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“COMPORTAMIENTO DE BIOMARCADORES DE OSTEOARTRITIS EN
PACIENTES CON RECONSTRUCCION DE LIGAMENTO CRUZADO

ANTERIOR”

Palos-Lucio J, Olivos-Meza A, Landa-Solis C, Ledn-Hernandez S, Pérez-Jiménez F, Ibarra C.

INTRODUCCION

Aproximadamente el 50 % de los pacientes con lesion del ligamento cruzado
anterior (LCA), desarrollara osteoartritis postraumatica (OAPT) en un lapso de 10 a
20 afos a pesar de recibir tratamiento quirtrgico o conservador. 1234 La mayoria de
los pacientes que presentan lesién del LCA son jévenes deportistas o adultos en
edad productiva que tendran probablemente alguna limitacién funcional o dolor, con
las consecuencias fisicas y laborales que esto conlleva. Se estima, que de el total
de casos de osteoartritis (OA) sintomatica, el 12 % corresponde a OAPT de cadera,
rodilla o tobillo, y en el caso especifico de OA de rodilla el 9.8% es de origen

postraumatico.®

Existe evidencia de que multiples factores alteran la homeostasis bioquimica y
biomecanica de la articulacion de la rodilla posterior a la lesion de LCA. Al momento
de la lesion del LCA, ya sea aislada o en combinacion con alguna lesion condral,
meniscal u 0sea, iniciara una cascada inflamatoria y de actividad catabolica dentro
de la articulacion que llevara a un deterioro del cartilago articular, con la presencia
de dolor, inestabilidad, limitacion en el arco de movimiento, artrofibrosis y finalmente
OAPT. &7

Aunque los estudios de imagen son indispensables en el diagnostico de OAPT, no
es hasta después de algunos afos de la lesidén, que se logran identificar cambios
degenerativos, momento en el que ya se habran establecido alteraciones
bioquimicas intra-articulares, con la presencia de biomarcadores de osteoartritis (B-
OA), principalmente productos de degradacion del cartilago.’



El estudio de biomarcadores de osteoartritis B-OA, que son moléculas o fragmentos
moleculares resultado del metabolismo del tejido articular, se propuso como un
complemento e incluso substituto mas sensible que las técnicas de imagen actuales
para detectar OA de forma temprana. Los B-OA se clasifican con las siglas BIPED
(acréonimo en inglés), en 5 categorias de acuerdo al propdsito que se le asigna a
cada biomarcador para el estudio de OA: Burden of Disease, Investigative,

Prognosis, Efficacy of Intervention, Diagnosis.®

En el afio 2015, Harkey et al, realizaron una revision sistematica incluyendo diversos
B-OA, en pacientes con ruptura de LCA sometidos a tratamiento quirurgico o
conservador. Mostrando resultados inconclusos con respecto a qué biomarcadores
de OA indicaran mayor progresion a OAPT, debido a la falta de estandarizacién en
el reporte de resultados, sugiriendo apegarse a los criterios BIPED.®

Posteriormente, Lattermann et al, en 2018, llevaron a cabo un estudio piloto donde
se midieron B-OA en pacientes con lesion de LCA, tomando una determinacion el
dia de la reconstruccion de LCA (R-LCA) y correlacionando dichos valores con el
estado funcional a los 2 afos del post operatorio, concluyeron que niveles iniciales
elevados de B-OA son predictores malos resultados funcionales y que tales cambios
no son mitigados con la R-LCA."°

Actualmente no existe tratamiento alguno, incluyendo la R-LCA, que evite o retrase
la presencia de OAPT posterior a la lesion del LCA, y debido a la falta de métodos
de evaluaciéon en estadios tempranos de la enfermedad, tampoco se cuenta con
medidas efectivas de prevencion. El estudio de B-OA posterior a la lesién y R-LCA

ayudara a comprender, tratar y prevenir de manera eficaz y temprana la OAPT.

También desconocemos en que subgrupos de riesgo, que presenten ruptura del
LCA tendran mayor progresion a OAPT, con lo que la determinacion de B-OA, podra
identificar en quienes se deban de establecer medidas prenventivas de forma

rutinaria.



A diferencia de la OA primaria, en la OAPT podemos identificar un punto de inicio
de la enfermedad, que puede permitirnos realizar intervenciones tempranas ademas

de la R-LCA, que mejoren el prondstico de los pacientes a mediano y largo plazo.”:'0

En este estudio pretendemos describir, por medio del comportamiento de
biomarcadores de degradacion de cartilago y proteasas (CTx-Il y MMP-3
respectivamente); si existira un cambio significativo a pesar del tratamiento
quirurgico, comparando niveles basales el dia de la R-LCA y a los 2 afios del
procedimiento; e identificar si factores como el sexo, edad, tiempo de evolucidn,
presencia de lesidbn meniscal y/o condral, tienen alguna relacion con el

comportamiento de los B-OA.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesion de LCA en la poblacion joven ha demostrado ser un factor de riesgo para
OAPT, con modelos de proporcion estimada (IC 95%) a los 5, 10 y 20 afios
posteriores a la R-LCA, de 11.3% (6.4%-19.1%), 20.6% (14.9%-27.7%), and 51.6%
(29.1%-73.5%) respectivamente, representando un deterioro importante en la

calidad de vida y una disminucion de la vida productiva.®

Esta progresidon es multifactorial, sin embargo, se ha reportado mayor prevalencia
cuando la lesidn del LCA se presenta de manera concomitante con lesiones

meniscales o de cartilago, (r=0.72 y r=0.41 respectivamente, p=0.001).""

Aun no se cuenta en nuestro medio con ningun método de evaluacion temprana
posterior a la lesion de LCA por medio del cual podamos determinar qué poblacion
a pesar de ser sometida a R-LCA, se encuentra en mayor riego de desarrollar OAPT.

A pesar de que el objetivo primario de la cirugia es brindar estabilidad a la rodilla,
no se conoce con certeza el alcance de dicho procedimiento para disminuir el riesgo
de OAPT."? Por tal motivo es de suma importancia contar con métodos que ayuden
a detectar poblacion en riesgo, y aplicarlos en quienes aunado a la lesion de LCA
cuenten con factores adicionales para desarrollar progresion e incluso determinar
subgrupos de mayor riesgo de acuerdo a las caracteristicas demograficas o de la

lesién per se.

