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Resumen:

La osteoartritis (OA) es uno de los principales trastornos musculoesqueléticos en la poblacion
adulta. Esta asociada al davio del cartilago provocado por el deterioro del tejido de la matriz
extracelular. El presente estudio explora el efecto de la inyeccion intraarticular de tejido
adiposo autologo microfragmentado para alojar condrocitos y proteoglicanos del cartilago
en pacientes con OA de rodilla. Se realizo un ensayo clinico prospectivo, no aleatorizado, de
intervencion, abierto y de un solo centro, desde enero del 2016 a abril de 2017. Un total de
17 pacientes se inscribieron en el estudio y se evaluaron 32 rodillas con artrosis. Se realizo
una intervencion quirurgica (lipoaspiracion) sequida del procesamiento del tejido e inyeccion
intraarticular del producto de tejido adiposo microfragmentado final en la (s) rodilla (s)
afectada (s) en todos los pacientes. A los pacientes se les evaluo la escala visual analdgica
(VAS), la imagen de resonancia magnética del cartilago (AGEMRIC) y los glicanos de
inmunoglobulina G (IgG) con retraso de gadolinio en la linea de base, a los tres, seis’y 12
meses después del tratamiento. La secuencia de resonancia magnética en dGEMRIC debido a
la infiltracion del gadopentetato dimeglumina (Gd-DTPAZ2-) en el cartilago anionico y con
carga negativa indico que los contenidos de glicosaminoglicanos del cartilago aumentaron
significativamente en dreas especificas de la articulacion de las rodillas tratadas. Ademadas,
consecuentemente la dGEMRIC reflejo cambios posteriores en el eje mecdnico de las
extremidades inferiores. Los resultados de nuestro estudio indican que el uso de tejido adiposo
autologo y microfragmentado en pacientes con artrosis de rodilla (medido por IRM dGEMRIC)
incremento el contenido de glicosaminoglicanos (GAG) en el cartilago hialino, acorde con la
VAS y los resultados clinicos observados.

Palabras clave: célula madre mesenquimatosa; osteoartritis de rodilla; tejido adiposo; medicina
regenerativa; dGEMRIC; glicosaminoglicanos; cartilago.
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1. Introduccion

El cartilago articular es un tejido que sirve
unicamente con fines mecanicos. Permite
el movimiento de las juntas al absorber y
resistir las cargas mecanicas, al tiempo
que permite una baja friccion entre las
superficies de las juntas adyacentes. Estas
propiedades mecanicas unicas dependen
de la organizacion y la composicion de la
matriz extracelular. La lesion mecanica de
una articulacion es uno de los principales
factores de riesgo para desarrollar
artrosis. Teniendo en cuenta que Ila
osteoartritis de rodilla tiene una
incidencia de 3.4 por 1000 ciudadanos y
una prevalencia de 22 por cada 1000
ciudadanos, segun un reciente estudio
epidemiologico neerlandés, no es dificil
comprender el impacto que esta
enfermedad tiene en la poblacion general.
Los tratamientos para la osteoartritis de
rodilla son una carga muy pesada para la
sociedad en términos de costo, y no
existen muchas evidencias cientificas que
apoyen las opciones de tratamiento
disponibles, aparte de la artroplastia total
de rodilla, en términos de eficacia para
prevenir un mayor desarrollo de la
enfermedad. Las opciones tales como la
artroscopia de rodilla con desbridamiento,
la inyeccion de corticosteroides y la
inyeccion de plasma rico en plaquetas
(PRP) tienen un limitado alcance
terapéutico.

La comprension de los procesos biologicos
que ocurren durante el deterioro del
cartilago en la osteoartritis (OA) es de
suma importancia. El cartilago articular
contiene hasta 10% de proteoglicanos por
peso (principalmente agrecano), y su
pérdida es una sefial temprana de artrosis.
La importancia del agrecano en la

formacion de las miembros en las
vertebras ha sido ampliamente estudiada.
A nivel microscopico, existen evidencias
tanto de la estructura (muerte celular de
los condrocitos, duplicacion de la marca
registrada, etc.) como de los cambios
bioquimicos (disminucion del contenido
de proteoglicanos y estructura alterada de
los proteoglicanos) durante la progresion
de la OA. Los proteoglicanos del cartilago
disminuyen en tamano y masa, y Su
concentracion en el tejido disminuye con
la edad.

La osteoartritis se caracteriza por una
inflamacion sistémica y cronica de bajo
grado la cual recientemente adquirio el
nombre de "envejecimiento de origen
inflamatorio". Existe un creciente interés
en los biomarcadores de la OA presentes
en la sangre y el liquido sinovial, ya que los
diagnosticos basados en el examen clinico
y la radiografia han proporcionado poca
informacion sobre los cambios
metabolicos. Como prueba de los efectos
sistémicos de la terapia con inyeccion de
tejido graso micro-fragmentado en la
glicosilacion, analizamos la composicion
del glicoma de la inmunoglobulina G (IgG)
tanto en el plasma sanguineo como en el
liquido sinovial. Es bien sabido que la
composicion del glicoma de la IgG es un
biomarcador muy sensible que puede
usarse para evaluar los procesos
inflamatorios agudos y croénicos y, por lo
tanto, son una excelente herramienta para
realizar un seguimiento a los efectos
sistémicos de las intervenciones
terapéuticas.

Se han desarrollado nuevos enfoques
biologicos para superar el problema de la
disminucion en el contenido de
proteoglicanos en el cartilago
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osteoartritico. Las articulaciones
diartrodiales tales como la rodilla son muy
adecuadas para llevar a cabo terapias de
inyeccion intraarticular, lo que permite
una mayor biodisponibilidad, una menor
exposicion sistémica, menos efectos fuera
del objetivo y menores costos. La principal
desventaja de todos los enfoques
intraarticulares es la rapida eliminacion de
los farmacos a través de los capilares en el
caso de pequenas moléculas, y a través de
los capilares linfaticos en el caso de las
macromoléculas. La vida media
intraarticular de los corticosteroides rara
vez excede las 12 horas y de 12 a 24 horas
para el hialuronato. Las terapias de células
intraarticulares han surgido
recientemente como un método para
superar la cinética del espacio articular
que ha resultado infructuoso. En los
ultimos afos se ha centrado la atencion en
las células madre mesenquimales (MSC)
para su uso en diversos fines
regenerativos. Sus efectos biologicos
generales estan mediados por la secrecion
de moléculas que inhiben la apoptosis
causada por la isquemia e inhiben las
formaciones de cicatrices, estimulan la
angiogénesis y la estabilidad de los vasos
y estimulan la mitosis de los progenitores
intrinsecos a los tejidos. Estos efectos se
han reconocido en la practica con el
proposito de la reconstruccion del
ligamento de la rodilla y el tratamiento del
cartilago osteoartritico. En este estudio,
investigamos los efectos de wuna
innovadora técnica, la cual ha sido
desarrollada para obtener tejido graso
microfracturado. Las fuentes de MSC mas
facilmente disponibles son la médula 6sea
y el tejido adiposo y en este contexto, el
tejido adiposo se considera hoy en dia
como el mas prometedor, debido a su
abundancia, por ser de facil acceso y por
la simplicidad del procedimiento de
aislamiento. Ademas, de los muchos tipos
de células contenidos en el tejido adiposo,
las MSC (ASC) comprenden hasta el 2%,
mientras que solo el 0.02% de las células

en la médula 6sea son MSC. Recientemente
se ha centrado la atencion en el uso de las
ASC ya sea expandidas por medio de
cultivo u obtenidas mediante tratamientos
mecanicos o enzimaticos como la fraccion
vascular estromal (SVF), en el contexto de
la regeneracion del cartilago las cuales han
mostrado unos resultados prometedores.
Sin embargo, los estudios publicados
hasta la fecha se han enfocado en la
ingenieria de tejidos, la cual implica el uso
de andamios, células y factores de
crecimiento, solos o0 en cualquier
combinacion. Ademas de la gran cantidad
de pasos de procesamiento, la gran carga
econOmica y las restricciones asociadas
con la expansion celular y la amplia
manipulacion, y los resultados obtenidos
hasta la fecha estan lejos de ser
completamente satisfactorios. Por lo
tanto, la disponibilidad de un tejido
adiposo minimamente manipulado que
proporcione en un solo paso, los
elementos clave para soportar una
respuesta regenerativa natural, tendria
una relevancia clinica notable. Sobre estas
bases, en este estudio se utilizO una
técnica disponible comercialmente que
proporciona intraoperatoriamente un
tejido adiposo microfragmentado vy
minimamente manipulado sin expansion o
tratamiento enzimatico.

