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RESUMEN

Objetivo: Cuantificar niveles séricos de biomarcadores
inflamatorios, citoprotectores y tejidos-especificos y su
expresion génica en membrana sinovial en pacientes con
rotura del LCA con el fin de identificar factores pronosti-
cos de riesgo de evolucion a osteoartrosis (OA).

Material: se reclutaron 26 pacientes de forma consecu-
tiva que precisaban reconstruccion del LCA, y estaban en
fase cronica (> 3 meses desde la lesion) y estable.

Métodos: Se cuantifico la concentracion sérica de las
citoquinas IL-1a, IL-6, TNF-a, IFN-y, las quimocinas
CXCL8, CXCL10 y CCL5, los factores de crecimiento
G-CSF, GM-CSF; MMP3, TIMP1, y HSPA1A por ELISA. Se
analizd su expresion génica en muestras de membrana
sinovial por PCR a tiempo real cuantitativa.

Resultados: durante la artroscopia, se detectaron lesio-
nes meniscales asociadas en 12 pacientes (grupo control
positivo) y 14 fueron casos con rotura aislada del LCA
(grupo problema). Los pacientes con doble lesion liga-
mentaria y meniscal presentaron valores significativa-
mente superiores de IL-6 y TNF-a que no se acompana-
ron de diferencias en la cuantificacion relativa de los
mRNAs. Igualmente se objetivd disminucion significativa
de concentracion sérica de TIMP-1 y HSPA1A, asi como
de su expresion génica, con respecto a la rotura aislada
de LCA.

Conclusion: Dado el caracter antiinflamatorio y citopro-
tector de TIMP-1 y HSPA1A, los pacientes con doble le-
sion de LCA y menisco presentarian un ambiente mas
proinflamatorio en las rodillas que favoreceria el desarrollo
de OA con el tiempo. Se propone la consideracion de la
cuantificacion sérica de TIMP-1 y de HSPA1A como bio-
marcadores de riesgo evolutivo hacia OA.

Palabras clave: | CA, osteoartrosis, citoquinas,
quimocinas, proteinas de choque térmico,
biomarcadores.

SUMMARY

Objective: To quantify the levels of serum concentrations
of inflammatory, cytoprotective and tissue-specific bio-
markers and their gene expression in synovial membrane
samples of patients with anterior cruciate ligament (ACL)
injury with the aim to identify prognostic risk factors of
evolution to osteoarthritis (OA).

Material: 26 patients undergoing a reconstruction of ACL,
in a chronic and stable phase have been recruited.

Methods: Serum concentrations of cytokines IL-1a, 1L-6,
TNF-a, IFN-y, chemokines CXCL8, IP-10 CXCL10 and
CCL5; grown factors G-CSF, GM-CSF; MMP3, TIMP1, and
HSPA1A have been quantified by ELISA. Their gene ex-
pression in synovial membrane samples have been ana-
lyzed by Quantitative Real-Time PCR.

Results: During the arthroscopy, meniscal tears concom-
itant have been observed in 12 patients (positive control
group) and in 14 cases isolated ACL injury (problem
group) was discovered. Patients with double lesion of lig-
ament and meniscus, have shown significantly higher
serum concentrations of IL-6 and TNF-a, but the relative
quantification of their mMRNAs have not presented relevant
differences. Likewise, a significant decrease in serum lev-
els and gene expression of TIMP-1 and HSPA1A has been
observed in comparison with patients with isolated tear of
ACL.

Conclusions: Given the antiinflammatory and cytoprotec-
tive properties of TIMP-1 and HSPA1A, patients with dou-
ble lesion of ACL and meniscus could present a more
pro-inflammatory environment in their knees which leads
to the development of OA in the future. Consideration of
serum quantification of TIMP1 and HSPA1A as evolutive
biomarkers straight on OA is proposed.
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1. INTRODUCCION

El ligamento cruzado anterior (LCA) de la rodilla es una
de las estructuras articulares que con mas frecuencia se
lesiona y representa la cuarta parte de todas las lesiones
de la rodilla. Su incidencia anual verificada por Resonan-
cia Magnética (RM), es de 0,81/1000 habitantes de 10 a
64 anos, lo que se traduce en mas de 246.000 traumatis-
mos del LCA y mas de 175.000 reconstrucciones anuales
en los Estados Unidos [1, 2]. En Espanfa, un estudio de
2001 estim6 en 16.821 el numero de plastias de LCA
anuales, lo que representaria una prevalencia de 4 casos
por cada 1000 habitantes al ano, si todas las roturas se
hubieran operado. Una de cada 5 artroscopias de rodilla
realizadas en nuestro pais tendria como objetivo la re-
construccion de un LCA roto [3].

