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Resumen

RESUMEN

La osteonecrosis de la cabeza femoral es una enfermedad evolutiva que por distintos mecanismos
fisiopatoldgicos atin no del todo comprendidos, propicia una disminucion del aporte sanguineo al
hueso con la consiguiente muerte 6sea celular. En estadios iniciales puede cursar con clinica leve
o incluso asintomatica, pero en fases mas avanzadas, especialmente cuando afecta a la
arquitectura articular de la cadera, la sintomatologia suele ser incapacitante, siendo las opciones
terapéuticas previas a una artroplastia total, escasas y de controvertida eficacia. Basandonos en
los recientes avances en el campo de la terapia celular, planteamos un ensayo clinico en fase Il en
8 pacientes en el que asociamos a un tratamiento clasico como es la descompresion del niicleo
femoral, la adicion de células mesenquimales autélogas obtenidas de la cresta iliaca de los
pacientes, que previamente habian sido aisladas y cultivadas. Cada paciente mantuvo un
seguimiento minimo de un afio, a lo largo del cual se evalu6é de forma periddica la evolucion
clinica mediante cuestionarios y escalas como la EVA, el Harris Hip Score y el SF-36. Se
realizaron radiografias de control en cada visita y una resonancia magnética en las dos tltimas.
De la misma manera, se verificd la seguridad y factibilidad del proceso durante todo el
seguimiento. Como resultado observamos una mejoria clinica, un aumento de la funcionalidad y
una ganancia en los valores de los cuestionarios a lo largo del seguimiento, asi como una
estabilizacion radioldgica en la mayoria de los pacientes, sin observar efectos secundarios
relacionados. Podemos concluir por tanto, que la terapia celular con células mesenquimales
implantadas a través de la descompresion del nicleo femoral, es un procedimiento factible, seguro

y potencialmente util en el tratamiento de la osteonecrosis de la cabeza femoral.

Palabras clave

Osteonecrosis cabeza femoral, descompresion nucleo, terapia celular, células mesenquimales,

cultivo celular.






Resumen

ABSTRACT

Osteonecrosis of the femoral head is a progressive disecase that, due to different
pathophysiological mechanisms not yet fully understood, causes a decrease in the blood supply
to the bone with the consequent bone cell death. In the early stages, it may present with mild
symptoms or even asymptomatic, but in more advanced stages, especially when it affects to the
joint architecture of the hip, the symptoms are usually disabling, and the therapeutic options prior
to total arthroplasty are scarce and have a controversial efficacy. Based on recent advances in the
field of cell therapy, we propose a phase II clinical trial in 8 patients in which we combined a
classic treatment such as core decompression of the femoral head with the addition of autologous
mesenchymal cells obtained from the iliac crest of the patients, which have previously been
isolated and cultured. Each patient had a minimum follow-up of one year; the clinical evolution
was periodically evaluated during that period using questionnaires and scales such as the VAS,
the Harris Hip Score and the SF-36. Control radiographs were performed at each visit and
magnetic resonance imaging was also performed in the last two visits. In the same way, the safety
and feasibility of the process was verified throughout the follow-up. As a result, we observe a
clinical improvement, an increase in functionality and a gain in the values of the questionnaires
throughout the follow-up, as well as a radiological stabilization in most of the patients, without
observing related side effects. We can therefore conclude that cell therapy with the injection of
mesenchymal cells through the core decompression tract is a feasible, safe and potentially useful

procedure in the treatment of osteonecrosis of the femoral head.

Keywords

Femoral head osteonecrosis, core decompression, cell therapy, mesenchymal cells, cell culture.
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1. Introduccion

Osteonecrosis etimoldgicamente significa “muerte de hueso” (del latin, ossis=hueso;
necrosis=muerte). El primer uso de este concepto fue hecho por Hipdcrates, pero la
primera descripcion clinica se atribuye a Russel en 1794, a raiz de una osteonecrosis de
origen séptico. Esto supuso que se tardara mas de un siglo en demostrar, gracias a los
descubrimientos bacterioldgicos de Pasteur, que la necrosis de un hueso puede ocurrir

también en ausencia de infeccion!.

Desde entonces hasta ahora hemos aprendido a darle un nombre y un concepto, a
clasificarla, a diagnosticarla y a describir su patogenia. Pero su tratamiento ha supuesto
un reto para los cirujanos, ya en tiempos remotos por desconocimiento de su
fisiopatologia, y en el momento actual, porque a pesar de contar con numerosos
procedimientos, la falta de una mejoria clinica, asi como la ausencia de consensos y guias
terapéuticas, demuestra que estamos ante una patologia en la que no existe una cura

definitiva o gold estandar establecido.

En la actualidad una nueva linea de tratamiento se ha abierto. Los avances en la
regeneracion tisular se han desarrollado notablemente, en gran parte debido al
descubrimiento de las células madre y su conocido potencial de diferenciacion. Y es que,
si la capacidad de autoreparacion de tejidos es frecuente en muchos organismos vivos,
como es por ejemplo la cicatrizacion de heridas, la consolidacion de fracturas o el mismo
ciclo menstrual; invita a pensar que un fenomeno tan natural sea mediado por un tipo de
célula especial con capacidad para transformarse en un tejido especifico segin las
necesidades. Esta es la idea en la que se enmarca el concepto de célula madre, una célula

capaz de convertirse en otra segun la sefal que la estimule.

Por tanto, el objetivo de este trabajo doctoral es el de evaluar, mediante un ensayo clinico
fase II, una alternativa de tratamiento para la osteonecrosis de la cabeza femoral basada
en la terapia celular, a través de la implantacion de células madre mesenquimales
autologas con capacidad de diferenciacion a células 6seas, promoviendo la reparacion del
area Osea necrosada. De esta manera podremos, en primer lugar, observar el patron

evolutivo de la enfermedad con esta modalidad de tratamiento, comparar con otras
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alternativas terapéuticas y evaluar resultados con procedimientos similares de otros
autores, estableciendo estrategias de mejora si fuera necesario, antes de plantear un

estudio fase I1I aleatorizado.

A la hora de clasificar la osteonecrosis distinguimos dos grandes grupos: la osteonecrosis
de causa traumatica y la no traumatica, incluyendo ésta tltima a la idiopatica, objeto del

presente estudio y por tanto, a la que nos referiremos en adelante.

1.1 Necrosis no traumatica de la cabeza femoral

1.1.1 Concepto

La osteonecrosis de la cabeza femoral (ONCF) es la etapa final de un proceso
degenerativo precedido por la disminucién del aporte sanguineo, que conlleva
inexorablemente a la pérdida del tejido celular 6seo y con ello al colapso estructural y

consecuentes cambios degenerativos en el resto de la articulacion de la cadera.

Este sindrome ha pasado por numerosas denominaciones. Inicialmente se utiliz6 el de
necrosis aséptica con la idea de diferenciarlo de la patologia de causa infecciosa. Mas
adelante se acufi6 el término de necrosis isquémica o avascular, dando a entender su
origen patogénico, aunque no del todo exacto al observar que en ciertos casos el
fragmento 6seo podia volver a revascularizarse. Asi pues, el término mas aceptado en el
presente es el de osteonecrosis, denominacion mas imparcial que nos hace referencia al

hecho fundamental de esta entidad que es la necrosis del tejido 6seo?.

1.1.2 Epidemiologia

La ONCEF es una enfermedad que afecta mayoritariamente a personas jovenes y activas
entre la 3° y 5° décadas de la vida, con una ratio hombre/mujer de aproximadamente 4:1.

Es relativamente frecuente, aunque su incidencia es variable. Se estima que son
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diagnosticados entre 20.000 y 30.000 nuevos pacientes cada afio en Estados Unidos, y
supone aproximadamente un 10% del total de las 500.000 artroplastias totales de cadera
(ATC) que se realizan® *. Igualmente, en paises como Japon o China, en donde el hecho
de padecer esta enfermedad supone la posibilidad de percibir una ayuda por parte del
estado, si son frecuentes los estudios que estiman la frecuencia, siendo los porcentajes de
0.523%° y 0.725%9 respectivamente. Para Espafia en cambio, resulta dificil encontrar
datos epidemioldgicos fiables sobre la ONCF no traumatica. Seglin el conjunto minimo
basico de datos (CMBD), obtenido a partir de los informes de altas de los hospitales del
Sistema Nacional de Salud (datos del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e
Igualdad)’, y analizando unicamente el diagnodstico principal al alta, en Espafia se
implantaron 43.307 proétesis totales de cadera en 2016, lo que podria suponer
aproximadamente en torno a 2.000 y 4.000 ATC anuales debidas a ONCF si nos guiamos
por la prevalencia descrita. No se dispone de informacidn sobre el nimero de artroplastias
implantadas en los centros sanitarios espafioles que no corresponden al Sistema Nacional
de Salud.

Lo que si se conoce con certeza es el incremento de la prevalencia en los ultimos afios.
Parece deberse al uso mas extendido de tratamientos médicos, tales como corticoides,
agentes quimioterapicos o antiretrovirales para el VIH-SIDA (Virus de la
inmunodeficiencia humana-Sindrome de inmunodeficiencia adquirida)?; asi como por el
aumento de la prevalencia de enfermedades relacionadas y factores de riesgo® asociados.
Desafortunadamente, la ONCF en la mayoria de las ocasiones es progresiva e invalidante,
acabando en una artroplastia de cadera, lo que supone que, al ser personas de edad media
y condicion activa, el impacto en su vida diaria sea notable. No obviando a la par, que la
posibilidad de un nuevo reemplazo articular por desgaste es elevada dada la esperanza

media de vida actual.

Muy a tener en cuenta en esta enfermedad es que se han comunicado mas del 50% de
casos de bilateralidad, es decir, si no en el mismo momento del diagndstico, a lo largo de
su proceso evolutivo, tendremos afectacion de la cadera contralateral en mas de la mitad
de los casos. Existen estudios en los que se confirma mediante biopsia una incidencia de
bilateralidad de hasta el 88,5% de los casos'®. La presentacion de los sintomas puede ser
asincronica, pero debido a que la progresion se produce al margen de la aparicion
temporal de los sintomas, debe tenerse siempre un elevado indice de sospecha respecto a

la posibilidad de afectacion bilateral.
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1.1.3 Etiologia y factores de riesgo

A pesar de conocer que el mecanismo basico y final de produccion de la ONCF es la

interrupcion del aporte sanguineo a zonas de la cabeza femoral, la etiologia concreta atin

se desconoce. Se ha asociado a diversas enfermedades y a una larga lista de factores de

riesgo, algunos de los cuales atin no han sido demostrados. Analizar la incidencia de cada

uno de ellos es ardua tarea dado que la variabilidad es amplia en funcion del lugar de

donde provengan los datos, pudiendo haber bastantes sesgos segun la prevalencia o tipo

de enfermedades que se atiendan con mayor frecuencia o que sean endémicas en ese

ambito, lo que explica la variabilidad entre estudios?.

Los factores de riesgo mas firmemente propuestos son:
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Alcohol> "4, Factor de riesgo bien demostrado. El problema se plantea para
determinar la cantidad necesaria para ser considerada excesiva y por tanto agente
causal. Encontramos al respecto 2 estudios especialmente relevantes. Segun Matsuo
et al."” e Hirota et al.'®, con 112 y 118 pacientes con ONCF respectivamente,
exponen como el riesgo relativo de padecer esta enfermedad crece
exponencialmente segin la dosis de alcohol consumida por semana, demostrando

la influencia de éste como factor etiologico y su relacion dosis-respuesta.

Corticoides® '!"'*. La corticoterapia parece ser otro de los principales factores de
riesgo. En numerosos estudios se atribuye como factor etiologico de entre el 10 y
el 30% de los casos. Pero debemos ser precavidos al analizar estos porcentajes, a
parte de por ser tomados de estudios de corte, porque la relacion causa-efecto,
corticoide-ONCEF, es circunstancial, es decir, nos basamos en que un conjunto de
enfermedades que tienen como denominador comun el uso de corticoides, tienen
un riesgo relativo mayor demostrado de producir ONCF. Por tanto, muchas veces
resulta complicado separar los efectos propios del corticoide sobre el hueso de los
producidos por la enfermedad subyacente, como pueden ser la desmineralizacién u
osteoporosis causadas por el fallo renal o hepatico, por ejemplo. Al igual que con
el alcohol, se plantea la pregunta de qué dosis seria necesaria para desarrollar una
ONCEF, algo que parece estar bastante debatido. En los pocos estudios al respecto
se aclara que existe una mayor asociacion dosis-efecto con la dosis media diaria y

dosis maxima administrada que con la dosis acumulada o duracion del tratamiento.
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De este modo, dosis altas tienen mas riesgo ain administradas durante menos
tiempo. De media, segun los distintos estudios y enfermedades con que
correlacionan el uso de corticoides, se puede establecer que dosis diarias mayores
de 20-40 miligramos (mg) estan asociadas a esta enfermedad, usando la prednisona
como equivalente corticoideo!”!?. Mejor definido parece estar el periodo medio de
aparicion de la enfermedad tras la corticoterapia. Sakamoto et al.?® evaluaron la
aparicion precoz de necrosis femoral mediante resonancia magnética (RM) en 48
pacientes tratados con altas dosis de corticoide, viendo que el tiempo medio de
aparicion de cambios radiologicos era de 3.6 meses tras iniciar el tratamiento. Otros
estudios similares son los de Koo et al.?' o el llevado a cabo por Fink et al.*, que
estiman una media de tiempo de aparicién de 5.3 meses y de 3 meses en el caso de
trasplantados renales, respectivamente. Por tanto, en términos generales podemos
decir que la administracion de dosis medias diarias superiores a 40 mg de
prednisona o equivalente durante mas de 3 meses esta fuertemente asociada a la
aparicion de ONCF.

Tabaco'? 41623 También asociado como factor de riesgo, los mismos autores que
describieron la asociacion con el alcohol demostraron una asociacion positiva entre
el tabaco y la ONCF. En concreto, Hirota et al.'® presentaba resultados con una
OR=4.9 para fumadores activos, observando que a partir de 20 paquetes/afio no se
mantenia la tendencia creciente de aparicion de la enfermedad. Matsuo et al. °
obtuvieron hallazgos similares, un RR=3.9, con la salvedad de que el efecto
acumulativo del tabaco no era evidente. Igualmente, diversos estudios apoyan el

hecho de que el tabaco inhibe la osteogénesis y la curacion de las fracturas®> 24,

Hemoglobinopatias> ' 13- 1425, 26_Pacientes con anemia falciforme (hemoglobina
SS) o con enfermedad de la hemoglobina SC tienen, de la misma manera, mayor
predisposicion a padecer ONCF, con una incidencia del 4-12% para la anemia

falciforme? y de entre el 20-68% para la hemoglobina SC?°,

Disbarismo. Fundamentalmente son dos las causas: trabajadores en galerias
subterraneas o que utilizan aire comprimido (enfermedad del cajon hidraulico) y
buceadores de alta mar. Anteriormente se prestaba gran interés a esta causa,
actualmente, y gracias a la imposicion de medidas de seguridad mas estrictas por la

Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA)?’, que regulan las

43



Introduccion

44

presiones de seguridad en el trabajo y protocolizan los procesos de descompresion,

la incidencia ha disminuido notablemente.

Virus de la inmunodeficiencia humana® '> '# 2534 Pacientes VIH positivo tienen
segun los ultimos trabajos un mayor riesgo. Lo que no esta claro definitoriamente
es si ese incremento es debido al virus en si, o al tratamiento que conlleva
(antiretrovirales, corticoides o quimioterapéuticos). Por un lado, tenemos estudios
como el de Blacksin et al.*® o Miller et al. *°, donde llegan a la conclusion que la
ONCF no parece relacionada directamente con el virus sino mas bien con el
tratamiento esteroideo que precisa. Otros estudios sefialan la terapia antiretroviral
como principal causante’!=33. Y en contraposicion a estos trabajos, nos encontramos
con el llevado a cabo por Ries et al.>*, que presentan una relacion VIH-ONCF
estadisticamente significativa al compararlo con su grupo control, sugiriendo la

asociacion directa entre ONCF e infeccion por VIH.

Embarazo® > 12143538 * A pesar de ser una complicacion extremadamente rara
durante el embarazo, existen casos descritos de ONCF durante este periodo. Se
revisan los ultimos casos publicados hasta la fecha, donde la tonica mas comun es
la de una mujer primigesta sin otros factores de riesgo caracteristicos que desarrolla
ONCEF durante el periodo de gestacion o primer mes postparto, y ademds en gran
proporcidn de forma bilateral. Se incide en la necesidad de establecer el diagnostico
diferencial con una posible osteoporosis transitoria, que en ocasiones supone una

dificultad por la similitud en su presentacion®.

Otros. > - 13 14 Existen muchos otros factores etioldgicos asociados en menor
medida, y que son dificiles de establecer debido al “cajon de sastre” que en muchas
ocasiones supone el término idiopatico, y en el que tienden a englobarse todas
aquellas patologias de las que desconocemos, bien sea su causa de aparicion o su
mecanismo fisiopatoldgico. Unicamente disponemos de algunas muestras con baja
incidencia. Algunos de estos son: hiperlipidemia, pancreatitis, hiperuricemia,

enfermedad de Gaucher, neoplasias, reacciones de hipersensibilidad o radiacion.
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1.1.4 Fisiopatologia y evolucion natural

Para entender mas facilmente la evolucién fisiopatologica y natural de esta enfermedad
es importante recordar la base anatomica del principal objeto del problema que es la

irrigacion vascular de la cabeza femoral.

La arteria femoral es continuacion de la arteria iliaca externa. Esta situada en la parte
anteromedial del muslo y recorre desde el ligamento inguinal hasta el hiato popliteo. Da
lugar a seis ramas colaterales, la quinta de proximal a distal es la mas importante en
nuestro caso, la arteria femoral profunda, de la que surge la arteria circunfleja femoral

medial (ACFM) que es la que irriga la cabeza femoral3® 4,

Esta arteria inmediatamente se profundiza pasando entre los musculos psoas iliaco y
pectineo. Durante su trayecto posterior aporta ramas a los musculos aductores, recto
interno y obturador externo. Comunmente existen anastomosis entre los vasos que irrigan
el musculo aductor menor y la arteria obturatriz. Después, la ACM se dirige hacia
posterior y lateral por el borde inferior del musculo obturador externo, desde donde salen
una o dos ramas que irrigan la zona posterolateral del trocanter mayor, y otras dos o tres
que nutren el trocanter menor. Casi en la insercion del musculo obturador externo en el
fémur nace la rama ascendente, que sube por detras del trocanter mayor y lo irriga*!. La
ACFM continua por debajo del tendén conjunto y es bajo su insercion en el trocanter
mayor donde penetra la capsula para formar las arterias retinaculares (AR), las cuales
son la principal fuente de irrigacion de la cabeza femoral. Concretamente son la arteria
retinacular superior (ARS) e inferior (ARI), que llegan a la capsula y una vez penetran
siguen por trayectos fibrosos intracapsulares conocidos como retinacula de Weitbrecht,
penetrando en la cabeza femoral pocos milimetros (mm) antes de comenzar el borde

articular.
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Figura 1. Ramas arteriales que nutren la cabeza femoral.

Tradicionalmente se ha considerado a la ARS la principal fuente de aporte a la cabeza
femoral, mientras la ARI ha recibido mucha menos importancia. Pero en estudios
recientes con perfusion mediante RM, se ha demostrado que el aporte por parte de este
vaso también es significativo, lo que le esta dotando en la actualidad de gran importancia

con numerosas publicaciones al respecto®?.

Igualmente, no olvidemos que en menor medida, existen otros dos mecanismos de aporte
vascular, el que ofrece la circulacion intradsea y el aporte a través del ligamento Teres

que conecta con la cabeza femoral.

Todo el entramado y la conexién vascular que hace que la cabeza se nutra e irrigue es el
apartado mas claramente conocido. A partir de aqui, al hacer una extensa revision de la
literatura, observamos que existe gran controversia y desconocimiento en cuanto a la
patogenia de esta enfermedad, existiendo multitud de caminos secundarios, en su mayor
parte ignotos, que convergen en un proceso comun y si conocido que es la muerte del
osteocito consecuente a la isquemia. Por tanto, ain a dia de hoy, en la ONCF se
“presuponen” las vias patogénicas que llevan a la oclusion vascular, explicado en parte
por la dificultad de llevar a cabo estudios longitudinales en seres humanos y disponer

unicamente de estudios en animales. Este pobre conocimiento impide en gran medida el
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desarrollo de algun tipo de medida profilactica o tratamiento farmacoloégico que pueda

detener la evolucion de la enfermedad.

En las tres ultimas décadas se han propuesto multitud de hipdtesis. Hasta la fecha, algunas

de las mas aceptadas serian las siguientes:

a)

b)

d)

Coagulacién intravascular® #-*3, Son diversos los estudios que han demostrado la

existencia de hipofibrindlisis y trombofilia que producen un aumento de eventos
tromboticos en estos pacientes. Asi, existen numerosas patologias de la
coagulacion tales como el descenso de la proteina C y S, aumento de niveles

lipoproteina A o factor de von Willebrand que se han relacionado con la ONCF.

Acumulacién de lipidos e hipertension intradsea’ % 49, Distintos factores, como

pueden ser la administracion de corticoides o la enfermedad de Gaucher, producen
depositos de lipidos en el espacio extravascular de la médula y entre los osteocitos,
pudiendo producir un aumento de la presion extravascular intradsea. Ademas, se
puede producir una hipertrofia y proliferacion de los lipidos por un metabolismo
alterado de éstos que conlleva el mismo resultado. De esta forma, entendiendo el
vaso como un conducto estanco poco flexible, su flujo a través estaria reducido

debido a la elevacion de la presion dentro de la camara.

Teoria genética® -2, La ONCF ha sido también asociada a ciertos polimorfismos

genéticos. Liu et al>° identificaron 3 familias con una herencia autosOmica
dominante de ONCF relacionada con una mutacion del gen COL2A1. La
importancia de esta teoria radica en que brindaria la oportunidad de que, en
familiares de personas afectadas por ONCF, pudiera hacerse un screening que
permitiese evitar la exposicion a factores de riesgo que favoreciesen la

enfermedad por predisposicion genética.

Alteraciones anatomicas de la cadera® 3! 32, Una propuesta que en los ultimos

tiempos esta cobrando mas interés. Diversas variaciones en la anatomia normal
del fémur proximal, acetabulo u off-set, supondrian un cambio en la distribucion
de cargas sobre la articulacion que puede generar que distintas zonas reciban mas
peso que otras, con el consiguiente sufrimiento 6seo y necrosis. Asi, por ejemplo,

Ollivier et al.> > determinan en un estudio reciente una serie de parametros de
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riesgo, como son: un angulo de inclinacién femoral >129°, una anteversion
femoral >17°, una anteversion acetabular <19°y d&ngulo de Wiberg <32°. En dicho
estudio al menos tres de estos factores estaban presentes en el 73% de los

pacientes con ONCF y solo en el 11% de los casos control.

Es muy probable que la incapacidad para demostrar un camino comun no sea mas que el
resultado, como en otras muchas enfermedades, de que realmente estamos ante un
proceso multifactorial®* >3, en el que a una predisposicion genética o inmunoldgica se le

sumen uno o mas factores de riesgo.

En cuanto a la evolucion natural de la enfermedad sin tratamiento especifico, los primeros
estudios arrojaban cifras de progresion clinica y radiografica del 77 al 98% y del 68 al
75%, respectivamente. Fue a partir de estos estudios cuando se estableci6 el caracter
progresivo de la ONCEF, instaurdndose entre los dos y tres primeros afios tras el inicio de
los sintomas principalmente. Estudios més recientes tienen en cuenta mayor cantidad de
parametros tales como la localizacion de la lesion, el estadio o las pruebas de imagen, con
el fin de conseguir una mayor fiabilidad de los resultados>®-%!. En 2010, Mont et al.%?
llevan a cabo una revision de la bibliografia descrita hasta la fecha, reportando que 394
caderas (59%) de las 664 incluidas, progresan a una enfermedad sintomética o al colapso
durante un seguimiento promedio de 88 meses. El tiempo medio de aparicion de los
sintomas fue de 39 meses. Estratificando por tamafio de lesion, el 84% de ONCF
asintomaticas con afectacion de 2/3 aproximados de la cabeza femoral sufrian progresion,
mientras que solo el 25% de las que tenian lesiones menores avanzaban. Igualmente,
aquellas lesiones de pequefio tamafio y localizadas medialmente eran las que mejor

prondstico tenian, con un riesgo menor del 10%.

1.1.5 Diagndstico

El diagnostico temprano de esta enfermedad es de suma importancia, ya que la mayor
efectividad de los tratamientos se obtiene en estadios precoces. El principal problema es
que la presentacion clinica es tipicamente asintomatica en estas fases y cuando la clinica
se hace mas florida, el cuadro suele estar en fases mas avanzadas. Es por ello que la
sospecha médica es importante y la presencia de uno o mas factores de riesgo nos debe

poner en alerta del problema.
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Sintomatologia. A pesar de una presentacion mayoritariamente asintomatica,

ciertos pacientes pueden debutar con dolor o molestias insidiosas en la region de
la cadera, concretamente en la zona inguinal, con posible irradiacion a la nalga o

muslo ipsilateral. En ocasiones este dolor puede ocasionar incluso cojera.

Exploracion fisica. La disminucion del rango de movimiento y el dolor con la

movilizacion suele ser lo mas llamativo, especialmente con la rotacion interna, lo
que podria indicar que ya existe colapso de la cabeza femoral. En fases mas
avanzadas el dolor puede aparecer no solo con la deambulacion y la carga del
miembro, sino en estado de reposo, llegando a presentar una marcha antialgica.
Maniobras como la de Ober y Thomas suelen ser negativas y poco especificas
para esta patologia. La de Fabere puede resultar positiva en estadios avanzados
como consecuencia de la degeneracion articular, y el test de FADDIR (flexion,

adduccion y rotacidn interna) si puede ser positivo en estadios mas precoces.

Radiografias (Rx)'!-3-%_A pesar de no encontrar hallazgos valorables en estadios
iniciales, son la primera prueba de imagen a evaluar ante la sospecha. Se deben
solicitar Rx de ambas caderas en proyecciones AP y axial en posicion de rana, ya
que en ocasiones los margenes acetabulares anterior y posterior pueden ocultar la
zona mas proximal de la cabeza femoral. Los primeros signos radiolégicos que
pueden aparecer son cambios esclerosos y quisticos en la cabeza femoral. Otros
mas especificos y que indican peor prondstico son el signo de la media luna,
caracteristico de la existencia de fractura subcondral, asi como la pérdida de
esfericidad de la cabeza por colapso, el estrechamiento articular o cambios

artrosicos en el acetabulo.
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Figura 2. Rx axial de cadera. Signo de la media luna.