En este estudio inscribimos a pacientes
con artrosis en la clasificacion de Kellgren
Lawrence en las etapas Il y IV, y llevamos
a cabo el seguimiento de los efectos de la
administracion de una inyeccion de tejido
graso microfragmentado con células
madre derivadas de tejido adiposo (ASC)
durante un periodo de 12 meses.
Actualmente, en la practica clinica cuando
se diagnostica la OA el patron de
referencia es la radiografia; sin embargo,
la radiografia se encuentra limitada por la
insensibilidad a los cambios degenerativos
tempranos. En este estudio, utilizamos
imagenes de resonancia magnética de
cartilago (dGEMRIC), de resonancia
magnética de gadolinio retrasada (Gd)
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para evaluar la sintesis de proteoglicanos.
La dGEMRIC es una técnica de imagen
molecular que se ha utilizado para
estudiar la pérdida de glicosaminoglicanos
(GAG) en el cartilago articular de pacientes
con OA primaria, y se puede utilizar en
pacientes con lesion del ligamento
cruzado. Mediante las imagenes por
dGEMRIC, se crean mapas en T1 del
cartilago hialino siguiendo la
administracion intravenosa (IV) de un
agente de contraste basado en gadolinio
anionico gadopentetato  dimeglumina
(GADTPA2-). Dado que la matriz de
cartilago esta compuesta en gran parte por
moléculas de GAG con grupos de carboxilo
y sulfato cargados negativamente, esta
repele los iones de contraste cargados
negativamente. Como resultado, las
concentraciones de gadolinio son mas
altas en las regiones del cartilago con
concentraciones bajas de GAG, y el tiempo
de relajacion del cartilago T1 (T1Gd) se
reduce. La concentracion de Gd-DTPA2-
por voxel se describe mediante el indice
dGEMRIC (T1Gd) que se calcula a partir de
los cinco tiempos de inversion diferentes
utilizando un método de ajuste de curva.
En areas con poco GAG, el T1Gd calculado
sera bajo y viceversa. El indice dGEMRIC
resultante (el promedio de T1Gd en una
region de interés) esta relacionado tanto
con la concentracion de GAG como con el
tiempo entre la administracion de
gadolinio y la adquisicion de imagenes. Por
lo tanto, el cartilago sano que contiene una
gran cantidad de GAG tendra bajas
concentraciones de GdDTPAZ2-, mientras
que el cartilago degradado tendra altas
concentraciones del agente de contraste
en areas donde se han perdido GAG. Los
tiempos de relajacion  T1 son
inversamente  proporcionales a la
concentracion de Gd-DTPA2- y, por lo
tanto, proporcionan  una métrica
cuantitativa de la integridad del cartilago.

En este estudio, planteamos la hipotesis de
que existen cambios en la composicion de
la matriz extracelular del cartilago

articular después de la administracion de
tejido graso aut6logo y microfracturado
en pacientes con osteoartritis de rodilla
los cuales son detectables con la
evaluacion del cartilago preestructural
mediante la resonancia magnética (IRM).
Hasta donde sabemos, no se han
publicado resultados sobre los efectos de
la administracion intraarticular de tejido
graso autélogo y microfracturado en el
contenido de proteoglicanos en el
cartilago osteoartritico.

Los condrocitos estan expuestos a los
efectos secundarios de cualquier farmaco
que haya sido administrado por via
intraarticular, estos son sensibles a los
cambios en el liquido sinovial debido a su
dependencia de la difusion; por lo que la
condrotoxicidad es un tema relativamente
importante. Como en cualquier otra
terapia intraarticular, es de mayor
importancia la eficacia prolongada en
lugar de la eliminacion rapida de la
medicacion.

Quisimos comprobar si la administracion
intraarticular de tejido graso autblogo
microfragmentado no resultaba
condrotoxico y si tenia la eficacia de
tratamiento durante el periodo de
observacion de 12 meses.

2. Pacientes y métodos
2.1. Diserio del estudio

De enero de 2016 a abril de 2017 en el
hospital de especialidades St. Catherine,
de Zabok/Zagreb, Croacia, se llevo a cabo
un ensayo clinico de método abierto, de un
solo centro, de intervencion, de una unica
inyeccion intraarticular de tejido adiposo
autologo microfragmentado, el cual
contenia Ad-MSC, en pacientes con
osteoartritis primaria de rodilla. El
protocolo de estudio fue aprobado por la
Junta de Revision Institucional local (IRB)
bajo la autorizacion No: EP 001/2016. El
estudio se registro6 en ISRCTN (ID:
ISRCTN13337022). Se inscribieron en el
estudio pacientes con OA primaria de
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rodilla que cumplieron con los criterios de
inclusion en la clasificacion radioldgica
(Kellgren Lawrence de grado II-IV, que el
inicio de los sintomas en la rodilla fuera de
seis meses 0 mas, que el paciente tuviese
la capacidad de seguir las instrucciones
del estudio, con edades entre 40-85). Los
criterios de exclusion fueron: edad <40
anos o> 85 anos; condromatosis o
sinovitis villonodular de la rodilla; trauma
reciente de la rodilla sintomatica (<3
meses); enfermedad infecciosa de las
articulaciones; malignidad; embarazo;
pacientes con tratamiento anticoagulante
con un tiempo de protrombina de (PT)
(<0,70) o con trombocitopenia y/o
trastorno de la coagulacion;
hipersensibilidad a los anestésicos locales.

Los participantes fueron evaluados
usando una historia clinica detallada,
examen fisico completo y evaluacion
radiologica la cual incluia radiografias
simples (pie derecho y proyecciones de
rodilla LL), radiografia de peso completo
(FLWB) de pie, para medir la alineacion de
las extremidades, MRI, dGEMRIC vy
resultados de pruebas bioquimicas de
laboratorio. Se incluy6é la Escala visual
Analogica como evaluacion adicional. Los
pacientes fueron evaluados en los puntos
de tiempo 0, 3 meses, 6 meses y 12 meses
después de la intervencion. En el estudio
se inscribieron un total de 17 pacientes y
se evaluaron 32 rodillas. Los pacientes
recibieron informacion detallada oral y
por escrito sobre el protocolo del estudio,
y se les pidi6 que firmaran un formulario
de consentimiento informado. Una vez
que ingresaron al ensayo, se les asigno a
los pacientes un co6digo an6énimo Unico y
se recopilaron datos en el libro de registro
de datos. La informacién de referencia
recopilada en el registro incluyo
diagnosticos primarios, historial médico y
demografia de pacientes. Todos los
procedimientos se estandarizaron e
implementaron de acuerdo con el
protocolo de procedimiento operativo
estandar (SOP).