Al describir el comportamiento de B-OA (CTx-Il y MMP-3) e identificar si variables
como lesion meniscal, grado de lesion condral y tiempo de evolucidn de la lesidn,
permitira establecer de acuerdo con las caracteristicas del paciente, quienes se
encuentran en mayor riesgo de desarrollar OAPT, y en un futuro proximo poder
tomar las medidas pertinentes, antes, durante y después del tratamiento quirurgico.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

+ ¢ Existirda un cambio significativo en el comportamiento de biomarcadores de
osteoartritis (CTx-Il, MMP-3) a pesar de la reconstruccion del ligamento

cruzado anterior a 2 afios de seguimiento?



JUSTIFICACION

Aproximadamente 175,000 reconstrucciones de LCA se realizan anualmente en los
Estados Unidos, y a pesar del resultado final de la reconstrucciéon del LCA,

aproximadamente un tercio progresara a OAPT en los primeros 10 afios.®

En el Instituto Nacional de Rehabilitacion — Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INRLGII)
se realizan aproximadamente 150 cirugias de reconstruccion de LCA anualmente
en pacientes de 14-50 afios de edad. No sabemos con certeza, cuantos de estos
pacientes evolucionan de manera satisfactoria a largo plazo y cuantos desarrollaran
OAPT, y de ser asi, desconocemos las caracteristicas demograficas y de la lesion,
asi como el lapso de tiempo en que presentaron sintomas o signos compatibles con
OAPT.

A pesar de que existen estudios de B-OA en poblaciones similares, aun existen
brechas con respecto al comportamiento de los mismos en estadios iniciales. Por
ejemplo; cuales son los mas sensibles en deteccion de cambios tempranos, cual es
la causa que realmente origina los cambios, que factores de riesgo coinciden entre
los diversos estudios para perpetuar su deteccion y aumento, asi como que rangos
de concentracion de los distintos biomarcadores podemos considerar para
progresion a OAPT.

Realizar un estudio donde evaluamos dos biomarcadores relevantes, CTx-Il como
producto de la degradacion de colagena tipo Il en orina (U-CTx-1l) y MMP-3 como
producto de degradacién de la matriz en suero (S-MMP-3), asi como indicador de
un aumento prolongado de la cascada inflamatoria, permitira conocer el
comportamiento de los mismos posterior a la R-LCA y determinar si los cambios
que se presenten estan asociados con alguna lesion articular ademas de la ruptura
del LCA o si la presentacion concomitante de algun factor como sexo o tiempo de

evolucion, acelerara la presencia de OAPT.'3

Conocer estos datos podra orientarnos para identificar poblacion de riesgo y tomar
las medidas pertinentes para disminuir en un futuro préximo la incidencia de OAPT.



Es posible que con un mayor numero de estudios y con el reporte adecuado de los
B-OA, podamos realizar de manera rutinaria la medicion de ciertos biomarcadores
en subgrupos de riesgo y desarrollar medidas efectivas preventivas y de tratamiento

para retrasar la progresion de la enfermedad.
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OBIJETIVOS

Objetivo General:

e Describir el comportamiento de biomarcadores de osteoartritis (CTx-Il y
MMP-3) en pacientes con R-LCA a 2 afos de post-operados.

Objetivo Secundario:

« Determinar si existe relacion de los niveles de B-OA con la presencia de
alguna lesion articular (lesion meniscal o grado de lesién condral), edad, sexo

o tiempo de evolucion de la lesion.
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HIPOTESIS

e Se identificara un aumento estadisticamente significativo en las concentraciones
de biomarcadores de osteoartritis (CTx-Il y MMP-3), en pacientes con lesion de
ligamento cruzado anterior que se sometan a R-LCA, a 2 afos del post-
operatorio.
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METODOS

DISENO DEL ESTUDIO. Es un estudio descriptivo y observacional, con seguimiento

a 2 afos.™

Previo a llevar a cabo el estudio, recibimos la aprobacion del Comité de Etica y
Comité de Investigacion del INR-LGII, con numero de acuerdo:
AG-4 (SCA/CM/SE1/20).

CONTEXTO. El estudio se llevé a cabo en el INRLGII en la Ciudad de México, en
el Servicio de Artroscopia y Lesiones Deportivas, durante el periodo de febrero del
2017 a febrero del 2020, periodo durante el cual del afio 2017 al 2018 se realiz6 el
reclutamiento de pacientes, finalizando con el seguimiento a 2 afios en febrero de
2020. Los datos fueron colectados en forma prospectiva por medio de interrogatorio
directo al paciente y tomando datos objetivos de su expediente clinico electronico.

PARTICIPANTES. Se seleccionaron pacientes del Servicio de Artroscopia y
Lesiones Deportivas que se ingresaron a Hospitalizacion para recibir tratamiento
quirurgico consistente en Reconstruccion de Ligamento Cruzado Anterior con
Autoinjerto, que tuvieran diagnostico confirmado clinicamente y por imagen de
resonancia magnética compatible con ruptura completa de ligamento cruzado
anterior y que cumplieran con los criterios del estudio. (Tabla 1) El seguimiento de los
pacientes se realizo por consulta externa, y al cumplir los 2 afos del postoperatorio
se otorgd una cita formal para completar el protocolo.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
16- 45 anos Enfermedades reumaticas
Ambos sexos Antecedente de fracturas intra-articulares

Diagnéstico clinico y por imagen de ruptura

. . Descompensacion metabdlica
completa del ligamento cruzado anterior

IMC< 30 Proceso infeccioso concomitante
Valgo <9° Post-meniscectomia
Varo <5°

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion del estudio.
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TOMA DE MUESTRAS DE SUERO Y ORINA. Previo a la toma de muestras, se les
informo a los pacientes la finalidad del estudio y en caso de estar de acuerdo en
participar en el mismo firmaron un consentimiento informado donde se
comprometieron a cumplir con sus citas de seguimiento en tiempo y forma durante

2 anos.

Para el estudio de los B-OA se tomaron muestras de sangre y orina, en el pre-

operatorio y a los 2 afos de la cirugia de R-LCA.