La lesion aguda del LCA ha demostrado ser un factor de
riesgo mayor para el desarrollo de osteoartritis (OA), con
una probabilidad de desarrollar una OA sintomatica entre
los 10 y los 20 anos posteriores a su reparacion post-le-
sional del 50% [4]. La lesion de la rodilla es la causa mas
importante de OA en gente joven, teniendo las mujeres
jovenes entre 3 y 5 veces mayor riesgo de padecer una
rotura del LCA que los varones [5]. Un estudio prospec-
tivo entre adultos jévenes puso de manifiesto que la inci-
dencia acumulativa de OA de rodilla sintomatica era del
14% a los 65 afnos entre los que tuvieron una lesion de
rodilla durante su adolescencia o primera juventud, frente
al 6% de incidencia entre los que no tenian antecedentes
de dafo en la articulacion [6]. Se calcula que la OA pos-
traumatica afecta a 5,6 millones de sujetos al afo y cons-
tituye el 12% del total de las OA sintomaticas en Estados
Unidos, lo que supuso en 2006 un coste estimado de 3,06
billones de dolares, esto es el 0,15% del gasto total sani-
tario directo. Ademas, los pacientes con afectacion liga-
mentosa de la rodilla y OA post-traumatica son, en pro-
medio, de 15 a 20 anos mas jovenes que los pacientes
con OA primaria, cuando ambos se hacen sintomaticos

[7].

La recuperacion de la estabilidad de la articulacion de la
rodilla mediante la reconstruccion del LCA no reduce la
incidencia de OA post-traumatica. Estudios epidemiologi-
cos indican que el 50-60% de pacientes con rodillas re-
construidas por dafio del LCA tienes signos radiograficos
de OA después de cinco afnos. (8). Ello sugiere que las
alteraciones biomecanicas no son los Unicos factores de-
terminantes de OA. Otros factores diferentes, o afiadidos
a las alteraciones biomecanicas, serian los responsables
de los cambios osteoartriticos que se producen tras la
rotura del LCA, y esos factores deben ser de naturaleza
bioldgica. Se ha observado que en las primeras 24 horas
tras la rotura del LCA, se produce un rapido incremento
de los niveles de citoquinas intraarticulares, especial-
mente IL-6, IL-8, TNFa, antagonista del receptor de IL-1
(IL-1Ra), IP-10 y el Factor Estimulante de Colonias Granu-
locito-Macrocito (GM-CSF), niveles que se mantienen ele-

vados durante la primera semana para disminuir poste-
riormente [9,10]. Las citoquinas aumentan el catabolismo
de los condrocitos lo que conlleva el desarrollo de lesio-
nes condrales, y promueven la inflamacion sinovial. Estas
citoquinas provocan la degradacion del cartilago indu-
ciendo la sintesis y liberacién de proteasas degradantes
de la matriz, tales como las metaloproteasas de la matriz
(MMPs) [11]. Se han demostrado citoquinas proinflamato-
rias, quimocinas y MMPs en el liquido y el tejido sinovial
de pacientes tanto con OA primaria como en sujetos con
rotura de LCA, especialmente las MMP-1 y MMP-3, asi
como el inhibidor tisular de metaloproteasa, TIMP-1, lo
que ha llevado a algunos autores a sugerir que tanto las
citoquinas como las MMPs serian las responsables de la
destruccion del cartilago a largo plazo [12].

Pero la OA no es simplemente una enfermedad del carti-
lago articular, sino de toda la articulacion incluyendo car-
tilago, hueso, sinovial y meniscos. Los sujetos con roturas
de menisco no sometidos a intervencion quirurgica, desa-
rrollan OA radioldgica en un porcentaje significativamente
superior que aquellos que no tienen lesiones meniscales,
lo que sugiere que la rotura de menisco es, por si misma,
un potente factor de riesgo para el desarrollo de OA ra-
diologica [13]. Ademas de los factores propiamente me-
cénicos, se han involucrado también a factores biologi-
cos; si bien se conoce poco de los mecanismos metabo-
licos por los cuales la rotura de menisco conduce a OA
de rodilla, se ha demostrado que se produce una varia-
cién en la expresion génica de sus células, con incre-
mento de expresion de las citoquinas proinflamatorias y
la metaloproteasa MMP-13 [14], incremento que se poten-
cia cuando existe rotura de LCA concomitante [15].

Las denominadas proteinas de choque térmico (Heat-
shock proteins, Hsps) o proteinas de estrés constituyen
una parte esencial de la respuesta celular a la agresion.
Ante la accion de diferentes estimulos tales como la infla-
macion, los traumatismos, infecciones, estrés oxidativo,
isquemia-reperfusion...etc, las células regulan al alza la
expresion de los genes hsps para incrementar la sintesis
de estas proteinas de incuestionable papel citoprotector
[16]. Dentro de la superfamilia de las Hsps, la Hsp70,
actualmente denominada HSPA1A [17], es la mas amplia-
mente estudiada. Posee actividades antiinflamatorias y
antiapoptoticas [18] y esta implicada en enfermedades
como la artritis reumatoide, la ateroesclerosis, la esquizo-
frenia, o el cancer.

Planteamos la hipotesis de que los pacientes con rotura
del LCA que presenten niveles elevados de interleuquinas
y quimocinas proinflamatorias y metaloproteasas, y con-
centraciones bajas de la proteina citoprotectora HSPA1A,
estaran mas predispuestos a desarrollar una osteoartrosis
de rodilla, y que dichos mediadores estaran aun mas in-
crementados y la HSPA1A mas disminuida, si existe le-
sion meniscal asociada. En el presente trabajo se han
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analizado los niveles séricos de biomarcadores inflamato-
rios, citoprotectores y tejido-especificos y su expresion
génica en la membrana sinovial de la rodilla de pacientes
con rotura aislada de LCA sometidos a reconstruccion por
artroscopia, y en pacientes con rotura de LCA y lesion
meniscal concomitante.