2.2. Recoleccion y procesamiento de
muestras de sangre y sinovial

Se tomaron muestras de sangre para la
medicion de la proteina C-reactiva (CRP) en
suero y para la extraccion de sangre en
plasma para los analisis de glicano IgG
antes y después de la operacion. Para
mediciones de CRP s extrajeron muestras
de sangre mediante dos tubos con vacio
(vacutainer) provistos por Vacuette® Z
Serum Clot Activator Tubes (Greiner Bio-
one, Kremsmiinster, Austria), y Tubos
Vacuette® EDTA (Greiner Bio-One) para
analisis glicomicos de IgG. Las muestras se
almacenaron a una temperatura de 4 °C
antes de su procesamiento en el
laboratorio. Los aspirados de liquido
sinovial para los analisis de glicosilacion
de IgG se tomaron durante el
procedimiento, se almacenaron a (4 'C) y
se transfirieron con muestras de sangre de
plasma al glicol laboratorio.

2.3. Trasplante y procesamiento de
tejido adiposo microfragmentado con
Ad-MSC.

Los pacientes fueron remitidos a la unidad
de cirugia ambulatoria con una admision
promedio de 3 horas. La parte quirurgica
del procedimiento se configur6 en un
quirofano. Los pacientes fueron colocados
en posicion decubito supino; se limpio la
piel abdominal con una locion antiséptica
Dermoguard®  (Antiseptica,  Pulheim,
Alemania), se enjuagd con la solucion
inyectable Aqua Pro (HZTM, Zagreb,
Croacia), se secoO y se desinfectdé con la
solucion Skin-Des® (Antiséptica, Pulheim,
Alemania). El procedimiento quirurgico
minimamente invasivo incluy6é una etapa
de infiltracion en la que se prepararon un
total de 250 ml de solucion salina con 40
ml de una solucion de lidocaina al 2%
(Lidokain®, Belupo, Koprivnica, Croacia) y
1 ml de epinefrina (1 mg/ml) (Suprarenin®,
Sanofi-Aventis, Berlin, Alemania), el cual se
inyectod en el tejido adiposo subcutaneo
abdominal. En la etapa de aspiracion, se
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realizo6 una lipoaspiracion empleando la
técnica estandar, y la grasa recolectada se
introdujo en el dispositivo Lipogems®
(Lipogems International SpA, Milan, Italia)
de acuerdo con las instrucciones del
fabricante tal como se describio
previamente. El producto de tejido
adiposo microfragmentado final recogido
y procesado se transfirio a varias jeringas
de 10 ml y se inyecto intraarticularmente
(4-15 ml) en las rodillas.

2.4. Aislamiento de inmunoglobulina G
de muestras de plasma y de liquido
sinovial.

La inmunoglobulina G se aislo a partir de
muestras de plasma sanguineo y liquido
sinovial utilizando perlas de agarosa de
proteina G (20 mg de IgG humana/mL de
agarosa, Merck, Darmstadt, Alemania)
utilizando un colector de vacio (Pall, Ann
Arbor, MI, EE.UU.. Todos los pasos
llevados a cabo durante el procedimiento
de aislamiento se realizaron con 50 mmHg
aproximadamente. Todos los tampones se
filtraron a través de filtros de PES
(polietersulfona) de 0,2 pm (Nalgene
Thermo Fischer Scientific, Waltham, ME,
EE. UU.). Se prepar6 hialuronidasa (HA) de
testiculos bovinos (400-1000 unidades/
mg solido, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.) Como solucion madre se preparo
1 mg/ml de solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) 1x, pH 7,4 (137 mmol de
L-1 de NaC(Cl, 2,7 mmol de L-1 de Na2HPO4,
9,7 mmol de L-1 de KH2PO4, 2,2 mmol de
L-1 de KCl, titulados con NaOH apH 7,4) y
se almacenaron en alicuotas a -20°C antes
de su uso. Las muestras de liquido sinovial
(100 upl) se pipetearon en los pocillos
previamente designados de una placa de
recogida, se diluyeron con 690 pul de 1 x
PBS, tampon (pH 7,4). Luego, se agregaron
10 pl de solucion madre de HA a cada
muestra de liquido sinovial y se incubaron
a 37 'C durante 30 min. Posteriormente, las
muestras se agitaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos mas.

Se centrifugaron unas muestras de plasma
(100 pl) durante 3 minutos a 12.100 g, se
pipetearon en los pocillos previamente
designados de una placa de recogida y se
diluyeron con 1 x PBS, pH 7.4 en una
proporcion de 1: 7. Todas las muestras de
plasma y liquido sinovial fueron filtradas
(después del tratamiento con HA) a traves
de placas de filtro AcroPrep GHP
(polipropileno hidrofilo) (Pall) por medio
de un colector de vacio (alrededor de 380
mmHg) e inmediatamente se aplicaron a
perlas de proteina G equilibradas. Las
perlas de agarosa de proteina G (65 ul de
suspension) se pipetearon con una punta
acortada a cada pocillo de placa de filtro
AcroPrep GHP de 0,45 pm (Pall), mientras
que la proteina G de agarosa se agito
mediante de un agitador. Las perlas se
lavaron con 4 x 100 ul de 1 x PBS (pH 7,4)
usando un colector de vacio (<50 mmHg).
Se coloco6 una placa de filtro AcroPrep GHP
que contenia las perlas de proteina G en
una placa de recogida; el liquido sinovial
filtrado y las muestras de plasma se
transfirieron a las perlas y se agitaron
durante 5 minutos en un agitador para
facilitar la union del IgG a las perlas. Las
proteinas que no se unieron se lavaron con
3 x 500 pul de 1 x PBS (pH 7,4). Luego, la
placa del filtro AcroPrep GHP que contenia
las perlas de proteina G se colocé en una
placa de recogida limpia la cual contenia
34 uL de 1 mol de hidrogeno-carbonato de
amonio L-1. Para eludir la IgG unida, se
agregaron a las perlas 2 x 100 ul de acido
formico 0,1 mol L-1; las placas se agitaron
durante 5 minutos cada vez en un
agitador, y se eluyo con IgG utilizando un
colector de vacio. Se secO un volumen de
100 ul de cada fracciéon de elucién en una
centrifuga de vacio con un concentrador
de wvacio (Savant SC210A, Thermo
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos),
una trampa de vapor (Savant RVT400,
Thermo Scientific, Waltham, MA, United
Estados) y una bomba de vacio (OFP400,
Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados
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Unidos), para el analisis posterior de N-
glucano.

2.5. Liberacion, Etiquetado y Analisis de
N-glicano mediante cromatografia
liquida de ultra-rendimiento

Los N-glicanos de IgG aislados fueron
liberados con PNGasa F (Promega,
Madison, WI, EE. UU.) Y se marcaron con 2-
aminobenzamida (Sigma-Aldrich); los
excesos de regentes se eliminaron por
medio de limpieza con cromatografia
liquida de interaccion hidrofila de
extraccion en fase solida (HILIC-SPE), tal
como se describio previamente. El efluente
se almaceno a -20 °C hasta que se llevase a
cabo el analisis de cromatografia liquida
de ultra-rendimiento (UPLC). Los N-
glicanos marcados y purificados con
fluorescencia se separaron mediante
HILIC-UPLC usando un instrumento
Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, EE.
UU.) Tal como se describi6 previamente.
Las muestras de N-glicano se separaron en
24 picos, y la cantidad de N-glicanos en
cada pico cromatografico se expres6 como
porcentaje del area total integrada (area%).