Dado que los biomarcadores estan relacionados con el ciclo circadiano, la muestra
de orina se tom¢ de la primera miccion, previo ayuno de al menos 8 horas, de chorro
medio y con previa asepsia del area genital. Se tomo en el tubo colector indicado
para muestras de orina y se pas6 a centrifugado inmediato a 1000g durante 10

minutos.

Para la muestra de suero, se extrajeron 5 ml de sangre venosa de la vena mediana
cubital, en tubo colector vacutainer, y se refrigeraron las muestras antes de pasar a

centrifugado a 1000g durante 15 minutos.

Una vez que se contaba con ambas muestras, se almacenaron sus alicuotas en

tubos Eppendorf de 1.5 ml a -20° Celsius, para su uso en determinaciones ELISA.

Para la segunda toma de muestras a los 2 afos del post-quirurgico se dio una cita
formal a cada participante para presentarse en ayuno, por la mafana a un area
asignada del Servicio de Artroscopia y Lesiones Deportivas para la toma de muestra
de sangre y previamente se dieron indicaciones precisas para que el paciente
llevara de forma estéril la muestra de orina para unicamente pasarla al tubo colector

correspondiente.

Nuevamente las muestras fueron centrifugadas y se congel6 la alicuota de las

mismas para posteriormente ser evaluadas por medio de ELISA.
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PROCEDIMIENTO QUIRURGICO. Los pacientes fueron sometidos a
reconstruccion de LCA con técnica de portal medial con injerto autdlogo de
isquiotibiales.’™ Durante el procedimiento se registro la presencia de lesiones
meniscales y/o condrales, describiendo las caracteristicas y grado de las mismas
en el apartado de hallazgos de la nota post operatoria.

BIOMARCADORES DE OSTEOARTRITIS. Como lo definié Bauer et al en 2006, los
biomarcadores son indicadores objetivos de un proceso biolégico normal, de un
proceso patogénico y de una respuesta a una intervencion terapéutica. Ademas, su
estudio ha permitido entender la patogénesis de la OA de forma clara. A pesar de
diversos estudios de biomarcadores en pacientes con R-LCA, aun se sugiere

estandarizacion en el reporte de los B-OA, apegandose a los criterios BIPED.8?

En la OAPT, la degradacion de la colagena del cartilago articular, es la caracteristica
principal. En el cartilago hialino, la colagena tipo Il es la mas abundante, por lo cual
los principales biomarcadores de recambio del cartilago, son los epitopes derivados

de esta.'t

En este estudio decidimos utilizar dos B-OA, el primero de ellos: CTx-ll urinario (U-
CTx-Il), marcador de la degradacion de la colagena tipo Il y cuyas concentraciones
permanecen elevadas por mayor tiempo en orina versus liquido sinovial y suero, y
que también se encuentra en mayores concentraciones posterior al trauma de
rodilla, correlacionando con mayor progresion a OAPT. También, en estudios a largo
plazo se mantiene estable en pacientes que no tienen un deterioro articular y

aumenta en estadios tempranos en quienes se corrobora mayor progresion.’®

El otro B-OA utilizado: Metaloproteinasa 3 en suero (S-MMP-3), que es una proteasa
que degrada colagena tipo Il y tejido intra-articular y que inicialmente fue descrito
como indicador del metabolismo del tejido sinovial. Las metaloproteinasas son
reguladas por inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP’s), por lo cual,
desbalances en esta regulacion desencadenaran mayor protedlisis a nivel articular.
Se sabe, que niveles elevados de MMP-3 son predictivos de pérdida de volumen de
cartilago articular con seguimiento por RMN a 2 afos, por lo cual podria ser util en

15



subgrupos de poblacion en los cuales la progresion a OAPT inicie de forma
temprana. En seguimiento a 30 meses, niveles basales de MMP-3 son predictores
de disminucidén del espacio articular. En general, la presencia de metaloproteinasas
es consecuencia de una cascada de citocinas que promueven un estado

inflamatorio. 17.18.19.20,21

Ambos B-OA estan clasificados de acuerdo de los criterios BIPED de la siguiente
forma: U-CTx-Il (B, P) y S-MMP-3 (B).?

ELISA Y REPORTE DE LA CONCENTRACION DE BIOMARCADORES DE
OSTEOARTRITIS. Los kits para la deteccion de CTx-Il y MMP-3 por medio de
ELISA se obtuvieron de Cloud-Clone Corp (EE. UU.) y se usaron de acuerdo a el
protocolo del fabricante. Se analizaron por duplicado o triplicado 100 pl de cada
suero, orina y estandares.?® Después, se afadieron 100 uL de estandar o muestra
a cada pocillo y se incubd 1 hora a 37 °C; a continuacion, se aspiré y se afiadieron
100 pL de reactivo de deteccion preparado Ay se incubd 1 hora a 37 °C; después,
cada pozo se lavo 3 veces; mas tarde se afadieron 100 pL de reactivo de deteccion
preparado B, y se incub6 30 minutos a 37 °C; cada pocillo se lavd 5 veces, se le
afadieron 90 ul de solucién de sustrato y se incubaron 10-20 minutos a 37 °C.
Finalmente, en cada pocillo se afadieron 50 yL de soluciéon de parada e
inmediatamente en un lector de microplacas (DTX 800, Beckman Coulter), se ley6
la absorbancia a 450 nm. Las muestras se diluyeron, segun lo necesario, para que
la absorbancia (450 nm) se encontrara dentro del rango de la curva estandar y se
realizaron por triplicado.

VARIABLES. En general la OAPT es causada por una combinacion de factores
locales y sistémicos que determinan la progresion y severidad de la misma. Las
siguientes son las variables utilizadas en el estudio. (Tabla 2)

Edad. Se incluyeron pacientes de 16-45 anos, buscando una correlacion entre las

concentraciones de B-OA y la edad.
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Sexo. Actualmente sabemos que el sexo femenino tiene mayor susceptibilidad de
ruptura del LCA por cuestiones anatomicas, por ende, mayor riesgo de presentar
OAPT. Por lo cual también se buscdé una asociacion del sexo con las

concentraciones de B-OA.