Resonancia magnética'!> 7%, Ya considerada como la prueba de eleccion, ha

sustituido en gran medida a la gammagrafia 6sea con Tc* por su mayor
especificidad y sensibilidad, del 98 y 99% respectivamente, a la hora de detectar
cambios fundamentalmente en fases precoces y aun no visibles en Rx. Se
determina por sefales de baja intensidad en T1, asi como de baja o alta intensidad
en T2, denominandose en caso de presentarse ambas a la vez como el signo de la
doble linea, sinonimo de la existencia de una interfase entre tejido normal y tejido
de granulacion hipervascularizado caracteristico del inicio de los cambios
necroéticos de la ONCEF. Existe un estudio llevado a cabo por May y Disler en el
afio 20007!, para aquellos sitios en los que la disponibilidad de la RM era limitada,
que demostraba que un seriado rapido de imagenes era igual de eficaz que realizar

un protocolo de RM rutinario para el diagnostico de ONCF.
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Figura 3. RM de caderas. Signo de la doble linea bilateral.

e Tomografia computerizada (TC). Su uso estd menos extendido, y a pesar de

permitir distinguir en fases precoces el estado precolapso y la fractura
subcondral’?, se prefiere el uso de la RM por su menor dosis de radiacion y mayor
sensibilidad. Scheiber et al.”> ponia de manifiesto en un estudio de casos y
controles de pacientes con ONCF, como en 30 caderas con una TC considerada

normal, la RM hallaba signos de enfermedad incipiente en 22 de ellas.

e Otras tantas pruebas tales como la tomografia por emision de positrones (PET), la

venografia v la biopsia del nucleo central tienen unas indicaciones mas

restringidas, de poco uso en la actualidad por su carécter invasivo.

1.1.6 Sistemas de clasificacion

Al hablar de sistemas de clasificacion lo primero a mencionar es que aiin no tenemos un
sistema estandar y universal. Esto demuestra que existe algin inconveniente con cada uno
de los que disponemos en la actualidad, y supone una gran dificultad para catalogar las
lesiones segun su extension y/o localizacion de una forma unitaria. Todo ello conlleva
una traba a la hora de tomar una decision terapéutica, una evaluacion prondstica, o el
simple consenso interobservador, ademas de la puesta en comun de datos y protocolos
para llevar a cabo diferentes estudios’#7°. Dicho esto, pasaré a describir los cuatro
sistemas de clasificacion mds utilizados, empleados en el 86,8% de los trabajos de

investigacion llevados a cabo desde 19857:
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Ficat y Arlet ’® 7°. Descrita por sus autores en 1960, antes de la llegada de la RM,
ha sido modificada al menos en cuatro ocasiones. Es la clasificacion mas utilizada
hasta la fecha y se basa en Rx simples. Se divide en 4 fases: fase 1, indica
imagenes normales, sin alteraciones visibles en las Rx de una cadera
sintomatica; fase 2, corresponde a una cabeza femoral con contorno normal
pero con signos de remodelacién 6sea, tales como quistes o zonas esclerosas;
fase 3, existe ya evidencia de fractura subcondral (signo de la media luna) con
colapso, aplanamiento o pérdida de la esfericidad de la cabeza; fase 4,
estrechamiento de la linea articular con cambios degenerativos también en
acetabulo, como osteofitos o quistes. Hungerford describe una fase 0, que
corresponderia a una cadera silente, es decir, pre-clinica y pre-radiolégica,
que podria ser intuida en aquellos pacientes ya diagnosticados de la misma
condicion en la cadera contralateral y en las que los resultados de una biopsia
o medicién de la presion medular resultaria anormal. El principal problema
de esta clasificacion es que no permite una cuantificacion de la extension de
la lesién, no pudiendo obtener una medicién de la progresién de la

enfermedad?’.

Tabla 1. Clasificacion de Ficat y Arlet modificada.

Estadio Hallazgos radiograficos

Normal

Cambio de densidad en la cabeza femoral

ITA Esclerosis o quistes

I1B Signo de la media luna (fractura subcondral). No colapso de la cabeza
I Aplanamiento o colapso de la cabeza

v Cambios artrésicos de la articulacion
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Universidad de Pennsylvania®. Steinberg aumento el espectro de los estadios de

Ficat a seis, permitiendo un estadiaje en términos de tamafio de la lesion, extension
de la fractura subcondral y profundidad del colapso, al introducir ya datos a partir
de RM. Asi, encontramos igualmente una fase 0, pre-clinica y pre-radiolégica;
fase 1, demostraria una Rx normal con RM anormal; fase 2, presencia de areas
escleroticas y/o hipodensidades de la cabeza femoral; fase 3, caracterizada
por el signo de la media luna; fase 4, la existencia de colapso y fractura
subcondral que produciria un aplanamiento de la cabeza; fase 5, la presencia
de cambios en acetabulo junto al colapso de la cabeza; fase 6, mostraria
cambios degenerativos en toda la articulacion. A su vez, Steinberg divide cada
estadio en tres subapartados: leve, cuando existe una afectacién menor del
15% de la cabeza femoral; moderada, con una afectacion de entre el 15% y
30%; y severa, cuando la afectacion es mayor del 30%. Es un sistema mas
preciso y reproducible, de mayor utilidad para describir la progresiéon

radioldgica y respuesta al tratamiento.
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Tabla 2. Clasificacion de la Universidad de Pennsylvania (Steinberg).

Estadio Hallazgos

0 Rx y RM normal

I Rx normal, RM con cambios patoldgicos

IA <15% afectacion cabeza

IB 15%-30% afectacion cabeza

IC >30% afectacion cabeza

II Cambios escleroticos

ITA <15% afectacion cabeza

I1B 15%-30% afectacion cabeza

1HC >30% afectacion cabeza

I Fractura o colapso subcondral sin aplanamiento de la cabeza femoral
(signo de la media luna)

IIIA <15% afectacion cabeza

I11B 15%-30% afectacion cabeza

HIC >30% afectacion cabeza

v Aplanamiento y colapso de la cabeza femoral

IVA <15% afectacion cabeza y <2 mm de colapso

IVB 15%-30% afectacion cabeza o 2-4 mm de colapso

IVvC >30% afectacion cabeza

\% Estrechamiento de la linea articular +/- afectacion acetabular

VI Cambios artrésicos avanzados

e Association Research Circulation Osseous (ARCO)®!. Al igual que su

predecesora, supone una evolucion del anterior sistema. Usada a partir de los afios
90 en distintos encuentros de sociedades médicas, esta clasificacion presenta los
mismos estadios que el sistema de Steinberg pero incluye otro parametro, que es
el de localizacion (tercio medial, tercio central o tercio lateral de la cabeza
femoral), por lo que podria suponer un afiadido con respecto a los sistemas
previos. Este serd el sistema de clasificacion utilizado para el presente

estudio.
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Introduccion

Estadio

Hallazgos

Segun localizacion

lesion

0 Rx y RM normal

Rx normal, RM con cambios patoldgicos
1A <15% afectacion cabeza
IB 15%-30% afectacion cabeza
IC >30% afectacion cabeza
1T Cambios esclerdticos
ITA <15% afectacion cabeza Medial
1IB 15%-30% afectacion cabeza Central
1HC >30% afectacion cabeza Lateral
I Fractura, colapso §ubcondral 0 aplanamiento de la

cabeza femoral (signo de la media luna)
IITA <15% afectacion cabeza
111B 15%-30% afectacion cabeza
HIC >30% afectacion cabeza
v Cambios artrésicos incluyendo acetdbulo

e Sistema de la Asociacién Japonesa de Ortopedia®® 3. Descrita en 1987 por el

Comité de Investigacion Japonés de Necrosis Avascular y modificada en 200134,

Este sistema asume que la lesion progresa de medial a lateral a medida que

aumenta su tamafo y por tanto no categoriza lesiones pequenas en el centro de la

cabeza femoral, las cuales son relativamente frecuentes, y, por el contrario,

pequeiias lesiones mediales que raramente aparecen, si se contemplan. Tampoco

incluye una categoria para el estadio pre-radioldgico o para el avanzado, en el que

ya aparece afectacion acetabular. Rara vez se utiliza este sistema fuera de Japon.

55



Introduccion

Tabla 4. Clasificacion del Comité de Investigacion Japonés.

Estadio Hallazgos radiograficos

I Cambios escleroticos delimitados

IA Un tercio medial de la superficie de carga articular

IB Dos tercios mediales de la superficie de carga articular
IC Mas de dos tercios de la superficie de carga articular
11 Aplanamiento de la cabeza femoral

I Lesiones quisticas

1A Zona medial de la cabeza femoral

I11B Zona lateral de la cabeza femoral

1.1.7 Diagnéstico diferencial

El diagnéstico de ONCEF no resulta dificil, pero siempre es importante distinguirlo de una

serie de patologias que podrian asemejarse en distintas circunstancias:
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Sindrome de edema 6seo transitorio de cadera. Antes conocido como osteopenia

transitoria, se trata de una entidad poco frecuente que debuta con dolor en la
cadera sin historia de trauma o actividad fisica. Lo mas caracteristico de esta
patologia es su inicio subito y desaparicion en 5-12 meses sin necesidad de
tratamiento quirurgico. Ademas, la afectacion es unilateral en mas del 90%. La
distincion con respecto a la ONCF se hace mediante RM, donde aparecera un
amplio edema en el fémur proximal, que incluye cabeza, cuello y zona
intertrocantérica, mientras que la distribucion tipica en la ONCF es focal, en la
cabeza femoral o zona subcondral®. Asimismo, no apareceran sefiales lineales de
baja intensidad en T1 ni sefiales homogéneas de alta intensidad en T2,
caracteristicas de la ONCF3% ®7. Su patogenia aun se discute e incluso ciertos

autores lo consideran una osteonecrosis reversible.

Fractura subcondral por estrés. Se presenta igualmente de un modo subito con

dolor en una unica cadera, normalmente en personas de edad avanzada, resultado

de un trauma poco importante®. Intimamente relacionado con la fragilidad 6sea,
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suele ser secundario a osteoporosis u osteopenia, o manifestarse en pacientes
trasplantados. Para distinguirlo de la ONCF nos valdremos de la misma manera
de la RM. En ésta, las lineas de baja intensidad en T1 suelen ser de caracter
irregular, discontinuas, paralelas o convexas al cartilago articular; al contrario que
en la ONCF en la que dichas bandas suelen ser suaves, bien delimitadas y
concavas® %, En muchas ocasiones no resulta facil esta diferenciacion, pero la
inexistencia de factores de riesgo clasicos de osteonecrosis o la edad mas
avanzada pueden hacer decantarnos en el diagnostico. El hecho més coincidente
de estas dos patologias es que la probabilidad de que progresen a artrosis

degenerativa es alta.

Procesos tumorales. Indiscutiblemente es muy importante distinguir una afeccion

de una enfermedad que pueda tener un desenlace fatal. Por ello, dentro del
diagnostico diferencial debemos tener en cuenta el condrosarcoma de células
claras (CCC), un infrecuente subtipo de condrosarcoma que afecta
mayoritariamente a epifisis de huesos largos en personas mayores. Las Rx
muestran lesiones liticas en la cabeza femoral con un margen esclerético
pobremente diferenciado. En la RM la lesion es caracteristicamente heterogénea
y presenta una sefial baja-intermedia en T1 sin edema medular reactivo. Por otro
lado, esta el condroblastoma, de cardcter benigno, que también aparece como una
lesion radiolucida en la epifisis facilmente distinguible. Mas comun en adultos

jovenes o adolescentes.

Abordajes terapéuticos

Como ya sabemos, la ONCF es una enfermedad que afecta preferentemente a personas

de edad media, y en una gran proporcion progresa hasta producir cambios artrosicos, que

acaban requiriendo la sustitucion completa de la articulacion debido a la clinica tan

invalidante que produce. El objetivo del tratamiento consiste, basicamente, en conseguir

el alivio del dolor, pero sabemos que cumplir dicho proposito no resulta sencillo la

mayoria de las veces sin un tratamiento agresivo. En fases iniciales, el cirujano puede
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optar por intentar mantener una cadera congruente y evitar, o al menos, retrasar, la
necesidad de una proétesis total de cadera. Al tener como pacientes, en general, personas
jovenes en edad activa, la mayoria de los autores promulgan por aplicar procedimientos
no invasivos que permitan el mantenimiento de la cabeza femoral viable, aunque en un
futuro, el reemplazo articular acabe llevandose a la practica. Son numerosos los
tratamientos que se han venido realizando hasta la fecha, pudiendo aplicarse seglin el
estadio de la enfermedad. Por tanto, para una correcta toma de decision de las medidas
terapéuticas a aplicar, es necesario basarnos en una serie de parametros clinicos y
radiograficos que permitan perfeccionar un tratamiento individualizado para cada

paciente.

Podemos categorizar los tratamientos en medidas conservadoras, aplicables
fundamentalmente en fases iniciales de la enfermedad; o medidas quirurgicas, ya en fases

mas avanzadas.

1.2.1 Tratamiento conservador

Sigue existiendo gran controversia en cuanto al tipo de tratamiento a seguir en aquellas
ONCEF en fase precolapso y asintomaticas. Las medidas no quirurgicas incluyen medidas
de terapia fisica y agentes farmacoldgicos. El objetivo en esta fase es conseguir mejorar
la funcion de la cadera, disminuir el dolor, prevenir la progresion radiologica a una
fractura subcondral o colapso, y permitir la curacion de las lesiones necroticas. Tienen la
ventaja de que su uso no limita un ulterior tratamiento de otra indole, y pueden ser ademas
utilizadas como coadyuvantes. Pero a pesar de estas nociones, debemos saber que, hasta
la fecha, no existe ningin tratamiento conservador que demuestre por unanimidad en

estudios, una reversion de la ONCF®2.
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1.2.1.1 Medidas de terapia fisica

1.2.1.1.1 Descarga del miembro

La restriccion de la carga de peso con el miembro afecto ya sea con baston, muletas,
andador o silla de ruedas, parece tener dudosa utilidad como medida terapéutica segiin
diversos estudios. En estadios precoces de la ONCF, cuando la lesion de la cabeza femoral
es menor del 15%, puede suponer un alivio sintomatico. También se ha descrito que no
existen diferencias significativas en cuanto al grado de restriccion de la carga, siendo
similares los resultados para una carga parcial o total®?. Cabe destacar que en pleno siglo
XXI, esta modalidad no puede ser aceptada como medida aislada de tratamiento,
debiendo ejercer unicamente como elemento adicional a otro tipo de tratamiento médico

0 quirargico.

1.2.1.1.2 Ondas de choque extracorpodreas

El interés en el uso de ondas de choque extracorporeas (OCE) para la ONCF, nace del
descubrimiento incidental de observar un aumento de la densidad 6sea en pacientes que
fueron tratados para la disolucion de célculos renales’!, y en otros estudios mas adelante,
al observarse la consolidacion definitiva de pseudoartrosis postraumaticas. Las OCE son
ondas acusticas de enorme presion y velocidad. Pueden atravesar fluidos y tejidos
blandos, y sus efectos ocurren en lugares donde existe un cambio de impedancia, tales
como la interfase hueso-tejido blando. De este modo, cuando las ondas son dirigidas hacia
el hueso afecto, se produce el deposito de energia de la onda en la zona hueso sano-tejido
necroético. Este deposito parece ser el responsable del aumento de la neovascularizacion,
estimulando la expresion de factores de crecimiento angiogénicos y osteogénicos, asi
como del alivio del dolor. Hasta ahora los datos obtenidos se saben favorables, pero

limitados”?.

1.2.1.1.3 Magnetoterapia

El uso de la magnetoterapia también ha sido desarrollado en estudios animales y

humanos. Segun las ultimas publicaciones al respecto, los mecanismos tedricos de accion
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de la magnetoterapia serian dos, su papel como importante mediador del control local de
la inflamacion; y mas en particular, la prevencion de la degeneracion del cartilago
articular. Su actividad se basa en el incremento de la disponibilidad de receptores Aza
adenosina situados en la membrana celular de neutréfilos, ejerciendo un potente papel
antiinflamatorio, que, acompaiiado de una disminucion de la produccion de radicales
libres, inhibe los efectos catabodlicos de las citoquinas inflamatorias en el cartilago
articular y estimula la sintesis de proteoglicanos, deteniendo la progresion de la artritis in
vivo. De este modo, favoreceria la recuperacion de ciertas lesiones femorales,
estimulando de manera similar a como lo hacen las OCE, la angiogénesis y la formacion
de hueso nuevo, propiciando asi, el control del dolor y conservacion de la cabeza

femoral®> %4, A pesar de ello, su eficacia no esta del todo demostrada.

1.2.1.1.4 Oxigeno hiperbarico

El oxigeno hiperbarico (OH) se basa en la inspiracion de oxigeno a altas presiones
produciendo un aumento de oxigeno disuelto en plasma y saturando el fluido extracelular,
lo que promueve una mejor oxigenacion de las células Odseas isquémicas,
independientemente de la hemoglobina circulante y sin la necesidad de la energia
requerida para la disociacion del oxigeno de la hemoglobina® %. El proceso de
administracion consiste basicamente en meter al sujeto en una camara hiperbarica y
colocarle una méscara de aire por la cual recibe oxigeno comprimido a 2.5 atmosferas
durante unos 80 minutos aproximadamente. Esta modalidad de tratamiento estaria
indicada para estadios iniciales, I y II, fundamentalmente en sujetos jovenes; y tiene la
ventaja de poder ser utilizado en combinacion con otro tipo de tratamiento. Aun falta por

estudiar el sistema en su totalidad.

1.2.1.2 Tratamiento farmacologico

1.2.1.2.1 Bifosfonatos

Los bifosfonatos inhiben la actividad osteoclastica disminuyendo la tasa de remodelacion
en la cabeza femoral y el edema. Esto incrementaria la densidad mineral 6sea y retrasaria

asi la progresion hacia el colapso 0seo. El bifosfonato mejor estudiado en ensayos clinicos
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en seres humanos ha sido el alendronato. Su eficacia estd probada en fases precoces de la
ONCEF, aunque la mayoria de estudios tienen poca potencia y sin la posibilidad de
comparar con un grupo control. La dosis requerida y duracion de la terapia sigue sin estar
claramente definida. Segin la evidencia actual, podrian usarse dosis de 70 mg
semanalmente durante 3 afios en estados I, Il y III de ARCO. Los estudios con una mayor
duracion de seguimiento con alendronato demuestran una mejoria de la funciéon y
mantenimiento de la esfericidad de la cabeza del 92% y 87% con un seguimiento de 4 y
10 afios, respectivamente®” °8, Sin embargo, un nuevo estudio nivel-I multicéntrico,
randomizado y controlado no encontrdé beneficios respecto al placebo en cuanto a
progresion radiografica y finalizacion en cirugia protésica®. Se han descrito casos de
necrosis mandibular y fracturas subtrocantéreas con el uso prolongado de estos
medicamentos. Con estas limitaciones y potenciales efectos adversos, el tratamiento

quirurgico sigue manteniéndose como una opcion mas segura.

1.2.1.2.2 TIloprost

El Iloprost es un medicamento analogo de la prostaciclina que inhibe la agregacion
plaquetaria, dilata arteriolas y vénulas, disminuye la permeabilidad vascular y activa la
fibrinolisis. Se administra como infusion intravenosa (iv) o por inhalacion por
nebulizacion. Su uso en la ONCEF se basa en la capacidad que presenta este farmaco para
disminuir el edema 6seo al reducir la presion hidrostatica en ramas terminales de capilares
y vénulas, lo que influiria en el equilibrio de fluidos entre tejido intersticial y sistema
circulatorio hacia una mayor absorcion. Mediante la regulacion de la funcion endotelial,

100 siendo la

se previene la recurrencia del edema al favorecer la circulacion de la sangre
causante del alivio sintomatico y relativa mejora funcional que se ha visto en distintos

estudios!?!.

1.2.1.2.3 Enoxaparina

De entre los anticoagulantes, las heparinas de bajo peso molecular (HBPM) son las mas
utilizadas en nuestro medio, y mas concretamente, la enoxaparina. Tiene la capacidad de
actuar inhibiendo la agregacion plaquetaria, al poseer elevada actividad anti-Xa y débil

actividad antitrombinica, mediadas por la antitrombina III. De ese modo, puede actuar
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aumentando el flujo sanguineo en zonas 6seas isquémicas o necroticas, evitando también
la trombosis venosa que causa la reduccion del flujo arterial y la consiguiente hipoxia
celular. Existen estudios como el de Glueck et al.'’?, que observaron que en 19 de 20
ONCEF en estadios Ficat I y II, no hubo progresion con la administracion de 60 mg/dia
durante 3 meses de enoxaparina tras un seguimiento de 2 afios. Asi pues, parece que los
anticoagulantes podrian retrasar o incluso prevenir la progresion de la enfermedad en
fases precolapso. No obstante, los estudios hasta la fecha son escasos y de pequefo

tamano.

1.2.1.2.4 Estatinas

Las estatinas son los farmacos hipolipemiantes por excelencia, y uno de los grupos
farmacologicos mas prescritos en el mundo. El efecto antilipidico radica en su capacidad
de reducir la biosintesis intracelular hepatica del colesterol y la concentracion en plasma
de lipoproteinas de baja densidad (cLDL) mediante la inhibicién competitiva, parcial y
reversible, de la enzima hepatica 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)
reductasa, que cataliza la conversion de la HMG-CoA a mevalonato, precursor del
colesterol. Estudios in vitro animal han demostrado disminuir el tamafio de adipocitos de
la médula 6sea y reducir potencialmente la presion intradsea en la cabeza femoral, efecto
antiadipogénico y proosteoblastico. Estos efectos protegerian contra la ONCF inducida
por corticoesteroides, que provocan hiperlipidemia e incremento del contenido graso en
la cabeza femoral, aumentando la presion intracortical y llevando a un colapso de la
circulacion sinusoidal y consiguiente osteonecrosis!®®. Sin embargo, los datos clinicos

hasta la fecha son algo contradictorios.

La eleccion entre los diversos agentes farmacologicos se basa en los conocimientos
actuales de la fisiopatologia de la osteonecrosis y de como afecta particularmente a cada
paciente. Por ejemplo, un paciente con hipercolesterolemia e hiperlipidemia como
principal factor de riesgo asociado, puede beneficiarse especialmente del tratamiento con
farmacos hipolipemiantes. En un paciente con hipertension secundaria a patologia renal,
debe considerarse el tratamiento con antihipertensivos o vasodilatadores. Los pacientes
con trastornos de la coagulacion hereditarios, deberan recibir tratamiento anticoagulante.

Es evidente, por tanto, que estos métodos requieren la identificacion de los distintos
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factores de riesgo individuales de cada paciente en enfermedad precolapso, pues seria
cuanto menos controvertido, pensar que el tratamiento farmacoldgico pueda ser ttil en
sujetos que ya han presentado colapso de la cabeza femoral por el inherente compromiso

biomecanico.

1.2.2 Tratamiento quirurgico

Actualmente no existe un consenso que determine qué tratamiento quirurgico llevar a
cabo segun el estadio de la enfermedad. En un informe reciente que recogia la actividad
de 753 miembros de la Sociedad Americana de Cirujanos de Cadera y Rodilla'®, se
observo que el reemplazo total de cadera era la intervencion mas comun para el
tratamiento de la ONCF en fase postcolapso, mientras que la descompresion del ntcleo
era el procedimiento mas utilizado para la fase sintomatica precolapso. Otros tratamientos
menos frecuentes incluyen injertos Oseos vascularizados y no vascularizados,
hemiartroplastia, osteotomias y artrodesis. La ONCEF tiende a afectar a pacientes jovenes,
por ello se han desarrollado numerosos procedimientos que preservan la articulacion, para

intentar retrasar la progresion de la enfermedad y disminuir el dolor.

Figura 4. Imagen intraoperatoria del colapso y fractura subcondral de la cabeza femoral.
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El tratamiento quirargico de la ONCF puede ser dividido a mi entender en dos grandes
grupos: procedimientos de salvamento de la cabeza femoral (PSCF) y procedimientos de
reemplazo articular (PRA). En general, los primeros estan indicados para fases precolapso
con minima sintomatologia, mientras que los segundos se reservan para fases postcolapso

sintomaticas.

1.2.2.1 Procedimientos de salvamento de la cabeza femoral

1.2.2.1.1 Descompresion del nucleo (DN)

El uso del brocado, perforacion o tunelizacion del hueso como medida terapéutica no es

algo nuevo. Ya emergio esta idea tras su utilizacion por Brodie'®

en 1832 para drenar
abscesos 0seos aislados mediante tunelizacion, y fue utilizado en adelante por numerosos
autores para el tratamiento de diversas patologias como la cadera tuberculosa, abscesos
epifisarios, osteitis del fémur proximal, o incluso como tratamiento para la pseudoartrosis
de huesos largos o la exéresis de areas necrdticas en la enfermedad de Perthes,
popularizados estos por Brainard'’ en 1854 y Phemister'’” en 1921, respectivamente.

Bozsan'%

en 1941 continua los estudios realizados por autores previos. Se basa en las
perforaciones como método para suplantar el hueso muerto y favorecer el crecimiento del
nuevo asi como la irrigacion sanguinea de la zona. Trata asi pacientes que tenian en
comun la presencia de areas necroticas en el fémur: casos de Perthes, osteocondritis
disecante tras fracturas del cuello femoral, epifisiolisis femoral proximal, artritis
deformante y artrosis evolucionadas, entre otros, reportando buenos resultados
radiograficos y clinicos. Pero fueron Ficat y Arlet'® quienes, desde 1964 y por primera
vez, se centran en este tipo de tratamiento como norma para el manejo de las ONCF. Los
franceses reportan en 1971 un estudio de 100 casos confirmados histologicamente, en los
que reproducen su llamado “forage-biopsia cérvicocapital”, posteriormente popularizado
por Hungerford como DN3, y arroja, para estadios iniciales, resultados tales como una

supresion o reduccion del dolor en el 83%, un aumento de la movilidad articular en el

43% vy una estabilizacion radiologica del cuadro en un 77%''°,
Esta técnica se convirtié pronto en referente para el tratamiento de la ONCF, auspiciada
por resultados prometedores. La DN ha sido considerada como la técnica més costo-

efectiva y con menor tasa de complicaciones, pero el éxito de este procedimiento es
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altamente dependiente de la etiologia del cuadro y de parametros radiograficos como son
el tamafio de la lesion, su localizacion y la existencia de colapso. Actualmente es la
técnica quirurgica mas utilizada como tratamiento precoz de la ONCF. Su fundamento se
basa en la disminucion de la presion intradsea causada por la congestion venosa de la
cabeza, que permite incrementar el flujo sanguineo en el area necrética y favorecer de

este modo, la formacion de hueso nuevo.

Indicaciones

e Se ha propuesto para lesiones de pequeio y mediano tamafio, estadios I y Il ARCO,
donde se mantiene el contorno estructural de la cabeza femoral.

Generalmente el caso tipico es aquel en el que la Rx muestra lesiones esclerdticas y

quisticas; o el que presenta lesiones sintomaticas y hallazgos apreciables unicamente en

RM. Se han demostrado mejores resultados cuando existe un predominio escleroso.

Técnica quirurgica

El método clasico y habitual es la realizacidon de una unica perforacion. Se procede a la
colocacién del paciente en decubito supino o lateral en la mesa de quirdéfano. Se realiza
un abordaje de unos 2-3 cm centrado sobre la region subtrocantérica. Utilizando una aguja
guia y un amplificador de imagen, se introduce la aguja hacia el centro de la lesion osea
en la cabeza femoral. Una vez comprobada la correcta colocacion y sirviéndonos de la
guia, introducimos una fresa-trépano de entre 8-10 mm hasta alcanzar la lesion. Mas
recientemente se ha descrito una técnica de perforacion multiple como método alternativo
para la DN. El sistema es el mismo, solo que se realiza con agujas de menor diametro,

dos perforaciones para lesiones pequefias y tres para aquellas mas grandes!'!.

En el postoperatorio de esta intervencion, serd necesario el mantenimiento en descarga
del miembro y la progresiva carga segun tolerancia hasta la practica de una vida cotidiana

aproximadamente a partir de la sexta semana de la intervencion.