2.6. Radiografia

Para cada paciente Se llevaron a cabo
radiografias simples (posicion AP vy
proyecciones de rodilla LL). Se utilizo la
clasificacion de Kellgren Lawrence para
evaluar el grado de OA de larodilla usando
cinco grados: Grado 0: no hubo elementos
radiograficos de OA presentes; Grado 1:
dudoso estrechamiento del espacio
articular (JSN) y posibles descamaciones
osteofiticas; Grado 2: osteofitos definidos
y posible JSN en la radiografia de soporte
anteroposterior; Grado 3: osteofitos
multiples, JSN definido, esclerosis, posible
deformidad o6sea; Grado 4: osteofitos
grandes, marcado JSN, esclerosis grave y
deformidad 6sea definitiva. Se realizaron
radiografias FLWB en la posicion de pie
para medir la alineacion de las
extremidades. La alineacion se midi6é como
el angulo entre las lineas que conectan la

cabeza femoral y las eminencias tibiales, la
mitad del tobillo y las eminencias tibiales.

2.7. Imagenes de Resonancia Magnética.

Las Imagenes de Resonancia Magnética se
realizaron con un iman de 1,5 T (Avanto;
Siemens, Erlangen, Alemania) utilizando
una bobina dedicada de rodilla (Siemens,
Erlangen, Alemania). Una secuencias de
recuperacion de inversion de 5 turbo spin
eco (tiempos de inversion de 1650 ms, 650
ms, 350 ms, 150 ms y 28 ms; tiempo de
repeticion (TR) = 1800 ms; tiempo de eco
(TE) = 19 ms; ancho de banda = 326 Hz;
campo de vision (FOV) = 160 mm; matriz =
384 x 384; tamano de voxel = 0,4 x 0,4 x 3
mm; numero de excitaciones (NEX) = 1)
para el posterior mapeo T1Gd para
calcular los indices dGEMRIC femorales,
del cartilago articular tibial y rotuliano. La
gravedad de la OA temprana en la cohorte
del estudio fue determinada mediante IRM
llevada a cabo por un radidlogo
musculoesquelético experimentado, el
cual empled el sistema de puntuacion
introducido por la Sociedad Internacional
de Investigacion del Cartilago (ICRS)
basado en un sistema modificado de
Outerbridge dividido en cinco etapas
segun el tamafo y la profundidad de la
lesion del cartilago asi como la apariencia
del hueso subcondral circundante: Grado
0: cartilago normal; Grado 1: alteraciones
de la intensidad de la senal con una
superficie intacta del cartilago articular en
comparacion con el cartilago normal
circundante; Grado 2: defecto de espesor
parcial del cartilago con fisuras en la
superficie que no alcanzan el hueso
subcondral o exceden 1,5 cm de diametro;
Grado 3: fisuracion del cartilago hasta el
nivel del hueso subcondral en un area con
un diametro mayor a 1.5 cm; Grado 4:
hueso subcondral expuesto. El estado del
cartilago se analiz6 en siete facetas
articulares distintas: condilo femoral
medial y lateral, troclea femoral, condilo
tibial medial y lateral y facetas patelares.
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Ademas, el grosor del cartilago articular se
midio en el mismo lugar antes de la
aplicacion intraarticular de las células
madre y posteriormente, en cada examen
de resonancia magnética.

2.8. Protocolo dGEMRIC

Cada sujeto recibi6 gadolinio, acido
dietilentriaminopentaacético  (Dotarem;
Guerbet, Roissy CgG Cedex, Villepinte,
Francia), 0,2 mmol/kg, administrado
mediante infusion IV, a través de un
catéter colocado en la vena ante cubital
mientras el paciente se encontraba en
posicion decubito supino, para evitar una
tromboflebitis en el sitio de inyeccion. La
relaxividad del agente de contraste del IRM
administrado fue la misma para todos los
pacientes, debido a que el agente de
contraste de IRM siempre se aplico en las
mismas condiciones: temperatura,
intensidad del campo magnético vy
concentracion del agente de contraste. El
tiempo de inyeccion del agente de
contraste fue inferior a 5 minutos.
Posteriormente el sujeto se ejercito
subiendo y bajando las escaleras durante
aproximadamente 10 minutos,
comenzando 5 minutos después de la
inyeccion, para promover el suministro del
agente de contraste a la articulacion. La
imagen de contraste posterior del
cartilago se realiz6 120 minutos después
de la administracion del contraste. Las
imagenes dGEMRIC fueron analizadas por
un radiologo musculoesquelético
experimentado utilizando el software
syngoMaplt (Siemens, Erlangen, Alemania).
El indice dGEMRIC se analizO en siete
facetas articulares distintas: el condilo
femoral medial y lateral, la troclea
femoral, el condilo tibial medial y lateral y
las facetas patelares, antes de la aplicacion
intraarticular de las células madre y en
todos los examenes de resonancia
magnética posteriores a los tres, nueve, y
12 meses después de la aplicacion
intraarticular de las células madre. Las
regiones de interés (ROI) en las que se

calcul6 el indice T1 promedio, se
dibujaron manualmente para cubrir
siempre la misma parte central (que
soporta el peso) de cada faceta articular.
Las facetas articulares que no se
encontraban cubiertas por cartilago y en
donde no fue posible medir el indice
dGEMRIC se marcaron como "0", y las
facetas articulares en las que, por alguna
razon, el indice dGEMRIC no se midio
fueron etiquetadas como "-". Las
diferencias mas altas entre varias
mediciones dentro de nuestro estudio en
el mismo ROI estuvieron por debajo del 6%
(rango de 0.1 a 5.4%), y se correspondieron
con los datos reportados en otros
estudios.

2.9. Analisis estadistico

Empleamos un métodos descriptivos e
inferenciales para analizar los datos. Se
usaron medias y desviaciones estandar
para estimar la tendencia central y la
variabilidad. Los datos numéricos se
analizaron usando la prueba t, y se utilizo
la prueba de chi-cuadrado para variables
categoricas. Utilizamos la prueba t de
pairwise para las mediciones apareadas y
las mediciones posteriores del mismo
paciente o rodilla. Dentro de la variacion
individual se defini6 sobre las bases de las
tasas de error dGEMRIC, que se basaron en
los articulos publicados previamente, e
indicaron que la diferencia media por
region de interés entre las dos mediciones
de T1Gd varia entre 3.7% y 6.8%. En base a
esto, definimos el cambio arbitrario del
15% en mediciones posteriores como
clinicamente relevantes, y consideramos
esto como el valor liminal (en base a dos
desviaciones estandar de la tasa de error
estimada). Todos los analisis se realizaron
en R (http://www.rproject.org/), con
significacion establecida en p <0.05.
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3. Resultados

3.1. Caracteristicas del paciente

Diecisiete pacientes que coincidian con los
criterios de inclusion fueron asignados
consecutivamente para el estudio vy
recibieron una inyeccion intraarticular de
tejido graso microfragmentado con Ad-
MSC. En general, todos los pacientes
incluidos en el estudio mostraron una
caracteristica similar de edad (media 69 +
12), altura, peso, indice de masa corporal
(IMC) y grado de osteoartritis Kellgren
Lawrence radiografico (3 o 4). La
distribucion del sexo fue: 12 pacientes
masculinos y cinco mujeres. El patron, la
distribucion y la gravedad del deterioro
del tejido del cartilago segun lo evaluado
mediante MRI y dGEMRIC variaron
sustancialmente en la linea de base. La
radiografia FLWB en la posicion de pie
revelo patrones de sobrecarga mecanica de
los compartimientos de las rodillas
desgastadas con la ausencia completa de
la capa de cartilago. De las 32 rodillas,
observamos que 25 de ellas tenian
deformidades de varo, con una mala
alineacion promedio de 8.2 °; seis rodillas
de valgo con un promedio de 2° de
deformidad y una de las rodillas con una
alineacion perfecta.