Tiempo de evolucion de la lesion. El retraso en la atencion de una ruptura de LCA
conlleva a la presencia de inestabilidad cronica de la rodilla, que puede deteriorar el
cartilago articular y tejido meniscal ocasionando progresion a OAPT deforma
acelerada. En estadios agudos del traumatismo podemos obtener informacion del
comportamiento de B-OA y reconocer si las concentraciones basales tienen
repercusion en la evolucion posterior a la R-LCA.

Lesion meniscal. Sabemos que una buena proporcion de pacientes con ruptura de
LCA presentan algun tipo de lesién meniscal y que la frecuencia aumenta con el
tiempo de evolucion debido a la inestabilidad de la rodilla. También la distribucion
por edad de acuerdo al tipo de lesidn se modifica, siendo las lesiones longitudinales,
por lo general de origen traumatico, mas frecuentes en <30 afos y las lesiones
degenerativas mas frecuentes en >40 afios.’ La progresion a OAPT en pacientes
gue se someten a meniscectomia parcial o total es similar a la de pacientes con
ruptura de LCA, con 50% de progresion a 10 anos de la cirugia versus 16% en
quienes no se realiz6.2?* Cabe mencionar, que existen mayores consecuencias a
largo plazo en el cartilago articular de quienes se realiza meniscectomia en el

compartimento lateral.?52%

Grado de lesion condral. De la misma forma que las lesiones meniscales se asocian
a la ruptura del LCA, también existen lesiones del cartilago articular presentes al
momento de la lesidn y que progresan con el tiempo. El cartilago articular esta
conformado en un 90-95% por colagena tipo 1.2 Al momento de presentarse una
lesion del cartilago articular en mayor o menor grado, seran liberadas moléculas de
colagena tipo I, que pueden ser detectadas por medio de diversos B-OA. Keays et
al, reportaron una asociacion entre el desarrollo de OAPT y la presencia de lesiones
condrales tanto en el compartimento tibiofemoral como patelofemoral, (r=0.41 y
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r=0.75, respectivamente), sin embargo, en este estudio unicamente se analiz6 la

presencia o ausencia de lesion de cartilago sin discriminar entre el grado de lesion."

VARIABLES INDEPENDIENTES VARIABLES DEPENDIENTES
Edad CTx-Il U (mcg/mmol)
Sexo MMP-3 S (ng/ml)

Tiempo de evolucion

Lesion meniscal

Grado de lesion condral

Tabla 2. Variables independientes y dependientes del estudio.

TAMANO MUESTRAL. Dentro de una poblacién de aproximadamente 150
pacientes, se tomdé una muestra no probabilistica, consecutiva, a expensas de
aceptar la participacion en el estudio, de 40 pacientes (considerando utilizar el 100%
de los sets de Biomarcadores para ELISA) que cumplieran con los criterios de
inclusion y que aceptaran participar en el estudio durante 2 aflos mediante firma de

consentimiento informado distinto al consentimiento del procedimiento quirurgico.

Es importante mencionar que el tamafo de nuestra muestra se encuentra dentro
del rango considerado en estudios previos, con adecuado nivel de evidencia y
puntaje metodologico dentro de la revision sistematica realizada por Harkey et al,

en el estudio de biomarcadores en pacientes con lesién de LCA.%282°

SESGO. Al realizar una muestra por conveniencia, no se puede asegurar la
representatividad de la poblacion, sin embargo, dado el propdésito del estudio y los
criterios de inclusion se cumple con los objetivos del mismo. Con los criterios de
exclusion se trato de controlar los factores que en mayor o menor grado alteran las

concentraciones de B-OA.
ANALISIS ESTADISTICO.

Con el paquete estadistico SPSS V.27 se llevo acabo el analisis estadistico. Se
realiz6 inicialmente la estadistica descriptiva de la poblacion estudiada.

Posteriormente se realizaron pruebas de normalidad a ambos biomarcadores con
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prueba de Shapiro-Wilks dado el tamafio muestral (n< 50), al comprobar la
distribucion anormal de ambos biomarcadores, asi como de la diferencia de la
primera y segunda medicion, se continuo el analisis con el uso de pruebas no
paramétricas principalmente estadistico de rangos de Wilcoxon y correlacién de
Spearman. Para analizar cada una de las variables la poblacion total fue
segmentada de acuerdo a la variable a estudiar.
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RESULTADOS

PARTICIPANTES Y ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

Obtuvimos una muestra 40 pacientes, de los cuales 27 (67.5%) fueron del sexo
masculino y 13 (32.5%) del sexo femenino. La media de edad de la poblacién fue
de 26.05 afios (+8.05), asi como un indice de masa corporal (IMC) promedio de
2478 (£3.2). El tiempo de evolucion desde la lesion hasta recibir tratamiento
quirargico fue de 1.84 anos (+1.8). Para la segunda medicién se tuvo una pérdida
de 8 pacientes (5 hombres y 3 mujeres), lo cual representa el 20% de la muestra,
sin embargo, permanece dentro de rangos permisibles para un estudio
observacional. El tiempo a la segunda medicion fue de 2 afos, posterior a la

Reconstruccion del Ligamento Cruzado Anterior. (Tabla 3, Diagrama 1)

VARIABLE MEDIA (DESVIACION ESTANDAR) o %
Edad 26.05 (£8.05) afos
Sexo 67.5% M, 32.5% F
IMC 24.78 (+ 3.2) kg/m?
Tiempo de evolucion 1.8 (+1.8) afios
% de lesién meniscal 85%
% de lesién condral 35%

Tabla 3. Caracteristicas demograficas de la poblacidn de estudio. N=40. (IMC, indice de masa corporal).

En cuanto a la presencia de lesién meniscal se presenté en un total de 85% de los
pacientes, 60% (n=24) tuvo lesién de menisco medial, de los cuales 14 fueron
sometidos a meniscectomia parcial y 10 fueron reparados mediante alguna técnica.
La lesion de menisco lateral se presentd en 47.5% de los pacientes (n=19), de los
cuales a 14 de ellos se realizé6 meniscectomia parcial y reparacion en 5 de ellos.
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Aproximadamente 140-150 pacientes con ruptura de LCA

(14-50 anos), INR-LGII: febrero 2018 — febrero 2019

[ Criterios de Inclusién ]

Toma de muestras de suero y orina

!