Complicaciones”

La tasa de complicaciones para este proceso es bastante baja, menor del 5% en todas las
revisiones, y tampoco supone un impedimento para la realizacion de una posible

artroplastia futura.
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e Debilitamiento de la cabeza y zona subcondral, por el defecto 6seo remanente.
e Lesion del cartilago articular durante el fresado.

e Fractura subtrocantérica (<3%), si el punto de entrada se realiza demasiado bajo en la

zona metafisaria.

1.2.2.1.2 Implante de tantalio

Su uso viene determinado por la existencia de estudios en los que se observaba que el
tantalio producia un rapido crecimiento O0seo en animales. El tantalio poroso es un
biomaterial con unas caracteristicas especificas. Tiene una alta densidad de porosidad
(mayor del 80% del volumen), repleto de poros interconectados que permiten el
crecimiento 6seo, lo que se conoce como microtextura osteoconductora. Ademas, posee
un modulo eléstico similar al del propio hueso medular, lo que minimiza las fuerzas de
estrés y evita el colapso subcondral, a la vez que ofrece suficiente dureza como para
soportar las cargas fisiologicas de la articulacion. Su uso combinado junto a la DN para
el tratamiento de la ONCF, provee un soporte estructural al hueso subcondral y evita la
morbilidad asociada de otros métodos como los injertos 6seos''2. Como contrapartida, en
estudios histopatologicos mas recientes se afirma que este crecimiento 0seo es mas bajo

del esperado, y que el soporte mecanico tampoco es suficiente para las demandas.

Indicaciones
e Fases iniciales precolapso, estadios [ y II ARCO.

En la actualidad poco utilizado debido a la falta de evidencia.

Técnica quirurgica

Similar a la DN. Se coloca al paciente en dectbito supino o lateral, se realiza una incision
longitudinal de 2-3 cm aproximadamente y se introduce una aguja guia hasta la zona
necrética de la cabeza femoral mediante control fluoroscépico, tipicamente en la zona
anterosuperior. Una vez situada correctamente, se introduce el tornillo de tantalio de 10

mm de didmetro hasta la zona subcondral, para prevenir el colapso.

En el postoperatorio el paciente se mantendra, igualmente, en descarga progresiva durante

las primeras seis semanas, realizando ejercicios de rehabilitacion durante ese periodo.
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Complicaciones!!?

e Infeccion.
e Mayor dificultad en caso de realizar una artroplastia total posterior, debido a la
necesidad de extraccion del implante.

e Deposito de restos metélicos en tejido adyacente y articulacion.

1.2.2.1.3 Injerto 6seo no vascularizado

El injerto 6seo no vascularizado (IONV) nace de la idea de conseguir un soporte dseo
subcondral y del cartilago articular subyacente, tras la eliminacion del tejido necrético y
la descompresion central de la cabeza femoral. Las propiedades osteoconductoras y
osteoinductoras del injerto favorecen la regeneracion y remodelado del defecto 6seo.
Generalmente se utiliza autoinjerto de tibia, y auto o aloinjerto de peroné, tanto de hueso

esponjoso como cortical''4,

Indicaciones
e Estadios precoces, [ y I ARCO, donde aun no ha habido colapso.
e Estadio III, mientras el colapso sea menor de 2 mm.

e (Cuando la DN falla.

Técnica quirtrgica!!’

Existen tres grandes métodos que se han utilizado para alojar el IONV en la cabeza
femoral:

a) A través del tunel creado por una DN (técnica de Phemister). Utilizando la técnica
descrita anteriormente para la DN, y a través del trayecto, creamos un molde de
injerto cortical que introducimos.

b) Creando una ventana en la cabeza femoral (técnica de la trampilla). A través del
cartilago articular se crea un colgajo que se levanta para exponer el hueso
subyacente de la cabeza femoral, se desbrida la lesion necrotica y la cavidad se
rellena con hueso esponjoso, cortical o una combinacion de ambos.
Posteriormente el colgajo articular se mantiene en su sitio con un tornillo

reabsorbible.
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¢) Creando una ventana en el cuello femoral o en la union cuello-cabeza (técnica de
la bombilla). Para evitar penetrar la lesion a través del cartilago articular, puede
practicarse una ventana en la base de la cabeza o en la zona de union con el cuello.
El area necrdtica se extrae utilizando cucharillas o buriles e implantando entonces

el injerto en el defecto.
La colocacion del injerto a través de la lesion necrotica o de la zona de transicion entre
hueso necrotico y normal, no ha mostrado diferencias en los resultados finales; pero si el
tipo de injerto utilizado, considerandose el autoinjerto de tibia, a fecha de hoy, el que mas
garantias ofrece. De la misma manera, se recomienda de manera generalizada, que el
injerto sea situado préoximo al hueso subcondral, més cercano a la parte lateral de la

cabeza.
En cuanto al postoperatorio se recomiendan seis semanas de descarga total, y a partir de
entonces empezar con carga parcial o al 50% en las siguientes seis semanas, segin

tolerancia.

Complicaciones

e Proceso mas complejo que precisa de mayor habilidad quirargica.

e Intervencién mas prolongada, con el consiguiente mayor riesgo de infeccion.
e Morbilidad de la zona donante.

e Riesgo de lesionar el cartilago articular de la cabeza.

e Riesgo de producir una fractura del cuello femoral durante el procedimiento.

1.2.2.1.4 Injerto 6seo vascularizado

El injerto 6seo vascularizado (IOV) fue un procedimiento que empezo a popularizarse en
los afios 70, coincidiendo con el surgimiento de las técnicas de microcirugia y tras
presumirse que el IONV no restauraba adecuadamente la circulacion del defecto. E1 IOV
se basa en cuatro fundamentos: la descompresion de la cabeza femoral, interrumpiendo
de esta manera el ciclo de isquemia e hipertension intradsea que parece contribuir a la
enfermedad; la reseccion del fragmento secuestrado, que puede inhibir la
revascularizacion femoral; el relleno del defecto creado con injerto esponjoso
osteoinductor e injerto cortical estructural viable, para sostener la superficie subcondral

y favorecer el proceso de revascularizacion; y la proteccion de la zona en consolidacion,
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mediante un periodo de apoyo en carga limitado. Pacientes fumadores, bebedores
regulares o con patologia vascular deben ser estudiados minuciosamente antes de realizar

esta técnica, ya que la anastomosis vascular puede verse afectada.

Indicaciones

e Estadios I-IIl ARCO, fases precolapso o colapso precoz. Una vez se produce el

colapso, los resultados se empobrecen bastante.
e Lesiones con <50% de afectacion de la cabeza femoral.

e Preferentemente menores de 50 afios.

Técnica quirargica''®

Mediante un abordaje anterolateral de la cadera, se expone la porcion lateral del fémur
proximal, a través del espacio entre el musculo tensor de la fascia lata y gluteo medio. Se
identifican la arteria y vena circunfleja femoral lateral, y se aislan las ramas ascendentes
para que sirvan como vasos receptores. Con control radioscépico y al igual que en
procesos anteriores, se procede a introducir una guia hasta la lesion necroética, y
posteriormente con fresas canuladas, creamos una cavidad central de unos 16-21 mm de
diametro. Resecamos las zonas necroéticas de la cabeza femoral e introducimos en su lugar
hueso esponjoso, obtenido previamente del trocanter mayor. Al mismo tiempo, y por un
segundo equipo quirargico, se procede a la obtencion de un segmento de tibia/peroné
ipsilateral, en caso de injerto autélogo, de unos 13 cm aproximadamente de longitud, con
un pediculo de arteria y vena. Una vez obtenido el IOV, lo insertamos a través del trayecto
femoral y lo estabilizamos con una aguja Kirschner. Se procede entonces a la anastomosis

microscopica arterial y venosa.

Existen otras variantes en cuanto a injertos vascularizados. Las mas utilizadas después de
IOV de peroné es el injerto 6seo con pediculo muscular, en su mayoria obtenido del
quadratus femoris posteriormente, o del tensor de la fascia lata anteriormente; y el IOV

de cresta iliaca, perfundido por la arteria circunfleja iliaca profunda.

Para el periodo postoperatorio de esta intervencion, la mayoria de autores colocan tras la
cirugia, una férula hasta la zona proximal de la rodilla durante tres dias por prevencion,
en caso de obtencion del fragmento de peroné. Igualmente, para favorecer el flujo
sanguineo de las anastomosis, se administra algun tipo de anticoagulante durante un

periodo de seis semanas. La carga no se autoriza hasta transcurridas un minimo de seis
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semanas desde la cirugia. A partir de entonces, se comenzaria con carga parcial las
siguientes seis semanas, y durante los tres meses siguientes se va aumentado hasta
alcanzar la normalidad a partir del sexto mes.

Complicaciones'!”

e Alta complejidad. Precisa ademds de dos equipos quirargicos, uno para la preparacion
del fémur y otro para la obtencién del injerto.

e Intervencién prolongada, aumento del riesgo de infeccion.

e Morbilidad de la zona donante: debilidad motora, disconfort subjetivo en el tobillo,
alteraciones de la sensibilidad...

e Fractura del cuello femoral.

e Incremento de la dificultad en caso de realizar una artroplastia de cadera posterior.

1.2.2.1.5 Osteotomia femoral proximal

En 1978, Sugioka''® describi6 una osteotomia rotacional transtrocantérica de la cabeza
femoral para esta patologia. El fundamento de la osteotomia femoral proximal (OFP) es
transponer la parte anterosuperior necrética de la cabeza femoral a una localizacion en la
que no soporte carga. Para ello, se rotan en sentido anterior la cabeza y el cuello del fémur
a lo largo de su eje longitudinal, de manera que la fuerza del peso se transmita a lo que
antes correspondia a la superficie articular posterior de la cabeza femoral, no afectada por
el proceso isquémico''’. Pero los resultados tan prometedores obtenidos en paises
asiaticos no se han asemejado a los obtenidos en Europa y Estados Unidos. No se

considera un método estandar de manejo de la ONCF en nuestro medio.

Indicaciones

e Estadios ARCO I, 1Ty IIL

e Edad menor a 45 afios.

e Afectacion de la cabeza femoral <30% o dngulo necrotico combinado <200°. Se sabe

que el tamafio de la lesion es un factor prondstico muy importante para el éxito de la

osteotomia.

e No uso cronico de corticoides.
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Técnica quirargica'2?

Existen dos tipos de procedimientos que se pueden realizar:

a) Osteotomia transtrocantérica rotacional. Realizando la rotacion anterior o posterior
de la cabeza para transponer el drea osteonecrotica de una zona de carga de peso a
otra sin carga. Permite gran variacion de dngulos de translacion.

b) Osteotomia intertrocantérica varizante o valguizante. Usualmente combinada con
flexion o extension del fragmento proximal. Menos exigente que la anterior. Es la mas

utilizada en Europa.

Presenta un postoperatorio muy similar al del IOV, con carga restringida entre los tres y

seis primeros meses postquirturgicos.

Complicaciones'?!

La tasa de complicaciones es relativamente alta debido a la complejidad del proceso.

e Necesidad de un cirujano con suficiente experiencia, debido a la alta dificultad del
proceso.

e (Colapso secundario de la cabeza femoral.

e Retraso de la consolidacion.

e Pseudoartrosis.

e Fractura proximal de fémur.

e Infeccion del material de osteosintesis.

e Mayor complejidad ante una artroplastia de cadera posterior, por deformacion de la
parte proximal del fémur, asi como por la dificultad para la retirada del material de
fijacion. Se estima alrededor de un 17% de complicaciones intraoperatorias durante

el proceso.

1.2.2.2 Procedimientos de reemplazo articular

1.2.2.2.1 Artroplastia de superficie, total y parcial
La artroplastia de superficie (AS) es una opcidn a considerar en pacientes jovenes con

una lesion precolapso extensa o postcolapso sin marcado compromiso acetabular. Este

procedimiento presenta una serie de ventajas: el cartilago articular danado de la superficie
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de la cabeza femoral se elimina, el stock 6seo tanto de la cabeza como del cuello femoral
se preserva, y, en caso de ser necesaria una posterior ATC no complica la intervencion.
La AS se basa, por tanto, en la maxima conservacion de hueso posible. Es considerado
un proceso para prolongar la estabilidad clinica, mediante la mejora de la funciéon y la
sintomatologia, hasta que el proceso degenera y hace necesaria definitivamente la
ATC'22. La AS parcial, al igual que la artroplastia parcial de cadera, se usa raramente
debido a que la presion de carga de una superficie de metal sobre el cartilago acetabular

123

es mal tolerado y el indice de revisidon parece ser mayor'=°. En consecuencia, la mas

empleada es la AS total, con ambos componentes metalicos.

Indicaciones

e Estadios III de ARCO.

e (Colapso de la cabeza femoral >2 mm.

e Angulo necrético combinado >200°, o area de lesion >30%.

e No afectacion acetabular, o minima en las metal-metal.

Técnica quirargica'?*

El abordaje quirurgico se realizara seglin la experiencia del cirujano. Normalmente se
realiza una via posterior y la principal diferencia respecto a la de una ATC es que es
necesario luxar la cabeza femoral sin llevar a cabo la osteotomia del cuello. Se inserta el
pin guia a través de la cabeza femoral y procedemos a la limpieza y retirada de zonas
cavitadas o necroticas. A partir de ahi, se comienza con una fresa cilindrica adaptada a
cabeza femoral, y empezando por un tamafio mayor vamos disminuyendo hasta que el
fresado llegue a la union cabeza-cuello femoral. En caso de realizar una AS total,
exponemos el acetdbulo y, a modo similar al de una ATC, procedemos a su fresado en
aumento de tamafios. Una vez obtenido el fresado dptimo, se procede a la insercion del
componente metalico acetabular mediante un sistema press-fit de impactacion. A
continuacion, colocamos el componente metalico de la cabeza femoral, pudiendo ser de

tipo press-fit como el acetabular o cementado, y se impacta.

El paciente empieza a deambular a partir del primer dia postoperatorio, cargando peso

seglin tolerancia. Suelen valerse de muletas o bastones durante dos o tres semanas.
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Complicaciones

e Desgaste del cartilago acetabular y consiguiente clinica (AS parciales).
e Fractura del cuello femoral.

e Fractura periprotésica.

e Aflojamiento de los implantes.

e Metalosis (AS metal-metal).

1.2.2.2.2 Artroplastia total de cadera

De todas las intervenciones disponibles hasta la fecha para tratar la ONCF, la ATC es el
tratamiento que con mayor probabilidad ofrece un inmediato alivio sintomatico y
satisfactorios resultados funcionales, siempre teniendo en cuenta que estas ventajas llevan
consigo el hecho de tener que sacrificar en el proceso una importante cantidad de hueso
que, en gran medida, acota las posibles opciones quirtrgicas posteriores. La ATC es
continuamente mejorada mediante nuevos avances en superficies de contacto,
composicion de los componentes, tipos y formas de implantes y técnicas quirurgicas que
han hecho que en la actualidad, los resultados sean muy similares a los obtenidos en ATC

primarias'?> 126,

Indicaciones

e Estadios avanzados, II1 y IV ARCO.

e Afectacion artrosica global de la articulacion, incluyendo acetabulo.
e Personas de edad avanzada y poca demanda funcional.

e Tras fracaso de otras técnicas.

Técnica quirurgica

Muy similar al de una ATC primaria y al ya descrito para la AS, pero con las siguientes

salvedades:

o El cirujano debera valorar, segun diversos criterios del paciente como son la edad,
actividad diaria, calidad de hueso o la propia experiencia del cirujano, los materiales
a elegir para la sustitucion de las caras articulares. Asi pues, los materiales mas
utilizados son: ceramica-ceramica, ceramica-polietileno o metal-metal. E igualmente

decidir si esos materiales seran cementados o no.
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o Previo a la luxacion femoral, se pueden realizar la osteotomia a nivel del cuello y
extraccion de la cabeza femoral, lo que nos facilitara el proceso.

o El fémur proximal en esta ocasion tendra un vastago de anclaje, por lo cual se necesita
de una preparacion del canal femoral, mediante fresado y comprobacion del tamanio

definitivo mediante raspas prueba; y su posterior insercion.

De la misma manera, el postoperatorio es similar al de la AS, iniciando la deambulacion
en el primer dia del postoperatorio y pudiendo hacer una relativa vida normal sin uso de
muletas a partir de la tercera o cuarta semana.

Complicaciones'?’

e Aflojamiento de los componentes.
e Infeccion.
e Luxacion.

e Fractura periprotésica.

1.2.3 Nuevas terapias y lineas de investigacion

En el tratamiento de la ONCF han sido muchos los avances y temas de investigacion que

se han abierto en los altimos afios.

Un importante campo de estudio ha sido el desarrollado en base a los conocimientos que
tenemos sobre como el potencial autoregenerador de la zona necrotica en una ONCF esté
fuertemente disminuido por el ambiente y los distintos componentes secundarios
generados, inhibiendo de esta manera una posible reosificacion. Ademads, sabemos que
las CSM que intentan ser promovidas como respuesta presentan una disminucion de su
capacidad proliferativa y osteogénica. La capacidad de secrecion de células progenitoras
y factores de crecimiento endoteliales por los vasos también decrece favoreciendo el
agravamiento de la necrosis'?®. Un factor afiadido a esta cascada de acontecimientos es la
lipotoxicidad caracteristica de la ONCF inducida por esteroides, que mediante el
incremento del acido palmitico y oleico favorecen la expresion de interleuquina-6 y -8
(IL-6 y IL-8), lo que promueve la adipogénesis e inhibe la osteogénesis'?. En

consecuencia, recientemente se esta investigando con la induccion de cambios
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bioquimicos en las propias CSM o su entorno. Por ejemplo, se ha visto como cambios en
el microARN (miR), pequefias moléculas de ARN monohebra identificados por tener
capacidad reguladora de distintos procesos biologicos asi como de la diferenciacion de
las CSM, conllevan cambios en los procesos de proliferacion, apoptosis y regulacion

celular.

Asi pues, se conoce como el miR-708 estd sobreexpresado en la ONCF inducida por
esteroides, lo que parece tener efecto supresor sobre la capacidad osteogénica, de manera
que utilizandolo como diana podriamos aumentar la osteogénesis e inhibir la
adipogénesis, mientras que con su desactivacion evitariamos la inhibicién de la
osteogénesis por los glucocorticoides!’. La demetilacion de miR-210 se sabe que esta
aumentada en numerosos procesos isquémicos y parece tener un rol en la patdgenesis de
la ONCF. Promoviendo la expresion de miR-210 por tanto, aumentaria la viabilidad y
proliferacion de células endoteliales y favoreceria la angiogénesis en el sitio afecto. Para
ello, Yoan et al. utilizan la 5-aza-2’-desoxicitidina,.inhibidor del ADN metiltransferasa,
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos estadounidense (Food and
Drug Administration -FDA) como tratamiento para canceres y sindromes
mielodisplasicos, con el propdsito de alterar asi la metilacion de miR-210 y aumentar su
expresion'3!. De forma similar, Sun et al.'3? vieron como el receptor de peroxisoma-
proliferador-activado gamma (PPARYy) esta sobreexpresado durante la diferenciacion
adipogénica de las CSM, y cdmo el miR-548d-5p al actuar sobre este receptor, produce
una disminucion de sus niveles, sugiriendo asi a este miR como favorecedor osteogénico
en la ONCEF inducida por corticoides. Otros miR como 17-5p o 27a tienen efecto parecido.
Mediante la neutralizacion de distintas proteinas o genes como HOTAIR, Smad7 o
greml, se consigue favorecer la expresion de COL1A1, Runx2 o fosfatasa alcalina, las

cuales tienen efecto osteogénico.

Diversos estudios también han investigado con la perfusion intravascular de CSM como
método para conseguir acceder de forma indirecta a las zonas lesionadas de una manera

incruenta, evitando asi las complicaciones propias de una DN.

Mao et al.’*3, presentan a finales de 2013 62 pacientes (78 caderas) con un seguimiento a
5 afios, en el que realizan la infiltracidn a través de la arteria circunfleja femoral medial
con un concentrado autdlogo procesado y previamente aspirado de cresta iliaca anterior.

La cantidad de sangre obtenida variaba entre 100 y 200 ml que posteriormente, tras su
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procesado, quedaba en 30-60 ml. Analizaron los resultados en funcién de la progresion a
colapso y la necesidad de ATC posterior, siendo éstos del 6,25%, 3,84% y 30% para
estadios de Ficat I, Il y IIl respectivamente, cifras inferiores a las ya conocidas y aceptadas
de forma general (65%, 69% y 87% respectivamente), considerandolo también un
proceso seguro y minimamente invasivo. Asimismo, existen también varios estudios en
animales con resultados similares tras la perfusion arterial de CSM, donde se expone un
aumento del didmetro y grosor de arteriolas asi como de la circulacion colateral de la zona
necrosada, promoviendo la angiogénesis mediante la expresion de VEGF y diferenciacion
de células endoteliales'**. Li et al.’3’ estudian la viabilidad y seguridad de la infusion,
pero en su caso, via intravenosa, de CSM-MO alogénicas para lesiones 6seas de la cabeza
femoral. También observan su migracion y distribucion en el receptor, conejos y ratones
de laboratorio sin pelo, mediante el marcado de estas CSM con proteina verde
fluorescente. Se distingui6 una distribucion uniforme en 6rganos y tejidos, incluyendo
zonas de cabeza femoral sana y necrética, sin presentarse rechazo inmunolédgico o
enfermedad injerto contra huésped durante el proceso. A consecuencia, afirman que en
modelo animal, las CSM infiltradas de manera intravenosa tienen capacidad para migrar
a la cabeza femoral afecta y sobrevivir en las zonas necroéticas, resultando ser un método

viable y exento de complicaciones en el tratamiento de la ONCF.

En los ultimos afios también se ha investigado bastante con la forma de favorecer el
asentamiento de las CSM en la zona necrotica, a través de un mediador o conductor que

estimule su acoplamiento y facilite su actuacion.

Asi, se ha visto por ejemplo, que la administracion conjunta de bifosfonatos con la
infusion de CSM a través de la DN en estadios precoces tiene cierto efecto potenciador,
disminuyendo sensiblemente el progreso a fase de colapso'*®. El injerto de CSM junto
con matriz 6sea desmineralizada, de efecto osteoinductor, parece también tener un efecto
favorecedor en la regeneracion del hueso muerto y en la formacion de hueso nuevo en
modelos animales, mediante la formacion de una mayor densidad de neovascularizacion

137 La infusion a través de la

y un aumento en las fuerzas de compresion y curvatura 6sea
DN junto con un agregado plaquetario autdlogo también parece mostrar segun distintos
estudios, una mejoria clinica y un aumento de la movilidad y del grado de satisfaccion de
los pacientes comparado con un grupo control'*8. Otro conductor podria ser el pegamento
de fibrina, una matriz biopolimérica compuesta por fibrindgeno y trombina, usado

frecuentemente como herramienta de sellado o cierre de tejidos y hemostasia quirargica.

76



Introduccion

En los ensayos in vivo no parece haber grandes diferencias hasta la 8* semana, cuando se
observa un aumento en la expresion de osteocalcina y CD105, que indican un incremento
de la osteogénesis y la hematopoyesis, promovida por la secrecion prolongada de HGF
por las CSM debido a la mayor permanencia de estas células en la zona lesionada gracias
a dicho pegamento'3°. Otro estudio reciente en animales investiga la infusion celular junto
con una matriz submucosa de intestino de origen porcino, que permite la adherencia
celular y el crecimiento, migracion y difusion de nutrientes. Ademas, al ser una matriz
acelular extracelular, contiene colageno, glicosaminoglucanos, glicoproteinas y
citoquinas que inducen el acoplamiento, la proliferacion y diferenciacion celular junto a
la promocion de la angiogénesis'*® 141 1o cual ya habia sido previamente descubierto en

ensayos in vivo!#> 143,

Debido a los modestos resultados de los injertos vascularizados y no vascularizados, asi
como de los tornillos de tantalio, actualmente se esta investigando inspirandose en la idea
de conseguir un soporte estructural que pueda favorecer y establecer un arbotante
biologico y biomécanico que aumente la fuerza estructural, acelere el proceso de
regeneracion tisular y consiga evitar o retrasar el colapso de la cabeza femoral debido al
defecto subcondral ya creado. Dicho esto, han sido numerosos los estudios que se han
publicado basados en la adicion de algln tipo de soporte o “scaffold” a los tratamientos

ya convencionales.

Maruyama et al.'** usan una técnica novel consistente en la impresion 3D de scaffolds de
forma cilindrica y porosidad degradada, realizados en fosfato tricalcico y
policaprolactona, con capacidad osteoinductora. Lo afiaden como gesto a la clasica DN y
adicion de aspirado de médula 6sea en conejos, refiriendo un aumento del crecimiento
0seo. Peng et al.’® realizaron algo similar en modelos caninos, mediante una estructura
ceramica porosa laminada de fosfato calcico bifésico, rellenando los poros con CSM, con
la idea de favorecer la fortaleza estructural, conseguir un modulo de Young similar al de
hueso esponjoso y ser un suplemento biocompatible. El estroncio es un elemento con
capacidad para fomentar la formacién de hueso asi como para inhibir su reabsorcion.
Kang et al.’*® realizaron la limpieza de la zona necrotica mediante la creacion de una
trampilla en la cabeza femoral, una DN y posterior relleno con un sustituto de polifosfato
calcico y estroncio en animales, reportando mejorias respecto a estudios previos. También
se ha tratado la ONCF con injertos estructurales en forma de varillas de fosfato calcico,

con un alto contenido en factores de crecimiento endotelial vascular y proteina
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morfogénetica 0sea, que cargados en microesferas de acido polilactico-co-glicdlico, eran
implantados en los tineles creados por la DN, demostrando su biocompatibilidad asi

como cierta capacidad angio- y osteogénica in vivo'# 147,

1.3 Células mesenquimales y sus propiedades

La definicion inicial de una célula stem o célula madre se debe a Till y McCulloch,

quienes describieron la célula stem hematopoyética'*®

. Ellos comprobaron que en la
médula dsea existian células con capacidad de diferenciacion a todos los linajes de un
tejido (en su caso las células hematopoyéticas), capacidad de proliferacion y también
capacidad de autorrenovacion. Mediante esta tltima, y gracias a la division asimétrica de
las células madre, se mantiene un nimero de estas células en cada tejido que mantienen

la homeostasis de éstos a lo largo de la vida del individuo.

Posteriormente, se describio que en la médula 6sea no solo habia células madre
hematopoyéticas sino también otros tipos celulares con estas mismas propiedades. Entre
ellas destacan las células stem mesenquimales, que fueron descritas por Friedenstein en
19744 Es posible aislar CSM en tejidos distintos a la médula dsea, tales como periostio,
hueso trabecular, musculo esquelético, tejido adiposo, pulpa dental, sangre periférica y
de cordon umbilical o tejido sinovial'>°, pero el mas utilizado es el de médula dsea adulta,
que contiene varias poblaciones de células madre multipotentes y células progenitoras

mesenquimales caracterizadas por su potencial de diferenciacion.

La International Society for Cellular Therapy (ISCT)'! ha establecido una serie de
criterios para considerar a este tipo de células como CSM. Estos criterios son: adherencia
al plastico, expresion en membrana de CD105, CD73, CD90 y ausencia de CD45, CD34,
CD14 0 CDI11b,CD79 0 CD19, HLA-DR, y capacidad de diferenciacion en las tres lineas
basicas: hueso, cartilago y tejido graso, al ser cultivadas en las condiciones adecuadas y
en presencia de estimulos precisos para cada estirpe celular. Desde el punto de vista
funcional podemos considerar que esta capacidad de diferenciacion es una de sus
caracteristicas primordiales. Sin embargo, estas células tienen importantes propiedades

inmunomoduladoras y antiinflamatorias, que inducen no solo mediante contacto célula-
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célula, sino por la liberacion de factores paracrinos y vesiculas extracelulares. Todas estas
propiedades han hecho que este tipo celular sea una herramienta terapéutica atractiva que
se esta empleando no solo en enfermedades osteoarticulares sino en enfermedades
inflamatorias o inmunes'3? 33, Revisaremos brevemente a continuacion alguna de estas

propiedades.