3.2. Perfil de seguridad y
condrotoxicidad de la inyeccion
intraarticular del tejido adiposo
microfragmentado autologo

No se observaron eventos adversos (EA) en
la cohorte de 17 pacientes y 32 rodillas
tratadas con osteoartritis en asociacion
con lipoaspiracion 0 inyeccion
intraarticular (IA). No se produjeron
infecciones AEs relacionadas con la
inyeccion de IA durante el seguimiento. La
exclusion de la condrotoxicidad es uno de
los prerrequisitos para cualquier terapia
intraarticular  exitosa. @ En  cambio,
observamos un aumento en el contenido
de proteoglicanos en un porcentaje del
ROI evaluado de la rodilla, mediante el

indice dGEMRIC, lo cual es un indicativo de
la vitalidad de los condrocitos y su
produccion de proteinas de la matriz
extracelular. Este efecto se describe en
detalle en la seccibn de resultados
dGEMRIC.

3.3. Resultados clinicos basicos: escala
visual analogica para la evaluacion del
dolor y proteina C reactiva.

En este estudio, medimos los resultados
de la terapia mediante la inyeccion
intraarticular de tejido adiposo autologo y
microfragmentado en 17 pacientes (32
rodillas) al inicio (M0O), 3 meses (M3), 6
meses (M6) y 12 meses (M12). La
comparacion inicial de los parametros
clinicos basicos indicO un patron
decreciente de CRP hacia el seguimiento a
medio tiempo y un retorno posterior a los
valores originales hacia el final del
seguimiento (Tabla 1). A pesar de los
resultados numeéricamente sugerentes, el
cambio no fue significativo. Por el
contrario, las estimaciones del dolor en
toda la duracion del estudio mostraron
una disminucion significativa tanto para
las estimaciones de reposo como para el
movimiento (Tabla 1).

3.4. Analisis de perfil N-Glicanos

El efecto de la terapia se evalu6 en el nivel
de glicosilacion de IgG al aislar IgG de las
muestras de plasma del paciente al inicio
y después de 6 y 12 meses de seguimiento.
Ademas, se aislo IgG a partir de muestras
de liquido sinovial al inicio y después de
12 meses de seguimiento. Después de
liberar y marcar los N-glicanos, se
determino la composicion del glicogeno de
IgG aislado del plasma mediante analisis
de UPLC, como se describe en la seccion de
pacientes y métodos. El analisis de los
perfiles de N-glucano sugiri6 una falta de
importancia en los analisis pareados de la
medicion de seguimiento inicial versus la
primera o la segunda (Tabla 2).
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Tabla 1. Comparacién clinica basica a lo largo del seguimiento.

Inicial Primer
(MO) seguimiento
(M3)
Proteina C reactiva (CRP); media+SD | 6.54
(min-max.) 7.83 (1-
20.3)
Escala analdgica visual del dolor, en 3.94 ¢ 1.24 +1.48 (0—
reposo; media = SD (min-max.) 2.56 4)
(0-8)
Escala analdgica visual del dolor, 733+ 3.82+2.07 (1-
movimiento; media * SD (min-max.) 1.72 (4- 7)

10)
*Prueba t de Student para dos muestras relacionadas; SD:
desviacion estandar; M: meses.

3.5. Demora en la resonancia magnética de
cartilago con gadolinio (dGEMRIC)

En el ultimo paso del analisis, se estimo6 el
cambio porcentual de los resultados de
dGEMRIC y se estim0O el numero de mejoras
clinicamente relevantes frente a los deterioros
en cada paciente (Figuras suplementarias S1-
S15), donde un cambio del 15% se consider6 un
cambio relevante (basado sobre las tasas de
error adquiridas de la literatura disponible y
de nuestros propios estudios). De las 331
mediciones totales en ROI, descubrimos 175
valores de indice dGEMRIC donde 1los
resultados de GAG habian mejorado (52.9%) y
solo 37 (11.2%) los deterioros de GAG relevante
con un valor de p de 2.60 x 10-21. Los
resultados sugieren que este método mejora el
contenido de GAG en una escala significativa,
con mas de la mitad de las mediciones
sugiriendo una mejora relevante, e indica que
el método resulta en solo un 11% del contenido
de GAG, en oposicion a la disminucion
esperada de GAG en el curso natural de la
enfermedad Los cambios en el valor de corte
para la relevancia no parecian cambiar la
direccion ni la magnitud de los resultados; los
calculos con valores de corte que van de 0.07 a
0.30 indican una mejoria mas significativa ,
con un peor valor de p de 4.71 x 10-9 (Tabla 4).

El indice dGEMRIC se midi6 en siete facetas
articulares diferentes para cada rodilla en el
estudio, y los resultados se presentan en una
tabla separada para cada paciente (Figuras
suplementarias S1-S18). El indice dGEMRIC se
present6 en valores absolutos, y el cambio del
valor del indice durante el periodo de estudio
se muestra en porcentajes en relacion con el

Segundo Tercer p*¥(MO- p*(MO- | p*
seguimiento seguimiento M3) M6) (MO—
(Me) (M12) M12)
3.86+3.71 5.17+5.83 - 0.158 0.330
(0.6-12) (0.6-23.1)
1.17 +1.62 0.56+1.2 (0— 0.001 <0.001 <0.001
(0-5) 4)
3.67+2.03 3.17+£1.98 <0.001 <0.001 <0.001
(0-7) (0-7)

valor del indice de dGEMRIC de referencia. Sin
embargo, observamos que hubo un aumento
en el valor del indice para la mayoria de las
facetas articulares después de la inyeccion de
tejido adiposo autélogo y microfragmentado.
En 120 (53.57%) de 224 facetas articulares,
observamos un aumento en el indice de
dGEMRIC 12 meses después de la inyeccion de
tejido adiposo autélogo y microfragmentado.
Como era de esperar, en la clasificacién de las
lesiones de cartilago de la Sociedad
Internacional para la Reparacion del Cartilago
(ICRS) grado IV, no hubo cambios en el valor
dGEMRIC durante el periodo de estudio. En 33
(14,73%) facetas articulares, se encontr6 una
disminucion indice dGEMRIC disminuido
después de 12 meses en comparacion con la
linea de base. Solo en cuatro (1,7%) de ellos
hubo una mayor disminucion del 15% (mayor
en el paciente dG14, Figura S12). Esas fueron
las facetas conjuntas con la condromalacia
ICRS grado III y IV. Por ejemplo, en el paciente
dG15 (Figura 1D) con deformidad de varo 4.4 °
de la rodilla izquierda, hubo un aumento del
indice dGEMRIC del condilo femoral lateral
izquierdo del 45% y un aumento del indice de
83% del condilo tibial lateral izquierdo en
comparacion con el base. También observamos
un aumento de 13% y 3% para la faceta
rotuliana lateral y medial, respectivamente. Sin
embargo, el indice de la troéclea femoral
disminuy6 en un 4%. En el paciente dGO07
(Figura 2D) con deformidad varo de rodilla
(rodilla izquierda 9.8 ° y rodilla derecha 3.5 °),
observamos un aumento del 26% del indice en
el condilo medial de la tibia derecha al final del
estudio. De manera similar, la elevacion se
observo en otras areas.
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Tabla 2. Petrfiles de glicano en plasma de las mediciones iniciales, primer y sequndo sequimiento.