[ Reconstruccion de LCA con técnica por portal medial ]

i

Perdidas en seguimiento a 2 afios (n=8)
4: Dificultad para traslado
2: Cambiaron de localidad
2: Causa desconocida

!

Disponibles para analisis estadistico
con pruebas no paramétricas (n=32)

Diagrama 1. Diagrama de flujo del estudio.

Se reportd la presencia de lesiones condrales, encontrandose en 14 pacientes
(35%), 7 de los cuales presentaron una lesion igual o menor a grado 2 y otros 7 con

lesiones mayores a grado 2, segun la clasificacion del ICRS.%° (Fig. 1)

e o N WY

Figura 1. Clasificacion de lesiones de cartilago de la ICRS (International Cartilage Regeneration and Joint Preservation Society). Grado 1A:
lesion superficial o reblandecimiento. Grado 1B: Fisuras superficiales o laceraciones. Grado 2: Deshilachado, lesiones y fisuras que se
extiendan menos del 50% de la profundidad del cartilago. Grado 3A: Defecto >50% pero que no llega a la capa calcificada. Grado 3B: Defecto
>50% pero que llega a la capa calcificada. Grado 3C: Defecto >50% que no atravieza la capa subcondral. Grado 3D: Defecto >50% con
presencia de ampollas. Grado 4A: Defecto que incluye la capa subcondral superficial. Grado 4B: Defecto que atravieza el hueso subcondral.
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BIOMARCADORES.

Ambos biomarcadores y las diferencias entre la segunda y primera medicion de U-

CTx-Il y S-MMP-3 presentaron una distribucion anormal, por medio de la prueba de

normalidad de Shapiro Wilks, exceptuando la segunda medicion de S-MMP-3,

dados los resultados que se muestran a continuacion, se utilizaron pruebas no

paramétricas para analizar los distintos comportamientos de los B-OA segun el

caso. (Tabla 4).

1a medicion | 2a medicion | Diferencia de 1a Medicion 2a Medicion Diferencia de
CTx-llU CTx-11U Mediciones MMP-3 S MMP-3 S Mediciones
(mcg/mmol) | (mcg/mmol) CTx-1l U (ng/ml) (ng/ml) MMP-3 S
N Vilido 40 32 32 40 32 32
Perdidos 0 8 8 0 8 8
Mediana 3.1 59.0 52.6 .00 2.8 2.5
Rango 14.0 187.6 191.3 23.7 3.1 24.8
p valor Shapiro Wilks .02 .01 .01 .00 .41 .00

Tabla 4. Medianas y rangos de las medidas de los B-OA (U-CTx-Il, S-MMP-3). Se anexa el p valor para la prueba de normalidad de Shapiro
Wilks, comprobando la distribucion anormal en todos los casos, excepto la 2da medicion de S-MMP-3. *Se muestra la perdida de 8
pacientes (20% de la muestra), lo cual esta en rango aceptable para el analisis de casos validos.

De igual forma ambos B-OA tuvieron un aumento significativo de la primera a la

segunda medicion, por medio del estadistico de rangos de Wilcoxon. (Tabla 5, Fig 2).

Medicién (Mediana) Rango
Marcador . .
1a 2da promedio p valor Wilcoxon
U-CTX Il (mcg/mmol) 3.1 59.0 18.25 <0.001
S-MMP3 (ng/ml) .00 2.8 15.85 0.002

Tabla 5. Estadistico de Rangos de Wilcoxon, con aumento significativo (p valor <0.05) de la primera a la segunda medicién en ambos B-OA.

De las 32/40 mediciones donde se completo el seguimiento a 2 anos, en el caso de

U-CTx-Il, unicamente en 4 casos hubo una disminucién en la medicion y en 5

pacientes para S-MMP-3.
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CTXI CTXIl 2 MMP3 MMP3 2

Figura 2. Aumento significativo entre mediciones, (inicial y a los 2 afios de seguimiento), para ambos Biomarcadores de OA.

BIOMARCADORES Y RELACION CON EDAD.

Se realizé prueba de normalidad para edad, encontrando distribucién anormal por
medio de la prueba de Shapiro Wilks con una p=0.002 y una mediana de edad de
24 anos, con un rango de 27. Dado este resultado se tomé como punto de corte 24

afos para comparar las diferencias entre mediciones con estadistico de Wilcoxon.

Se obtuvo una significancia estadistica para >24 afos en ambos B-OA, (U-CTx-lI:
p=0.003 y S-MMP-3: p=0.001), y para < 24 afios unicamente en CTx-ll, (CTx-Il U:
p=0.001 y S-MMP-3: p=0.28); por lo cual para U-CTx-Il la edad no representé un
factor determinante en el aumento significativo de ambas mediciones a diferencia

de MMP-3 S que fue significativo en mayores de 24 anos. (Fig. 3)
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EDAD <= 24 (FILTER) EDAD > 24 (FILTER)

Selected Selected
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Figura 3. Dada la distrubucion anormal de la poblacion por edad, se tomo la mediana de edad (24 afios) como punto de corte para
determinar si este factor influye en el comportamiento de alguno de los B-OA. Encontrando un aumento significativo en el caso de MMP-
3 en mayores de 24 afios.

BIOMARCADORES Y RELACION CON SEXO.

Al dividir a la poblacién de estudio para su analisis por sexo, por medio de prueba
no parametrica para muestras 2 relacionadas con estadistico de Wilcoxon, se
encontré una diferencia significativa para las mediciones de U-CTx-Il, en ambos
sexos (p=0.03 femenino y p=0.01 masculino), a diferencia de MMP-3 S donde la
diferencia unicamente fue significativa en el sexo masculino, (p=0.008). Con lo cual
el aumento de ambos biomarcadores es significativo en hombres y solamente es
significativo para U-CTx-ll en mujeres. (Fig. 4)
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Figura 4. Por medio de estadistico de rangos de Wilcoxon de determino una diferencia significativa entre mediciones: En pacientes de sexo
masculino la diferencia fue significativa en ambos B-OA y en pacientes de sexo femenino fue significativa unicamente para CTx-Il U.

BIOMARCADORES Y RELACION CON TIEMPO DE EVOLUCION.

