y Fungizone®.
Esta suspension se transfirié a botellas de cultivo de 75 cm? (NEST®) y se dej6
gue las células se adhirieran por 48-72 h. Pasado este tiempo se realizaron
cambios de medio de cultivo cada 72 h o en cuanto fuera necesario hasta que
las células alcanzaran un 80-90% de confluencia y estuvieran listas para

realizarles un pasaje.

Las células recibieron un maximo de 2 pasajes y fueron estimuladas con IL-13
(10 ng/mL); el medio de cultivo de las células confluentes estimuladas (medio
acondicionado de células madre) se almacen6 a -80°C y fue utilizado para

suplementar los cocultivos de los explantes de cartilago y tejido sinovial.

5.4. Inmunofenotipificacion de CMM derivadas de tejido adiposo mediante

citometria de flujo

El inmunofenotipo de las CMM en cultivo fue evaluado dentro de los pasajes 3y
5. Las células adherentes cultivadas en botellas de 75 cm? fueron despegadas
por digestion con tripsina 0.75%/EDTA 0.5 mM durante 5 min a 37°C, y lavadas
con medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de SFB para inactivar a la

tripsina. Se centrifuga a 1,800 rpm (730 x g) por 5 min y el botén celular fue
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resuspendido en medio DMEM suplementado e incubado a 37°C durante 20
min. Posteriormente, las células fueron centrifugadas y el boton celular fue

resuspendido de acuerdo con lo siguiente:

El andlisis se realiza con aproximadamente 200,000 células por tubo
resuspendidas en 50 yL de solucién amortiguadora de tincion (SB, Becton
Dickinson Pharmingen) o bien en una solucién de BSA al 0.5% en PBS. A cada
tubo se le adiciona el volumen de anticuerpo recomendado por el fabricante y
previa agitacion suave, se incuban durante 20 min en oscuridad. Al cabo del
tiempo, las muestras son lavadas con 0.5 mL de BSA al 0.5% en PBS y se
centrifugan a 1,800 rpm (730 x g), durante 10 min a 4°C. El boton de células
tefidas de cada tubo son resuspendidas en 250 uL de BSA al 0.5% en PBS y
analizadas para inmunofluorescencia de tres colores por citometria de flujo
(FACSAria, Becton Dickinson).

5.5. Extraccién de ARN total y analisis de expresidén génica por PCR en

tiempo real

Se aislo el ARN total de las muestras de los explantes de cartilago y sinovial en
los tiempos de cultivo indicados mediante el estuche comercial RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (QIAGEN®) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
evalud la integridad de las muestras obtenidas de ARN por cuantificacién
espectrofotomeétrica en el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, DE, USA).

A partir de cada muestra de ARN total obtenida, se realiz6 la sintesis de ADN
complementario (ADNc) por medio de una reaccion de retrotranscripcion con el
estuche comercial GoTaq Probe 2-Step RT-gPCR System (Promega®). El
ADNCc se almacen6 en microtubos a -20°C hasta su analisis. A partir del ADNc
sintetizado se evalud la expresién de distintos genes relacionados con la
respuesta inflamatoria y la sintesis de MEC en cartilago y sinovial a través del

uso de sondas TagMan (Applied Biosystems) especificas para cada gen en
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cada ensayo de cocultivo (7 ensayos) y en cada grupo de experimentaciéon (4
grupos) por triplicado. Las corridas de los ensayos de expresion se realizaron
en el equipo 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). La lista

de los genes evaluados se muestra a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2. Nombre y simbolo de los genes analizados por qPCR. Se muestra el
cédigo correspondiente a cada una de las sondas TagMan empleadas.

Nombre del gen Simbolo Cadigo?