2. MATERIAL Y METODOS

Se reclutaron 26 pacientes de forma consecutiva que se
encontraban en lista de espera para la reconstruccion del
LCA, con edades entre 18 y 53 afos (media 30.35 +
9.61). Los criterios de inclusion fueron: pacientes cuyas
rodillas tuvieran una movilidad completa y clinicamente se
encontraran en la fase crénica (> 3 meses) y estable de
la recuperacion tras la rotura del LCA. Todos ellos se
sometieron a un examen ortopédico especifico para ex-
cluir una potencial osteoartrosis en otras articulaciones
fuera de la rodilla y a una encuesta para establecer la
fecha de la lesion y la de la aparicion de los sintomas. Los
criterios de exclusion comprendieron pacientes con frac-
turas, enfermedades 6seas metabdlicas, artritis reuma-
toide y otras artritis inflamatorias, disfuncion renal, historia
de tratamientos osteoanabdlicos, tratamientos intraarticu-
lares o cirugias en los tres meses previos a la interven-
cion. En todos los casos la anestesia fue regional. Como
controles negativos se incluyeron 5 voluntarios sanos, de
20 a 38 anos, sin historia previa de traumatismos o lesio-
nes articulares.

Todos los participantes firmaron el consentimiento infor-
mado y los protocolos fueron aprobados por la Comision
de Investigacién y la Comision de Etica de la Investiga-
cion Clinica de la Fundacion para la Investigacion Biomeé-
dica del Hospital Gregorio Marafon.

2.1. RECOGIDA DE LAS MUESTRAS

Se extrajeron 10 ml de sangre por venopuncion en tubo
seco antes de la anestesia y en brazo contralateral al
portador de una la via de acceso intravenoso; tras su
centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 min, se tomo el
suero que se guardo a -80°C hasta su utilizacion.

Durante la cirugia artroscopica se tomaron varios frag-
mentos de membrana sinovial del fondo de saco de la
rodilla con una pinza de biopsia. Inmediatamente tras la
extraccion, las biopsias se introdujeron en un tubo seco
en condiciones de esterilidad que se sumergié inmedia-
tamente en Nitroégeno liquido para su traslado al laborato-
rio. Una vez en el laboratorio, se pesaron las muestras (no
superiores a 0.5 cm de tamafo) y se almacenaron a -80°C
hasta su procesamiento.

2.2. CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES

Se cuantificaron simultaneamente las siguientes citoqui-
nas, quimocinas y factores de crecimiento: TNF-a, IFN-y,
G-CSF, GM-CSF, IL-1a, IL-8 (CXCL8), IP-10 (interferon
inducible protein-10, también identificada como CXCL10)
y RANTES (regulated upon activation, normal T cell ex-
pressed and secreted, o CCL5), mediante el Human In-
flammation ELISA Strip for Profiling 8 Cytokines, de VITRO,
siguiendo las indicaciones del fabricante. En paralelo, se
monto una segunda placa con concentraciones progresi-
vas de cada una de las 8 citoquinas elaboradas a partir
de estandares purificados (Protein Standards for Human
Inflammation ELISA Strip, catalog EA-1032). Tras desarro-
llar el ensayo, se obtuvo una curva patron de cada cito-
quina. La absorbancia de cada muestra y de cada cito-
quina se interpold en la correspondiente curva patrén
para obtener la concentracion exacta de cada citoquina
de cada muestra.

Las cuantificaciones de la concentracion sérica de IL-6,
MMP3 y TIMP-1y Proteina C Reactiva, se realizaron utili-
zando kits de ELISA comercial (BioNova Cientifica, s.l.,
Madrid, Espafa).

Se cuantifico HSPA1A en muestras de suero diluidas 1:5
mediante el kit de ELISA EKS-715 (Assay-Designs-
Stressgen, Ann Arbor, Michigan, USA) siguiendo las ins-
trucciones del fabricante. El kit reconoce la HSPA1A na-
tiva y recombinante, pero no tiene reactividad cruzada
con HSPAS8 (Hsp70 constitutiva) o HSPD1 (Hsp60). Los
coeficientes de variacion intra- e inter-ensayos fueron <
10%. La linearidad fue de 0.34-6.25 ng/mL vy la sensibili-
dad de 0.30ng/mL

2.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN
TIEMPO REAL CUANTITATIVA (Q-RT-PCR)

Previa a la extraccion de RNA de las muestras de mem-
brana sinovial, se enfrio una alicuota de RNAlater-ICE (Am-
bion, Life Technologies) a -80°C, para posteriormente in-
cubarla con la muestra en una proporcion de 10 volume-
nes de RNAlater-ICE en relacion al peso de la muestra,
durante al menos 16 h a -20°C. EI RNA total se extrajo de
las muestras de capsula sinovial de al menos 30 mg de
tamafo, mediante el RNeasy Fibrous Tissue Mini kit (Quia-
gen) tratado con DNAsa-I. Se cuantificd en un espectofo-
tometro NanoPhotometer (Implen, Munchen, Germany) y
guardd a -80°C. 1 ug de RNA total se retrotrascribio a DNA
complementario (cDNA) mediante el Quantitec Reverse
Trascrption Kit (Quiagen) en una reaccion de 20 pL a 42°C
durante 15 min, utilizando cebadores aleatorios y Quantis-
cript reverso-trascriptasa.