Para analizar el tiempo de evolucion desde la lesion con las mediciones de B-OA,
se realizaron correlaciones no parametricas por medio de Rho de Spearman,
encontrando una correlacion significativa en pacientes de sexo femenino con
relacion a todas las medidas de U-CTx-Il, asi como la diferencia entre ambas
mediciones. (Tabla 6) Dado que el coeficiente de correlacion resultdé negativo,
podemos interpretar que en mujeres a menor tiempo de evolucion de la lesidn,
mayores seran las concentraciones de U-CTx-Il. Para pacientes de sexo masculino
no se encontrd ninguna correlacion significativa en cuanto al tiempo de evolucion

de la lesioén y la concentracion de los B-OA.
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Coeficiente de correlacion, Rho de
Spearman (r)
p valor 0.04 0.01 0.03

Tabla 6. Correlacién (Rho de Spearman) de tiempo de evolucion de la lesidn con las concentraciones de U-CTx-Il en sexo femenino, asi
como de la diferencia entre mediciones.

-0.55 -0.73 -0.67

SEXO: FEMENINO

10,00

8,00

6,00

CTXII

4,00

2,00

00 2,00 4,00 6,00 8,00

TIEMPO DE LESION

SEXO: FEMENINO

140,00
120,00
100,00

80,00

CTXIl 2

60,00 e

40,00

20,00

00 2,00 4,00 6,00 8,00
TIEMPO DE LESION

Figura 5. Diagrama de dispersion donde se muestran mayores niveles de U-CTx-Il en muejeres a menor tiempo de evolucion después de la
lesion y reconstruccion del ligamento cruzado anterior.
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BIOMARCADORES Y RELACION CON PRESENCIA DE LESION MENISCAL.

Se dividié a la poblacion de estudio en 2 grupos de acuerdo a la presencia o
ausencia de lesion meniscal, para posteriormente analizar si hubo una diferencia
significativa entre las mediciones de los biomarcadores. En el caso de U-CTx-lI,
hubo un rango promedio de 3 para quienes no tuvieron lesién meniscal y de 15.7
para quienes si tuvieron lesiébn de menisco, en ambos escenarios hubo significancia
(p=0.043 y p=0.000, respectivamente). Para S-MMP-3, el rango promedio para
quienes no tuvieron lesion meniscal fue de 3.5 y de 12.87 en quienes se encontro
lesion meniscal. El p valor fue significativo solo en el caso presencia de lesion

meniscal con p=0.01.

BIOMARCADORES Y RELACION CON GRADO DE LESION CONDRAL.

Para analizar la diferencia de mediciones de ambos B-OA, se dividio a la poblacion
en 3 grupos de acuerdo a la presencia 0 no de lesion condral de la siguiente forma:
Ausencia de lesion, lesidon condral < grado 2 y lesiébn condral > grado 2.
Posteriormente se realizo la prueba no paramétrica con estadistico de rangos de
Wilcoxon para determinar la significancia entre las distintas mediciones de acuerdo

al grado de lesion condral.

U-CTx-1l (mcg/mmol)
Lesion Rango Promedio p valor Rango Promedio p valor Rango Promedio p valor
Condral Poblacion total (Wilcoxon) Sexo Femenino (Wilcoxon) Sexo Masculino (Wilcoxon)
No lesion 10.9 0.00 2.5 0.06 8.9 0.001
< Grado 2 4 0.04 2 0.65 2.5 0.06
> Grado 2 4 0.24 3 0.71 15 0.18

Tabla 7. Estadistico de Rangos de Wilcoxon para determinar las diferencias entre mediones segun el grado de lesion condral. Existe
significancia en quienes no tuvieron lesién condral en la poblacion total y en el sexo masculino.

En el caso de U-CTx-Il, se encontrd significancia en quienes de forma inicial no
tenian lesion condral (p<0.05) con un rango de 10.9, y de igual forma en quienes

tenian lesion condral < grado 2 (p=0.04) con un rango de 4. Para quienes tuvieron
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lesion condral > grado 2, no hubo diferencia significativa. Sin embargo al dividir a la
poblacidén por sexo, adicionalmente al grado de lesién de cartilago, se encontrd
significancia en el sexo masculino que no tenia lesion de cartilago (p=0.001) con un
rango promedio de 8.9. (Tabla 7)

Por tal motivo se decidi6 en el caso de U-CTx-Il, observar el comportamiento de las
medianas de la poblacién total y por sexo para la 12 y 22 medicion. Se observo que
en la poblacion total existe una disminucién de la primera a la segunda medicion,
de acuerdo al grado de lesion condral, es decir, a mayor grado de lesion condral
menor fue la diferencia de medianas. (Tabla 8, Fig 6)

. -CTx-1l 1 -CTx-Il - 2 ) . .
Lesion Condral U-Clx a' medicion U-CTx ? medicion Diferencia de Medianas
(Mediana) (Mediana)
No lesion 4.1 59.9 55.8
< Grado 2 2.7 53.2 50.5
>Grado 2 2.1 7.7 5.6
Tabla 8. Comparativa de medianas en la poblacion total, de las medidas de U-CTx-Il (128 y 22 medicion, asi como de la diferencia de
medianas).
Poblacién Total
70
60
50
40
30
20
10
0 [ | I
No Lesion Condral LC<grado 2 LC>grado 2

m CTx-Il 1a medicién (Mediana) CTx-Il 2a medicién (Mediana)

Figura 6. Representacion con diagrama de barras de la mediana de CTx-Il U, de acuerdo al grado de lesion condral (12 y 22 medicidn)
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Al realizar la misma comparacion de medianas, dividiendo a los grupos por sexo, en
el caso del sexo femenino, se observd que conforme mayor es el daio condral
menor sera la diferencia de medianas, contrario a lo que sucedié en el grupo de
sexo masculino donde la diferencia de medianas es mayor cuanto mayor es el grado
de lesién condral. (Tabla 9,10. Fig 7,8.)

No lesion 6.2 64.9 58.7
< Grado 2 2.7 18 15.3
> Grado 2 1.9 29 1

Tabla 9. Comparativa de medianas en la poblacion de sexo femenino, de las medidas de CTx-1l U (12 y 22 medicion, asi como de la diferencia
de medianas).