Glicano
GP1

GP2

GP3

GP4

GP5

GP6

GP7

GP8

GP9

GP10

GP11

GP12

GP13

GP14

GP15

GP16

GP17

GP18

GP19

GP20

GP21

GP22

GP23

GP24

*Prueba t de Student para dos muestras relacionadas; GP:

Medidas iniciales (M0)

0.125 +0.063
(0.046-0.277)
1.458 +0.97
(0.255-4.007)
0.113 +0.02
(0.09-0.151)
27.9 £8.246
(12.755-46.784)
0.168 + 0.028
(0.136-0.218)
7.135+1.299
(4.313-9.109)
0.728 +0.679
(0.137-2.773)
18.487 +2.753
(13.198-24.336)
9.416 +1.873
(7.167-14.423)

4.974 +0.983 (4.049-

7.72)

0.657 +0.082
(0.476-0.756)
0.973+0.773
(0.186-3.166)

0.276 £ 0.049 (0.2—

0.356)
10.123 +3.266
(3.746-15.708)

1.506 + 0.27
(0.999-1.974)

2.939+0.592
(2.209-4.089)
0.956 +0.186
(0.611-1.159)
6.668 + 1.498
(3.225-8.798)
1.675 £ 0.534
(0.487-2.582)
0.283 +0.066
(0.138-0.393)

0.48 +0.106
(0.312-0.577)
0.133 +0.049
(0.041-0.191)

1.278 +0.414 (0.48-

2.001)
1.55 +0.542
(0.427-2.266)

pico de Glicano; M: meses.

Primer seguimiento (M6)

0.138 + 0.055
(0.083-0.258)
1.131+£0.632
(0.249-2.167)
0.121 +0.021
(0.099-0.161)
29.926 +7.142
(22.454-43.436)

0.167 £ 0.027 (0.139-0.21)

7.157 +1.683
(4.274-10.042)

0.506 + 0.207 (0.14-0.759)

17.622 +2.368
(13.641-20.534)
9.299 +2.26
(7.039-14.446)
5.031+1.159
(3.922-7.585)
0.672 +0.093
(0.526-0.785)
0.712 +0.298
(0.189-1.078)

0.251 £ 0.041 (0.189-0.31)

9.512 +3.073
(4.507-13.431)
1.475 +£0.253
(1.092-1.867)
2.929+0.613
(2.248-4.007)
0.904 +0.181
(0.664-1.186)
6.682 +1.786
(3.503-9.145)
1.802 £ 0.366
(1.271-2.326)

0.257 £ 0.055 (0.169-0.33)

0.477 +0.114
(0.286-0.647)

0.129 + 0.037 (0.079-0.19)

1.375+0.432
(0.753-2.048)

1.723 +0.39
(1.076-2.238)

Segundo seguimiento (M12)

0.127 £ 0.052
(0.044-0.254)
1.424 +0.955
(0.283-3.999)
0.12+0.023
(0.085-0.162)
28.143 +7.034
(14.145-43.06)
0.172 £ 0.032
(0.132-0.237)
7.545 +1.663
(4.196-10.429)
0.709 + 0.634
(0.203-2.717)
18.142 +2.626
(13.685-23.972)
9.377+1.8
(6.998-14.379)
5.145+0.991
(4.072-7.557)
0.695+0.13
(0.47-0.977)
0.953+0.732
(0.265-3.121)

0.275 + 0.046 (0.207-0.37)

9.94 +2.932
(4.349-14.829)
1.517 £0.221
(1.158-1.875)
2.878 £0.547
(2.263-3.912)
0.939 +0.194
(0.658-1.232)
6.566 + 1.449
(3.412-9.026)
1.682 +£0.482
(0.481-2.416)
0.274 +0.06
(0.14-0.343)

0.458 £ 0.091 (0.27-0.578)

0.131+0.04
(0.046-0.178)
1.243 £0.437
(0.489-1.996)
1.544 0521
(0.407-2.515)

p * (MO-M6)

0.417

0.769

0.065

0.861

0.793

0.142

0.667

0.315

0.611

0.742

0.753

0.600

0.034

0.550

0.197

0.057

0.198

0.822

0.941

0.100

0.886

0.164

0.331

0.453

p * (M0-M12)

0.996

0.523

0.142

0.957

0.366

0.050

0.575

0.074

0.562

0.374

0.169

0.152

0.841

0.691

0.786

0.143

0.992

0.961

0.755

0.460

0.151

0.765

0.903

0.748
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Tabla 4. Andlisis de sensibilidad para los cambios de los valores de corte para la

relevancia clinica y los valores de p correspondientes.

Glicano
GP1

GP2
GP3
GPa
GP5
GP6
GP7
GP8
GP9
GP10
GP11
GP12
GP13
GP14
GP15
GP16
GP17
GP18
GP19
GP20
GP21
GP22
GP23
GP24

Medicion inicial (MO0)

0.16 + 0.06 (0.09-0.29)

1.22 +0.61 (0.23-2.06)
0.13 £ 0.02 (0.11-0.17)
31.05 + 6.46 (22.45-46.8)
0.17 £ 0.03 (0.13-0.26)
7.43 £ 1.47 (4.26-10.88)
0.52 +0.21 (0.12-0.77)
17.39 + 1.98 (13.2-20.59)
9.41 £ 1.69 (7.19-14.29)
4.89 +0.99 (4.08-7.73)
0.71 +0.11 (0.53-0.99)
0.72 +0.33 (0.16-1.2)
0.28 £ 0.06 (0.18-0.43)
8.96 + 2.58 (3.78-13.55)
1.45 +0.26 (1.03-2.08)
3.01+0.57 (2.27-4.19)
0.95 +0.17 (0.67-1.21)
5.96 + 1.38 (3.15-8.54)
1.82 +0.34 (1.25-2.38)
0.31+0.06 (0.22-0.41)
0.45 + 0.07 (0.32—-0.55)
0.15 + 0.04 (0.1-0.2)
1.17 +0.35 (0.57-1.77)
1.71 + 0.4 (1.04-2.33)

* prueba t para muestras relacionadas.

Medicion final (M12)
0.16 + 0.05 (0.09-0.26)
1.15+0.51 (0.26-1.91)
0.14 +0.02 (0.1-0.17)
30.45 + 6.74 (22.52-45.05)
0.18 + 0.03 (0.14-0.27)
7.68 +1.62 (4.29-10.53)
0.51+0.19 (0.15-0.79)
17.66 + 2.2 (13.4-20.54)
9.06 + 1.97 (7.11-14.55)
5.3+1.23 (4.02-7.6)
0.73+£0.12 (0.53-0.98)
0.72 £0.32 (0.18-1.18)
0.28 + 0.06 (0.18-0.42)
9.28 +2.76 (4.01-13.61)
1.5+0.28 (1.11-1.94)
2.85 +0.58 (2.25-4.04)
0.94 +0.18 (0.68-1.31)
6+1.52 (3.01-8.26)
1.75 + 0.28 (1.25-2.16)
0.33+0.1(0.2-0.48)
0.47 £ 0.18 (0.24-0.94)
0.15 + 0.04 (0.1-0.22)
1.07 £0.37 (0.53-1.78)
1.63 + 0.36 (1.01-2.35)

0.698

0.146
0.620
0.945
0.171
0.049
0.514
0.980
0.105
0.158
0.045
0.562
0.541
0.928
0.576
0.152
0.975
0.895
0.232
0.664
0.675
0.943
0.015
0.501

Tabla 3. Petfiles de glicanos sinoviales de la medicion inicial (MO) frente a la medicion final (M12).