1.3.1 Multipotencialidad

Se refiere a la capacidad de una célula para dar origen a distintos tipos celulares dentro
de un mismo tejido o capa embrionaria. La capacidad multipotencial de las CSM empezd
a demostrarse in vivo desde su primera descripcion, con los trabajos de Friedenstein'>*,
observando que estas células cultivadas in vitro y trasplantadas en ratones eran capaces
de producir fibroblastos y osteoblastos. Mas adelante, los trabajos realizados por Owen et
al.'>> demostraron, también en modelos animales, la capacidad de estas células para
producir condrocitos y tejido conjuntivo. Tiempo después, Caplan et al.'>°, lograron
cultivar y trasplantar, también en experimentos animales, células troncales
mesenquimales humanas y tras un periodo de tiempo observaron la formacion de
hueso. Fueron los estudios de Pittenger'>” los que demostraron la capacidad in vitro de
las CSM humanas para diferenciarse en células adiposas, osteoblastos y
condrocitos. Estos estudios, realizados a partir de células formadoras de colonias de
fibroblastos (CFU-F) aisladas, demostraron que la diferenciacion de estas células
depende de su ambiente, y que no todas las CFU-F tienen el mismo potencial de

diferenciacion.

1.3.2 Plasticidad

Se define la plasticidad celular como la capacidad de una célula para diferenciarse en
células maduras distintas a las de su tejido de origen; es la versatilidad de una célula para
sobrepasar la barrera de linaje y adoptar perfiles de expresion y fenotipos funcionales de
células de otros tipos de tejidos. De este modo, como vamos a ver a continuacion, algunos
estudios han sugerido que las CSM pueden diferenciarse no solamente en células del

mesodermo, sino que también pueden adoptar un destino endodermal o ectodermal,
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aunque este siempre es un motivo de controversia cientifica que no es admitido por

muchos investigadores en este campo.

Son varios los grupos de investigacion que han estudiado estas propiedades. Los primeros

8

trabajos, por Wakitani y Caplan'®, analizaron la capacidad de estas células para

159 quedo

diferenciarse en células musculares (o miocitos). Con Pereiray Prockop
demostrada la capacidad de las CSM para diferenciarse in vivo en células de bazo,
cartilago, médula y hueso. Sandhu observd que al injertar CSM en los tejidos
mesenquimales, se reemplaza una proporcion de células troncales mesenquimales del
receptor en la médula oOsea, y participan posteriormente en las funciones bioldgicas
normales, sirviendo como fuente de células progenitoras de varios tejidos'®®. Igualmente,
existen algunos estudios que demuestran y apoyan cémo, células estromales de médula

Osea adulta, pueden ser inducidas a diferenciarse en células neuronales y endoteliales'¢!-

163

1.3.3 Capacidad antiapoptotica

Se ha visto en numerosos estudios realizados en tejidos animales la capacidad de las CSM
para disminuir la extension de la necrosis celular una vez producida una lesién aguda.
Existen ejemplos como el presentado por Togel et al.'®*, donde la infusion de CSM a
través de la microvascularizacion renal, producia una disminucion de la apoptosis de las
células adyacentes tras un proceso de isquemia-reperfusion renal, observando la presencia
de factores de crecimiento VEGF, HGF, IGF-1 que estimularian el crecimiento celular y
su supervivencia. Se ha observado también la capacidad de estas células para, una vez
estimuladas por células apoptoticas, favorecer la produccion de STC-1, un péptido
hormonal que regula el metabolismo mineral con efecto pleiotropico, y producir asi una
disminucion del proceso apoptotico en células cancerigenas epiteliales de pulmon'®. La
hipoxia acontece en las primeras fases de un dafio tisular, asi pues, la administracion de
CSM en esta fase junto con sus distintos efectos podria ayudar a disminuir la extension

de la region necrotica.
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1.3.4 Inmunomodulacion

El conocimiento de la capacidad inmunomoduladora de las CSM proviene de
experimentos animales donde se observaba la inhibicion directa de la proliferacion de
linfocitos T activados, asi como su efecto citotoxico!s. Se conoce que las CSM no solo
tienen efecto sobre los linfocitos T, sino también sobre otras células del sistema inmune.
Estas pueden inhibir la proliferacion de células B, suprimir la activacion de células NK y
modular la secrecion de citoquinas de células dendriticas o macrofagos, lo que confiere a
las CSM una gran influencia directa e indirecta sobre el sistema inmune. Mientras que la
mayoria de los mecanismos de supresion que ejercen sobre los linfocitos B permanecen
aun desconocidos, una variante del factor CCL2 ha mostrado ser capaz de suprimir la
produccion de inmunoglobulinas por las células plasmaticas. La secrecion de
prostaglandina E2 es un mediador central en muchos de los efectos de las CSM sobre las
células inmunes, observando por ejemplo que, una disminucion de esta molécula produce
una disminucién de los efectos inhibitorios de las CSM sobre las células T y NK'¢7. De
la misma manera, se ha visto que el factor HGF o la degradacion del triptéfano por la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa también tienen una accion mediadora en el efecto
antiproliferativo sobre las células T. Otras moléculas que participan en la capacidad
inmunomoduladora de estas células son IL-10, HLA-G o LIF, ésta ultima con un
importante papel no solo en la supresion sino en la formacidn y regulacion de las células
T. El resultado de estos mecanismos inmunomoduladores de las CSM puede ser
observado in vivo, aunque en la mayoria de los casos definir las moléculas responsables
del efecto resulta dificil debido a la complejidad de las interacciones CSM-células

endogenas, las cuales también pueden activar los mecanismos intrinsecos del huésped.

Por otro lado, los efectos de las CSM sobre el sistema inmune no son estrictamente
supresivos. Por ejemplo, un bajo nimero de CSM puede favorecer que las células
dendriticas tiendan a promover la activacion de células T, mientras que, para causar el
efecto contrario, haria falta un mayor nimero de CSM. Bajas dosis de IFN-gamma
permiten a las CSM expresar moléculas con complejo mayor de histocompatibilidad de
clase II (CMH-II) y comportarse como células presentadoras de antigenos; por otro lado,
dosis mayores de IFN-gamma promueven un descenso de moléculas con CMH-II y la
secrecion de factores antiinflamatorios. Ademas, las CSM mantienen la expansion y

diferenciacion de las células B. Estos hallazgos demuestran que el comportamiento de las
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CSM para con el sistema inmune es dependiente del ambiente y del estimulo concreto

que reciban.

1.3.5 Antifibrotico

En el proceso de curaciéon de muchas lesiones tisulares, tales como las producidas por
isquemia (infarto miocardico), trauma, cirugia o procesos inflamatorios, tienden en

ocasiones a producir un tejido cicatricial extenso no deseable.

A pesar de que el efecto antifibrético de las CSM ha sido demostrado en numerosos
experimentos en animales, el mecanismo molecular de dicho efecto no es bien conocido.
Segun los estudios publicados hasta la fecha, la administracion de CSM es solo efectiva
si se realiza antes de que se produzca una fibrosis masiva. Recientemente se ha
demostrado que el bFGF y HGF estan involucrados en la prevencion de fibrosis en
lesiones de isquemia-reperfusion animal'®®. Existe otro estudio en roedores con fallo
cardiaco que muestra como las CSM trasplantadas disminuian la fibrosis cardiaca, siendo
la secrecion de adrenomedulina uno de los factores que mediarian el efecto

antifibrotico!®.

1.3.6 Soportes para el crecimiento y diferenciacion de células madre y

progenitoras locales

Las CSM mantienen la hematopoyesis in vitro, y esta capacidad engloba la secrecion
constitutiva de factores tales como SCF, LIF, IL-6 y M-CSF; ademads, este proceso
hematopoyético puede verse aumentado con la secrecion inducida por IL-1alfa de G-CSF
y GM-CSF. In vivo, las células adventicias reticulares, que son CSM, preservan el pool
de cé¢lulas madre hematopoyéticas a partir de la secrecion de diversos factores, como son
el SDF-1 o aka CXCL12, lo que sugiere que el mantenimiento hematopoyético observado
in vitro imita algunos aspectos de los observados bajo condiciones fisioldgicas in vivo.
En estudios en roedores se observo como ante un dafio isquémico cerebral, las células
sanguineas expresaban SDF-1 y angioproteina-1, las cuales reclutaban y favorecian el

mantenimiento de precursores neuronales!”’,
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1.3.7 Angiogénesis

El restablecimiento de la vascularizacion es fundamental para la reparacion de los tejidos
lesionados. El efecto proangiogénico de las CSM ha sido demostrado mediante un estudio
en roedores en los que se les causaba una isquemia de los miembros traseros. Aqui los
autores detectaron bFGF, VEGF, PIGF y MCP-1 alrededor de las CSM infundidas

localmente!”!

. Igualmente, Hung et al. demostraron que las CSM contenian altas
cantidades de factores angiogénicos y antiapoptoticos como IL-6, VEGF y MCP-1, los
cuales inhibian la muerte de las células endoteliales cultivadas bajo condiciones de
hipoxia y promovian la formacién de estructuras similares a los capilares en ensayos in
vitro'?. Recientemente, algunas poblaciones de CSM han demostrado tener capacidad
para promover la formacion de estructuras similares a vasos a partir de células
endoteliales in vitro, donde las CSM proveen, ademés de factores angiogénicos,
componentes de la matriz extracelular que sirven de sustrato para las células endoteliales.
Finalmente, la transicion de las CSM a pericitos situados en los nuevos vasos formados

sirve como estabilizacion de la nueva vascularizacion en formacion, tanto in vitro como

in vivo.

1.3.8 Quimiotaxis

Las CSM cultivadas secretan una gran variedad de moléculas quimiotacticas, tales como
CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-lalfa), CCL4 (MIP-1beta), CCL5 (RANTES), CCL7
(MCP-3), CCL20 (MIP-3alfa), CCL26 (eotaxin-3), CX3CLI1 (fractalquina), CXCL5
(ENA-78), CXCLI11 (i-TAC), CXCLI1 (GROalfa), CXCL12 (SDF-1), CXCLS8 (IL-8),
CXCL2 (GRObeta) y CXCL10 (IP-10). Y las células diana para éstas incluyen
monocitos, eosinodfilos, neutrofilos, basodfilos, células T naive o de memoria, células B,
células NK, células dendriticas y progenitores hematopoyéticos y endoteliales. Aunque
estas moléculas sean expresadas por CSM cultivadas, existen algunas discrepancias entre
estudios en posible relacion con el proceso de cultivo, lo que hace probable que el patron
de expresion de quimiocinas por las CSM sea modificado por la exposicion a otros tipos

celulares, particularmente a células inmunitarias.
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1.4 Células mesenquimales en Cirugia Ortopédica Yy

Traumatologia

Numerosas lesiones musculoesqueléticas son de caracter insidioso, dolorosas y limitantes
para la vida diaria. Generalmente existen métodos de tratamiento especificos y con buen
resultado funcional, pero en algunos casos el tratamiento es controvertido y los resultados
muchas veces no son tan satisfactorios ni predecibles. La terapia celular con CSM se ha
convertido en la estrategia celular més explorada en ensayos clinicos de lesiones
musculoesqueléticas, tras encontrar evidencias objetivas pre-clinicas de mejora del
potencial de consolidacion dsea y la cicatrizacion de tejidos. Asi pues, basandonos en los
numerosos estudios y trabajos experimentales, nos hacemos una idea del amplio espectro
de enfermedades que pueden beneficiarse de este tipo de terapia. De entre las distintas
fuentes de terapia celular, las CSM constituyen la principal debido a su capacidad para
diferenciarse en una gran cantidad de tejidos como musculo, hueso, grasa o cartilago, con
la ventaja anadida de que pueden ser obtenidas de diversas fuentes como hueso, tendon,

piel, tejido adiposo, cordon umbilical o placenta.

1.4.1 Lesiones osteoarticulares

Las fracturas y lesiones traumaticas con afectacion articular son el principal campo de
batalla del cirujano ortopédico, y para tratarlas puede valerse de numerosas opciones
quirurgicas. El manejo de este tipo de lesiones evoluciona cada dia, consiguiendo que las
mejoras se traduzcan en nuevas ventajas como son un menor tiempo quirurgico, mayor
estabilidad de la osteosintesis, mejora de la calidad de regeneracion cicatricial,
satisfaccion del paciente, etc. Sin embargo, existen complicaciones tales como la
infeccion, pseudoartrosis, pérdida de movilidad, degeneracion articular, entre otras, que
a pesar de los avances en este campo siguen produciéndose. Por ello, existe la necesidad
de hallar nuevas técnicas o procesos que permitan una mayor rapidez de curacion y

disminuir por tanto este tipo de complicaciones.
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Fracturas y defectos oseos

La pérdida de stock dseo tras traumatismos de alta energia es una de las situaciones mas
exigentes para un cirujano traumatologo. En este campo, el primer estudio con células
madre corresponde a Masquelet'’ 7%, seguido por Henrich'”, que observaron cémo al
cubrir defectos dseos femorales con membranas con CSM, se producia un aumento en la
concentracion de factores de crecimiento tales como BMP-2, TGFB y VEGF. Otro estudio
llevado a cabo por Liao et al.'’®, investiga los resultados alcanzados por diversos trabajos
que utilizaban CSM para la consolidacion 6sea, determinando segun su analisis que el
uso de la terapia celular fomentaba la formacién dsea y aumentaba la densidad mineral

Osea.

Pseudoartrosis

El porcentaje global aproximado de pseudoartrosis en fracturas tratadas quirurgicamente
oscila entre un 3 y un 8%. Existe un especial interés en el uso de CSM en este campo,
pues, aunque son multitud de variables las existentes, el porcentaje no es en absoluto
desdefiable. Estudios al respecto tenemos, por ejemplo, el de Bajada et al.'”’, que utilizo
en una pseudoartrosis de tibia, tras 6 procedimientos previos fallidos, CSM de médula
Osea junto a sulfato célcico, consiguiendo una consolidacion completa tanto clinica como
radioldgica en un periodo de 2 meses. Giannoti et al.'’®, usaron CSM igualmente en
pseudoartrosis de miembros superiores, obteniendo resultados satisfactorios a largo
plazo. También, Grgurevic et al.'”, concluyeron que el uso combinado de CSM y BMP1-

3 aumentaba el colageno tipo I y la osteocalcina en este tipo de lesiones en roedores.

1.4.2 Lesiones medulares

Las lesiones traumadticas espinales resultan en un dafio neuroldgico severo con una tasa
de recuperacion bastante baja. En la actualidad se estan realizando ensayos con CSM con
vistas a poder alcanzar una regeneracion axonal. Skyova'®? utiliz6 CSM para el
tratamiento de 20 pacientes afectos de lesiones espinales transversas, concluyendo que
existian beneficios, asi como una recuperacion mas marcada en estos pacientes, siendo
ademas un proceso exento de complicaciones; aunque igualmente determinan la

necesidad de realizar mas estudios. Zhou'®!

preconiza que, en roedores, el uso de CSM
junto con propofol favorece la recuperacion e incrementa el efecto de las CSM, debido a

su efecto neuroprotector en este tipo de lesiones. En 2018 el grupo del Dr. Vaquero
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presenta un ensayo clinico en fase II que se basa en la administracion intratecal de CSM
en pacientes con lesion medular crénica, resultando en una mejora principalmente de la

clinica de disfuncion esfinteriana, dolor neuropatico y sensibilidad!'8?.

1.4.3 Artrosis y lesiones condrales

La artrosis es una enfermedad degenerativa no curable que afecta fundamentalmente a
miembros de carga. Supone una de las patologias ortopédicas mas frecuentes. En fases
iniciales el cartilago articular va degenerando, haciendo que el espacio articular se haga
mas estrecho, generando dolor articular e impotencia funcional. Recientes estudios de
terapia celular en estas enfermedades abordan resultados favorables, que podrian llevar

incluso a disminuir la necesidad de realizar un tratamiento quirtrgico agresivo.

La sabida capacidad condrogénica y potencial regenerativo de las CSM, junto a la baja
capacidad de regeneracion intrinseca del propio cartilago dafiado, hacen que el uso de
esta terapia se esté incrementando exponencialmente. Las CSM tienen la capacidad de
producir un tejido muy similar al condral de una matriz de colageno tipo Il y agrecanos
bajo determinadas condiciones de cultivo. Wakitani'®® fue el primero en arrojar datos
sobre el uso de CSM como tratamiento en rodillas artrésicas, llegando a la conclusion de
que los resultados eran mejores tanto artroscopica como histologicamente, a pesar de que
clinicamente no hubo grandes diferencias. Murdoch et al.'3*, observaron coémo el
trasplante de CSM junto a una membrana permeable con factores de crecimiento,
producia discos cartilaginosos translicidos y expresaba proteinas especificas del tejido
condral, como agrecanos y colageno tipo II, concluyendo que el medio creado era gran
favorecedor de la condrogénesis. Zhu et al.'®, por ejemplo, prefirieron la combinacién
de CSM vy factores de crecimiento de tejido conectivo junto con membranas artificiales
de acido PLGA, y observaron que el tejido cartilaginoso regenerando era similar al
cartilago hialino normal, suponiendo por tanto una buena alternativa terapéutica. Guo et
al.'8, usaron CSM combinadas con TGF-beta para el tratamiento de defectos condrales,
obteniendo resultados satisfactorios, fundamentalmente en lesiones degenerativas. Asi
mismo, nuestro propio grupo ha participado en diversos ensayos clinicos de la red TerCel

de tratamiento de la artrosis de rodilla con células mesenquimales'87: 188,
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1.4.4 Lesiones ligamentosas y tendinosas

Aproximadamente la mitad de las lesiones musculoesqueléticas comprometen tejidos
blandos como son ligamentos y tendones, con la particularidad de que este tipo de lesiones
suelen necesitar un periodo mas largo de recuperacion, y su cicatrizacion requiere una
organizacion estructural de las fibras de colageno, para no producir una disminucion de
la capacidad de funcion o una re-rotura. En la mayoria de los casos, los distintos autores
estan a favor de que el uso de la terapia celular con CSM conlleva un acortamiento del
periodo de cicatrizacion y unos mejores resultados clinicos, aunque es cierto que existe
gran controversia al respecto, dejando la puerta abierta a la realizacion de nuevos trabajos

que permitan establecer criterios de uso en este tipo de lesiones.

Lesiones del manguito rotador

Las roturas de los tendones del manguito rotador del hombro son bastante frecuentes en
adultos y personas mayores, ocasionando una clinica limitante por el dolor que ocasiona
y la limitacidén para la correcta movilizacién del hombro. El principal problema del
tratamiento de estas lesiones es el alto indice de re-rotura que conllevan. Diversos
estudios se han centrado en la evolucidn postquirargica de estas lesiones, comparando los
métodos habituales inicamente, con la instilacion de determinados suplementos, como
son las CSM. Yokota et al.'®, por ejemplo, compar6 resultados en lesiones del tendon
del infraespinoso de roedores instilando CSM junto con &cido poliglicélico en una
membrana, observando la regeneracion de la interfase tendon-hueso junto con un

aumento de la resistencia.

Lesiones del ligamento cruzado anterior

El ligamento cruzado anterior (LCA) es un estabilizador primario de la rodilla, susceptible
de romperse parcial o totalmente en lesiones traumaéticas y deportivas. Debido a la
incapacidad del LCA para cicatrizar dentro de un medio intrarticular, la reconstruccion
quirargica se hace necesaria. Chen et al.'”, observaron como el uso de matrices
modificadas y suplementadas con CSM supuso una mayor proliferacion de colageno tipo

I y de la densidad celular en la regeneracion del LCA en estudios in vitro.

Lesiones del ligamento colateral medial

Al igual que con las lesiones del LCA, Saether'®! estudi6 el empleo de bajas dosis de

CSM en lesiones del ligamento colateral medial de roedores, comprobando que su
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instilacion producia en los dias posteriores menos inflamaciéon y promovia una mejor
calidad en la regeneracion del tejido en un corto periodo de tiempo comparado con los no

tratados con CSM.

1.4.5 Lesiones meniscales

Las lesiones meniscales pueden producirse a cualquier edad y tienen ciertas implicaciones
biomecanicas que pueden hacer que un tratamiento no satisfactorio suponga un deterioro
degenerativo de la articulacion de la rodilla. Existen distintos estudios que arrojan buenos
resultados en la capacidad de regeneracion del tejido con CSM. Hatsushika et al.'?, en
modelos porcinos, utilizaron CSM alogénicas sinoviales para el tratamiento de roturas
meniscales masivas y realizaron un posterior seguimiento mediante RM y cortes
histologicos, indicando en sus conclusiones que las CSM podian promover la
regeneracion meniscal y proporcionar efecto protector al cartilago articular femoral. En
seres humanos, Vangsness et al.'®* trataron rodillas con meniscectomias parciales con
células madre alogénicas, reportando un aumento del volumen meniscal y una
disminucién del dolor en comparacion con una cohorte de rodillas tratadas inicamente

con infiltracion de acido hialurdnico.

1.4.6 Enfermedades 0seas

Osteogénesis imperfecta

Se trata de una enfermedad genética en la cual los osteoblastos producen colageno tipo I
en poca cantidad o mala calidad, lo que conlleva una osteopenia y las consiguientes
complicaciones como son multiples fracturas, severas deformidades 6seas y disminucion

de la estatura. Horwitz'"*

describe los primeros resultados obtenidos en 3 nifos afectos
tras el trasplante alogénico de CSM, observando respecto a los controles, un aumento de
la densidad mineral 6sea y de la velocidad de crecimiento y una reduccion del indice de

fracturas.
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Osteonecrosis de la cabeza femoral

Mediante RM se pueden observar cambios en la sefal de la médula 6sea en pacientes con
osteonecrosis apreciandose, por ejemplo, un aumento de contenido adiposo en la zona
medular intertrocantérica. Se ha visto que los esteroides tienen capacidad de adipogénesis
y estimulan la expresion de genes especificos del tejido graso en las células de la médula
osea. También se conoce la disfuncion de las células madre osteogénicas en pacientes con
ONCEF, ademas de haberse demostrado una disminucion del pool de este tipo de células
en cresta iliaca en estudios in vitro. A consecuencia de estos cambios, la vascularizacion
intramedular se altera predisponiendo al desarrollo de ONCF, y, a pesar de que multitud
de estudios e investigaciones han demostrado que el hueso necrdtico puede ser
reemplazado por tejido vivo, otro hecho importante es la insuficiente reparacion 6sea una
vez producido el dafno debido al bajo numero de células progenitoras y consecuente

disminucion del potencial osteogénico!®>.

A partir de estos estudios, se pensé que aunque la DN mostraba signos de regeneracion y
reparacion, posiblemente fuera insuficiente. Y asi surgio la idea de la implantacion de

médula dsea autologa como tratamiento alternativo para la ONCEF.

La efectividad de este tratamiento puede tener relacion con la disponibilidad de células
madre mesenquimales con capacidad osteogénica, asi como de células estromales que
secretan citoquinas con capacidad angiogénica, que estimulan un aumento de la red
vascular y la consecuente mejora del proceso de osteogénesis. También poseen
precursores endoteliales que estimulan la angiogénesis en un tejido deficitario en vasos,
y la neoangiogénesis a partir de capilares preexistentes. Con la generacion de nuevos
capilares, el endotelio en crecimiento predispone a la movilizacion de precursores
mesenquimales a través de la angioproteina 1-Tie2, que crea pericitos y células de soporte
vascular necesarios para esos nuevos vasos en formacion. De igual modo, la isquemia que
se produce a nivel local, activa diversas sefiales que producen un estimulo continuo para
la reparacion de los vasos sanguineos y el aporte de nuevas células en la regeneracion
o0sea. Como ya se ha comentado previamente, las CSM actian a través de diversos
mecanismos que propician un aumento de la regeneracion y reparacion en aquellos sitios

donde se inoculan!?% 197,

Son dos, por tanto, las principales funciones de estas células. Por un lado, la secrecion de

un amplio espectro de factores con capacidad inmunomoduladora, antiinflamatoria,
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antiapoptotica, proangiogénica y proliferativa, entre otras; y por otro, la orquestacion del
proceso de diferenciacion junto con las células ya existentes para la restauracion del

tejido.

Asi pues, los pioneros en la aplicacion de CSM en la ONCF fueron Hernigou et al.’”
seguidos de Gangji et al.”’, quienes instilaron fracciones mononucleares de aspirado de

médula dsea de cresta iliaca en el area osteonecrotica de la cabeza femoral.
Por lo prometedor de los resultados que se van obteniendo, existe un entusiasmo creciente

en cuanto al desarrollo de terapias celulares que puedan mejorar los resultados en fases

iniciales de la ONCEF, siendo por ello el objeto del presente estudio.
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Hipotesis y objetivos
2. Hipotesis

e La combinacion de una descompresion del nucleo de la cabeza femoral y la
adicion por via intradsea de células mesenquimales autdlogas podria ser un
procedimiento factible y seguro, y potencialmente eficaz para conseguir revertir,
o en su defecto detener, la progresion de la osteonecrosis idiopatica de la cabeza

femoral.

3. Objetivos

Para responder a la hipotesis, nos planteamos los siguientes objetivos.

3.1 General

e Evaluar la eficacia de la terapia celular con células mesenquimales autdlogas en
el tratamiento de pacientes afectos de osteonecrosis femoral idiopatica en
estadios precoces mediante la realizacion de un ensayo clinico fase II,

prospectivo, abierto, de una inica rama de tratamiento.

3.2 Especificos

e Verificar la seguridad de la implantacion local de células madre mesenquimales
autologas expandidas in vitro en suspension en el tratamiento de estos pacientes.

e Analizar la factibilidad del proceso y la posibilidad de desarrollo.

e Evaluar los resultados clinicos, comparando mediante cuestionarios y escalas de
dolor, funcion, calidad de vida y estatus laboral el estado previo al tratamiento y

los sucesivos a lo largo del seguimiento.
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e Evaluar los resultados de la radiologia simple y resonancia magnética,
comparando el estado dseo de los estudios previos al tratamiento y los sucesivos

a lo largo del seguimiento.
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Material y métodos

4. Material y métodos

Se llevd a cabo un ensayo clinico fase II prospectivo, abierto, no aleatorizado de
tratamiento de la osteonecrosis de la cabeza femoral mediante la administracion de células
mesenquimales autdlogas. El promotor del ensayo ha sido la Fundacion General de la
Universidad de Salamanca, con codigo de protocolo CSM/ON/2011 y EudraCT: 2011-
005258-70. La fecha de aprobacion por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC)
y de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) fue el
28/11/2011.

Como se ha mencionado al principio de este trabajo, este ensayo clinico ha sido
financiado por el Ministerio de Sanidad en la convocatoria para la concesion de ayudas
para el fomento de la Investigacion Clinica Independiente del afio 2010 (ref. EC10-188)

con una cantidad total concedida de 141.200 €.