Sexo Femenino

70
60
50
40
30
20

10

. 1l

No Lesion Condral

|
LC<grado 2

LC>grado 2

B CTx-ll 1a medicién (Mediana) CTx-Il 2a medicidn (Mediana)

Figura 7. Representacion con diagrama de barras de la mediana de CTx-Il U, en sexo femenino, de acuerdo al grado de lesién condral (12
y 22 medicion)

No lesién 3.9 59.9 56
< Grado 2 33 69.6 66.3
> Grado 2 3.7 98.6 94.9

Tabla 10. Comparativa de medianas en la poblaciéon de sexo masculino, de las medidas de CTx-Il U (12 y 22 medicion, asi como de la

diferencia de medianas).
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Sexo Masculino
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40
20

0 — —

LC< grado 2

No Lesion Condral LC>grado 2

m CTx-ll 1a medicién (Mediana) m CTx-Il 2a medicion (Mediana)

Figura 8. Representacion con diagrama de barras de la mediana de CTx-Il U, en sexo masculino, de acuerdo al grado de lesién condral (12
y 22 medicidn).

En cuanto a S-MMP-3 S, se encontraron diferencias significativas en la poblacion
total, en quienes no tuvieron lesidn condral inicial, la cual al dividir el grupo por sexo
permanecio significativa en pacientes de sexo masculino, sin encontrar un patrén

claro en la diferencia de mediciones. (Tabla 11, Fig 9)

Rango
p valor Rango Promedio p valor Rango Promedio p valor
Lesion Condral Promedio
(Wilcoxon) | Sexo Femenino | (Wilcoxon) | Sexo Masculino (Wilcoxon)
Poblacién total
No lesion 11 0.002 3 0.14 8.5 0.008
< Grado 2 2.5 0.91 1 0.65 2 0.71
> Grado 2 3.5 0.02 2.5 0.06 1.5 0.18

Tabla 11. Estadistico de Rangos de Wilcoxon para determinar las diferencias entre mediciones segun el grado de lesién condral. Existe
significancia en quienes no tuvieron lesion condral y con lesiones mayores a grado 2 en la poblacion total, asi como en ausencia de lesion

en el sexo masculino.
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Figura 9. A pesar de que en sexo masculino y en la poblacion total existeron diferencias significativas en quienes no tuvieron lesion
condral inicial, no se determina un patrdn claro en la concentracion de S-MMP-3.
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DISCUSION

Al analizar de manera incial ambos B-OA, se identificé una distribucion anormal en
ambos. En el caso de CTx-Il, se ha comprobado en estudios piloto en animales que
disminuye con el tiempo de evolucion de la lesion y con la edad, lo cual en nuestro
estudio puede estar asociado con su anormalidad. Con respecto a la anormalidad
para MMP-3, al estar regulada por TIMPs (Inhibidores Tisulares de
Metaloproteinasas), de acuerdo a lo avanzado del proceso degenerativo del
cartilago articular estos reguladores no aumentan al mismo grado que las

Metaloproteinasas, por lo cual permitiran mayor proteolisis del tejido articular.'®31

De acuerdo a lo reportado en la literatura, a pesar de restablecer la estabilidad de
la rodilla con la R-LCA, persistira un aumento significativo en los B-OA, en este caso
U-CTx-Il y S-MMP-3, indicando la prevalencia de un estado inflamatorio que pudiera
desencadenar en un proceso acelerado de OAPT, sin embargo es preciso
reconocer que a pesar de ese aumento, no todos la desarrollaran. Esta aumento en
concentraciones de B-OA, asi como de su diferencia entre mediciones, sugiere que
el proceso degenerativo de la articulacion inicia de forma temprana y que ni
restableciendo la biomecanica de la articulacion, habra una eventual disminucion de
biomarcadores. Actualmente se sabe que en un subgrupo de pacientes
(aproximadamente el 35%) con lesion de LCA, desarrollara una respuesta
inflamatoria descontrolada que aparentemente no esta relacionada con la severidad
de la lesion, sin embargo este analisis es en base a una sola determinacion de B-
OA en pacientes con ruptura de LCA en agudo y no se considero el efecto cronico

que pueden tener la lesion meniscal y condral en estos pacientes.?3?

En relaciéon a la mediana de edad del estudio (24 afios), se observd un aumento
significativo a partir de este punto de corte para S-MMP-3, lo cual considerando
publicaciones previas, concuerda con algunas de estas conclusiones. La primera,

es que la presencia de MMP-3 se traduce en un estado proinflamatorio, que se
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presenta de forma natural con el envejecimiento y por lo cual encontraremos
mayores concentraciones conforme al incremento de edad. El otro punto es que
también se reportan mayores concentraciones ante la presencia de sinovitis
demostrada por medio de resonancia magnetica, y que se considera un proceso

clave e inicial en el establecimiento de OAPT.33:34.35

A pesar de que ambos biomarcadores tuvieron un incremento significativo, este
tambien es considerable cuando se dividio a la poblacion por sexo. Se sabe el papel
hormonal que tienen tanto la testosterona como los estrogenos en los niveles de B-
OA vy la correlaciébn negativa que tienen con ambas hormonas. Ambos
biomarcadores tuvieron incremento significativo en el sexo masculino, y en el sexo
femenino unicamente fue significativo para CTx-ll. En el caso de MMP-3 se
corrobora lo reportado por algunos estudios, donde a pesar de que el aumento en
las concentraciones correlaciona con el aumento en la edad, es mayor en el sexo
masculino.® Esta regulacién positiva de niveles de MMP-3 tiene relacion estrecha
con los niveles de adenosina liberados por el cartilago articular y que es un punto
prometedor de estudio, ya que una regulacion positiva de esta, aumentara el estado
inflamatorio y una regulacion negativa promovera la muerte celular de condrocitos.*®
Con esto podemos considerar a el sexo masculino una poblacién de riesgo para
mayor progresion a OAPT. En el caso del sexo femenino las concentraciones de
CTx-Il tienen una relacion inversa con los niveles de estrogenos, que actuan como
condroprotectores, es decir, a mayor edad y mayor diminucién de niveles de
estrogenos, menor sera el efecto protector y se esperara mayor concentracion de
CTx-11.3” Tambien mayores niveles de CTx-ll en mujeres correlacionan con una
disminucion del espacio articular. Finalmente podemos decir que el sexo si es un
factor determinanate en los niveles de B-OA; con respecto a MMP-3 en el sexo
masculino y de CTx-Il en el sexo femenino, en ambos casos, se debe prestar
atencion en el futuro en caso de encontrar aumento en las concentraciones de estos
B-OA.
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Como se menciona en el estudio de Jacobs et al, existiran alteraciones mecanicas
secundarias a lesiones de menisco o cartilago, de las cuales se desconoce el efecto
proinflamatorio crénico, pero que en ambos casos pueden acelerar la presencia de
OAPT.3?2 En este estudio se demostré que ante la presencia de lesion meniscal,
existiran en ambos B-OA un aumento significativo. Es esperado, que ante las
alteraciones biomecanicas que se presentan posterior a una meniscectomia parcial
e incluso reparacion meniscal, aumenten las cargas en el compartimento afectado
desencadenando un proceso inflamatorio y de degradacion del cartilago articular.
Por tanto, se confirma que la lesibn meniscal per se, es un factor de riesgo para
deterioro del cartilago articular corroborado mediante el analisis de B-OA y que