Interleucina-1 beta IL-1B Hs01555410_m1
Metaloproteasa de matriz 13 MMP13 Hs00233992_m1
Inhibidor tisular de metaloproteasas 1 TIMP1 Hs00171558 m1
Metaloproteasa con trombospondina 1 motivo 5 ADAMTS5 Hs00199841 m1l
Beta-2-microglobulina B2M Hs99999907_m1

aApplied Biosystems

El analisis de los datos obtenidos se llevd a cabo mediante el Método
Comparativo de Ct o Método de AACt para ensayos de expresion relativa,
utilizando como gen enddgeno para normalizar a Beta-2-microglobulina
(B2M).8

5.6. Liberacion de glucosaminoglucanos

Los glucosaminoglucanos (GAG) sulfatados (condroitin sulfato, heparan sulfato,
gueratan sulfato y dermatan sulfato) producidos y liberados al medio de cultivo
debido a la degradacion de la matriz extracelular de los tejidos a causa del
estimulo inflamatorio al que fueron sometidos, se cuantificaron por medio de un
analisis espectrofotométrico utilizando la sonda metacromatica azul de
dimetilmetileno (DMB) mediante el estuche comercial para la deteccion de GAG
de Rheumera® (Astarte Biologics, Redmond, WA, USA). La unién del DMB a
los GAG sulfatados induce un cambio en el espectro de absorcion el cual es
directamente proporcional a la cantidad de GAG sulfatados. Las mediciones se
realizaron en placas de 96 pozos en el lector de placas multimodal Cytation3 HT
(BioTek® Instruments Inc., Winoosk, VE, USA) a una longitud de onda de 525
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nm. Después de construir una curva de calibracién se calcul6 la concentracion
de los GAG/mL presentes en los sobrenadantes de cada uno de los cultivos,
sustituyendo los datos de absorbancia obtenidos por el valor de “y” en la
ecuacion de la recta. Los resultados obtenidos fueron normalizados con
respecto al peso humedo de los explantes. Se evalud la presencia de los GAG
sulfatados de cada ensayo de cocultivo (7 ensayos) y de cada grupo de

experimentacion (4 grupos) por quintuplicado.

5.7. Produccién de 6xido nitrico

El oxido nitrico (ON) se genera como parte de la respuesta inmune, por lo que
su produccion lo hace un buen indicador de inflamacion. La produccion de ON
se determiné 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 determiné la absorbancia
a 540 nm en placas de 96 pozos en el lector de placas multimodal 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 evalud la produccion de ON en
cada ensayo de cocultivo (7 ensayos) y en cada grupo de experimentacion (4

grupos) por triplicado.

5.8. Andlisis estadistico

Se realizé un célculo del tamafio de muestra para la comparacion de medias
relacionadas, tomando como base un valor de alfa de 0.05 en dos direcciones y
un valor beta de 0.08. Se tomd como significativa una diferencia minima de 2.5
de acuerdo con un analisis de expresion génica de un estudio previo realizado
por nuestro equipo de trabajo. El resultado fue de 7 ensayos por grupo de

experimentacion. Los datos se presentan como la media + desviacion estandar
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(DS) de siete experimentos independientes realizados por triplicado a menos
gue se mencione lo contrario. Las variables numéricas se analizaron con la
prueba paramétrica ANOVA con la prueba post hoc para comparaciones
multiples de Tukey para observar las posibles diferencias entre los grupos de
experimentacion. El proceso electronico de datos y su analisis se llevé a cabo
con el software GraphPad Prism version 5.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Para todas las pruebas, se considerd un valor

de p <0.05 como estadisticamente significativo.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de los pacientes

Las muestras de explantes de cartilago y membrana sinovial obtenidos de las
cirugias de reemplazo total de rodilla para los ensayos de cocultivo provinieron
de 7 pacientes masculinos con una mediana de 71 afios y un rango intercuartil
de 60-79 afos. Las muestras de tejido adiposo utilizadas para la obtencion y
cultivo de CMM se proporcionaron a partir de 5 pacientes masculinos sometidos
a cirugias de reemplazo total de cadera con una mediana de 70 afios y un

rango intercuartil de 67-77 afos.