4.1 Pacientes

4.1.1 Poblacion a estudio

El grupo experimental estuvo constituido por 8 pacientes con osteonecrosis de la cabeza
femoral, en fases precoces de la enfermedad (estadios <IIC de la clasificacion de ARCO).
Estos pacientes recibieron como medicacion de estudio una suspension de células stem
mesenquimales autologas (suspendidas en una solucion de 5-10 ml de suero fisiologico
y albimina humana al 5%) en una unica dosis de 0,5-1x10° células/kg del paciente,

administradas por via intradsea con un trocar y bajo control radioscopico.
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4.1.2 Criterios de participacion en el estudio y periodo de inclusion

Criterios de inclusion:

Los pacientes incluidos en el estudio cumplieron todos los criterios de inclusion:

Edad entre 18 y 70 afios.
Diagnostico clinico y por imagen (Rx y RM) de osteonecrosis idiopatica de la
cabeza femoral.

Estadios < IIC en la clasificacion ARCO.

Criterios de exclusion:

Los pacientes que presentasen alguno de los siguientes criterios de exclusion no pudieron

ser incluidos en el ensayo clinico:

Aquellos que a juicio del investigador no estuviesen en una situacion adecuada
para tolerar el procedimiento.

Criterios clinicos y anestésicos que contraindicasen la cirugia (por ejemplo,
criterios de la American Society of Anesthesiologists [ASA] IV-V).
Enfermedad grave no controlada.

Mujeres embarazadas.

Pacientes con infeccion VIH+.

Infeccion aguda (en los 15 dias previos) o cronica (distinta del VIH).

Haber recibido tratamientos previos para la osteonecrosis en la misma cadera.
Enfermedad neoplésica activa o previa (tltimos 5 afios).

Ausencia de consentimiento informado o revocacion del mismo.

La inclusion de pacientes comprendio un periodo de 12 a 24 meses.

4.1.3 Informacion proporcionada a los sujetos y tipo de consentimiento

solicitado en el ensayo

Se explico detalladamente la naturaleza del estudio, su propdsito, una aclaracion detallada

de la técnica, la duracion prevista, los posibles riesgos, complicaciones y beneficios y

cualquier malestar que pudiese conllevar, entregando al sujeto una copia de la hoja de

informacion al paciente. Igualmente, se informé de que la participacion del sujeto en el
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estudio era de caracter voluntario, teniendo derecho a retirarse de éste en cualquier
momento sin tener que dar explicaciones y sin que su retirada derivase en responsabilidad
ni perjuicio alguno, afectase a su tratamiento médico posterior o a la relacion con el
médico que le estuviese tratando. Naturalmente, se dio tiempo suficiente para considerar
el estudio antes de decidir si el sujeto iba a participar en el ensayo o iba a retirarse en

cualquier momento.

El consentimiento del paciente participante en el ensayo se obtuvo siempre por escrito y
de acuerdo con el documento aprobado por el CEIM del Area de Salud de Salamanca
(Anexo I). En caso de aceptar su participacion en el estudio, cada paciente habia de firmar
y fechar el formulario del consentimiento informado antes de ser incluido, es decir, antes
de emprender cualquier procedimiento del estudio. Una vez firmado y fechado por el
sujeto participante (o su representante) y por el investigador, se le entregaba una copia.
El original de dicho documento se ha almacenado en el centro junto al resto de la

documentacion del estudio.

4.1.4 Evaluacion previa de los pacientes

A los pacientes incluidos finalmente en el ensayo se les evaluo, ademas del estudio
preoperatorio habitual (valoracidon anestésica, analitica, electrocardiograma, Rx torax,
etc.), la situacion basal pre-tratamiento, mediante:

a. Diagndstico clinico de osteonecrosis femoral: dolor y limitacion funcional en

la cadera afecta.

b. Evaluacion clinica: escala visual analogica del dolor (EVA) y escala de Harris.
Evaluacion del estado general de salud: cuestionario de salud SF-36.

d. Diagnéstico radiologico: radiografia simple anteroposterior y axial de ambas
caderas. RM de ambas caderas y estadiaje mediante la clasificacion de ARCO.

e. Situacion clinica basal: constantes vitales, habitos toxicos, enfermedades
concomitantes

f. Situacidn laboral.

La medicion de resultados clinicos y el impacto de las intervenciones en cirugia
ortopédica ha sido una constante, pero desde hace afnos se han incrementado los

instrumentos para conseguir valores objetivables para catalogar los resultados, conocer la
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eficiencia de un proceso, avanzar en la investigacion clinica o conocer la satisfaccion del
paciente. En este estudio se utilizaron 3 cuestionarios o escalas: la escala visual analdgica
del dolor (EVA), cuestionario Harris de cadera (Harris Hip Score —HHS) y el cuestionario
de salud SF-36.

Las escalas de valoracion del dolor son herramientas que se utilizan para intentar objetivar
una sensacion subjetiva de sufrimiento fisico que el paciente percibe y que se conoce que
tiene gran componente psico-emocional y neuro-hormonal. Permiten de la misma manera,
hacerlo reproducible entre distintos observadores. La EVA consiste en una linea
horizontal de 10 cm de longitud en cuyos bordes se encuentran los extremos (Anexo I1).
Comunmente se le explica a cada paciente como el 0 equivaldria a sentirse libre de dolor,
y el 10 corresponderia a un dolor insoportable que incapacitaria la actividad diaria normal.
Se le pide al enfermo que sefiale en que punto de dolor considera encontrarse en el
momento actual, permitiendo asi cuantificarlo mediante una regla milimetrada en una
escala del 0 al 10, considerandose dolor leve por debajo de 3, moderado de 4 a 7, y severo

por encima del 8.

El cuestionario Harris de cadera (Harris Hip Score —HHS) se desarrollo en 1969 con la
idea de formalizar por una persona ajena la funcion, movilidad y evolucién clinica de los
pacientes que se habian sometido a una artroplastia de cadera (4mexo III). Desde
entonces ha sufrido numerosas modificaciones, siendo utilizado en la actualidad no solo
para valorar los resultados de una cirugia protésica sino, por ejemplo, para valorar la
evolucion de artrosis o fracturas. El HHS incluye cinco dimensiones: dolor, funcion,
actividades cotidianas, ausencia de deformidad y amplitud de movimiento, y utiliza un
rango de puntuacion global entre 0 y 100, que corresponde de peor a mejor capacidad.
También se calcula la puntuacion global de cada apartado mediante la suma simple de las
puntuaciones, siendo el dolor y la funcion las que mayor peso tienen, con hasta 44 y 33
puntos respectivamente. A la actividad le corresponden 13 puntos, a la ausencia de
deformidad 4 puntos, y a la amplitud de movimiento hasta 6 puntos. Existen distintos
criterios de valoracion de los resultados, pero grosso modo, podemos estipular una
excelente capacidad funcional entre 90 y 100; buena entre 80 y 89; aceptable entre 70 y

79; y una pobre capacidad cuando esta por debajo de 70 puntos.

El cuestionario de salud SF-36 se trata de una escala genérica que nos proporciona una

aproximacion al estado de salud y calidad de vida de cada paciente, siendo uno de los mas
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utilizados a nivel mundial, y con la ventaja de llevar tan solo un tiempo aproximado de 5
minutos para su realizacion (Anexo IV). Contiene 36 items que abarcan ocho dimensiones
del estado de salud. Para cada apartado se crea una escala de puntuacion del 0 al 100,
detectando estados de salud tanto positivos como negativos. Cubren las siguientes
escalas: funcion fisica, rol fisico, dolor corporal, salud general, vitalidad, funcién social,
rol emocional y salud mental; y ademas permite el calculo de 2 puntuaciones globales, la
concerniente a la salud fisica y a la salud mental, mediante la combinacion de las
puntuaciones de cada dimension. La interpretacion de los resultados se realiza mediante
normas poblacionales, es decir, mediante la comparacion con valores de referencia para
una poblacion, edad y sexo, pudiendo identificar de esa manera el posible impacto de la

ONCEF sobre la calidad de vida de los pacientes.

En cuanto a los habitos toxicos, los pacientes eran interrogados sobre el habito tabaquico,
consumo de drogas o grado de ingesta de alcohol. Respecto a este ultimo, y sabida su
relacion etiologica, el grado de consumo fue estratificado usando una variacion de la
escala de Marconi, que utiliza criterios basados en cantidad y frecuencia de consumo. Asi
encontramos el bebedor abstemio, o que nunca prueba el alcohol; el bebedor ocasional,
que consume menos de 20 ml de etanol en situaciones especiales, no mas de 5 veces afio;
el moderado, con cantidades menores de 100 ml y una periodicidad no superior a las 3
veces por semana; y el excesivo, el bebedor que ingiere una cantidad mayor de 100 ml
con una periodicidad mayor de 3 veces a la semana. Entiéndase 100 ml de alcohol como

1 litro de vino o medio de una bebida destilada tipo ron o whisky, aproximadamente.

4.1.5 Periodos y duracion esperada de la participacion de los sujetos

El seguimiento de los pacientes fue de 12 meses y se llevo a cabo en 4 visitas segun el
esquema propuesto, por tanto, los 8 pacientes fueron evaluados de forma longitudinal
para todos los parametros clinicos y paraclinicos. El estudio finaliz6 al acabar los 12

meses de seguimiento del ultimo paciente tratado.

El seguimiento a efectos del presente ensayo clinico se establecio en 12 meses, ya que si
se objetivase progresion de los parametros clinicos y radiologicos al afio del
procedimiento podria considerarse el tratamiento quirurgico con artroplastia. En cuanto

que se trata de un ensayo de seguridad y eficacia (fase II), y basandose en el disefio de
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ensayos previos del propio grupo, de la red TerCel y los publicados en la literatura, se
establecid este periodo de seguimiento. De cualquier forma, todos los pacientes sometidos
a un procedimiento de artroplastia son seguidos durante un minimo de 5 afos, siendo, en

la mayoria de los casos, el seguimiento mas prolongado.

4.2 Produccion celular

4.2.1 Extraccion de médula osea

El procedimiento para la extraccion de la muestra fue el descrito en los procedimientos

normalizados de trabajo del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario de
Salamanca y fue realizado por hematologos del mismo. Antes de proceder a la extraccion

de la muestra, se comprob6 que se disponia del consentimiento informado, previamente

firmado por el paciente en el periodo de preinclusion.

De esta manera, aproximadamente cuatro semanas antes de la administracion celular,
cada paciente fue sometido a una extraccion de 40 ml de médula 6sea de las crestas iliacas
posteriores, que se realizo en quirdéfano en condiciones de esterilidad, bajo sedacion con
propofol. Esta médula 6sea (MO) se depositd en bolsas estériles con heparina sodica y
fue enviada a la Unidad de Produccion Celular del Hospital Universitario de Salamanca
(HUS) para ser procesada inmediatamente, y siempre dentro de las 24 horas siguientes a

su extraccion.

4.2.2 Aislamiento y expansion de las CSM

La expansion se realizd utilizando como suplemento del medio de cultivo lisado
plaquetario obtenido a partir de bolsas de plaquetas de aféresis extraidas y procesadas de
acuerdo con la legislacion vigente y con los estdndares de calidad aplicables a los

productos hemoterapicos.
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Tras su recepcion en el laboratorio GMP (certificacion, Good Manufacturing Practices)
de Terapia Celular, la bolsa de plaquetas se congela a -80°C durante al menos 3-4 dias
para lisar las plaquetas y obtener un extracto que contiene los factores de crecimiento. A
continuacion, se abre un registro de entrada en el que consta el nimero de referencia
oficial de la unidad de plaquetas, la fecha de extraccion, la fecha de caducidad, el grupo
sanguineo, la fecha de alicuotado y el numero de alicuotas obtenido. En este registro
existe un apartado en el que se recoge un histérico del empleo de cada alicuota, la fecha
de su procesado y el paciente en el que se empled, de tal forma que se pueda trazar qué

unidad de plaquetas concreta se ha empleado con qué pacientes.

Posteriormente se descongelan a 37°C (en bafio o a temperatura ambiente) y se introducen
en la sala de produccion. Se distribuye el contenido en tubos Falcon de 50 ml con cuidado
para evitar contaminaciones, y para ello se utiliza un sistema de trasfusion para pasar las
plaquetas a los tubos. Con la descongelacion se provoca la ruptura de las membranas
celulares y la salida de factores de crecimiento. Se centrifugaran los conicos a 900 g
(fuerza centrifuga relativa) durante 30 minutos para eliminar los restos celulares y se
recogen todos los sobrenadantes haciendo un “pool”, que tras filtracion por membrana de
0,22 um, se congela en alicuotas de uso a -20°C. Estas alicuotas se pueden usar hasta 2

afnos después de su preparacion.

1. Aislamiento de las células (Dia 0).

Las células obtenidas del aspirado se someten a un procedimiento de centrifugacion por
gradiente de densidad. Tras introducir la bolsa cerrada conteniendo la muestra en el
interior de una cabina de seguridad bioldgica de la sala limpia (zona de produccion), se
procede a su apertura, filtrando la médula por un sistema con filtro de 200 pm. A
continuacion, el aspirado medular se somete al siguiente procedimiento para el
aislamiento de las células:
e Se afiade a la médula el volumen de PBS (solucion salina fosfato tamponada, del
inglés phosphate buffered saline) necesario para rebajar el hematocrito al 20%.
e Enun tubo Falcon de 50 ml se afiade primero el Ficoll y después la muestra muy
cuidadosamente para que no se mezclen las fases (proporcion: 1 parte de Ficoll

y 3 de muestra).
e Centrifugar a 2000 g durante 20 minutos sin freno.

e Recoger la interfase.
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Lavar con 30 ml de PBS y centrifugar a 450 g durante 8 minutos.
Repetir el paso anterior.

Recuento.

2. Establecimiento del cultivo primario (Dia 0 al dia 7-14).

Las células resultantes del proceso anterior se siembran en condiciones especificas de

cultivo segun el siguiente procedimiento:

Las células se siembran en frascos de cultivo celular de 175 cm? (T-175), a razén
de 30 millones de células mononucleadas por frasco, en estufa con atmosfera
humidificada a 37°C y con 5% de CO2. El medio de cultivo consiste en un 94%
oaMEM (Alpha Minimum Essential Medium) + 5% de sobrenadante de lisado

plaquetario + 1% penicilina-estreptomicina y heparina (2U/ml). Los frascos de
cultivo seran identificados con: identificacion del paciente (iniciales + hospital),

fecha, CSM, numero de pase (en este caso, cultivo inicial), nimero de células

plantadas en cada frasco e iniciales del TEL que lo ha completado.

Después de 4 dias desde el momento de la siembra de las células, se descarta el

sobrenadante. Lavar cuidadosamente con PBS.

Las células se incuban en las condiciones descritas, cambiando el medio de
cultivo cada 3-4 dias. Tras un periodo de 7-14 dias se forma una capa de células
adherentes caracterizada por la expresion de marcadores especificos de células
mesenquimales y la ausencia de marcadores de los otros tipos de células presentes
en el aspirado de médula oOsea, es decir, células endoteliales, hematopoyéticas,
fibroblastos, etc. La determinacion de la homogeneidad del cultivo se realiza
mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales especificos
(CD34, CD45,CD14,CD19, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166, CD44, HLA-
DR).

3. Primer pase de cultivo (durante 10-15 dias).
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Sin permitir que las células confluyan totalmente (cuando ocupen entre un 60-
70% de la superficie del frasco de cultivo) pero una vez formadas las colonias de
células, se despegan del frasco de cultivo con tryple-select, se resuspenden en
medio de cultivo y se analiza la expresion de CD34, CD44, CD45, CD73, CD90

y CD166 entre otros, mediante un ensayo de inmunofluorescencia monitorizado
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por citometria de flujo. Se analiza la ausencia de alteraciones genéticas en las
células mediante citogenética convencional y se analiza micoplasma.

Las células obtenidas se subcultivan distribuyéndolas en factorias de cultivo (de
superficie 636cm?/piso) a una proporcion de 1000 células/cm?, plantando el

numero necesario de factorias (cada piso tiene una superficie de 636¢cm?).

4. Segundo pase de cultivo (duracidén aproximada 7-10 dias).

Cuando el cultivo alcanza aproximadamente un 80% de confluencia, de nuevo
las células se despegan del frasco de cultivo con una solucion de tripsina (Tryple-
select), se resuspenden en medio de cultivo y se analiza, al menos, la expresion
de CD44, CD45, CD73, CD90 y CD166 mediante citometria de flujo. Se vuelve
a analizar la ausencia de contaminacion por micoplasma vy, si finaliza el cultivo,
su capacidad de diferenciacion hacia 3 lineas: adipocito, osteoblasto y
condrocito.

Las células que obtenemos se subcultivan distribuyéndolas en las factorias, ahora

a una proporcion de 5000 células/cm?.

5. Tercer pase de cultivo vy sucesivos (duracidén aproximada 7 dias).

De nuevo, cuando el cultivo ha alcanzado aproximadamente un 80% de
confluencia, las células se vuelven a despegar del frasco de cultivo, se
resuspenden y se analiza la expresion de CD34, CD44, CD45, CD73, CD90 y
CD166, y si finaliza el cultivo, se analiza su capacidad de diferenciacion hacia 2

lineas: adipocito y osteoblasto.

Se realiza el contaje de las células obtenidas.

Si el namero de células obtenidas (tamafio de lote) no se encuentra dentro del
rango de la dosis a alcanzar (entre 0,5-1,0x10° CSM/Kg paciente) se repite el
procedimiento de subcultivo de las células. Se podran realizar sucesivos procesos

de subcultivo hasta un maximo de 20 duplicaciones celulares.

6. En el caso de obtener un tamaiio de lote dentro del rango de dosis a alcanzar.

Se nos comunica la disponibilidad del lote fabricado para programar la implantacion de

las células en el paciente correspondiente y se procede a su envasado en jeringas disueltas

en 4-8 ml de suero fisiologico suplementado con un 5% de albumina humana.
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7. Obtencion del producto celular final y acondicionamiento.

Inmediatamente antes de la implantacion de las células en el paciente, éstas se despegan

de los frascos de cultivo con Tryple-select y se lavan con PBS.

El agregado celular resultante del lavado, tras ser sometido a los controles del
proceso pertinentes (aspecto del cultivo, recuento celular, viabilidad, identidad
fenotipica, tincion de Gram y ensayo de micoplasma) es cuantificado y se
resuspende en 4-8 ml de volumen adecuado de solucidén estéril de suero
fisiologico suplementado con el 5% de albimina humana a razén de 1 ml de la
solucion por cada 5- 10 millones de células mesenquimales.

Se traspasan las células a una o dos jeringas de tapon de rosca (tipo Luer-lock).
Antes de cerrar las jeringas se separan 0,6 ml para control microbiolégico: 100
ul para realizacion de test de Gram urgente y el resto para cultivo de esa misma
muestra (0,5 ml para test de esterilidad).

Una vez finaliza la expansion de las células se programa la fecha de infusion
enviandose a quirofano debidamente etiquetadas y en el menor tiempo posible.
Las jeringas van depositadas en bolsas térmicas de transporte con 2 acumuladores
de frio (previamente congelados durante al menos 24h a -20°C). El contenedor
para el transporte de las muestras bioldgicas se mantiene refrigerado (2-8°C)
hasta el momento de la implantacién al paciente. El tiempo transcurrido desde la

preparacion a la entrega debe ser inmediato, y nunca ha de ser superior a 24h.

8. Aprobacién del lote.

Se comprueba que el producto cumple con las especificaciones de lote y en caso

afirmativo es aprobado para congelacion y su distribucion posterior.
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Meétodos y valores de los procesos de control celular.

Especificacion

Método

Valores

Recuento celular

Camara de Neubauer

0,5X10%1,0X10° CSM/Kg de
receptor

Morfologia celular

Observacion microscopica

Células adherentes

Viabilidad celular

Azul tripan

80% de células no tefiidas

Fenotipo celular

Citometria de flujo

80% CD34-, CD45-, CD14-,
CD19-, HLA-DR-, CD105+,
CD166+, CD44+, CD90+y
CD73+

Esterilidad

Tincion de Gram

Negativo

4.3 Administracion celular

4.3.1 Presentacion del producto en investigacion

Las caracteristicas del producto celular definitivo son las siguientes:

Producto en investigacion: células mesenquimales de MO autélogas.

Forma farmacéutica: jeringa que contiene una suspension de células mesenquimales

autologas resuspendidas en suero fisioldgico suplementado con el 5% de albiimina

humana.

Composicion de la suspension de células mesenquimales autologas de MO:

o Sustancia activa: cé€lulas stem mesenquimales de MO.

o Excipientes:

»  Solucidn de suero fisioldgico (Baxter PE 1307):

e Cloruro soédico (900 mg/100 ml).

e Sodio: 154 mmol/l.

e Cloruro: 154 mmol/l.
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e pH:5.)5.
e Osmolaridad: 308 mOsm/I (aprox).
* Albiimina humana al 20% Albunorm OctaFarma.
e Via de administracion: implante local mediante inyeccion intradsea con trocar en la
cabeza femoral.

e Paguta: una Unica administracién. Cada paciente recibe una dosis de 0,5-1,0x10°
células/Kg de peso del paciente.

e Fabricante del producto en investigacion: Unidad de Produccion Celular del HUS.

4.3.2 Procedimiento de administracion

La forma de administracion del producto terapéutico se basa en un procedimiento

200 popularizado por Ficat y Arlet y que se

quirurgico ya descrito en la literatura

fundamenta en el efecto “descompresor” que sobre el tejido dseo necrotico ejerce la

realizacion de una perforacion. En el presente trabajo se afiade al teodrico efecto

terapéutico de la descompresion, la aplicacion de una suspension celular con capacidad

regenerativa del tejido 6seo. Para ello, y tratdndose de un procedimiento quirdrgico, se

procede de la siguiente manera:

e Estudio preoperatorio estandar en la consulta preanestésica.

e Profilaxis antibidtica 30 minutos antes de comenzar el procedimiento (cefazolina 2 g
v 0 vancomicina 1g iv en alérgicos).

e Tratamiento quirurgico:

o Una vez correctamente identificada la cadera a intervenir, se procede al tiempo
anestésico, mediante anestesia general o regional (raquidea o epidural).

o Yaanestesiado el paciente, se coloca en dectbito supino en la mesa quirtirgica
de traccion (extremidad a intervenir en posicion neutra y contralateral en
abduccion) de tal forma que sea posible la visualizacion del cuello y toda la
cabeza femoral con el radioscopio.

o Se realiza una incision de unos 2 cm aprox. en la cara lateral de la raiz del
muslo, justo en la base del trocanter mayor, con diseccion del tejido celular
subcutaneo y de la fascia lata hasta alcanzar la cortical externa del fémur. Se
introduce una aguja de Kirschner por este punto, situdndola a una distancia

maxima de 2-3 mm respecto al cartilago articular, y si la direccion de la
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misma, tras comprobacion con escopia en proyecciones AP y axial, se dirige
a la zona lesionada de la cabeza femoral, se procede a la perforacion de la
cortical externa mediante una broca canulada. Una vez conseguida la
perforacion, se retira la aguja y la broca y se introduce un trécar de punta
multiperforada de unos 3 mm hasta alcanzar con su extremo distal la zona
necrosada. Todo el proceso de insercion del trocar se realiza bajo control
radioscopico.

Una vez alcanzada la localizacion deseada, se procede a la administracion de
la suspension celular a través del trocar de forma lenta, durante unos minutos.
Es posible inyectar la totalidad del producto, debido a que la zona necrotica
presenta espacios intertrabeculares que pueden ser rellenados con el aspirado.
Finalizada la inyeccion de la suspension, se reintroduce la trefina o aguja del
trocar para minimizar la fuga del producto celular a través del mismo. En
algunas ocasiones puede suceder que la presion requerida para la inyeccion
sea bastante alta y ocasione la fuga de contenido a través del trocar, sin ser

¢ste un problema.

e Tratamiento postoperatorio:

(@)

(@)

Analgesia segun protocolo y a demanda.

Profilaxis tromboembolica con enoxaparina segun el peso del paciente.
Reposo en cama 24 horas.

Ejercicios activos del pie, tobillo, rodilla y cadera sin carga.

Levantar a las 48 horas y deambular sin carga de la extremidad utilizando
bastones ingleses, manteniendo el miembro en descarga durante una o dos

semanas. A partir de ahi la carga total se permite segun tolerancia individual.

e Complicaciones:

El nimero de complicaciones es muy bajo con esta técnica. Al realizarse junto a

la DN suelen tratarse de las propias de dicho proceso, pudiendo anadir las

siguientes en una despreciable frecuencia.

(@)

(@)

Morbilidad de la zona donante.
Riesgo de embolismo graso durante la infusion intradsea.
Reaccion alérgica a algan compuesto para el mantenimiento de las CSM.

Ciertos paises imponen limitaciones en cuanto al manejo y manipulacion de
CSM.
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Figura 5. Proceso quirurgico de foragey administracion CSM. A. Posicion del paciente

y colocacion de escopia. B. Material necesario. C. Introduccion de la aguja guia. D.
Posterior brocado con fresa. E y F. Comprobacion bajo escopia de la penetracion de la
lesion necrotica. Gy H. Introduccion del trocar y nueva comprobacion bajo escopia del

alcance de la lesion. I. Infusion de CSM.
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4.4 Seguimiento y evaluacion del paciente

4.4.1 Desarrollo del ensayo

Seleccion del paciente.

La seleccion de los pacientes candidatos se realizd desde la consulta de Traumatologia

del HUS. En esta visita, y una vez realizada la evaluacion clinica y radioldgica habitual,

en respuesta a la demanda de asistencia por la que acude, el paciente potencialmente apto

para el estudio fue informado de los objetivos del estudio y de los requisitos globales. Se

obtuvo el consentimiento informado antes de cualquier evaluacién especifica del estudio.

A continuacion, se realizd al paciente una evaluacion clinica para asegurar el

cumplimiento de los criterios de inclusion y exclusion.

En la historia clinica del paciente se registr6 la aceptacion del sujeto a participar en el

ensayo clinico CSM/ON/2011, la fecha de la firma del consentimiento, el numero de

paciente asignado y el promotor del estudio. Ademas, se anot6 la fecha de la visita y se

recopilaron los siguientes datos:

©)

©)

Presentacion del consentimiento informado por escrito.

Historia médica, incluyendo enfermedades concomitantes y medicacion,

tratamiento de soporte y condiciones médicas basales.
Exploracion fisica completa.

Test de embarazo en suero en mujeres fértiles.

Rx simple anteroposterior y axial de ambas caderas.
Escala del nivel de dolor: EVA.

Cuestionario de calidad de vida: SF 36.

Situacion laboral.

Estudio preoperatorio habitual, incluida la consulta preanestésica.

Una vez obtenidos los resultados de todos los procedimientos arriba mencionados, y

comprobado que se cumplian todos los criterios de inclusion y ninguno de exclusion, el

paciente podia continuar en el estudio. Si, por lo contrario, el paciente no cumplia con los
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criterios de inclusién no podia continuar en el estudio y debia registrase en el cuaderno

de recogida de datos (CRD) el motivo de la no seleccion del paciente.

Extraccion de MO.

El procedimiento de extraccion de MO se describe en el apartado 4.2.1. En la historia

clinica y en el CRD se recogieron los siguientes datos:

Fecha de la visita: es la fecha de la extraccion.

Signos vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca) y peso.
Cantidad de MO extraida (aproximadamente de 40 ml).
Hora de la extraccion.

Posibles complicaciones durante la extraccion de MO. En el caso de que hubieran

tenido lugar, se registraron en la pagina de acontecimientos adversos del CRD.

En la historia clinica y en el CRD del paciente se recogen todos los acontecimientos

adversos (AA) y medicaciones concomitantes desde la inclusion del paciente en el estudio

hasta su finalizacion.