progresara a OAPT a pesar de su reparacion.’

En mujeres con menor tiempo de evolucién de la lesion, se detectaron mayores
concentraciones de CTx-Il, tanto en el prequirurgico, como a los 2 afos de
seguimiento, momento en el cual dichas concentraciones fueron mayores a lo
detectado de forma inicial. Esto puede sugerir que la R-LCA en forma aguda puede
representar un segundo golpe o “second hit” con lo cual se perpetua el proceso
inflamatorio dentro de la articulaciéon.®® Este hallazgo también consistente con lo
recientemente publicado por Hunt E. et al, donde incluso a pesar de la aplicacién de
una inyeccion intraarticular de Triamcinolona prequirurgica, los niveles de B-OA
presentaron un aumento significativo después de la R-LCA.3° Podemos considerar
que mujeres con niveles basales aumentados de CTx-Il y con menor tiempo de
evolucion desde la lesion, pueden representar un subgrupo de riesgo al cual se deba
vigilar y tratar con ciertas particularidades.

Al analizar la diferencia de B-OA de acuerdo al grado de lesion condral, se encontré
un aumento significativo en quienes de forma inicial no tenian algun grado de lesion
condral tanto para CTx-ll como MMP-3 a 2 afios de segumiento, esto puede indicar
que posterior a la R-LCA, aun en quienes no tienen dafo condral, se puede

desencadenar un deterioro de la articulacion con el procedimiento quirurgico.
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Para la medicion de CTx-Il, de forma global, los niveles de la segunda medicion son
menores conforme mayor es el grado de lesion condral, confirmando que un
“second hit”, puede ser incluso mayor en quienes no tenian lesion de cartilago inicial.
Al dividir esta poblacion por sexo, en el caso de CTx-ll, notables diferencias existen,
siendo en el sexo masculino donde ese aumento sera mayor de acuerdo al grado
de lesion condral a 2 afos de seguimiento, a diferencia del patrén observado en el
sexo femenino, donde el aumento es mayor en quienes no tenian lesion condral y

menor conforme mayor es el grado de lesion.

Con esta informacion podemos interpretar que en el sexo masculino con lesiones
condrales mayores a grado 2, existira un mayor nivel de CTx-Il a 2 afos de
segimiento y que en mujeres es mayor el efecto del segundo golpe en quienes no
tienen lesidn de cartilago. A pesar de que ese aumento es significativo de forma
global en quienes no tienen lesion condral inicial y en hombres en el caso de MMP-
3, no se identificd un patron caracteristico al dividir a la poblacion por sexo y grado
de lesién condral.

Subgrupos de riesgo considerados en este estudio:

Pacientes > 24 afnos.

Mujeres con lesién aguda de LCA.

Presencia de lesidn meniscal.

Hombres con lesién condral >G2 asociada.

Puntos Clave del Estudio:

La distribucion de ambos B-OA es anormal.

Ambos B-OA tuvieron un aumento significativo, independientemente de la R-LCA.

Poblacion >24 afios de edad, tendra una diferencia significativa a la segunda medicion de MMP-3.

En cuanto a la diferencia de mediciones por sexo, existird un aumento significativo en ambos B-OA

en hombres y unicamente en CTx-Il para mujeres.

A menor tiempo de evolucion de la lesion, se encontraron mayores concentraciones de CTx-l en

mujeres antes y después de 2 anos de la R-LCA.

La presencia de lesion meniscal muestra un aumento significativo de ambos B-O.
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Posterior a la R-LCA, quienes no tuvieron lesién condral inicial, presentaron un incremento

significativo de CTx-Il versus quienes tuvieron cualquier otro grado de lesion condral.

Lesiones condrales > G2, tendran mayores concentraciones de CTx-ll a 2 aios en sexo masculino.
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CONCLUSIONES

El estudio de B-OA es complicado, en parte por que aun no existe un sistema de
estandarizacién en su reporte y el cual es variable de acuerdo a las distintas casas
comerciales (ELISA). En este estudio corroboramos la distribucion anormal de
ambos B-OA que se puede deber a los distintos sistemas de regulacién, asi como
a el comportamiento de los mismos segun las variables presentes en la poblacion
de estudio. A pesar de la R-LCA existird un aumento significativo de ambos B-OA
(U-CTx-Il y MMP-3), con lo cual corroboramos que la cirugia puede representar un
segundo golpe que perpetua el estado inflamatorio de la rodilla y con ello acelerar
la presencia de OAPT. Nuestra consideracion después de observar el
comportamiento de los biomarcadores estudiados, es que podemos catalogar como
subgrupos de riesgo a mujeres lesion aguda y niveles elevados iniciales de CTx-lI,
hombres con lesiones condrales > grado 2 y poblacién mayor de 24 afios, quienes
pudieran considerarse en un furuto proximo, candidatos a protocolos de estudio
donde se realicen terapias adicionales a la estabilizacion de la articulacion para
disminuir el riesgo de OAPT. Por otro lado seguimos considerando a la lesion
meniscal asociada como un factor de riesgo para OAPT, como ya se ha reportado
en la literatura. Es de suma importancia saber que la R-LCA per se, puede
desencadenar un proceso inflamatorio y de degeneracion articular

independientemente del estatus inicial de la articulacion.
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