6.2. Inmunofenotipificacion de CMM derivadas de tejido adiposo

El analisis por citometria de flujo de las CMM revel6 los marcadores de
superficie que deben de ser positivos para este tipo de células. En el
histograma de los marcadores positivos, se puede apreciar que solo se
distingue un pico bien definido, lo cual habla de la especificidad del ensayo
(Figura 2A). También se encuentra graficada la expresion de los marcadores en
las muestras analizadas, en donde como se esperaba, la expresion del
marcador CD105 es la que varia mas entre individuos y entre pasajes. Los

marcadores CD73 y CD90 son los mas estables (Figura 2B).
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Figura 2. Andlisis por citometria de flujo de las CMM. Grafica de marcadores
positivos para CMM (A) e histograma de expresion promedio de todas muestras de
células utilizadas para los ensayos (B). Se utilizaron muestras de tejido adiposo de 5
donadores diferentes para obtener las CMM y posteriormente generar el medio de
cultivo acondicionado utilizado para los ensayos de cocultivo.

En la Figura 3, se muestra una imagen representativa del andlisis de las
muestras, la cual se expresa como Dot-Plot y nos demuestra la pureza del
cultivo. En este caso, se puede observar que la mayoria de las células se
ubican en una zona muy concentrada y en el cuadrante correspondiente a las

gue son dobles positivos (CMM).
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Figura 3. Representacion grafica (Dot-Plot) para dobles marcajes de CMM. Gréfica
representativa que muestra a la mayor parte de las células situadas en el cuadrante
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superior derecho correspondiente al doble marcaje positivo (CD90+/CD73+,
CD105+/CD73+ y CD90+/CD105+).

6.3. Liberacion de GAG al medio de cultivo

Se detect6 la presencia de GAG sulfatados en el medio de cultivo de los 4
grupos de cocultivo a las 48 y 72 h (Figura 4). Se detect6 una mayor liberacion
de GAG en el grupo de tratamiento estimulado con IL-1 con respecto al grupo
control, NASHA y CMM a las 48 (p <0.05) y 72 h (p <0.01). Se pudo apreciar
gue el nivel de GAG liberados al medio de cultivo se mantuvo al nivel del grupo
control en los grupos tratados con NASHA o con medio acondicionado de CMM

sin haber un cambio significativo entre estos dos grupos.
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Figura 4. Glucosaminoglucanos (GAG) liberados al medio de cultivo por parte de
los explantes de cartilago y membrana sinovial. El medio acondicionado de cada
cocultivo se mezcld con azul de dimetilmetileno y la cantidad de GAG se cuantifico por
espectrofotometria. Los datos se reportan como la media y desviacién estandar de los
datos normalizados con el peso himedo de los explantes de cartilago en 7 ensayos
diferentes alas 48 y 72 h. *p <0.05 y **p <0.01 vs IL-1p.
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6.4. Cuantificacion de ON

La produccion de ON se incrementd notoriamente en los grupos en los que se
aplicé el estimulo con IL-1B (IL-1B, NASHA y CMM) con respecto al grupo
control a las 48 y 72 h (p <0.001; Figura 5). Se observé una disminucién en la
produccién de ON en los grupos tratados con NASHA y CMM con respecto al
grupo IL-1B a las 72 h, sin embargo, solo en el grupo de CMM se obtuvo una

disminucion significativa (p <0.05).
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Figura 5. Producciéon de éxido nitrico (ON) por parte de los explantes de cartilago
y membrana sinovial. La cantidad de ON producido en cada cocultivo se cuantificd
por espectrofotometria a través del reactivo de Griess en el medio de cultivo
acondicionado. Los datos se reportan como la media y error estandar de la media de 7
ensayos diferentes a las 48 y 72 h. *p <0.05 CMM vs IL-1B y ***p <0.001 IL-1B,
NASHA, CMM vs Control.