Expansién de las células mesenquimales de MO.

Se realizo6 en la Unidad de Produccion Celular del HUS. El proceso de cultivo y expansion

tuvo una duracidon aproximada de 2-4 semanas y se describe en el apartado 4.2.2.

En la historia clinica del paciente y en el CRD constan los siguientes datos:

Fecha de inicio y fecha de finalizacion de la expansion de las CSM.

Fecha de caducidad de las células.

Numero de células obtenidas.

Numero de jeringas.

Fenotipo celular.

Ensayos de diferenciacion.

Cariotipo.

Viabilidad (%).

Controles microbiologicos: test de esterilidad, Gram urgente y ensayo de
micoplasma.

Incidencias que hayan podido tener lugar durante el proceso de expansion.
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Una vez conseguida la expansion de las células mesenquimales se realizd la

administracion al paciente en el HUS.

Administracion de las células mesenquimales de MO al paciente.
Tuvo lugar aproximadamente entre 3-4 semanas después de la extraccion de la MO, una

vez finalizado el proceso de expansion de las células. El procedimiento de administracion
de las CSM se describe en el apartado 4.3.2. En la historia clinica del paciente y en el
CRD constan los siguientes datos:

- Fecha de la visita.

- Hora de la administracion de las CSM.

- Signos vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria) y peso.
- Numero de CSM infundidas y nimero de jeringas.

- Complicaciones durante el procedimiento: en caso de producirse se registraron como

AA en la pagina correspondiente del CRD.

Valoracién postquirargica.

Con el fin de analizar la seguridad del proceso, a las 24 horas de la administracion de las
células mesenquimales de MO, se valor¢ el estado general del paciente durante el ingreso.
En la historia clinica y en el CRD del paciente se recogieron:

- AAsilos hubiese.

- Medicaciones concomitantes de la visita previa.

- Signos vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria).
En el caso de que la hospitalizacion del paciente por la infusion de las CSM se hubiese

prolongado mas de lo esperado debido a alguna complicacion surgida desde su ingreso,

se registraria en el CRD como acontecimiento adverso grave (AAGQG), y se notificaria al

monitor del estudio en el plazo de 24h en que haya tenido lugar.

4.4.2 Seguimiento y evolucion postimplantacion

Consideramos como inicio del seguimiento ya el primer dia de ingreso tras la cirugia.

Los pacientes que completaron el periodo de tratamiento y los que discontinuaron
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prematuramente independientemente de la razon, realizaron visitas de seguimiento

aproximadamente en el 1°, 3° y 6° mes hasta el afio del trasplante, recogiéndose en cada

revision los siguientes datos evolutivos:

= Parametros clinicos:

o Dolor: mediante la evaluacion seriada de la EVA.

o Funcion: mediante la evaluacion de la escala de Harris.

o Calidad de vida: mediante la evaluacion del cuestionario SF-36.

= Estatus laboral:

o Incapacidad, cambio de actividad o reincorporacién laboral.

= Parametros radioldgicos:

o Objetivacion de la evolucion radiologica mediante RM y Rx simple.

Durante el seguimiento se ha ido realizando no solo un control clinico de
los sujetos, sino también comparativo mediante distintas Rxs de ambas
caderas, AP y axial, en todas las visitas, y mediante RM en las dos ultimas
fechas. Las iméagenes han sido evaluadas por un radidlogo especialista en
sistema musculoesquelético, determinando si habia habido una mejoria,
empeoramiento o estabilizaciéon de la ONCF. Ademas, en las RM ha
objetivado el estadio segun la clasificacion de ARCO, calculando el
volumen relativo de la lesion necrética y expresandolo en porcentaje
respecto al total de la cabeza femoral y, comparando mediante la prueba

pre-intervencion, su evolucion a lo largo del estudio.

A continuacion describiremos de forma detallada el seguimiento que se realizé en cada

una de estas visitas:

Seguimiento hospitalario:

Visita diaria hasta el alta hospitalaria, cuya duracidon estuvo en funcion de la evolucion

clinica. Para ello se tuvo en cuenta:

e Parametros clinicos:

©)

©)
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Dolor y capacidad funcional (deambulacion con bastones).

Ausencia de signos y sintomas de complicacion: fiebre, estado de la herida
quirurgica o signos de TVP.

Actividades de la vida diaria (AVDs) basicas autdbnomas (comer, defecar,

orinar, etc.).
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e Parametros analiticos:

o Normalidad de hemograma, coagulacion y bioquimica.

Seguimiento al mes del alta hospitalaria:

Primera visita postoperatoria en consulta. En esta primera consulta no es posible apreciar
ni estimar el posible resultado, y tiene interés para evaluar la evolucion clinica
especialmente relacionada con la aparicion de complicaciones.

e Anamnesis.

e Exploracion fisica completa.

e Recogida de datos: especial atencion a la situacion clinica del paciente.
o Clinicos: EVA.

o Funcionales: cumplimentacion de la escala de Harris.

Seguimiento a los 3 meses:

e Anamnesis.
e Exploracion fisica completa.
e Recogida de datos: situacion clinica del paciente.
o Clinicos: EVA.
o Funcionales: cumplimentacion de Escala de Harris.
o Calidad de vida: cumplimentacion del cuestionario SF-36.

e Rx AP y axial de ambas caderas.

Seguimiento a los 6 meses:

e Anamnesis.
e Exploracion fisica completa.
e Recogida de datos: situacion clinica del paciente.
o Clinicos: EVA.
o Funcionales: cumplimentacion de Escala de Harris.
o Calidad de vida: cumplimentacion del cuestionario SF-36.
e Rx AP y axial de ambas caderas.

e RM de las caderas.
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Seguimiento a los 12 meses:

Durante la visita de fin de tratamiento se realizaron las siguientes evaluaciones:
e Anamnesis.
e Exploracion fisica completa.

e Recogida de datos: situacion clinica del paciente.
o Clinicos: EVA.
o Funcionales: cumplimentacion de Escala de Harris.

o Calidad de vida: cumplimentacion del cuestionario SF-36.
e Rx AP y axial de ambas caderas.
e RM de las caderas.
e Documentacion de la medicacién concomitante y tratamientos de soporte.
e Documentacion de efectos adversos que sucedieron durante el periodo de

tratamiento.

Tabla 6. Seguimiento y parametros valorados en cada visita.

Seg“ll,’g'e"t“ Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4
D'uLnteel 1° mes PO 3° mes PO 6° mes PO 12° mes PO
ingreso
e Situacion Situacion Situacion Situacion Situacion
clinicay clinicay clinica y clinica y clinica y
escala EVA escala escala EVA escala EVA escala EVA
e Analitica EVA Rx APy Rx APy Rx APy
postope- Rx APy axial axial axial
ratoria axial Cuestiona- RM RM
Cuestiona- rios Harris Cuestiona- Cuestiona-
rio Harris y SF-36 rios Harris rios Harris y
y SF-36 SF-36
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4.4.3 Definicion del fracaso terapéutico

El fracaso terapéutico se definid por la presencia de al menos una de las siguientes

circunstancias:

o Empeoramiento de la sintomatologia dolorosa.

o Progresion de la necrosis: colapso.

o Necesidad de realizar una artroplastia total de la cadera.

4.4.4 Criterios y analisis previsto de las retiradas y abandonos

Los pacientes fueron informados que podian abandonar el ensayo clinico en el momento

que ellos quisiesen sin que ello conllevase algin perjuicio para su atencion médica

posterior.

Igualmente, los pacientes hubieran interrumpido el ensayo clinico si hubiese ocurrido al

menos una de las siguientes situaciones:

1. Obtencién de menos de 0.5x10° CSM por kilo de peso corporal del receptor

después de la expansion celular.

2. Presencia de algin AAG anterior a la aplicacion de las CSM.

3. Bajo nuestro criterio como investigadores:

o Cuando el paciente no cooperase o no cumpliese los requerimientos del

estudio:

Violacioén grave del protocolo.

Retirada del consentimiento por el paciente.
Negacion a recibir el tratamiento.

Exigencia del propio paciente.

No cumplimiento con las visitas establecidas.

Pérdida de seguimiento.

o Cuando considerasemos que la salud del paciente estaba comprometida.

o AAG que anuestro juicio obligase a la retirada (toxicidad grado IV en la escala

de efectos adversos de la OMS).

o Enfermedad concomitante.
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o Razones administrativas.

o Cambios especificos o generales en el paciente que hiciera que, a nuestro

criterio, no debieran recibir mas medicacion.

En el momento de abandonar el ensayo, la causa principal para la retirada de éste debia
ser recogida en el CRD (si se diera mas de un motivo, se debia dar el motivo principal) y
el paciente tendria que ser reevaluado con las pruebas requeridas en la visita de “fin de
tratamiento”. En caso de que la causa se debiera a la decision del propio paciente, €ste no

estaria obligado a dar explicacion alguna por ello.

Hay que sefialar que, una vez que el paciente recibiese la administracion del producto en
investigacion (una unica dosis), la retirada del estudio no le aportaria ningiin beneficio en
cuanto a su seguridad, por lo que se le recomendaria su continuidad en el mismo. Si
hubiésemos dejado de tener noticias de un paciente, se deberian haber hecho todos los
intentos de ponerse en contacto con él/ella (a no ser que el paciente hubiese expresado
claramente el deseo contrario) para obtener la fecha en que se interrumpio el seguimiento,
establecer el motivo de la interrupcién, pedir al paciente que reanude los procedimientos
del estudio o para que acuda al menos a una ultima visita y poder sugerirle que facilite
los detalles de contacto del médico que seguira su caso. Si todos los intentos de ponerse
en contacto con el paciente hubieran fallado, se pediria que todas las acciones puestas en
practica se documenten en la historia clinica, y si no pudiesen obtenerse los datos claves
del estudio antes de la visita final, el investigador declararia entonces al paciente como
“perdido para seguimiento”. Destacamos que todo sujeto que abandonase el ensayo por

cualquier motivo, no podria haber vuelto a ser incluido.

Segin la buena practica clinica, a todos los pacientes que hubieran dejado
prematuramente el estudio se les hubiera recomendado un tratamiento alternativo. Si la
retirada hubiera sido debida a un AA significativo, los pacientes hubieran sido
controlados hasta la finalizacién adecuada, es decir, hasta que desaparezca el AA o hasta

que se determine que es permanente.

Asimismo, el estudio en su conjunto podria haberse interrumpido si se cumpliese durante

su desarrollo cualquiera de las siguientes circunstancias:

o Toxicidad grave relacionada con la administracion celular en 3/10 pacientes.

o Respuesta <3/10 pacientes.
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o Infecciones graves >6/10 pacientes.
o Mortalidad relacionada con el procedimiento >2/10 pacientes.
o Falta de inclusioén de un minimo de 5 pacientes en los primeros 18 meses desde

su aprobacion y distribucion.

4.4.5 Monitorizacion

Se llevo a cabo de forma periddica, con fechas de visita 12/03/2013, 07/05/2014 y
03/05/2016, por el monitor del ensayo (Gradocell Pharma), para asegurar que se
salvaguardaban los derechos y el bienestar de los pacientes, que se cumplia el protocolo,
la normativa vigente, los requisitos éticos, que la documentacion necesaria estaba

disponible y que los datos recogidos reflejaban exactamente los datos del CRD.
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5. Resultados

5.1 Caracteristicas de la poblacion a estudio

Para la valoracion estadistica de los resultados se utilizo el software SPSS (version 25.0;
SPS, Chicago, USA).

Se incluyeron en este ensayo clinico 8 pacientes con ONCF, con un periodo de
seguimiento desde la cirugia de un afio. El total de los pacientes incluidos en el estudio
eran varones, y la edad media al diagndstico estuvo por debajo de los 50 afios (Tabla 7),

datos que concuerdan con los valores medios de la bibliografia estudiada.

Tabla 7. Edad.

N | Rango  Minima | Maxima | Media

Edad (afios) | 8 22 40 62 49,25

En la tabla 8 figuran los valores de las constantes basales de los pacientes al comienzo
del estudio. Encontramos unos valores de tension arterial (TA) media de maxima 124,25
mmHg (intervalo de confianza del 95%, 115,24-133,26) y minima 77,25 mmHg
(intervalo de confianza del 95%, 72,55-81,96), lo cual a pesar de contar con 3 pacientes
hipertensos demuestra cifras controladas, dentro de parametros normales. El peso medio
fue de 84,5 Kg, y la estatura de 175,62 cm, con un indice de masa corporal medio (IMC)
de 27,38 (intervalo de confianza del 95%, 25,78-28,98), que manifiesta la presencia de
sobrepeso tipo II de forma general en la serie analizada. Debe destacarse la disminucion

del peso medio de los pacientes en 2,250 Kg tras la finalizacion del estudio.
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Tabla 8. Variables basales de los pacientes.

N | Rango |Minima| Maxima | Media Error estanfiar
de la media

TA basal sistolica | o | 45 107 150 | 124250 4597
(mmHg)

TA basal diastolica ] 15 70 85 77.250 2,396
(mmHg)

Peso basal (Kg) 8 25 70 95 84,500 2,897
Peso final

tratamiento (Kg) 8 25 70 95 82,250 2,547

Estatura (cm) 8 13 171 184 175,625 1,534

IMC basal 8 6,89 22,86 29,75 27,3863 0,816

TA: tension arterial. mmHg: milimetros de mercurio. Kg: kilogramos. cm: centimetros. IMC:

indice de masa corporal.

A continuacion, figura la existencia o no de factores de riesgo cardiovascular (Tabla 9).
Ningun paciente padecia diabetes mellitus, la mitad de ellos presentaba una alteracion de

los valores de colesterol y/o triglicéridos y 3 de ellos asociaban también hipertension

arterial.

Tabla 9. Riesgo Cardiovascular previo.

No (%) Si (%) Total (%)
Diabetes 8 (100) 0(0) 8 (100)
Dislipemia 4 (50) 4 (50) 8 (100)
HTA 5(62,5) 3(37.5) 8 (100)
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Se valor6 igualmente de forma global la presencia de otro tipo de enfermedades

concomitantes a la ONCF, tanto médicas (asma, EPOC, esteatosis hepatica...) como

psiquiatricas (trastornos de ansiedad o panico, depresion, estrés...). E1 50% (4 pacientes)

presentaba algun tipo de enfermedad orgénica sin relacioén con la osteonecrosis, y un solo

paciente padecia un trastorno depresivo menor (Tabla 10).

Tabla 10. Patologia previa distinta.

No (%) Si (%) Total (%)
Meédica 4 (50) 4 (50) 8 (100)
Psicologica 7 (87,5) 1(12,5) 8 (100)

En cuanto a la presencia de habitos nocivos, y sabida su posible relacion etioldgica con

la ONCF, vemos como el alcohol y el tabaco son factores presentes habitualmente, en

mayor o menor medida, con un 87,5% (7 pacientes) y 75% (6), respectivamente. Respecto

a la distribucion de la ingesta de alcohol, el 75% podian considerarse bebedores

habituales, es decir, consumen mas de 300 ml de alcohol (equivalente a 3 botellas de vino,

por ejemplo) a la semana (Tablas 11 y 12).

Tabla 11. Bebedor.

Frecuencia Porcentaje
No 1 12,5
Ocasional 1 12,5
Moderado 4 50
Excesivo 2 25
Total 8 100
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El uso de corticoides, también uno de los principales factores etioldgicos, se presentd

como factor concomitante en 2 casos (Tabla 13).

Tabla 12. Fumador.

Frecuencia | Porcentaje
No 2 25
Si 6 75
Total 8 100

Tabla 13. Uso de corticoides.

Frecuencia | Porcentaje
No 6 75
Si 2 25
Total 8 100

Se observdo que en el momento del diagnostico todos los pacientes estaban bajo
tratamiento analgésico por dicha causa. En cuanto a la evolucién en la toma de analgesia
a consecuencia de esta patologia, observamos como al 3° mes se produce el descenso mas
llamativo, pasando a disminuir o incluso abandonar el tratamiento por la mayoria de
pacientes (62,5%). A partir del 6° mes parecen estabilizarse los cambios, siendo similares
a los hallados al afio de seguimiento, cuando se constata una disminucién de la toma de
medicacion en el 50% de los pacientes, una estabilizacion en el 25%, es decir, mantienen
dosis y posologia similar, y un aumento de la toma en el restante 25% (Tabla 14 y Figura
5).
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Tabla 14. Tratamiento analgésico post-implantacion celular.

3° mes 6° mes 12° mes
Igual 3 (37,5%) 3 (37,5%) 2 (25%)
Disminuido 5 (62,5%) 4 (50%) 4 (50%)
Aumentado 0 (0%) 1(12,5%) 2 (25%)
Total 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
100%
80%
60%
40%
I ]
0% [
32 mes 62 mes 122 mes
mgual ®Disminuido ™ Aumentado

Figura 6. Consumo de analgésicos en las visitas de seguimiento.

En relacion a la actividad laboral de los pacientes incluidos en el estudio, se revela que al
comienzo de éste, inicamente 2 sujetos, es decir el 25%, mantenia su actividad laboral
diaria, mientras que el resto se encontraba sin ejercer un trabajo, ya fuese por encontrarse
en paro en dicho momento (25%), o de baja por este proceso u otra patologia
concomitante (50%). La tnica variacion encontrada durante el seguimiento fue la de un
paciente que paso de estar en situacion de baja laboral a reincorporarse a su puesto de

trabajo tras el tratamiento (Tabla 15).
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Tabla 15. Situacion laboral.

Inicio 1° mes 3° mes 6° mes 12° mes
Activo 2 (25%) 1(12,5%) 1(12,5%) 1(12,5%) 3 (37,5%)
Paro 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%)
Baja 4 (50%) 5(62,5%) 5(62,5%) 5(62,5%) 3 (37,5%)
Total 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)

Tal y como se ha mencionado en la introduccion, segun la bibliografia descrita se estima
un porcentaje mayor del 50% de bilateralidad de ONCF en el momento del diagnostico,
llegando incluso algunos estudios a cifrarla en un 88%. Esto concuerda con nuestra
muestra, donde al inicio del estudio el porcentaje de afectacion de osteonecrosis en ambas

caderas era del 75%, es decir estaba presente en 6 de los 8 pacientes estudiados (Tabla

16).

En la tabla 17 figura coémo previamente al inicio del tratamiento, un solo paciente
mantenia cierta actividad deportiva a pesar de su patologia, mientras que el resto o no
practicaba, o lo hacia en muy poca medida. Al final del seguimiento, la actividad fisica
por parte del 37,5% aumenta, mientras que en el 50% se mantiene estable. Unicamente

un paciente refiere haberla disminuido (Tabla 18).
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Frecuencia | Porcentaje
Unilateral 2 25
Bilateral 6 75
Total 8 100
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Tabla 17. Actividad fisica previa.

Frecuencia | Porcentaje
No 4 50
Si, < 1 vez/mes 3 37,5
Si, > 1 vez/mes 1 12,5
Total 8 100

Tabla 18. Actividad fisica tras la finalizacion del estudio.

Frecuencia | Porcentaje
Igual 4 50
Aumenta 3 37,5
Disminuye 1 12,5
Total 8 100

5.2 Resultados de los cuestionarios

Como ya hemos descrito anteriormente, en este estudio se utilizaron 3 cuestionarios o
escalas: la escala visual analdgica del dolor, el cuestionario Harris de cadera y el

cuestionario de salud SF-36. A continuacion se desglosan sus resultados.

En cuanto a la EVA, en la siguiente tabla podemos apreciar los resultados a lo largo del
estudio. Observamos coémo al inicio, el valor minimo de dolor ya partia por encima de la
mitad, con un 6 de minima y unos valores de media y mediana cercanos al 8. A lo largo
del seguimiento post-infusional se aprecia como se produce una disminucién de esa
sensacion subjetiva de dolor, llegando a obtener en algun caso una remision completa, y
unos valores de media y mediana cercanos al 5 en la ultima visita (Tabla 19). Es de
consideracidon segiin estos datos, coOmo parece existir una mejoria casi inmediata de la
percepcion del dolor tras la cirugia, que empora levemente al 3° mes, y vuelve a disminuir

a partir del 6° hasta apreciarse al afio de seguimiento, los valores mas bajos (Figura 6).
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Tabla 19. Valores de la escala visual analogica del dolor (EVA).

Para el cuestionario Harris analizaremos los datos de sus 5 apartados de forma
independiente. El apartado dolor lo dividimos en 6 peldafios segun la sensacion de cada
paciente, con una puntuacion mayor cuanto menor sea el dolor. En su evolucion
observamos una mejoria de las cifras, con una diferencia de mas de 8 puntos en la media
entre la basal y final. Al inicio encontramos unos valores medios de 16,25 (intervalo de

confianza del 95%, 7,852-24,648), mientras que al final del seguimiento el valor asciende

Media | Mediana 850 estanflar Minima | Maxima
de la media
Basal 7,94 7,75 0,529 6 10
1° mes 5,75 5,5 0,411 4 8
3° mes 6,375 7 0,838 3 10
6° mes 5,875 5,5 1,003 2 10
12° mes 5,063 5 1,181 0 10
IC95%
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Figura 7. Evolucion de los valores medios de la EVA.

a 24,62 (intervalo de confianza del 95%, 13,97-35,27) (Tabla 20).
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Tabla 20. Valores cuestionario Harris. Apartado Dolor.

Media | Mediana Error esténfiar Minimo | Maximo
de la media
Basal 16,25 10 4,199 0 30
1° mes 22,5 20 3,133 10 40
3° mes 25,5 25 5,233 10 44
6° mes 21,25 20 5,153 0 40
12° mes | 24,625 21,5 5,434 10 44

En cuanto al apartado funcion, se divide en 3 categorias segin la capacidad de cada
paciente para deambular sin cojera, la necesidad de utilizar un soporte externo como
puede ser un bastoén o andador, y la distancia que es capaz de recorrer libre de molestias.
Asi mismo, observamos una mejoria de la capacidad funcional general de los pacientes
sometidos a tratamiento. Se aprecia una recuperacion objetivable de 5 puntos
aproximadamente, con un valor inicial de 17,62 (intervalo de confianza del 95%, 11,38-
23,86) que llega a 22,25 al final del seguimiento (intervalo de confianza del 95%, 15,18-
29,31) (Tabla 21).

Tabla 21. Valores cuestionario Harris. Apartado Funcion.

Media | Mediana Error esténqar Minimo | Maximo
de la media
Basal 17,625 20 3,184 2 30
1° mes 18,75 19 3,985 2 33
3° mes 21 25,5 3,122 2 27
6° mes 22,25 22 2,234 13 30
12° mes 22,25 24 3,604 5 33
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Dentro del apartado actividad se engloban acciones cotidianas que el paciente puede
hacer a lo largo de un dia normal, tales como subir escaleras, calzarse, sentarse o utilizar
el transporte publico. Vemos como durante el estudio se mantiene la tendencia al aumento
de esas actividades, pasando de un valor medio de 8,25 inicial (intervalo de confianza del
95%, 6,65-9,85) a 9,12 final (intervalo de confianza del 95%, 6,34-11,9) (Tabla 22). A

pesar de ello, este apartado es de los que presenta una menor evoluciéon a lo largo del

seguimiento.
Tabla 22. Valores cuestionario Harris. Apartado Actividad.
Media | Mediana Error estanQar Minimo | Maximo
de la media
Basal 8,25 7 0,818 6 13
1° mes 8,75 8 0,773 7 13
3° mes 8,25 8,5 1,081 2 11
6° mes 8,5 8 1,052 5 13
12° mes 9,125 10,5 1,419 3 13

En la categoria de ausencia de deformidad no existe ninguna variacion a lo largo del
estudio (Tabla 23), pues ningun paciente reunid criterios suficientes para considerar una

deformidad fija en flexion, aduccidn, rotacion interna o flexion, o una dismetria mayor

de 3,2 cm.
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Tabla 23. Valores cuestionario Harris. Apartado Ausencia de deformidad.

Media | Mediana Error esténfiar Minimo | Maximo
de la media
Basal 4 4 0 4 4
1° mes 4 4 0 4 4
3° mes 4 4 0 4 4
6° mes 4 4 0 4 4
12° mes 4 4 0 4 4

En movilidad, se establece la mediciéon completa del balance articular de la cadera,
cuantificando en grados los movimientos de flexion, abduccion, adduccidn, rotacion
externa e interna. En funcion de la suma total de grados establecemos una puntuacion
entre 1 y 6 puntos. Obsérvese como a pesar de presentar desde la situacion inicial una
considerable movilidad articular, a partir del 6° mes del tratamiento los valores se

incrementan al maximo para todos los pacientes (Tabla 24).

Tabla 24. Valores cuestionario Harris. Apartado Movilidad.

Media | Mediana Error estén.dar Minimo | Maximo
de la media
Basal 5,625 6 0,263 4 6
1°mes | 5,875 6 0,125 5 6
3°mes | 5,875 6 0,125 5 6
6° mes 6 6 0 6 6
12° mes 6 6 0 6 6
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Por ultimo, en términos totales se aprecia una mejoria considerable de los valores medios
respecto a la situacion basal, pasando de una media de 52 (intervalo de confianza del
95%, 39,54-64,46) a 67 (intervalo de confianza del 95%, 47,92-86,08), a pesar de obtener

al afo uno de los valores minimos en un paciente (Tabla 25 y Figura 7).

Tabla 25. Valores cuestionario Harris. Totales.

Media | Mediana Error estanfiar Minimo | Maximo
de la media
Basal 52 48 6,369 28 83
1° mes 60 58.5 6,627 39 86
3°mes | 64,375 67,5 8,132 24 92
6° mes 62 54 7,722 40 93
12°mes | 67 65,5 9,739 28 100
IC 95%
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Figura 8. Evolucion de los valores medios totales del cuestionario Harris.

Respecto al cuestionario SF-36, mediante la estandarizacion de los valores globales y
suponiendo unos valores medios para la poblacion espafiola de 50, podemos hacernos a
la idea de la situacién global tanto fisica como mental de los sujetos estudiados, que

presentan unos valores basales de situacion fisica muy por debajo de la media poblacional
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y siendo algo mejores en la situacion mental, aunque igualmente por debajo de la media
(Tablas 26 y 27). Podemos apreciar un ascenso continuo tanto para los valores globales

de salud fisica como mental a lo largo del seguimiento (Figura 8).

Tabla 26. Cuestionario SF-36. Valores globales de salud fisica.

Media | Mediana Error estén.dar Minimo | Méximo
de la media
Basal 25,937 25,625 4,885 6,25 44375
3° mes 29,062 27,812 3,931 12,5 48,125
6° mes 36,015 34,687 7,199 11,25 73,125
12° mes 44,609 38,125 10,780 10 83,75

Tabla 27. Cuestionario SF-36. Valores globales de salud mental.

Media | Mediana Error estén.dar Minimo | Méximo
de la media
Basal 49,922 51,125 11,99 7,375 88,5
3° mes 55,703 62,25 10,351 7,625 91,5
6° mes 62,381 70,187 10,283 6,5 91,25
12° mes 61,062 72,125 12,4 7,75 99
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Figura 9. Evolucion de los valores medios globales de salud fisica

y mental del cuestionario SF-36.

5.3 Evolucion de las pruebas de imagen

Las imagenes han sido evaluadas por un radidlogo especialista en sistema
musculoesquelético, determinando en las placas radiograficas si habia habido una
mejoria, empeoramiento o estabilizacion de la ONCF, y en las RM estableciendo el
estadio segun la clasificacion ARCO, calculando el volumen relativo de lesion necrotica
y expresandolo en porcentaje respecto al total de la cabeza femoral, y comparando,

mediante la prueba pre-intervencion, su evolucion a lo largo del estudio.