Para determinar los niveles de expresion de los mMRNA en
las muestras de membrana sinovial, se disefiaron dos pla-
cas con los primers para IL-1a, IL-6, , IFN-y, TNF- a, HS-
PA1A; MMP3, TIMP-1, CXCL8 (IL-8), CXCL10 (IP-10),
CCL5 (RANTES), CSF2 (GM-CSF) y CSF3 (G-CSF) (Roche
Applied Science). Los genes de referencia fueron Ciclofi-
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lina (PPIA) y el RNA ribosomal 18S. La mezcla de la reac-
cion para la PCR en tiempo real se realizé utilizando el
LightCycler 480 Probes Master kit (Roche Appiel Science),
y las condiciones fueron las siguientes: activacion a 95°C
durante10 minutos, desnaturalizacion a 95° 15 segundos,
amplificacion a 60° durante 1 minuto y extension a 72°
durante 30 segundos durante 40 ciclos, con una exten-
sién final a 72° durante 10 min.

Al valor de C, de cada marcador, se resto el valor del C,
de Ciclofilina para obtener el valor de AC, La expresion
normalizada de cada gen se calculé como 2-A°T [19].

2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para examinar la distribucion de los datos, se aplico el
test de Kolomogorov-Smirnoff. Los grupos de pacientes
se compararon mediante test no paramétricos: U Mann
Whitney para dos muestras independientes y el test de
Kruskas-Wallis para tres muestras independientes. El ana-
lisis de la correlacion de la concentracion de las citoqui-
nas entre si o0 con otras variables cuantitativas se realizo
mediante el test de correlacién de Spearman’s. Todos los
valores de probabilidad se derivaron de analisis bilatera-
les y un valor de p inferior a 0.05 se considero estadisti-
camente significativo, mientras valores de p entre 0.05 y
0.1, se consideraron indicativos de tendencia.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS
18.0 para Windows. software (SPSS Inc, Chicago).

3. RESULTADOS

3.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

De los 31 sujetos incluidos en el estudio, 26 fueron varo-
nes con una edad media de 29,15 + 8,70 afos y 5 muje-
res con una edad media de 31,8 + 13,21 afnos.

Tras la exploracion de la articulacion durante la artrosco-
pia, se detectaron lesiones meniscales asociadas en 12
pacientes que pasaron a integrar el denominado grupo
control positivo, 14 fueron casos con rotura aislada del
LCA y constituy6 el grupo problema.

3.2. CLASIFICACION DE LA SUPERFICIE ARTICULAR
DEL COMPARTIMENTO AFECTADO Y TIEMPO
DE EVOLUCION DE LAS LESIONES.

Siguiendo la clasificacion de Outerbridge, 5 pacientes
con rotura de LCA vy lesion meniscal asociada y 11 con
rotura aislada de LCA se catalogaron como grado 0, 6
controles positivos y 2 casos problema como grado 1y
so6lo 1 paciente con ambas lesiones tuvo una puntuacion
de 2.

El tiempo de evolucion de la la lesion, desde el dia que
se produjo hasta el de la intervencion quirdrgica fue de
24,25+32,67 meses para los pacientes con doble lesion y
de 30,08+35,79 para los que tenian solo rotura del LCA.

3.3. PROTEINA C REACTIVA (PCR)

Los pacientes con rotura del LCA y lesion meniscal aso-
ciada, presentaros las mayores cifras de PCR (4,39+0.99
mg/mL), que mostraron tendencia a la significacion esta-
distica con respecto a los individuos con rotura aislada y
sin lesion meniscal (2,37+0,51) (p<0.1, test de Mann-Whit-
ney). Ambos grupos presentaron concentraciones signifi-
cativamente superiores que los sujetos controles negati-
vos (0,58+0,31) (p< 0.05, test de Mann-Whitney).

La concentracion de PCR no se relacion6 con el tiempo
de evolucion de las lesiones, el grado de afectacion con-
dral, los niveles de citoquinas, MMP3, TIMP1 o HSPA1A
en ninguno de los grupos estudiados.

3.4. CITOQUINAS, QUIMOCINAS Y FACTORES
DE CRECIMIENTO

Se cuantificaron las concentraciones séricas de los bio-
marcadores en 8 sujetos problema, 5 controles positivos
y 5 controles negativos. Todas ellas siguieron una distri-
bucion normal (p>0.05).

Los valores de IL-1a, IL-8, IFN-y, G-CSF, GM-CSF y MMP3
no mostraron diferencias significativas entre los grupos
estudiados. Los pacientes del grupo control positivo pre-
sentaron concentraciones de IL-6 y TNF-a significativa-
mente superiores a los del grupo problema. Los pacientes
con rotura aislada de LCA presentaron las mayores cifras
de IP-10 y RANTES (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones séricas de citoquinas en la poblacion estudiada, segmentada segun el grupo.