6.5. Ensayos de Expresion Génica
6.5.1. Expresiéon de IL-1B3

El estimulo inflamatorio con IL-1p recombinante incrementé de manera notoria
la expresion de IL-1B en los grupos en donde se aplicé el estimulo con respecto
al grupo control (Figura 6), tanto en cartilago (p <0.001) como en membrana

sinovial (p <0.05). Se pudo observar que, a las 72 h tanto en cartilago como en
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membrana sinovial, los tratamientos con NASHA y CMM disminuyeron la
expresion de IL-1B; sin embargo, solo el tratamiento con el medio de cultivo
condicionado de CMM disminuyé significativamente la expresion de IL-1B (p
<0.05) en cartilago. En membrana sinovial, el tratamiento con medio de cultivo
de CMM también disminuyd el nivel de expresién de IL-1B con respecto al
tratamiento con NASHA, a pesar de ello, la diferencia mostrada no fue
estadisticamente significativa (p >0.05).
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Figura 6. Expresidn génica relativa de IL-1B analizada por PCR en tiempo real en
explantes de cartilago y membrana sinovial. Los datos se reportan como la media y
error estdndar de la media de 7 ensayos diferentes a las 48 y 72 h en explantes de
cartilago (A) y de membrana sinovial (B). A, *p <0.05 CMM vs IL-1B8 y ***p <0.001 IL-
1B, NASHA, CMM vs Control. B, *p <0.05 IL-18, NASHA, CMM vs Control.

6.5.2. Expresion de MMP13

El estimulo inflamatorio con IL-1B recombinante incremento notablemente la
expresion de MMP13 en el grupo en donde solo se aplicé el estimulo de
inflamacion con respecto al grupo Control (p >0.05; Figura 7). Sin embargo, a
las 72 h la expresion de MMP13 disminuyd significativamente tanto en cartilago
como en sinovial (p >0.05) con el tratamiento de medio de cultivo de CMM. El
tratamiento con NASHA solo disminuyd significativamente la expresion de
MMP13 en cartilago a las 72 h (p >0.05).
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Figura 7. Expresion génica relativa de MMP13 analizada por PCR en tiempo real
en explantes de cartilago y membrana sinovial. Los datos se reportan como la
media y error estandar de la media de 7 ensayos diferentes a las 48 y 72 h en
explantes de cartilago (A) y de membrana sinovial (B). A, *p <0.05 Control vs IL-18, IL-
18 vs NASHA y IL-1B vs CMM. B, *p <0.05 Control vs IL-1B y IL-1B vs CMM.

6.5.3. Expresion de ADAMTS5

En los explantes de cartilago, ambos tipos de tratamiento disminuyeron
significativamente la expresion de ADAMTS5 a las 48y 72 h (p <0.05, p <0.01)
a pesar del estimulo inflamatorio con IL-13 (Figura 8). En los explantes de tejido

sinovial, este mismo comportamiento se presento solo a las 72 h (p <0.05).
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Figura 8. Expresion génica relativa de ADAMTS5 analizada por PCR en tiempo
real en explantes de cartilago y membrana sinovial. Los datos se reportan como la
media y error estandar de la media de 7 ensayos diferentes a las 48 y 72 h en
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explantes de cartilago (A) y de membrana sinovial (B). A, **p <0.01 IL-18 vs NASHA,
*p <0.05 IL-1B vs CMM, IL-13 vs NASHA. B, *p <0.05 IL-1B vs NASHA, IL-18 vs CMM.

6.5.4. Expresion de TIMP1

Al contrario de los resultados de los genes anteriores, en este caso el estimulo
inflamatorio con IL-1f disminuyo la expresion de TIMP1 en cartilago (Figura 9).
Se puede distinguir como tanto en los explantes de cartilago como de
membrana sinovial, los tratamientos con NASHA y CMM incrementan
significativamente la expresion de TIMP1 alas 48y 72 h (p <0.01).
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Figura 9. Expresidon génica relativa de TIMP1 analizada por PCR en tiempo real en
explantes de cartilago y membrana sinovial. Los datos se reportan como la media y
error estdndar de la media de 7 ensayos diferentes a las 48 y 72 h en explantes de
cartilago (A) y de membrana sinovial (B). A, **p <0.01 IL-1B vs NASHA, IL-13 vs CMM.
B, **p <0.01 IL-1B vs NASHA, IL-18 vs CMM.
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CAPITULO VI

7. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que los tejidos involucrados en la
articulacién con OA producen una amplia variedad de mediadores catabdlicos y
proinflamatorios que conllevan a la destruccién de la matriz extracelular de
dichas estructuras.®® Los resultados de este estudio sugieren que tanto el
NASHA como el medio de cultivo acondicionado de CMM actian modificando el
ambiente articular en la OA. Sin embargo, solo los mediadores producidos por
las CMM estimuladas con IL-13 fueron capaces de disminuir de forma notoria

los marcadores de inflamaciéon en el modelo de cocultivo utilizado.