En la evolucion radiografica durante el afio pueden destacarse varios hechos segin los
datos recogidos: primero, los cambios en un sentido u otro aparecen en cualquier caso a
partir del 6° mes, no siendo evidentes en etapas mas iniciales; segundo, se consigue la
estabilizacion radiogréafica en la mayoria de pacientes, cinco (62,5%), durante el primer
aflo postquirdrgico; y tercero, dos pacientes (25%) presentan una progresion de la zona
de necrosis, mientras que en uno (12,5%) se evidencian signos de reosificacion (Tabla 28

y Figura 9).
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Tabla 28. Cambios radiogridficos.

1° mes 3° mes 6° mes 12° mes

Estabilizada | 8(100%) | 8(100%) | 5(62,5%) | 5 (62,5%)

Mejoria 0 (0%) 0 (0%) 1(12,5%) | 1(12,5%)

Empeoramiento 0 (0%) 0 (0%) 2 (25%) 2 (25%)

Total 8 (100%) | 8 (100%) | 8(100%) | 8 (100%)
120%
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Figura 10. Evolucion de los cambios radiogrdficos. Se aprecia como los

cambios en las imdgenes surgen a partir del 6° mes.
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Basal 6 meses 12 meses

Figura 11. Secuencia de Rx AP y axiales en el paciente 04. Obsérvese la
estabilizacion radiogrdfica del proceso durante el aiio con las apenas

existencia de cambios a excepcion de los producidos por la perforacion.

1 mes 6 meses 12 meses

Figura 12. Secuencia de Rx AP y axiales en el paciente 05. También puede

apreciarse en la secuencia desde el mes del procedimiento la inexistencia de

cambios radiogrdficos posteriores.
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Basal 6 meses 12 meses

Figura 13. Secuencia de Rx AP en el paciente 01. En esta secuencia en cambio, si
observamos uno de los casos en los que se produjo una evolucion al colapso

subcondral y la necesidad de una ATC posterior al finalizar el seguimiento.

En cuanto a la evolucion en las imagenes de la RM (Tabla 29) vemos un patron similar
al de las Rx, solo que mas objetivable seguramente en relacion a la mayor calidad del
estudio. Partimos de 2 pacientes en estadio 1A de la clasificacion de ARCO (25%), 2 en
2A (25%), y 4, la proporcion mas grande, en 2B (50%). De la misma manera, se aprecia
una estabilizacion en el estadiaje del cuadro postcirugia en 7 de los 8 pacientes estudiados
(87,5%), habiendo solo un caso (12,5%) que evoluciona de un grado IIB a un grado IIIA,
al presentar colapso subcondral de la cabeza femoral, siendo ya evidenciado a partir del

6° mes.
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Tabla 29. Estadios RM (ARCO).

Basal 6° mes 12° mes

1A 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%)
2A 2 (25%) 2 (25%) 2 (25%)
2B 4 (50%) 3 (37,5%) 3 (37,5%)
3A 0 (0%) 1 (12,5%) 1 (12,5%)
Total 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)

Basal 6 meses 12 meses

Figura 14. Secuencia de imdgenes de RM en el paciente 02. Afectacion de
un 25% de la cabeza femoral izquierda (grado 1I-B de ARCO). La cabeza

femoral conserva la morfologia esférica normal, sin signos de colapso, y el

espacio articular se conserva durante el seguimiento.
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Basal 6 meses 12 meses
S—

Figura 15. Secuencia de imdgenes de RM en el paciente 03. Area de osteonecrosis
epifisaria anterosuperior de aproximadamente un 25% del volumen total de la
cabeza femoral (grado II-B de ARCQO). Se objetiva captacion de contraste en el
hueso esponjoso de parte de la zona osteonecrotica, en los bordes de la lesion y en

el borde del trayecto de la fenestracion.

Resultados
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Basal 6 meses 12 meses

Basal 6 meses

Figura 16. Secuencia de imdgenes de RM en el paciente 04. Alteracion de

la intensidad de la serial en la medula dsea de la epifisis femoral proximal
anterosuperior y medial que ocupa aproximadamente 1/3 de la cabeza
femoral izquierda (grado II-B de ARCO). Se observan dareas de captacion de
contraste a los 6 meses, mas difusas a los 12 meses, lo que puede ser

interpretado como signos de revascularizacion parcial.
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Basal 6 meses 12 meses

Figura 17. Secuencia de imdgenes de RM en el paciente 06. Alteracion de la

senial de la cadera derecha, fragmento de aproximadamente 20% del volumen
de la cabeza, de localizacion anterosuperior (grado II-B de ARCO). No existe
captacion de contraste que sugiera revascularizacion del fragmento, pero si

existe realce en la periferia y estabilizacion de las lesiones y cambios.
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Basal 6 meses 12 meses

Basal 6 meses 12 meses

Figura 18. Secuencia de imdgenes de RM en el paciente 08. Hallazgos sugerentes

de osteonecrosis en aproximadamente un 15% de la region anterosuperior y
lateral femoral (grado II-A ARCO). Se aprecia la estabilizacion del cuadro
posterior a la DN e infusion de CSM.
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5.4 Situacion clinica y exploracion fisica

Es llamativa la mejoria clinica encontrada en estos pacientes a lo largo del seguimiento
post-infusional, especialmente en cuanto a la funcionalidad y a la disminucién de dolor y

molestias (Tabla 30 y Figura 18).

Ya desde el 1° mes tras la cirugia existe una mejoria de la sintomatologia en todos los
sujetos excepto en uno, que refiere mantenerse igual. Al 3° mes el 100% refiere haber
presentado una mejora sustancial. Respecto al 6° mes, y como se viene indicando en la
evolucion del resto de parametros, parece ser el mes de inflexion a positivo o negativo
del cuadro. En este caso, predomina una evolucion favorable en los pacientes. Asi, 5
(65,5%) presentan mejoria clinica, 2 (25%) no encuentran ningin cambio, y tan solo un
paciente (12,5%) empeora respecto a la visita previa. Al afio y fin de seguimiento, 4
pacientes (50%) aumentan aun mas la sensacion de alivio sintomadtico, 2 (25%) se
estabilizan respecto a la visita anterior, y otros 2 (25% restante), son los que

definitivamente no encuentran una mejoria con el proceso de tratamiento.

De forma global y analizando el estado general percibido por el paciente durante las

consultas, se aprecia una mejoria clinica con el tratamiento en el 75% de los pacientes.

Tabla 30. Cambios clinicos.

1° mes 3° mes 6° mes 12° mes
Igual 1(12,5%) 0 (0%) 2 (25%) 2 (25%)
Mejor 7 (87,5%) 8 (100%) 5(62,5%) 4 (50%)
Peor 0 (0%) 0 (0%) 1 (12,5%) 2 (25%)
Total 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
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Figura 19. Cambios clinicos de los pacientes al final del seguimiento.
Obsérvese en azul los pacientes que se mantuvieron estables y mejoraron, y

en rojo los que empeoraron.

Otro parametro importante en la evaluacion clinica es la movilidad de la cadera afecta y
sus posibles limitaciones mecanicas por la osteonecrosis. Es evidenciable una mejoria
media en los grados medidos en cada uno de los movimientos a lo largo del afio de

seguimiento.

Partiendo de un rango de 140° de flexion como valor medio normal, observamos una
ganancia de entre 8 y 10° segin media y mediana al afio de seguimiento. Con 124,37° de
media basal, la evolucion es paradojica, observando en el primer mes post-intervencion
un aumento de mas de 5°, que en el 3° mes vuelve a caer a los valores iniciales, en posible
relacion con el minimo valor de flexion de un paciente. Al medio afio, vuelve a aumentar,
con 127,5° (intervalo de confianza del 95%, 117,88-137,12), y finalmente se establece al
afio en 124,37° (intervalo de confianza del 95%, 113,01-135,73) (Tabla 31).
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Tabla 31. Balance articular. Grados de flexion.

Resultados

Media Mediana Ecrlzolraeliigi?r Minimo | Maximo
Basal 116,875 120 4,219 100 135
1° mes 122,5 122,5 4,629 100 140
3° mes 116,875 130 10,476 50 140
6° mes 127,5 130 4,909 100 140
12° mes 124,375 130 5,781 100 140

Los valores de abduccion y adduccion normales son de aproximadamente 40°. Partiamos
de unos valores medios de 26,25° (intervalo de confianza del 95%, 22,67-29,83) y 28,12°
(intervalo de confianza del 95%, 24,95-31,29) respectivamente, obteniendo una mejoria
al afio de 9° y 5° respectivamente, es decir, 35° (intervalo de confianza del 95%, 31,8-
38,2) y 33,75° (intervalo de confianza del 95%, 29,72-37,78). En este caso, la evolucion

es continuamente favorable en cada visita de seguimiento (Tablas 32 y 33).

Tabla 32. Balance articular. Grados de abduccion.

Media | Mediana E(rlreolrae;‘izg?:r Minimo | Maximo
Basal 26,25 25 1,829 20 35
1° mes 28,75 30 2,059 20 40
3° mes 28,75 30 2,059 20 35
6° mes 33,125 32,5 1,874 25 40
12° mes 35 35 1,636 30 40
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Tabla 33. Balance articular. Grados de adduccion.

Media | Mediana Error estén.dar Minimo | Maximo
de la media
Basal 28,125 30 1,619 20 35
1° mes 28,125 30 2,099 15 35
3° mes 29,375 30 1,475 20 35
6° mes 33,125 32,5 2,302 25 40
12° mes 33,75 32,5 2,059 25 40

Las rotaciones, tanto interna como externa, también tienen unos valores relativos de
normalidad de 40°, objetivando una disminucion de 15° de media en la situacion inicial
para ambos, es decir 25°, y presentando una ganancia en la movilidad media y mediana

de mas de 9° para la rotacion externa y de 8° para la interna, en la tltima visita (Tablas 34

y 35).

Tabla 34. Balance articular. Grados de rotacion externa.

Media | Mediana E(iolraeiig?:u Minimo | Maximo
Basal 25 25 2,834 15 35
1° mes 27,25 27,5 2,127 20 38
3° mes 26,875 30 2,302 15 35
6° mes 32,5 32,5 1,636 25 40
12° mes 34,375 35 1,475 30 40

148




Tabla 35. Balance articular. Grados de rotacion interna.

Resultados

Media | Mediana Ecrlreolrae;‘ig;i:r Minimo | Méaximo
Basal 25 27,5 2,988 10 35
1° mes 26,25 27,5 2,265 15 35
3° mes 26,25 27,5 2,630 15 35
6° mes 27,5 27,5 2,834 15 40
12° mes 33,125 32,5 2,302 25 40

Podemos apreciar, ya en términos totales, un aumento en mas de 40° grados de media
comparando la situacion basal y al afio tras la cirugia de perforacion e infiltracion de

células pluripotenciales (Tabla 36 y Figura 19).

Tabla 36. Balance articular. Total grados de movilidad.

Media Mediana E(rireolraezigi?r Minimo | Maximo
Basal 221,25 215 8,851 190 275
1° mes 232,875 230 8,806 205 283
3° mes 226,875 230 14,544 150 275
6° mes 253,75 250 11,446 215 300
12°mes | 261,875 265 11,608 215 300
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Figura 20. Evolucion en la ganancia media de grados de movilidad total.

A lo largo todo el ensayo se prestd enorme atencion a la posibilidad de reacciones
adversas o complicaciones propias a la administracion de las células madre junto con su
solucion, asi como a la realizacion de la descompresion del nticleo de la cabeza femoral.
Era objetivo primordial del presente estudio valorar la seguridad del proceso durante todo

el seguimiento post-infusional de los pacientes.

No existid ninguna reaccidon o complicacion relacionada con el producto celular o cirugia

de infusion durante el afio de seguimiento (Tabla 37).

Tabla 37. Aparicion de complicaciones.

1° mes 3° mes 6° mes 12° mes

No 8 (100%) | 7 (87,5%) | 7 (87,5%) | 6 (75%)

Si, sin relacion con el proceso | 0 (0%) |1 (12,5%) |1 (12,5%) 2 (25%)
Si, en relacion con el proceso | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total 8 (100%) | 8 (100%) | 8 (100%) | 8 (100%)

150




Resultados

5.5 Necesidad de ATC

Sabiendo que, tras el diagnostico inicial de ONCEF la progresion es rapida y la evolucion
a una artroplastia de cadera en muchos casos se hace inminente, otro objetivo importante
del estudio era determinar qué porcentaje de los pacientes expuestos a tratamiento
acababa precisando indicacion de cirugia protésica durante el afio de seguimiento. En este
caso se observo que 2 pacientes, es decir, el 25% de la muestra, y coincidiendo con
aquellos que en los resultados clinicos no alcanzaron una clara ganancia, requirieron de
una protesis total de cadera, mientras que los restantes 6 si consiguieron una estabilizacion

o mejoria del cuadro suficiente para evitar la necesidad de artroplastia (Tabla 38).

Tabla 38. Artroplastia final.

Frecuencia | Porcentaje

No 6 75
Si 2 25
Total 8 100

Figura 21. Corte coronal de la cabeza femoral de uno de los pacientes que

preciso una ATC. Obsérvese el trayecto de la DN y las geodas subcondrales.
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Discusion

6. Discusion

Sabemos que la osteonecrosis idiopatica de la cabeza femoral es una enfermedad
progresiva, debida a distintos mecanismos fisiopatologicos no del todo bien
comprendidos como son el taponamiento extra o intravascular por contenido graso,
microembolismos o una coagulacion intravascular, que conllevan la disminuciéon o
interrupcion del flujo sanguineo, lo que en fases avanzadas acaba destruyendo por
completo la articulacion de la cadera si se deja sin tratamiento. Afecta principalmente a
la poblacion masculina en edad media, entre los 40 y 50 afios aproximadamente,

ocasionando una repercusion socio-laboral considerable.

En fases iniciales el objetivo del tratamiento es detener, o en su defecto enlentecer, la
progresion hacia un colapso dseo de la cabeza femoral; mientras que en estadios
avanzados la ATC es la tnica opcion disponible con resultados comprobados. Por todo
ello, es llamativo como una enfermedad que puede llegar a suponer en torno al 10% de
las indicaciones para una protesis total de cadera, y en la que parece estar habiendo un
ligero aumento de su incidencia en los tltimos afios, no conseguimos hallar un tratamiento
suficientemente eficaz que permita detener su progresion incluso en aquellos casos en los

que se consigue diagnosticar, a pesar de la dificultad, en estadios tempranos.

Bajo esta premisa, sumada a los resultados inconsistentes que hemos observado en
nuestra practica clinica con la sola DN, respaldados por estudios publicados por diferentes
autores, que demuestran que la eliminacion y descompresion de la zona necrética no es
suficiente desde el punto de vista fisiopatologico para estabilizar o regenerar este cuadro,
surge la idea y fin de este proyecto de tesis: combinar el tratamiento clasico de DN con
los nuevos avances que se estdn dando en el ambito de la terapia celular con células

mesenquimales.

Asi pues, estas CSM han sido obtenidas de la cresta iliaca posterior de los pacientes
mediante sedacion, aproximadamente cuatro semanas antes de la administracion celular.
Primero se realiza su aislamiento y expansion, utilizando como suplemento del medio de
cultivo lisado plaquetario, y a continuacion los distintos pases de cultivo, hasta asegurar

que cada paciente reciba una dosis de 0,5-1,0x10° células/Kg de peso.
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De esta forma, por este proceso obtenemos verdaderas células mesenquimales libres de
contaminacion con células proinflamatorias o con otros tipos celulares presentes en
médula 6sea o en lipoaspirados, lo que supone una ventaja de nuestro método y nos
diferencia de otros estudios donde la muestra es recolectada sin un proceso de aislamiento
o cultivo, o donde el numero de células implantadas es indeterminado. Por ejemplo, son
numerosas las investigaciones presentadas en las que el producto instilado son
concentrados obtenidos de cresta iliaca pero sin procesar, es decir, no han seguido un
proceso de cultivo ni aislamiento que permita un aumento del numero de células
mononucleares, suponiendo una muestra con una cantidad de células osteoprogenitoras
muy disminuida®®'. Existen igualmente estudios donde lo que se infiltra es concentrado
de plasma rico en plaquetas (PRP), y en los que a pesar de observar un proceso de
reparacion mediante la agregacion de macrofagos y formacion de tejido fibroso, debido

a la inespecificidad del producto, no es posible discriminar la regeneracion de tejido

(')860202, 203.

Por tanto, sabemos que las CSM adultas que obtenemos para infundir en la cabeza
femoral son factorias de produccion celular multilinaje por su caracteristica de
indiferenciacion, capaces de autorrenovarse merced a su alta capacidad proliferativa, su
potencial de diferenciacion mesodérmico y la capacidad para producir un gran numero de
biofactores con capacidad para inducir procesos moleculares que conllevan mecanismos
de regeneracion del tejido 6seo femoral. Las CSM secretan una serie de factores como
son las quimiocinas o factores de crecimiento, entre otros, que actuando de manera
paracrina, promueven dichos procesos reparativos. Mecanismos conocidos de actuacion
son la modulacion de componentes inflamatorios, la promocién de la formacion de
matrices de granulacion vascularizadas, la estimulacion de la migracion celular o la
inhibicién de la apoptosis de determinadas células. Pero entendemos que la pieza esencial

de los procesos de regeneracion parte de su capacidad de inmunomodulacion?®4,

Estudios pioneros en este ambito y afines a nuestros resultados clinicos son los llevados
a cabo por autores como Hernigou?*> 2%, que comienza con la introduccion de autoinjerto
de aspirado de medula Osea a través de la tunelizacion femoral en 1997, siendo de esta
manera, el primer reporte del uso de una terapia celular como tratamiento. En 2002!%%
presenta un estudio con un alto nimero de pacientes en estadios iniciales, fases [ y II, con
un seguimiento de hasta 10 afios, tratados mediante DN y posterior aporte de aspirado

medular de la cresta del propio paciente, reportando mejor evolucion clinica que muchos
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pacientes tratados conservadoramente. Del mismo modo, Gangji en 2003 también
refuerza esta idea y evaliia ex vivo el grado de proliferacion y diferenciacion de los
osteoblastos obtenidos de la zona intertrocantérica del fémur proximal y cresta iliaca de
pacientes con ONCF y de pacientes con coxartrosis, observando una marcada
disminucién de la capacidad replicativa de estas células en los pacientes con ONCF. Se
demuestra por tanto, que el pool de células progenitoras dseas es muy bajo en esta
enfermedad como para poder reemplazar el tejido muerto con una simple descompresion.
En este sentido es necesario tener presente que los aspirados de MO no son una terapia
celular como tal, ya que no conocemos los tipos celulares que contienen ni su cantidad
exacta. Lo mismo ocurre si se emplea lo que denominamos como plasma rico en
plaquetas. Por tanto, estos trabajos aunque de alguna manera son precursores, no pueden

considerarse como terapia celular en sentido estricto.

Respecto al lugar de obtencion de las CSM, sabemos que existen distintas fuentes. La
primera que se describié fue de médula 6sea (CSM-MO) y todavia hoy sigue siendo la
fuente celular mas empleada. Aun asi, existen otras fuentes cada vez mas utilizadas e
investigadas, como son el tejido adiposo (CSM-TA), la gelatina de Wharton de cordon
umbilical de recién nacidos (CSM-CU), o la placenta, entre otras. Todas cumplen los

criterios de la ISCT.

Segtin diversos estudios que analizan posibles diferencias entre estas tres fuentes®”’, todas
las células obtenidas presentan caracteristicas tipicas, como son la morfologia
fibroblastoide, el patron inmunofenotipico comun, la formacion de CFU-F y la capacidad
de diferenciacion multipotencial a lineas osteogénica, adipogénica y condrogénica. Si se
aprecian diferencias significativas en cuanto al grado de expresion de distintos
marcadores, como son CD90, CDI105 y CDI106, moléculas asociadas con la

hematopoyesis y migracion celular, y no del todo comprendidas?%%: 2%,

CSM-MO y CSM-TA son fuentes fiables para aislar y expandir CSM en un escenario
autologo, mientras que las CSM-CU se ha estudiado que tienen un indice de aislamiento
en torno al 63%, lo que supone un gran inconveniente a priori. Estas diferencias pueden
ser atribuibles al hecho de que las CSM estan circulando por el organismo prenatal

mientras que en el tejido adulto estan ya asentadas®'”

. A pesar de esto, el potencial de
expansion es mayor en las CSM-CU, pueden ser cultivadas durante mayor tiempo y

muestran mayor capacidad de proliferacion, asi como un envejecimiento mas lento y
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mayor efecto antiinflamatorio, mediante un aumento en la secrecion de Ang-1°'..
Ademads, su método de obtencion es no invasivo, y no presenta problemas éticos,

circunstancias transcendentes en determinados contextos.

Otra diferencia interesante la marca el grado y capacidad de diferenciacion. CSM-MO y
CSM-TA poseen una diferenciacion multilineal clara, mientras que las CSM-CU parecen
no poder diferenciarse en un linaje adiposo o cuanto menos, son poco sensibles para esta
diferenciacion. Segiin Chang et al?'?, esto es debido a la propia ontogenia de estas células,
es decir, a la existencia de adipocitos en la médula 6sea y tejido graso adulto y a su
ausencia en sangre fetal; asi como por el incremento de la adipogénesis que se da con la
edad. Conforme a todo esto, parece ser mas fiel la diferenciacion tri-potencial (adipo-,
condro- y osteogénica) en las CSM-MO y CSM-TA, siendo la expresion en esta tltima
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aun mas constante?’, y con la ventaja afiadida de ser obtenidas de una forma menos

invasiva y en mayores cantidades que las CSM-MO?!3,

En nuestro estudio, a pesar de conocer las distintas fuentes de produccion de este tipo
celular, nos decantamos por la obtencion de cresta iliaca por su accesibilidad y nuestra
experiencia en la realizacion de dicho proceso en nuestros Servicios, asi como por la
fiabilidad de obtencion, rapidez de proliferacion y viabilidad de las CSM obtenidas de
esta fuente, que como se ha dicho, es la mas consolidada. A pesar de ello, las principales
trabas de las CSM-MO son que precisa de un método invasivo y con ciertas molestias
para el paciente con su obtencion y que el numero, frecuencia y capacidad de
diferenciacion se correlaciona negativamente con la edad, por lo que es un factor a tener

en cuenta en su obtencion en pacientes de edad avanzada.

Parte fundamental de esta tesis, y de la terapia celular en general, es valorar la eficacia 'y

seguridad del proceso, al tratarse de un ensayo clinico en fases iniciales.

Las CSM, al igual que las células madre en general, tienen caracteristicas similares a las
células cancerigenas, como pueden ser una larga vida media, la resistencia a la apoptosis
o la capacidad de replicacion durante largos periodos de tiempo. Ademas, ciertos factores
de crecimiento y mecanismos de control estan presentes en el mantenimiento tanto de
células cancerigenas como de CSM. Por ello, desde los primeros ensayos de terapia
celular con CSM y con otros tipos celulares se ha planteado siempre el potencial riesgo

de malignizacién una vez implantadas. Sin embargo, la evidencia generada en los ensayos
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publicados con miles de pacientes tratados ha mostrado la seguridad de estos tratamientos
en este aspecto, al menos con 10-15 afios de seguimiento. Otras posibles reacciones que
limitan su uso son la posible reaccidon alo-inmune, que es un problema menor en las CSM
por no expresar moléculas de clase II del complejo mayor de histocompatibilidad en

condiciones basales 214,

Es primordial por tanto, que al evaluar una nueva terapia celular en seres humanos, el
numero de participantes y la dosis administrada no sean especialmente altos ante posibles
reacciones adversas. Aunque el tratamiento se haya probado en el laboratorio y en
estudios en animales, no siempre se pueden predecir los efectos secundarios en seres
humanos. De esta manera, determinar la cantidad total del producto de tratamiento que
podia darse de forma segura sin causar efectos secundarios graves era un objetivo del

presente ensayo.

A lo largo de nuestro estudio, durante la expansion in vitro celular no se produjo ningiin
tipo de alteracion cromosOmica, una comprobacioén que por los motivos expuestos en el
parrafo anterior es imprescindible para la validacién del producto celular terapéutico.
Igualmente, no se produjo ningun tipo de complicacion durante la extraccion celular,
cirugia de DN e infusiéon o seguimiento postoperatorio, relacionada con el proceso.
Tampoco hubo reaccion o efecto adverso al producto celular. Revisando la bibliografia
existente, parece coincidir con nuestra investigacion, no encontrandose en la mayoria
complicaciones significativas. Pocos son los estudios donde los pacientes si presentaron
algtin tipo de reaccion, como vértigo, dolor de cabeza, fiebre o enrojecimiento, y ademas
en general, se estaba administrando algun tipo de tratamiento concomitante a las CSM,

como vasodilatadores o fosfato tricalcico, o se suplemento con injertos vascularizados?!>
216

Por todo ello, un aspecto importante durante todo el proceso es la supervision y
monitorizacion con la frecuencia adecuada. Al igual que con cada paciente en estudio se
hace un seguimiento evolutivo constante para el control e identificacion a tiempo de
posibles reacciones, con la terapia celular, que requiere una expansion y aislamiento
celular, también es preciso un control para asegurar que las células mantienen su fenotipo
completo y su potencial de funcidn, asi como que el producto celular cultivado no haya

sufrido transformacidn ni contaminacién microbiologica®!*.
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Asimismo, otra ventaja de nuestro estudio pasa en un primer momento por tratarse de un
ensayo clinico en fases iniciales (fase II), que nos ha permitido comprobar la eficacia y

seguridad de la implantacion de CSM en seres humanos en nuestro ambito.

Para la valoracion de nuestros resultados clinicos, nos basamos principalmente en tres
factores globales: la sintomatologia del paciente y su evolucion a lo largo del seguimiento,
los cambios resultantes en las pruebas de imagen y la necesidad de realizar una ATC

definitiva.

En cuanto a la situacion clinica es llamativo que todos los sujetos en el primer mes post-
proceso mejoraron del dolor excepto uno, y en torno al tercer mes la totalidad de los
pacientes referian encontrarse mejor de su dolencia. Este hecho puede venir explicado
por la disminucion de la hipertension intradsea que se produce tras la perforacion de la
lesion y consiguiente reduccion del edema, asi como por el efecto antinflamatorio que
producen las propias CSM. Al afio y fin del seguimiento, la mitad (50%) referian
encontrarse mejor clinicamente respecto a la situacion pre-intervencion quirrgica y
sentirse satisfechos con el proceso, 2 pacientes (25%) parecian hallarse estabilizados, de
forma similar al estado previo y 2 (25%) encontraron empeoramiento a pesar del alivio
sintomatico inicial. Asi pues, son resultados similares a los que podemos encontrar en los

estudios de Gangji o Hernigou'*® 2"’

Segun los indices medios, se consiguid un aumento de los grados de movilidad en todos
los rangos articulares de la cadera, tanto en flexion, abduccion y adduccion como rotacion
interna y externa. Por lo que se puede decir que de forma global se produjo una ganancia

en el total de grados de movilidad de las caderas afectas.

El estudio de los cuestionarios también arroja datos concordantes con los clinicos. La
EVA, que partia de un valor medio de 7,94 (intervalo de confianza del 95%, 6,93-8,95),
bajo a un valor medio de 5,06 (intervalo de confianza del 95%, 2,75-7,37) al afio de

seguimiento.