IL-6 IL-1a IL-8 TNF-a IFN-r G-CSF GMCSF IP-10 RANTES
pg/mL (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM) (X=SEM)
CONTROLES POSITIVOS N=5 5.77+0.88 | 0.11+.059 | 0.075:0.007 | 0.29:+013 | 0.14:0.14 | 0.27+0.06 | 2.40+1.57 | 0.16:0.02 | 2.65:0.08
CASOS N=8 3.68+0.36 | 0.097+.05 0.069+.01 0.06+0.03 | 0.16+0.11 | 0.15+0.04 1.51+0.5 0.32+0.04 | 3.26+0.23
CONTROLES NEGATIVOS N=5 I I I I I I [ 0.04+0.005 | 2.49+.021
P* _ 0.018 0.033 0.006 0.040
p** 0.045 NS NS 0.045 NS 0.095 NS 0.03 0.045
P _ _ _ _ _ _ _ 0.012 0.048

Resultados expresados como media =+ error estandart de la media (X+SEM) (ng/mL).

| Indetectable

P*  Test de Kruskas-Wallis

pP** Test U de Mann-Whitney controles positivos versus casos problemas
P** Test U de Mann-Whitney controles negativos versus casos problemas
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Figura 1. Coerrelacion entre la concetracion IL-6y el grado de lesion condral.
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Los pacientes con rotura aislada de LCA, y no los que
presentaban lesién meniscal asociada, presentaron una
correlacion positiva entre los niveles de IL-6 y el grado de
lesion condral segun clasificacion de Outerbridge (p=
0.018, r=0.493, test de Spearman) (Figura 1). Ninguna del
resto de las ILs estudiadas se relacionaron con la edad,
el tiempo de evolucion de la lesion o el grado de afecta-
cion del cartilago articular.

Al analizar las interrelaciones entre las concentraciones
séricas de las diferentes interleuquinas, se demuestra que
al considerar la poblacion patologica global, existe una
fuerte correlacion positiva significativa entre los valores de
IL6 y TNF-a. en la poblacion global, que se pierde al seg-
mentar los grupos, y entre IL-6 y RANTES en los pacien-
tes con lesion de LCA con y sin afectacion del menisco
simultanea. Se demuestra igualmente la correlacion signi-
ficativa entre las dos quimocinas IP-10 y RANTES. El resto
de citoquinas estudiadas muestran también fuertes corre-
laciones positivas entre ellas. Al segmentar por grupo de
patologia, dichas correlaciones son mas acusadas entre
los pacientes con lesion aislada de LCA que en el grupo
control positivo (Tabla 2).

3.5. MMP3Y TIMP1

Se cuantifico la concentracion en suero de MMP3 y TIMP1
en 13 casos problema, 10 controles positivos y cinco con-
troles negativos, la cual siguid una distribucion normal.

No se evidenciaron diferencias en las concentraciones de
MMP3 entre los pacientes con rotura aislada del LCA vy
aquellos con rotura de LCA y lesion meniscal, ni tampoco
con el grupo control.
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Los pacientes del grupo problema tuvieron las mayores
concentraciones de TIMP1, proximos a la significacion
estadistica con respecto a los controles postivos (p=0.073,
Test de Mann-Whitney).

Se objetivd una significativa correlacion negativa entre
los valores séricos de MMP3 y de TIMP1 (r = -509, p =
0.003) (Figura 2). En los grupos estudiados no se demos-
tro correlacion entre las concentraciones de MMP3 vy
TIPM1 y el tiempo de evolucion de la lesion o el grado de
afectacion del cartilago.
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Tabla 2. Rango de correlacion de Spearman entre las concentraciones séricas de citoquinas en poblacién patolégica
global y segmentada segun el grupo al que pertenecen.

TNF-o. IFN-r G-CSF GM-CSF IL1- o IL-8 IP-10 RANTES
IL-6
Global ’ 'ggg**
.
Problema =
r
Control (+) P
TNF-o.
Global r 458 507 640 486 576 593
P .074* .045** .008** .056* .019** .016**
Problema Fr)
r
Control (+) =
IFN-r
Global r 788 760 885 580 558
P .000** .001** .000** .019** .025**
Problema r 741 791 .901 787
P .035** 019 .002** 021**
r 918 918
Control (+) P 028 028
G-CSF
r 871 879 604 714
Global P 000 000 013 002
Problema I; '3(23673** 'E?;M
Control (+) l; .ggi*
GM-CSF
r 848 673 668
Global P 000 004 003
Problema I; 'ggé** ggé*
Control (+) Fﬂ .g;i*
IL1-0
r 754 680
Global P 001 004
r
Problema P
.
Control (+) P
IL-8
Global . 'gggﬂ
.
Problema P
.
Control (+) P
IP-10
Global Fr, 'ggi**
r
Problema p
Control (+) Fr’
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Tabla 3. Concentraciones séricas de HSPA1A en la poblacion estudiada segmentada segun el grupo al que pertenecen

CONTROLES POSITIVOS CASOS PROBLEMA CONTROLES NEGATIVOS P
X £ SEM X + SEM X + SEM
1.24+0.06 2.31+0.51 1.54£0.18
HSPA1A) *P=0.028
N=10 N=10 N=11 .
(ng/mL) Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango) P=0.011
1.25 2.01 1.46
0.90-1.59 1.06-6.58 1.03-3.25
Resultados expresados como media + error estandart de la media (x £ SEM) (ng/mL).
P*  Test de Kruskas-Wallis
P** Test U de Mann-Whitney controles positivos versus casos problemas
3.6. HSPA1A IL-8

Se midio la concentracion en suero de MMP3 y TIMP1 en
13 casos problema, 10 controles positivos y diez contro-
les negativos, la cual sigui¢ una distribucion normal.