El uso de un sistema de cocultivo ex vivo de explantes de cartilago y membrana
sinovial, permite la interaccion de los dos tipos de tejido para representar de
una mejor forma el ambiente articular, a diferencia de lo que sucede en un
cultivo aislado de cartilago o sinovial. Adicionalmente, los modelos basados en
el cultivo de explantes presentan la principal ventaja de que pueden ser usados
para examinar la respuesta de las células en su matriz extracelular natural, sin
gue el fenotipo celular se vea afectado.®* El razonamiento que utilizamos fue
gue este tipo de sistema de cultivo semeja de forma mas cercana lo que ocurre

in vivo en una rodilla de un paciente con OA.

Diversos estudios clinicos han mostrado que el uso de NASHA es bien tolerado
en los pacientes en los que ha sido administrado de forma intraarticular y que
su efectividad clinica permanece por varias semanas en el tratamiento de la OA
de rodilla.>*7%"t Sin embargo, la capacidad del NASHA para reducir el proceso
inflamatorio asociado con el desarrollo y la progresion de la OA no ha sido
evaluada, después de una revision en la literatura reciente a este respecto. Por
otra parte, quisimos comparar el efecto del NASHA bajo estas condiciones con
el efecto producido por el medio de cultivo de CMM acondicionado. Se ha

demostrado que gran parte del potencial condrogénico de las CMM debido a

32



gue secretan factores solubles que actian de forma paracrina y que juegan un
papel importante en la inmunomodulacién y la regeneracion de tejidos,**"? por
lo que pudimos comparar el efecto antinflamatorio de estos dos tipos de

terapias en el mismo sistema de cultivo.

Los resultados de este estudio mostraron que ambos tipos de tratamiento
revirtieron la degradacion matriz extracelular en los explantes (representada por
la liberacion de los GAG en el medio de cultivo) inducida por la actividad de la
IL-18 al mismo nivel del control sin tratamiento. Los GAG son los primeros
componentes de la matriz extracelular en ser degradados durante el desarrollo
de la OA, y su liberacion se ha utilizado como medida de la pérdida de la matriz
extracelular.”®"* Este fenémeno se produce como consecuencia de la actividad
de las agrecanasas, las cuales degradan los proteoglicanos presentes en la
matriz extracelular. Las agrecanasas (p. ej. ADAMTS5), las metaloproteasas de
matriz (p. ej. MMP13), prostaglandinas y el ON, son producidos por los
condrocitos y sinoviocitos como respuesta a la actividad de algunas citocinas

inflamatorias, principalmente la IL-1B.1>7°

Tanto ADAMTS5 como MMP13 patrticipan en el proceso de desarrollo de la OA
al degradar componentes de la matriz extracelular como agrecano y colageno
tipo Il, respectivamente, en el caso del cartilago.”®’” En nuestro modelo de
cocutlvio empleado, se detectd la disminucion en la expresion de los genes
ADAMTS5 y MMP13 después del tratamiento con NASHA y CMM a pesar de la
presencia de IL-1B. Esto podria ayudar a explicar en parte la disminucién de la
degradacion y liberacion de GAG sulfatados al medio de cultivo. También
qguisimos evaluar la expresion de TIMP1, ya que se sabe que es capaz de
inhibir diferentes MMP (incluyendo MMP13) y es el inhibidor tisular que mas se
expresa en cartilago con OA.”®7° Al realizar la evaluacion de los resultados de
expresion de TIMP1, se pudo apreciar que el NASHA y las CMM incrementaron
su expresion notablemente, lo cual se relaciona con la disminuciéon en la

expresion de MMP13.
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La expresion de la IL-1B se incrementd notablemente en ambos tejidos en
respuesta al estimulo de la IL-1B recombinante. La respuesta fue mayor en
cartlago que en membrana sinovial. Se ha reportado que los condrocitos
presentes en el cartilago con OA son mas sensibles y reactivos a la IL-1B que
en condrocitos sanos.® Al igual que con la producciéon de ON, la expresion de
IL-1B8 fue menor en cartilago y sinovial tratados con medio acondicionado de
CMM, lo cual solo fue significativamente menor en cartilago. La disminucion en
la expresion de la IL-1B en los tejidos tratados con NASHA fue mucho mas

discreta que con las CMM.