Corte

0.07
0.15
0.20
0.25
0.30

n (Progresos) n (Deterioro) Chi cuadrado para
aleatoriedad
175 37 2.60x 1022
123 13 4.01x 1022
77 8 7.20 x 10714
57 6 1.32x 10710
45 4,71 x10°°



Figura 1. (Paciente dG15) La imagen coronal (A) y
sagital (B) de la resonancia magnética (MR)
muestran pérdida completa del cartilago articular
de los condilos femoral 'y tibial medial
(condromalacia de grado IV de la International
Cartilage  Repair  Society  (ICRS))  fisuras
superficiales del cartilago articular en los condilos
femorales y tibiales laterales (condromalacia ICRS
grado 1V), osteofitos de borde y derrame articular.
Imdgenes de RM con los valores del indice
dGEMRIC en cuatro puntos de tiempo (TO: linea de
base, T3: tres meses después de la inyeccion de
tejido adiposo autdlogo y microfragmentado; Té6:
seis meses después de la inyeccion de tejido
adiposo autdlogo y microfragmentado; T12: 12
meses después de la inyeccion de tejido adiposo
autdlogo y microfragmentado) (C1-C4). El
esquema del indice dGEMRIC con diferentes
facetas articuladas a lo largo del periodo de
estudio en T0, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de la escala analdgica visual (VAS)
en 70, T3, T6, T12 (D).

Patient ID: dG15
R
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[643
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0 [B 16 | 112
(675 547735 731]
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TR T
[712 756]
A0% | 7% | 6%

643 | 762
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. Clinically relevant increase in cartilage glycosaminoglycans (GAGs) content measured with dGEMRIC MRI (15% or more increase)

D Clinically relevant deterioration in cartilage glyc
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705618790 727
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Visual analogue scale pain ratings
T0 3 T6 T12 T o
Resting 6 | 4 | 3| 3
Movement 7 | 6| 6| 1
lycans (GAGs) content d with dGEMRIC MRI (15% or more decrease) D




7
MDPI
F

Figura 2. (Paciente dG07) La resonancia
magnética coronal (A) y sagital (B) muestran la
pérdida completa del cartilago articular de los
condilos femoral y tibial medial (condromalacia
ICRS grado V), adelgazamiento y fisuras
superficiales del cartilago articular en la parte
lateral ~ femoral 'y  condilos tibiales
(condromalacia ICRS grado 1V), osteofitos de
borde y derrame articular. La RM con los valores
del indice dGEMRIC en cuatro puntos (TO: basal;
T3: tres meses después de la inyeccion de tejido
adiposo autdlogo y microfragmentado; T6: seis
meses después de la inyeccion de tejido adiposo
autdlogo y microfragmentado; T12: 12 meses
después de la inyeccion de tejido adiposo
autdlogo y microfragmentado) (C1-C4). El
esquema del indice dGEMRIC con diferentes
facetas articulares a lo largo del periodo de
estudio en TO, T3, T6 y T12 combinados con
clasificaciones de la escala VAS en T0O, T3, T6,
T12 (D).
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4. Discusion

Alcanzar la adherencia en el tratamiento
de OA es un gran desafio. Nuestro estudio
ha demostrado que la inyeccion
intraarticular de tejido adiposo autologo y
micro-fragmentado en pacientes con
osteoartritis de rodilla no se asoci6é con
ningun evento adverso, incluida la
condroxicidad. Estos resultados se
encuentran en concordancia con otros
estudios lo cual demuestra que el
concepto de la administracion
intraarticular de ASCs es seguro para
tratar la osteoartritis. La novedad de este
enfoque es el uso de tejido en lugar de
células evitando: (1) restricciones
regulatorias y (2) uso de un tejido con
nicho intacto. Ademas, los pacientes
demostraron unas puntuaciones de la VAS
significativamente mejoradas en el punto
temporal de 12 meses sin cambios
significativos en los parametros de CRP.

La cohorte de pacientes incluidos en el
estudio padecia una OA de rodilla de
grados III y IV, lo que significa que
pudimos documentar diversos estados de
la capa de cartilago dentro de Ila
articulacion en las imagenes por
resonancia magnética. Pudimos seguir los
efectos del tratamiento en las capas de
cartilago de grosor completo, asi como en
capas de cartilago completamente
destruidas con exposicion del hueso
subcondral esclerotico. Este enfoque ha
demostrado ser muy descriptivo para
evaluar los efectos del tratamiento. La
literatura explora dos posibles
mecanismos de las MSC para el
tratamiento de la OA. El primer camino
podria ser la diferenciacion directa de las
MSCs en los condrocitos. Aunque existen
estudios que han demostrado que las MSC
contribuyen a la reparacion de los defectos
del cartilago a través de la orientacion, el
injerto y la produccion de la matriz

extracelular del cartilago, no pudimos
mostrar las areas de destruccion completa
del cartilago con la exposicion del hueso,
dentro las articulaciones de la rodilla
cubiertos con cartilago recién formado al
final del periodo de 12 meses. Las areas de
destruccion completa del cartilago se
asemejaban a un patron de sobrecarga
mecanica en las rodillas mal alineadas,
como se documentdé con la radiografia
FLWB estando de pie. La segunda
trayectoria terapéutica de las MSCs para la
OA es paracrina con secrecion de factores
bioactivos. Nuestro estudio demostro que
se puede esperar una respuesta eficiente
de los condrocitos y de la sintesis de los
proteoglicanos con el tratamiento
mediante el autotrasplante de tejido graso
microfragmentado.  Obviamente, este
tejido sirve como un buen vehiculo
terapéutico, dejando ASCs y pericitos
viables y efectivos en su nicho. La
viabilidad de las MSCs y de los pericitos a
lo largo del procedimiento quirurgico es
crucial para cualquier efecto biologico
esperado. Una vez que las MSC activas y
los pericitos obtienen y detectan el
entorno de la articulacion de rodilla
seleccionada, comienzan a secretar
factores bioactivos que son
inmunomoduladores, cicatrizantes,
antiapoptoticos, angiogénicos y troficos
(regenerativos), 1o que significa que estas
células crean "farmacias terapéuticas" in
situ. Los efectos principales del
tratamiento dentro de nuestro estudio,
medido mediante Imagenes de Resonancia
Magnética dGEMRIC. Al inicio del estudio
se pudo observar algo de espesor del
tejido del cartilago en las areas de la
articulacion de la rodilla.

El cartilago articular en la rodilla OA esta
sujeto a reacciones catabolicas debido a la
presencia de varias citoquinas, que pueden
surgir de la sinovia o de los condrocitos.
Estas citoquinas inflamatorias son
responsables de la produccion de
proteinasas y de la regulacion decreciente
de la produccion de agrecano. El
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envejecimiento causa cambios
significativos en la matriz extracelular del
cartilago, particularmente en el nivel y la
estructura de los proteoglicanos. La
reduccion de el GAG del cartilago se ha
relacionado con los agrecanos y disminuye
la hidratacion del cartilago articular, asi
como la capacidad del cartilago para
responder a las cargas mecanicas. En el
estudio realizamos seguimiento durante
un periodo de 12 meses a los pacientes,
observando un aumento significativo del
contenido de proteoglicanos de la matriz
extracelular del cartilago. Esto
inevitablemente refleja la actividad de los
condrocitos y desafia el curso natural de
los procesos relacionados con el
envejecimiento y la OA con pérdida de
proteoglicanos en la matriz extracelular
(MEC).