Los pacientes con doble lesion del LCA y del menisco,
presentaron valores de HSPA1A significativamente inferio-
res que los controles negativos y los casos problema
(Tabla 3).

No se objetivaron relaciones significativas entre los nive-
les de HSPA1A y el tiempo de evolucion de las lesiones,
el grado de afectacion del cartilago, las concentraciones
de citoquinas, quimocinas, factores de crecimiento o de
MMP3 y TIMP1.

3.7. EXPRESION GENICA EN MUESTRAS DE
MEMBRANA SINOVIAL

Se realiz6 la cuantificacion relativa de los mRNAS de IL-
1a, IL-6, IFN-y, TNF-a, HSPA1A, MMP3, TIMP-1, CXCL8
(IL-8), CXCL10 (IP-10), CCL5 (RANTES), CSF2 (GM-CSF)
y CSF3 (G-CSF) en muestras obtenidas de la membrana
sinovial de las rodillas lesionadas de 24 pacientes en
total, 13 casos problema y 11 controles positivos. En los
dos casos restantes, no pudo aislarse RNA total por pro-
bable degradacion del mismo en el proceso de obtencion
y traslado de la muestra.

En ninguno de los casos estudiados se objetivo expresion
génica de IL-1 a, IFN-y, G-CSF y GM-CSF.

IL-6

No fue posible la cuantificacion de mRNAs por ausencia
de amplificacion en 8 de los casos. En los 16 restantes (7
controles positivos y 9 muestras problema), la expresion
génica fue minima sin diferencias entre ambos grupos.
(Figura 3).

TNF-a

Todos los pacientes estudiados expresaron mRNAs de
TNF-o. en membrana sinovial con diferencias que no al-
canzaron la significacion estadistica en ambos grupos.
(Figura-3).

En tres pacientes, no se produjo amplificacion y por tanto
no se detectd expresion de mRNAs. En los 9 casos pro-
blemas y 12 controles positivos que si se objetivod, las
diferencias no fueron significativas. (Figura 3).

CXCL10 (IP-10)

Todos los pacientes excepto dos, presentaron amplifica-
cion eficiente para la cuantificacion de mRNAs, cuya ex-
presion no arrojo diferencias significativas entre ambos
grupos estudiados. (Figura 3).

CCL5 (RANTES)

En todos los pacientes fue posible la cuantificacion rela-
tiva de mRNAs, sin que se demostraran diferencias signi-
ficativas entre los grupos. (Figura 3)

MMP3

Todos los casos, expresaron fuertemente el gen MMP3 en
membrana sinovial sin que existieran diferencias estadis-
ticamente significativas entre los grupos. No se objetivo
relacion entre el grado de expresion de MMP3 en la mem-
brana sinovial y el tiempo de evolucion de las lesiones o
la gravedad de la afectacion del cartilago. (Figura 3).

TIMP1

Se objetivd una fuerte expresion génica de TIMP1 en
todos los casos estudiados, que fue significativamente
superior en los pacientes con rotura de LCA aislada, que
en aquellos con la doble lesion ligamentaria y meniscal
(p=0.023, Test de Mann-Whitney). Figura-3). Sin embargo
la cuantificacion de mRNAs de TIMP1 en membrana sino-
vial no se relacion6 con el tiempo de evolucion ni con el
grado de lesion condral.

HSPA1A

Todas las muestras de membrana sinovial presentaron
expresion génica de HSPA1A, pero dicha expresion fue
significativamente inferior (p=0.33, Test de Mann-Whitney)
en los pacientes con doble lesion meniscal y ligamentaria.
(Figura 3).

No se demostrd correlacion entre la expresion de HS-
PA1A en la membrana sinovial y el tiempo de evolucion
de las lesiones o la gravedad de la afectacion condral.
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Figura 3. Expresion génica en membrana sinovial (PPIA: ciclofilina)

4. DISCUSION

Esta ampliamente aceptado que los pacientes con trau-
matismos en la articulacion de la rodilla, a menudo desa-
rrollan una OA secundaria. Con el estudio de la sintesis y
de la expresion de citoquinas proinflamatorias, quimoci-
nas, factores de crecimiento, MMP3, TIMP1 y proteinas de
choque térmico en la membrana sinovial de pacientes
con rotura aislada del LCA, o concurrente con lesién del
menisco, se ha intentado avanzar en el conocimiento de
los procesos inflamatorios que se producen en las fases
mas tempranas del proceso degenerativo.