Por otra parte, se ha reportado que el ON inhibe la sintesis de GAG y colageno,
promueve la sintesis de metaloproteasas de matriz, promueve la respuesta
inflamatoria de los condrocitos y participa en la percepcion del dolor en la
OA.8081 Tanto el cartilago como la membrana sinovial producen ON en
respuesta al estimulo proinflamatorio de la IL-1B;8?8% sin embargo, los
condrocitos son la principal fuente de ON en los tejidos de la articulacion y el
estrés oxidativo causado por este mediador también se la relacionado con la
degeneracion de las articulaciones con OA.%* Nuestros resultados mostraron
gue ambos tratamientos disminuyen la produccion de ON en cartilago y sinovial
estimulados con IL-1B. A pesar de ello, el NASHA no fue capaz de disminuir de
forma significativa la produccion de ON en comparacion con el medio
acondicionado de CMM. El efecto en la sintesis de ON podria ser consecuencia

de la inhibicion de la 6xido nitrico sintasa por parte de las CMM.
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CAPITULO VI

8. CONCLUSIONES

U Los resultados de este estudio muestran que tanto el NASHA como los
mediadores producidos por las CMM tienen un efecto antiinflamatorio
sobre los tejidos de la articulacion actuando de forma similar.

U El efecto antiinflamatorio inducido por el NASHA no alcanza a ser igual
de efectivo que el de las CMM en nuestro modelo de estudio.

U Es importante la realizacion estudios futuros encaminados a elucidar el
mecanismo de accion exacto por el cual estos dos tipos de alternativas

terapéuticas ejercen su efecto.
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CAPITULO IX
9. ANEXOS

9.1. Carta de Aprobacion por parte del Comité de Etica en Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. med. JOSE FELIX VILCHEZ CAVAZOS
Investigador principal

Servicio de Ortopedia y Traumatologia
Presente.-

Estimado Dr. Vilchez:

Le informo que nuestro Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. Jose Eleuterio
Gonzalez" , ha evaluado y aprobado el protocolo de investigacion titulado: “Efecto anti-inflamatorio
de los tratamientos con acido hialuronico y células madre mesenguimales en un modelo in vitro
de osteoartrosis” participando ademas el Dr. Victor Manuel Pefia Martinez, Dr. Eduardo Salvador
Gomez Garcia, Carlos Alberto Acosta Olivo, Mario Alberto Simental Mendia y la Dra. Herminia
Guadalupe Martinez Rodriguez como Co-investigadores, el cual quedd registrado en esta
Subdireccion con la clave OR17-00002.

e Protocolo en extenso, version 1.1 de fecha 09 de Enero del 2017.

Cada vez que el Protocolo, Formato de Consentimiento Informado o Manual del Investigador sufran
modificaciones, éstas deberan someterse nuevamente para solicitar su autorizacion.

Le reitero que es su obligacion presentar a este Comité de Etica en Investigacion un informe técnico
parcial a méas tardar el dia en que se cumpla el afio de emision de este oficio, asi como notificar la
conclusion del estudio.

Sera nuestra obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que todo lo
anterior esté debidamente consignado, en caso de no apegarse, este Comité tiene la autoridad de
suspender temporal o definitivamente la investigacion en curso, todo esto con la finalidad de
resguardar el beneficio y seguridad de todo el personal y sujetos en investigacion.

SUB-IRECCio pr MVESTIGACIO,.