La degeneracion del cartilago debido a OA
no es visible mediante radiografia hasta
décadas después del inicio de Ila
enfermedad, cuando los cambios en el
cartilago a menudo son irreparables.
Ademas, solo existe una asociacion débil
entre los signos radiograficos de artrosis
de rodilla y sus sintomas. El sistema
Kellgren Lawrence es la herramienta de
puntuacion aplicada mas comunmente
utilizada para evaluar la gravedad de la
osteoartritis de rodilla en una radiografia
simple. Los farmacos solubles en cualquier
tratamiento intraarticular salen
rapidamente de las articulaciones. Existe
evidencia de que las nuevas técnicas
cuantitativas de MRI se pueden utilizar
para evaluar la pérdida de
macromoléculas, tales como las moléculas
GAG en el cartilago durante las primeras
etapas de la OA. También hay indicios de
que existe una mejor correlacion entre los
resultados obtenidos con estas nuevas
técnicas cuantitativas de MRI y los
sintomas que entre los hallazgos vy
sintomas radiograficos o de rutina de la
IRM. En los ultimos anos, la técnica
dGEMRIC ha mostrado potencial en la
evaluacion del estado macromolecular del

cartilago articular normal, degenerado y
regenerado. En lo que a los autores
concierne, este es el primer estudio en
evaluar los efectos de la inyeccion de
tejido adiposo autbélogo y micro-
fragmentado en el cartilago articular de las
facetas de la articulacion de la rodilla
utilizando la técnica dGEMRIC con una
evaluacion longitudinal durante 12 meses
del contenido de moléculas GAG en el
cartilago. Las mayores diferencias entre
varias mediciones con el mismo ROI en
nuestro estudio fueron inferiores al 7%
(rango de 0,1 a 5,4%), lo cual se
corresponde a los datos publicados. No
hubo influencia en la relaxividad del
agente de contraste MRI administrado en
el valor del indice dGEMRIC, porque
siempre se aplicO el mismo agente de
contraste MRI, y la administracion siempre
se realiz6 en las mismas condiciones:
temperatura del agente de contraste,
concentracion del campo magnético y el
contraste. Cada paciente tenia un valor
individual de medicion dGEMRIC en una
region de interés especifica de la rodilla al
inicio del estudio con la distribucion
respectiva de la carga y el patron de
desgaste del cartilago. La tendencia
general en OA durante el periodo de 12
meses fue del deterioro de la ECM del
cartilago y la disminucion en el contenido
de proteoglicanos; sorprendentemente, en
nuestro estudio, solo el 3,93% de las
mediciones mostraron una disminucion
del contenido de moléculas GAG con el
analisis mediante MRI dGEMRIC, dado que
un cambio del 15% fue considerado como
relevante. Este resultado sugiere efectos
positivos de las ASCs.

Es necesario un cambio de paradigma en el
diagnostico y el seguimiento de los
pacientes con osteoartritis. Los criterios
de referencia en términos de evaluacion
radiologica con radiografias estandar de la
rodilla en dos planos y la clasificacion de
Kellgren Lawrence es  claramente
insuficiente para la evaluacion de los
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efectos del tratamiento a pacientes con
ASCs.

El glicoma IgG es wuno de los
biomarcadores mas sensible. El mismo
varia en numerosas enfermedades. En
general, la composicion del glucogeno IgG
equilibra la inflamacion cronica y se cree
que este contribuye al deterioro del tejido
a través de un proceso inflamatorio. Con el
objetivo de evaluar los efectos del
tratamiento a nivel sistémico, hemos
analizado la composicion del glicoma IgG
al inicio (antes de la inyeccion de tejido
adiposo autologo y micro-fragmentado) y
en dos periodos de seguimiento. El IgG se
aislo del liquido sinovial y el plasma
sanguineo de los pacientes, y los glicanos
n-ligados se liberaron y se analizaron por
UPLC como se describe en la seccion de
Pacientes y Métodos. La comparacion de la
composicion de glicogeno IgG antes y
después de la inyeccion de tejido adiposo
autologo y microfragmentado no mostro
ningun cambio estadisticamente
significativo que se produjera como
resultado del tratamiento. Esto indica la
ausencia de cualquier efecto sistémico
sobre el glicoma IgG en el liquido sinovial
0 en el plasma sanguineo (tablas 2 y 3). La
principal importancia de esta observacion
es la indicacion de que el aumento
observado en los niveles de proteoglicanos
es solo local, y una consecuencia muy
especifica de la inyeccion de tejido
adiposo autologo y micro-fragmentado sin
ningun cambio sistémico observable en la
glicosilacion. La composicion del IgG
glicoma es un biomarcador muy sensible
el cual cambia en multiples afecciones,
incluidas las inflamaciones croénicas y
agudas, este resultado indica la ausencia
de procesos inflamatorios a nivel local
(liquido sinovial) y sistémico (plasma
sanguineo).

En nuestra opinion, los efectos positivos
de la inyeccion de tejido adiposo autologo
y microfragmentado empleada
intraarticularmente, inducen a la

proliferacion de condrocitos del huésped y
producen una matriz extracelular muy
probablemente a través de mecanismos
troficos e inmunomoduladores, que
influyen en los cambios estructurales y
bioquimicos en el cartilago. Ademas,
nuestros datos sugieren que el aumento de
la  produccion de GAG influye
directamente en la calidad del cartilago
hialino, en lugar del grosor del cartilago.
La limitacion de este estudio es la falta de
comparacion con el curso regular del
deterioro de la ECM del cartilago medido
por MRI dGEMRIC, durante un periodo de
12 meses.

Los futuros estudios clinicos deberian
centrarse en mejorar los criterios para la
seleccion de pacientes. No es dificil
imaginar que un estudio observacional
siguiendo el curso natural de la OA de
rodilla durante los 12 meses de evaluacion
mediante MRI dGEMRIC, seria beneficioso
para el fortalecimiento de los resultados
de nuestro estudio.

Materiales complementarios:

Los siguientes estan disponibles en linea
en www.mdpi.com. Figura S1: El esquema
del indice dGEMRIC con diferentes facetas
articulares durante el periodo de estudio
en TO, T3, T6 y T12 combinado con las
calificaciones de la escala VAS en TO, T3,
T6, T12 para el paciente dGO1; Figura S2:
El esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinado con clasificaciones de la escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dG02; Figura S3: el esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudio en TO, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,
T12 para el paciente dG03; Figura S4: El
esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinados con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente



http://www.mdpi.com/

8 senes

dGO04; Figura S5: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudioen TO, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,
T12 para el paciente dGO5; Figura S6: El
esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinado con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dGO06; Figura S7: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudio en TO, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,
T12 para el paciente dGOS8; Figura S8: El
esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinado con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dG09; Figura S9: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudio en TO, T3, T6 y T12 combinados
con clasificaciones de escala VAS en TO,
T3, T6, T12 para el paciente dG10; Figura
S10: El esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinado con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dG11; Figura S11: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudioen TO, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,
T12 para el paciente dG12; Figura S12: El
esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinado con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dG14; Figura S13: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares a lo largo del periodo de
estudioen TO, T3, T6 y T12 combinado con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,

T12 para el paciente dG16; Figura S14: El
esquema del indice dGEMRIC con
diferentes facetas articulares a lo largo del
periodo de estudio en TO, T3, T6 y T12
combinados con clasificaciones de escala
VAS en TO, T3, T6, T12 para el paciente
dG17; Figura S15: El esquema del indice
dGEMRIC con diferentes facetas
articulares durante el periodo de estudio
en TO, T3, T6 y T12 combinados con
clasificaciones de escala VAS en TO, T3, T6,
T12 para el paciente dG18.
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