En el cuestionario Harris, en el apartado Dolor se cuantific6 una mejora media que oscilod
de 16,25 (intervalo de confianza del 95%, 7,85-24,64) a 24,62 (intervalo de confianza del
95%, 13,97-35,27) y el apartado Funcion varié de 17,62 (intervalo de confianza del 95%,
11,38-23,86) a 22,25 (intervalo de confianza del 95%, 15,18-29,31), igualmente. Los
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valores totales del HHS pasaron de 52 (intervalo de confianza del 95%, 39,54-64,46) a
67 (intervalo de confianza del 95%, 47,92-86,08).

Respecto a la escala de valoraciéon de salud y calidad de vida, el SF-36, los valores
globales de salud fisica mejoraron de una media de 25,93 (intervalo de confianza del 95%,
16,37-35,49) a 44,60 (intervalo de confianza del 95%, 23,48-65,72) y los de salud mental,
de 49,92 (intervalo de confianza del 95%, 26,42-73,42) a 61,06 (intervalo de confianza
del 95%, 36,76-85,36).

En casi todos los estudios revisados la mejora de la sintomatologia clinica y funcionalidad
de la cadera es una constante, aunque los valores son notablemente mayores a los
obtenidos en este estudio'®® 1%°. Sen et al*’® por ejemplo, arrojan una cifra superior a los
76 puntos en el HHS a los 12 meses. También notamos diferencias en este aspecto con
respecto a un ultimo trabajo publicado por Wu et al. en 2020?'°, donde presentan una

media de 84,66 en el HHS y una EVA de 1,91 tras 9 meses del tratamiento.

En cuanto a las series radiograficas, con proyecciones AP y axial, no es hasta el 6° mes
de evolucion cuando empiezan a apreciarse los cambios radiologicos, manteniéndose
desde entonces constantes hasta el final del seguimiento. Asi pues, parece producirse una
estabilizacion y un no progreso del cuadro en la mayoria de pacientes (62,5%);
encontramos uno (12,5%) en el que puede intuirse cierta evolucion favorable del cuadro,
estipulada por una reduccion de la porosidad o disminucidn de la zona lesionada; y por el
contrario, dos pacientes (25%) en los que si se produce un avance del cuadro o del grado

de afectacion.

La RM se realizaba tras la basal, al 6° y 12° mes post-infusion, con vistas a ofrecer un
cierto tiempo para obtener algin tipo de cambio o resultado, y que gracias a la sensibilidad
de la prueba nos pudiera describir mas especificamente el estado 6seo femoral. De esta
manera, y en funcion de la clasificacion ARCO, partiamos de 2 (25%) caderas en estadio
1A (signos de necrosis 0sea coincidiendo con zonas de carga de peso en una zona menor
del 15%), 2 (25%) en 2A (se aprecian cambios esclerdticos y pordticos en una zona focal
menor del 15%), y 4 (50%) en 2B (similar con una afectacion aproximada de entre 15 y
30%). Tanto en la prueba del 6° como del 12° mes los resultados fueron muy similares,
hubo variacion en un unico paciente (12,5%) que con un grado 2B paso6 a 3A, es decir

evolucioné al colapso subcondral de la cabeza femoral, donde el llamado signo de la
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media luna ya era apreciable. El resto de caderas mantuvieron durante el afo de
seguimiento la misma clasificacion que la basal, es decir, permanecieron estables
radiologicamente en el 87,5%, lo cual parece mejorar respecto a la historia natural de la
ONCEF sin tratamiento, con indices muy variables de evolucién al colapso en los afios
siguientes, de entre un 19 y un 90%?22°. En algun caso llega incluso a apreciarse una
disminucién del edema y aumento del realce y captacion de contraste, signos de mejora

radioldgica, aunque no suficientes como para reducir el estadio en la clasificacion.

Asimismo, los estudios al respecto también se caracterizan por la mejoria y estabilizacion
del cuadro en la RM, aunque observamos unos valores mas favorables??!-2?2, Por ejemplo,
en el trabajo de Tabatabaee et al.?*3, donde de los 14 pacientes tratados con DN y CSM,
2 pasaron de un estadio III a II, y 1 paciente de Il a I de ARCO tras 24 meses de
seguimiento, manteniéndose el resto en el mismo estadio. Kang et al.’**, con un periodo
de seguimiento aproximado de 4 afios, estima en un 38% (19 caderas) la progresion en

grados ARCO a pesar de recibir este tratamiento.

Sabemos que la evolucion y progreso de la enfermedad es dependiente de ciertos
parametros como son el tamafo de la lesion, localizacion, grado de clasificacion, tiempo
transcurrido hasta el diagnostico y ciertos factores etioldgicos no del todo conocidos. Pero
parece ser que el tamafio de la lesion necrotica es el factor predictivo mas importante??>:
226 Hernigou estima un colapso del 80% de las cabezas femorales con una afectacion
necrotica de entre el 10-20%, y un 50% en aquellas con una afectacion menor del 10%22°,
En nuestra muestra, 50% presenta una afectacion menor del 15%, y el otro 50% entre el

15 y 30%, una de los cuales fue la que progreso a colapso en el ensayo.

En relacion a la necesidad de protetizar la cadera tras el afio de seguimiento, parametro
muy utilizado en diversos estudios como patron final de éxito o fracaso, obtuvimos un
numero coincidente con los pacientes que presentaron una evolucion térpida y un
progreso radiologico de la necrosis. El 25%, es decir, 2 de los 8 pacientes incluidos en el
estudio, precisaron de cirugia protésica al final del seguimiento. Esto supone un valor
superior al que arrojan otros estudios clasicos. Hernigou por ejemplo, estima en un 8% la
necesidad de artroplastia en pacientes afectos en un grado Il y ademas, en un tiempo de

198

seguimiento mayor'?®. Gangji et al.?>’ arroja también un bajo numero de artroplastias,

con 2 de 18 pacientes tratados con un seguimiento de 24 meses. Nally et al.?’’” en cambio,
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si aprecia un indice de conversion a ATC mas elevado que otros autores, con una tasa del

50% (8 de 16 pacientes tratadas), solo que el periodo de seguimiento es mayor, 53 meses.

Las principales limitaciones de nuestro estudio las encontramos a la hora de valorar y
analizar el efecto de las CSM en una serie tan corta de pacientes, dadas las caracteristicas

de este ensayo clinico.

Una primera pregunta que nos puede asaltar al analizar resultados favorables es hasta qué
punto es la DN o las CSM el causante mayoritario de esa mejoria clinica o radiologica.
En este trabajo solo se valoran y analizan pacientes tratados mediante DN y adicion de
CSM. Seria imposible valorar de forma exacta el patrén de comportamiento de una misma
cadera afecta, tratada mediante DN y DN mas CSM. Lo maés similar seria tener 2 grupos
en los que se llevase a cabo un tratamiento distinto y luego comparar los resultados, aun
sabiendo que nunca llegara a ser totalmente objetivo por la heterogeneidad propia de la
enfermedad (etiologia, estadiaje, area de afectacion...) y del paciente. En este sentido
existen numerosos estudios donde hay 2 grupos de tratamiento. Gangji et al. en 2004'%°,
realiza el primer estudio prospectivo doble-ciego con 19 pacientes y 24 caderas afectas
en estadios iniciales de ONCF, comparando pacientes tratados mediante DN e infusion
de médula 6sea autdloga, y DN como unico procedimiento; observando tras 24 meses de
seguimiento como la clinica y la evolucion a fase de colapso era bastante menor en la
muestra tratada ademas con aspirado medular. En 201125, y como continuacion del
estudio anterior, publica el seguimiento de los mismos pacientes tras 60 meses de
evolucion viendo que 8 de las 11 caderas tratadas mediante DN habian evolucionado a
colapso, mientras que en el grupo de DN + CSM esto solo ocurrid en 3 de las 13 caderas
tratadas. Igualmente se aprecid una marcada disminucién del dolor y de los sintomas
articulares en este grupo. Mas recientemente, en 2018, Kang et al.?** hace la misma
comparacion en 100 caderas con un seguimiento promedio de 4 afos. Los resultados
toman la misma direccion, el indice de conversion a ATC era del 49% en las DN y de
28,3% en las DN+CSM, y un progreso a colapso del 50% de las DN comparado con el
20% de las DN+CSM. Hernigou et al.’?®, también en 2018, presenta un trabajo original
con 125 pacientes con ONCF bilateral, en iguales estadios iniciales, tratando una
mediante DN y la contralateral con DN y CSM. Presenta un seguimiento entre 20 y 30
afios. Arroja datos tales como un 28% de colapso en el grupo de las CSM frente al 72%
del grupo de DN unicamente, o un 24% de las CSM acabaron en ATC frente al 76% de
las DN.
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Otra cuestion relevante que queda en este campo seria conocer el o los mecanismos
ultimos del efecto de estas células sobre el area de osteonecrosis. Su efectividad puede
estar relacionada con la presencia de factores osteogénicos y angiogénicos, que produzcan
mediante efecto paracrino, un aumento de la angiogénesis y osteogénesis creando una
actividad reparadora suficiente para hacer la lesion reversible, junto al efecto anti-

inflamatorio e inmunomodulador.

Asi mismo, se sabe que la eficacia del proceso puede estar intimamente ligada al nimero
de cé¢lulas que se implantan, pero el nimero de células que se necesitan para estabilizar o
mejorar un area necrotica se desconoce!%® 22228 Esta es una de las grandes limitaciones
a la hora de analizar la literatura. Existe gran variabilidad con respecto a la terapia celular
empleada, el tipo celular y su manera de obtencion, aislamiento y expansion, su manejo
tanto cualitativo como cuantitativo, o el método de implantacion. De esta manera, obtener
conclusiones comparativas entre los diversos estudios para la evaluacion de resultados y
la eficacia relativa entre distintas estrategias de terapia celular deben hacerse, a priori,
con cautela®?’. Seria preciso en un futuro lograr una estandarizacion de la caracterizacion
de la terapia celular. Sin embargo, también es cierto que a pesar de que la administracion
de un mayor nimero de CSM podria resultar mas favorable y que se desconoce un umbral
maximo de concentracion, su efecto también depende de su capacidad proliferativa y de
diferenciacion de manera efectiva en osteoblastos y osteocitos, especialmente en un

microambiente isquémico y andxico como es la zona necrdtica de la cabeza femoral.

En nuestro estudio cada paciente recibié una cantidad aproximada de CSM de entre 0,5-
1,0x10%/Kg en todos los casos, lo cual parece haber resultado una dosis suficiente
basandonos en las posibles necesidades biologicas para la osteogénesis en este tipo de
pacientes. Asi pues, segun recientes estudios y excepto para los pacientes infiltrados con
aproximadamente 24-25x103 células en los trabajos iniciales de Hernigou et al.’*% ??! el
numero de CSM habitualmente utilizadas oscila entre 10° y 10, siendo lo mas frecuente
108 células®®!> 230: 231 De esta manera y segin la bibliografia reciente, a pesar de no
conocer el nimero optimo de CSM necesarias, una cantidad de entre 10° y 10° pareceria

razonable?'4,
Otra limitacion apreciada es no haber podido contar, durante el periodo de inclusion, con

un mayor nimero de pacientes que cumpliesen todos los criterios exigidos; asi como

haber realizado un periodo de seguimiento y evolucion de un afio, pero que nos deja la
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puerta abierta a continuar dicho estudio y poder valorar el progreso de los pacientes
tratados durante espacios de tiempo mas prolongados. Al tratarse de un proyecto
financiado con fondos publicos del ISCIII y sobre un proyecto concreto, no resulta posible

su modificacion si no se obtienen fondos adicionales.

Tal y como hemos visto, todos nuestros hallazgos nos dan pie a seguir nuestras
investigaciones en este campo. No se han observado efectos secundarios y el
procedimiento ha sido factible en todos los casos. Con los datos preliminares obtenidos,
la mejoria clinica asi como la estabilizacion radioldgica mayoritaria del cuadro apreciada
durante el tiempo de seguimiento, supone una base clinica para evaluar en ensayos con
un mayor numero de pacientes y de forma aleatorizada frente al procedimiento de DN sin
células, la eficacia de esta estrategia terapéutica novedosa para las fases iniciales de la
ONCEF.
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7.

Conclusiones

Conclusiones

7.1 General

Respecto a la eficacia de la terapia celular con células mesenquimales autélogas
en el tratamiento de pacientes afectos de osteonecrosis femoral idiopatica en
estadios precoces mediante la realizacion de un ensayo clinico fase II,

prospectivo, abierto, de una tinica rama de tratamiento:

Nuestros resultados muestran que la terapia celular con células mesenquimales a
través de la descompresion del nucleo femoral, es un procedimiento factible, seguro,

y potencialmente 1til en el tratamiento de la osteonecrosis de la cabeza femoral.

7.2 Especificas

Respecto a la verificacion de la seguridad de la implantacion local de células
mesenquimales autologas expandidas in vitro en suspension en el tratamiento de

estos pacientes:

Podemos afirmar que la administracion de una suspension de células mesenquimales
autologas no produjo ningun tipo de reaccion adversa o complicacion secundaria en
los pacientes tratados, pudiendo considerar el proceso como seguro.

Respecto al analisis de la factibilidad del proceso y la posibilidad de desarrollo:

Ha mostrado ser un proceso que puede ser llevado a cabo sin complicaciones y de

forma similar en todos los pacientes, resultando ser factible, viable y reproductible.
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Respecto a los resultados clinicos, comparando mediante cuestionarios y escalas
de dolor, funcion, calidad de vida y estatus laboral el estado previo al tratamiento

y los sucesivos a lo largo del seguimiento:

Nuestros resultados muestran una mejoria de la situacidn clinica de la mayoria de los
pacientes tratados, tanto por la disminuciéon de la sintomatologia, como por el
aumento de la puntuacion en los diversos cuestionarios relacionados con la salud y

estado fisico, objetivo y subjetivo, de cada paciente.

Respecto a los resultados de la radiologia simple y resonancia magnética,
comparando el estado 6seo de los estudios previos al tratamiento y los sucesivos

a lo largo del seguimiento:

Radiologicamente se aprecia en la mayoria de los pacientes una estabilizacion del
cuadro, manteniendo el mismo grado de clasificacion ARCO que la basal, y evitando
en algunos de ellos la progresion a estadios post-colapso, donde la unica opcion

terapéutica viable seria la artroplastia de cadera.
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Anexos

Anexos

Anexo I. Consentimiento informado por escrito de participacion en el ensayo

Promotor: Fundacién de la Universidad de Salamanca 59
Protocolo: CSM/ON/2011 E studio de Regeneracion Osea

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
LA REALIZACION DE UNA PERFORACION FORAGE DE LA CADERA

ETIQUETA

DECLARO

QUE EL DOCTOR/A DON/DONA Juan F. Blanco me ha explicado que es conveniente proceder, en mi
situacion, a TRATAMIENTO QUIRURGICO CONSISTENTE EN EL FORAGE O PERFORACION DE LA
CABEZA FEMORAL

1. El propésito principal de la intervencion es aliviar el dolor y la discapacidad y consecuentemente mejorar
la calidad de vida del paciente (nivel de actividad, etc.). También son objetivos de la cirugia evitar el
deterioro progresivo de la cabeza femoral.

2. La intervencién precisa de anestesia, que sera valorada por el servicio de Anestesiologia.

3. La intervencién consiste en la realizacion de una perforaciéon también llamado forage del cuello y de la
cabeza femoral (en su area lesionada) y en la aplicacién a través de esa perforacion de una suspension de
células madre.

4. Toda intervencion quirurgica tanto por la propia técnica operatoria, como por la situacion vital de cada
paciente (diabetes, cardiopatia, hipertension, edad avanzada, anemia, obesidad...) lleva implicitas una serie
de complicaciones comunes y potencialmente serias que podrian requerir tratamientos complementarios,
tanto médicos como quirdrgicos, asi como un minimo porcentaje de mortalidad.

5. Las complicaciones de la intervencién quirdrgica para LA REALIZACION DE un FORAGE O
PERFORACION FEMORAL pueden ser:
a) Problemas vasculares: trombosis, hemorragia
b) Infeccién de la herida quirurgica.
c) Lesién de los vasos adyacentes. Si se afecta un gran vaso puede producirse una hemorragia
masiva, lo que podria ocasionar incluso la muerte.
d) Lesién o afectacion de los nervios adyacentes, lo que podria ocasionar trastornos sensitivos y/o
motores(paralisis) que pueden ser irreversibles.
e) Enfermedad tromboembdlica, que puede dar lugar, en el peor de los casos, a embolismo pulmonar
y muerte.
f) Rotura o estallido del hueso que se manipula en la intervencion, en este caso EL FEMUR.
g) Complicaciones cutaneas (necrosis de la piel, dehiscencia de la herida etc.).
h) PERSISTENCIA DE LOS SINTOMA
i) Puede ser necesaria la transfusiéon de sangre.
j) Fracaso en la consecucion de la REGENERACION oésea, lo que puede originar la necesidad de
nuevas intervenciones, generalmente EL IMPLANTE DE UAN PROTESIS TOTAL DE CADERA

6. Si en el momento del acto quirirgico surgiera algun imprevisto, el equipo médico podra variar la técnica
quirdrgica programada.

He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y el facultativo

que me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que
le he planteado.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacion, puedo revocar
el consentimiento que ahora presto.

Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con la informacién recibida y comprendo el alcance y los riesgos
del tratamiento.

Y en tales condiciones

Version 3¢ de 21 de Junio de 2012
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Promotor: Fundacién de la Universidad de Salamanca 60
Protocolo: CSM/ON/2011 E studio de Regeneracion Osea
CONSIENTO

que se me realice TRATAMIENTO QUIRURGICO CONSISTENTE EN LA PERFORACION FORAGE DE
LA CABEZA FEMORAL Y LA APLICACION DE CELULAS MADRE AUTOLOGAS.
En Salamanca, @ ........ccoceevveviiiieeeeeeceeee e

Fdo: El/la Médico Fdo: El Paciente Fdo: El

representante legal,
familiar o allegado

Version 3° de 21 de Junio de 2012



Promotor: Fundacién de la Universidad de Salamanca 62
Protocolo: CSM/ON/2011 E studio de Regeneracion Osea

SERVICIO DE CIRUGIA ORTOPEDICA Y TRAUMATOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SALAMANCA. VIRGEN DE LA VEGA
SALAMANCA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO

" ENSAYO CLINICO FASE II PROSPECTIVO, ABIERTO, NO ALEATORIZADO DE
TRATAMIENTO DE LA OSTEONECROSIS DE LA CABEZA FEMORAL MEDIANTE LA
IADMINISTRACION DE CELULAS MESENQUIMALES AUTOLOGAS’

o He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

e He podido hacer preguntas sobre el estudio.

o He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

o He hablado con..........cccoeeeveviivenennnns

e Comprendo que mi participacion es voluntaria.

e Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera.
2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

e Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

e Fecha Firma del participante

Version 3“ de 21 de Junio de 2012
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Anexo II. Escala Visual Analégica del Dolor (EVA)

Escala visual analégica

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
| I
| I

No El peor
dolor dolor
—— imaginable
1cm
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Anexo III. Cuestionario Harris de Cadera (Harris Hip Score)

1

a

~

b

~

<)

Cuestionario Harris de Cadera

DOLOR

INteNSO ..evvvveeeeiiiiieiee e,
Invalidante

. FUNCION [Marcha]

Cojera
Ninguna .
BigeTai v sernnanmnrns
Moderada....conammancs: 5[]
LY () ¢ R

Soporte externo

NIDZUNO =t 11
1 bastén larga distancia.... 7
1 bastén continuamente... 5

[]
[]
[]
1510111 1.1 - Tommeysmm——m— 4[]
[1
[]
[]

200-300 m.
S6lo en casa..
Cama-silla. .....ccceevveueneee. 0

3. ACTIVIDADES

a) Escaleras

~

Normalmente. ....................
Normalmente con
pasamanos............c........
Cualquier otro método......
INCAPAZ: rsemenrommernes

b) Calzarse

-~

Facilmente:- .o
Conidificultad. ..
IDCAPAZ scswsvesnsnzssms

C) Sentarse

~

Cualquier silla, 1 hora.......
Silla alta media hora
Incapaz de sentarse media

d

~

Transporte publico

Capaz de uso
INCAPAZ ....cveoveieiaiieiianee

4. AUSENCIA DE
DEFORMIDAD: et

[Requiere las 4 enumeradas a
continuacion]
a) Add. fija < 10°
b) R. L fija < 10°
¢) Dismetria < 3,2 cm
d) Flex. fija < 30°
Si tiene alguna de ellas mas
[ C (P e R e

o

[«

5

MOVILIDAD

[N= 40°]

d) R. E.

[N= 40°]

e) R L

[N= 40°]

PUNTUACION

W e

5%

. DOLOR [44] .....cccoevuae...
. FUNCION [33] oo
. ACTIVIDAD [13]................
. AUSENCIA

DEFORMIDAD [4].............
MOVILIDAD [6].................

TOTAL PUNTOS [100] ........
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Anexos

Cuestionario de Salud SF-36

1.- En general, usted diria que su salud es:
1 O Excelente
2 O Muy buena
3 0 Buena
4 O Regular
50 Mala

2.- (Cdomo diria que es su salud actual,

comparada con la de hace un afio?
1 O Mucho mejor ahora que hace un

aflo
2 O Algo mejor ahora que hace un aflo
3 O Mas o menos igual que hace un afo
4 O Algo peor ahora que hace un afio
50 Mucho peor ahora que hace un afio

LAS SIGUIENTES PREGUNTAS SE
REFIEREN A ACTIVIDADES O COSAS QUE
USTED PODRIA HACER EN UN DA
NORMAL.

3.- Susalud actual, ;le limita para hacer
esfuerzos intensos, tales como correr,
levantar objetos pesados, o participar en

deportes agotadores?
1 O Si, me limita mucho
2 0O Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

4.- Su salud actual, jle limita para hacer
esfuerzos moderados, como mover una
mesa, pasar la aspiradora, jugar a los bolos o

caminar mas de una hora?
1O Si, me limita mucho
2 0O Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

5.- Susalud actual, ;le limita para coger o llevar

la bolsa de la compra?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

6.- Susalud actual, ;le limita para subir varios

pisos por la escalera?
1 O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

7.- Susalud actual, ¢le limita para subir un solo

piso por la escalera?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

8.- Su salud actual, ;le limita para agacharse o

arrodillarse?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

9.- Susalud actual, ¢le limita para caminar un

kilometro o mas?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

10.- Su salud actual, ;le limita para caminar
varias manzanas (varios centenares de

metros)?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

11.- Su salud actual, ¢ le limita para caminar una

sola manzana (unos 100 metros)?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada

12.- Su salud actual, ¢le limita para bafiarse o

vestirse por si mismo?
1O Si, me limita mucho
2 0 Si, me limita un poco
3 0 No, no me limita nada
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LAS SIGUIENTES PREGUNTAS SE
REFIEREN A PROBLEMAS EN SU
TRABAJO O EN SUS ACTIVIDADES
COTIDIANAS.

13.- Durante las 4 ultimas semanas, jtuvo que
reducir el tiempo dedicado al trabajo o a sus

actividades cotidianas, a causa de su salud

fisica?
10 Si
20 No

14.- Durante las 4 ultimas semanas, ; hizo menos
de lo que hubiera querido hacer, a causa de su

salud fisica?
10 Si
20 No

15.- Durante las 4 ultimas semanas, jtuvo que
dejar de hacer algunas tareas en su trabajo
o en sus actividades cotidianas, a causa de su

salud fisica?
10 Si
20 No

16.- Durante las 4 ultimas semanas, /tuvo
dificultad para hacer su trabajo o sus
actividades cotidianas (por ejemplo, le costd

mas de lo normal), a causa de su salud fisica?
10 Si
20 No

17.- Durante las 4 ultimas semanas, jtuvo que
reducir el tiempo dedicado al trabajo o a sus
actividades cotidianas, a causa de algin

problema emocional (como estar triste,

deprimido, o nervioso?
10 Si
20 No

18.- Durante las 4 ultimas semanas, ; hizo menos
de lo que hubiera querido hacer, a causa de

algtin problema emocional (como estar triste,

deprimido, o nervioso)?
10 Si
20 No

19.- Durante las 4 ultimas semanas, ;no hizo su
trabajo o sus actividades cotidianas tan
cuidadosamente como de costumbre, a causa

de algun problema emocional (como estar

triste, deprimido, o nervioso)?
10 Si
20 No

20.- Durante las 4 ultimas semanas, ;hasta qué
punto su salud fisica o los problemas
emocionales han dificultado sus actividades
sociales habituales con la familia, los amigos,

los vecinos u otras personas?
1 O Nada
2 0 Un poco
3 O Regular
4 [0 Bastante
5 0 Mucho

21.- { Tuvo dolor en alguna parte del cuerpo

durante las 4 ultimas semanas?
1 O No, ninguno
2 O Si, muy poco
3 0 Si, un poco
4 O Si, moderado
50 Si, mucho
6 [0 Si, muchisimo

22.- Durante las 4 ultimas semanas, ;hasta qué
punto el dolor le ha dificultado su trabajo
habitual (incluido el trabajo fuera de casa y

las tareas domésticas)?
1 OO Nada
2 0 Un poco
3 O Regular
4 [ Bastante
5 0O Mucho

LAS PREGUNTAS QUE SIGUEN SE
REFIEREN A COMO SE HA SENTIDO Y
COMO LE HAN IDO LAS COSAS DURANTE
LAS 4 ULTIMAS SEMANAS. EN CADA
PREGUNTA RESPONDA LO QUE SE
PAREZCA MAS A COMO SE HA SENTIDO
USTED.

23.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo se sinti6 lleno de vitalidad?
1 O Siempre
2 O Casi siempre

182




Anexos

3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

24.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo estuvo muy nervioso?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

25.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo se sinti6 tan bajo de moral que nada

podia animarle?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

26.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo se sinti6 calmado y tranquilo?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

27.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo tuvo mucha energia?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

28.- Durante las 4 ultimas semanas, ;cuanto

tiempo se sinti6 desanimado y triste?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

29.- Durante las 4 ultimas semanas, ;, cuanto

tiempo se sinti6 agotado?
1 O Siempre

2 O Casi siempre

3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

30.- Durante las 4 ultimas semanas, ;, cuanto

tiempo se sintio feliz?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

31.- Durante las 4 ultimas semanas, ;, cuanto

tiempo se sinti6 cansado?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Muchas veces
4 [0 Algunas veces
50 Sélo alguna vez
6 O Nunca

32.- Durante las 4 ultimas semanas, ;con qué
frecuencia la salud fisica o los problemas
emocionales le han dificultado sus
actividades sociales (como visitar a los

amigos o familiares)?
1 O Siempre
2 O Casi siempre
3 O Algunas veces
4 [0 Solo alguna vez
50 Nunca

POR FAVOR, DIGA SI LE PARECE CIERTA
O FALSA CADA UNA DE LAS SIGUIENTES
FRASES.

33.- Creo que me pongo enfermo mas facilmente

que otras personas.
1 O Totalmente cierta
2 O Bastante cierta
3[0 Nolosé
4 O Bastante falsa
5 O Totalmente falsa

34.- Estoy tan sano como cualquiera.
1 O Totalmente cierta
2 O Bastante cierta
3 [0 Nolosé
4 [0 Bastante falsa
5 O Totalmente falsa
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35.- Creo que mi salud va a empeorar. 36.- Mi salud es excelente.
1 O Totalmente cierta 1 O Totalmente cierta
2 O Bastante cierta 2 O Bastante cierta
3[0 Nolosé 3[ Nolosé
4 O Bastante falsa 4 O Bastante falsa
5 O Totalmente falsa 5 O Totalmente falsa
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