El concepto de que la OA es un proceso que afecta ex-
clusivamente al cartilago ha sido desestimado hace algun
tiempo al comprobarse que, especialmente en las prime-
ras fases de la degeneracion, la membrana sinovial esta
implicada en el proceso inflamatorio a través de la pro-
duccion de citoquinas y otros mediadores proinflamato-
rios. Ademas el papel funcional que las proteinas investi-
gadas tienen en el liquido sinovial esta ampliamente do-
cumentado [20]. Esta moderada inflamacion sistémica
estaria relacionada con el incremento observado en los
niveles de PCR en las fases tempranas de la patogénesis
de la OA [21]. Ello es consistente con nuestros hallazgos;
los pacientes con mayor grado de lesion articular presen-
tan los niveles mas altos de PCR, lo cual para algunos
autores, se correlaciona con el grado de infiltracion infla-

matoria de la articulacion. A diferencia de otros estudios
[11], dichos niveles no se correlacionaron con la concen-
tracion de MMP3 ni con el tiempo de evolucion de las
lesiones, probablemente por ser pacientes en las fases
subclinicas o preliminares de desarrollo de OA.

En condiciones normales, solo es posible extraer una pe-
quena cantidad de liquido sinovial de la rodilla, y ademas
la aspiracion suele ser dificultosa. Ademas existe un con-
senso generalizado de que no es ético aspirar liquido
articular de pacientes asintomaticos. Por todo ello, se de-
cidio cuantificar los mediadores inflamatorios en suero en
lugar de en liquido sinovial y asi poder tener también un
grupo control negativo sin traumatismo articular. Asi-
mismo, diversos autores han publicado la capacidad que
la concentracion sérica de biomarcadores tiene de reflejar
los acontecimientos precoces que se producen en la ar-
ticulacion tras un traumatismo, si bien el grado de corre-
lacion no es igual en todos ellos [10].

En el presente estudio, las concentraciones séricas de
IL-1a, IFN-y, la quimocina IL-8, el factor de crecimiento
GM-CSF y MMP3, fueron similares entre los tres grupos
estudiados, l0 que sugiere que su papel proinflamatorio
en la fase subclinica y preliminar de la OA no deber ser
relevante o que sus concentraciones en suero no reflejan
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fielmente lo que sucede en la articulacion. En este sen-
tido, Bigoni y cols [12] observaron que los niveles de
IL1-B, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a, en liquido sinovial eran
similares entre los pacientes con rotura aislada de LCA
(18 casos) y los pacientes con rotura meniscal asociada
(30 enfermos), lo que interpretaron que podia deberse a
que el tamafio muestral fuera demasiado pequefioc como
para apreciar un claro patron de cambios en el perfil de
estas citoquinas. Se debe aclarar que, si bien la mayoria
de los estudios realizados sobre el patron de citoquinas y
otros mediadores inflamatorios en pacientes con rotura,
aislada o no, del LCA, se focalizan en la IL1-3, el presente
trabajo lo ha hecho sobre la IL1-a. Dado que ambas in-
terleuquinas, actlan a través de receptores comunes y
poseen actividades biolégicas similares [7], nuestros re-
sultados pueden ser discutidos con los del resto de la
bibliografia. Estos mismos autores observaron la presen-
cia de IL1 en liquido sinovial s6lo en cantidades traza, lo
cual es coincidente con este trabajo, por lo que afirman
que su papel en la degeneracion articular no es evidente.

En contraposiciéon a estos datos, el grupo con rotura me-
niscal concomitante a lesién del LCA, presentd niveles
significativamente superiores de TNF-a y de IL-6. Entre
los criterios de inclusion de los pacientes a estudio figu-
raba que la evolucién de las lesiones fuera superior a tres
meses por lo que clinicamente se encontraban en la fase
crénica. Si bien el grupo de Bigoni y cols cuantificaron
citoquinas en liquido sinovial, el hallazgo de los maximos
niveles a los tres meses de la lesion concuerdan con los
del presente trabajo y representarian la implicacion del
TNF-a en el proceso inflamatorio cronico y en la severidad
de la lesién condral [22]. La IL-6 se considera una impor-
tante citoquina proinflamatoria probablemente responsa-
ble de la destruccion del cartilago [7,9,12]. Ello coincide
con la demostracion en este trabajo de la correlacion po-
sitiva entre la concentracion sérica de IL-6 y el grado de
lesién condral segun clasificacion de Outerbridge, que es
estadisticamente significativa solo en el grupo problema,
probablemente por el menor tamafo muestral del grupo
control positivo. La elevacion de las concentraciones de
TNF-a y IL-6 en los pacientes con doble rotura meniscal
y de LCA, podria hacerlos mas vulnerables al desarrollo
de OA en el futuro dado su caracter de mediadores clave
de la respuesta proinflamatoria.

Los pacientes con traumatismo aislado del LCA presenta-
ron los niveles maximos de IP-10 y de RANTES. IP-10 y
RANTES son quimocinas, y como tales poseen actividad
quimotactica y su principal funcion es atraer células infla-
matorias a los tejidos inflamados [23]. RANTES ademas
es capaz de inducir la sintesis de mediadores inflamato-
rios en las células; concretamente induce la produccion
de IL-6 en los fibroblastos sinoviales e incrementa la res-
puesta inflamatoria en OA a través de diferentes recepto-
res CCC en tejido sinovial [24]. En el presente trabajo, los
pacientes estudiados mostraron una correlacion significa-
tiva positiva entre ambas quimocinas. Ambas se han iden-
tificado en sinoviocitos de pacientes con OA y se ha su-

gerido su posible papel en las fases iniciales del progreso
a OA [25].