Atentamente.-
“Alere Flammam Veritatis”
Monterrey, Nuevo Ledn 30 de Enero del 2017

162 B
COMITE DE ETir A
COMITE DF iNVESTIF 2~ as
DR. med. JOSE GERARDO GARZA LEAL
Presidente de Comité de Etica en Investigacion

o the Ac,

0 2
Qualified
s fads 5 B % Accreditation ¥
Comité de Etica en Investigacion ; S
Av. Francisco |. Madero y Av. Gonzalitos s/n, Col. Mitras Centro, C.P. 64460, Monterrey, N.L. México K o
Teléfonos: (+52) 818329 4050, Ext. 2870 a 2874. Correo Electronico: investigacionclinica@meduanl.com

O

% brote

Septiembre 15,2014
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9.2. Carta de Consentimiento Informado

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Efecto anti-inflamatorio de los tratamientos con acido
Titulo del Estudio hialurénico y células madre mesenquimales en un modelo
in vitro de osteoartrosis”

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

Ortopedia y Traumatologia Hospital Universitario “Dr. José

Servicio / Departamento Eleuterio Gonzalez”

Teléfono de Contacto 8110498070

Persona de Contacto Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos
Version de Documento 11

Fecha de Documento 9/Enero/2017

Usted ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion. Este documento contiene
informacién importante acerca del proposito del estudio, lo que Usted hard si decide participar, 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 informacion que no le quede clara.

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

El propdsito de este estudio es conocer qué tan efectivos son los tratamientos con acido
hialurénico y con células madre para disminuir la inflamacién 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 actlan en los tejidos de la rodilla, y si son capaces de maodificar la inflamacién
presente.

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

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

La duracion del estudio (experimentos) sera de 1 semana. Se incluiran 12 sujetos en este
estudio de participacion voluntaria.

¢, CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI
PARTICIPACION?

Los criterios de inclusién y de exclusion son los siguientes:

Criterios de Inclusién:

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

e Requerir cirugia para prétesis total de rodilla.

¢ Firma de consentimiento informado.
Criterios de Exclusién

e Infecciones.

¢ CUAL ES EL TRATAMIENTO DEL ESTUDIO?

Los tratamientos consistiran en adicionar &cido hialurénico o células madre mesenquimales 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 ningun procedimiento adicional al de
su cirugia.

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

Si Usted decide participar Unicamente 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
gue 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 &cido hialurénico y células madre 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 habré 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 compensacion para sus gastos de transportacion.
¢RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?

Usted no recibira ninglin pago por la participacion en este estudio.

¢SE ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS
INVESTIGACIONES?
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Autorizar el almacenamiento de muestras de los tejidos recuperados de su cirugia para
investigaciones relacionadas con su enfermedad no le generard ningln costo a Usted. Sus
muestras seran utilizadas soélo para esta investigacion y no se comercializaran ni seran usadas
para crear lineas celulares inmortales. La investigacién que se realice con ellas puede llevar al
desarrollo de nuevos productos o medicamentos en un futuro. Usted no recibird 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 decision 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 participacién es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede
hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no participar o retirarse del estudio, su
atencion 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 participacién también podra ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias:

e Que el estudio haya sido cancelado.
e Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta investigacion.
Si Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar lo siguiente:

o Notificar a su médico tratante del estudio.
Si su participacion en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el
meédico 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 investigacion, el médico del estudio recabara y registrara informacién
personal confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta informacién 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 informacion tiene como finalidad garantizar
la integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la Institucion 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 Posicion 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 proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no
podré estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la
integridad del Estudio.
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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 propésitos 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 informacion 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 investigacién. 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 |. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Leén 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] M participacion es completamente voluntaria.
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] confirmo gue 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 codigos que permitan mi
identificacion.

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

[ Acepto que mi médico general sea informado de mi participacién 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.

Nombre del Sujeto de Investigacion Firma

Fecha

PRIMER TESTIGO

Nombre del Primer Testigo Firma
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Direccion

Fecha Relacion con el Sujeto de Investigacion

SEGUNDO TESTIGO

Nombre del Segundo Testigo Firma

Direccion

Fecha Relacién con el Sujeto de Investigacion

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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