En la actual investigacion, no han podido demostrase di-
ferencias en las concentraciones de MMP3 en ninguno de
los tres grupos estudiados. La sintesis de MMP3 se rea-
liza en el tejido sinovial, mas que en los propios condro-
citos, y parece estar asociada directamente con el pro-
ceso de degeneracion del cartilago. Sus niveles en liquido
sinovial guardan una significativa correlacion con la con-
centracion en suero [10], por lo que los datos aportados
por este estudio podrian interpretarse en relacion al bajo
deterioro del cartilago de acuerdo con la clasificacion de
Outerbridge, sin dejar de considerar su, quiza, pequefio
tamafio muestral. Por el contrario, los pacientes con rotura
aislada de LCA tuvieron los valores maximos de TIMP-1,
con tendencia a la significacion estadistica con respecto
al grupo con doble lesion ligamentaria y meniscal. Dado
que TIMP-1 previene la destruccion de la matriz, inhi-
biendo las MMPs y promoviendo la proliferacion celular,
podria inferirse que la lesion aislada de LCA estaria mas
protegida de una eventual destruccion posterior del carti-
lago. La fuerte correlacion positiva entre la concentracion
de MMP3 y TIMP-1 confirma lo publicado por otros auto-
res y aboga por el papel protector de TIMP-1 ante la
destruccion del cartilago [26].

La HSPA1A extracelular tiene propiedades antiinflamato-
rias debidas a la inhibicion de la expresion de citoquinas
proinflamatorias [27] y factores de trascripcion proinflama-
torios tales como el factor nuclear kR bloqueando la union
y activacion a su diana [28]; niveles bajos de HSPATA
circulante promoveria un estado proinflamatorio que in-
crementaria la vulnerabilidad de las rodillas lesionadas a
la accion de deterioro de los factores involucrados en la
degeneracion articular. Los enfermos con doble lesion del
LCA 'y el menisco, son portadores de los menores valores
de HSPA1A extracelular, por lo que se puede sospechar
que tendran mayor riesgo de la evolucion a OA en el fu-
turo.

Al estudiar la expresion relativa de mRNAs del panel de
biomarcadores inflamatorios, no se encontraron transcri-
tos de los genes que codifican para IL-1, IFN-y, G-CSF y
GM-CSF. Ello coincide con lo descrito por otros autores
[29] que encontraron niveles intraarticulares indetectables
de IL-1 3, G-CSF y GM-CSF sin diferencias entre pacien-
tes con rotura de LCA y voluntarios sanos. No obstante,
demostraron concentraciones significativamente superio-
res de IFN-y en los pacientes que nuestro estudio no ha
podido confirmar quiza por el efecto de la variable tiempo,
dado que ellos estudiaron los pacientes en las seis sema-
nas posteriores a la lesion y en nuestro estudio el tiempo
promedio fue de 25,80+33,54 meses.

Al evaluar la expresion en membrana sinovial de las cito-
quinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a, las quimocinas IL-8
(CXCLS8), IP-10 (CXCL10), y RANTES (CCL5), y la metalo-
proteasa MMP3, la cuantificacion relativa de los mRNAs
no demostro diferencias significativas entre los pacientes
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de los dos grupos estudiados. Ello es discordante con los
hallazgos de los trascritos de IL-6, TNF-a, IP-10 y RAN-
TES en suero, y puede interpretarse a la luz de la gran
variabilidad inter-pacientes en ambos grupos, indicativa
de la considerable idiosincrasia en la respuesta bioqui-
mica individual de los pacientes, lo cual puede ser el
equivalente molecular de la variabilidad biolégica que se
aprecia también clinicamente. Un considerable incre-
mento del tamanfo muestral arrojaria luz a las posibles
variaciones de expresion génica entre pacientes.

Al igual que lo hallado en la concentracion sérica de sus
trascritos, los pacientes con doble lesion del LCA y me-
niscal presentaron niveles relativos de mRNAs de TIMP-1
y HSPA1A significativamente inferiores que los enfermos
con rotura aislada del LCA, lo que, dado el caracter cito-
protector de ambas, indicaria un ambiente mas proinfla-
matorio en esas rodillas que favoreceria la degradacion
de la matriz extracelular y el desarrollo de OA con el
tiempo. Los sujetos con mayor afectacion articular serian
mas vulnerables a la degeneracion artrésica de la rodilla.

5. CONCLUSIONES

En resumen, se propone la consideracion de la cuantifi-
cacion sérica de TIMP-1y de HSPA1A como biomarcado-
res pronoésticos de evolucion (evolutivos) clinica hacia OA.
La identificacion de pacientes en riesgo de desarrollar OA
facilitaria la instauracion de tratamientos individualizadas
que abarquen desde la modificacion de los estilos de
vida, como farmacolégicas o la aplicacion de hipertermia
en la rodilla lesionada, agente inductor universalmente
reconocido de las proteinas de choque térmico (30). El
incremento de su expresion en la membrana sinovial en-
lenteceria 0 podria incluso detener la evolucion a la dege-
neracion articular.
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