Universidad de Cantabria | 2025 |

Programa de Doctorado en Medicina y Ciencias de la Salud

Autor:
Adrian Alberto Cardin Pereda

Directora:
Flor Maria Pérez Campo

Tesis Doctpral

EVALUACION INTEGRAL DE LA OSTEONECROSIS
AVASCULAR DE LA CABEZA FEMORAL: DESDE EL
DIAGNOSTICO POR IMAGEN HASTA LA
EXPLORACION CELULAR Y MOLECULAR

PhD Thesis

AN INTEGRAL EVALUATION OF AVASCULAR
OSTEONECROSIS OF THE FEMORAL HEAD: FROM
IMAGING TO CELLULAR AND MOLECULAR
DIAGNOSIS

U‘ ‘ Escuela de Doctorado






UNIVERSIDAD DE CANTABRIA
ESCUELA DE DOCTORADO

D./D2 ettt ettt h e bt bt e bt e bt e bt e bt e bt e eh e e bt e eh e e eh e e eh e e eh e e eh e e eheeehneeabeshtesatenaes ,
del Programa de DOCTOrado EN.........ueeeeeeeieiiiieii s ,
0= Yo [=Y 1T 0o Lo [oJ=) o [ = TR ,
€N 12 UNIVEISIHAA A ....einiiiiie ettt et ettt et sr e e s et
SU teSiS dOCTOral titUlada ..c.cove e e s e
IFIZIAE POF D./D2. ..ottt ettt ettt sttt et et saebe st e st e et e b sbesesbessssebe b esbensebansessetessesbeneebenees

y juzgada por el siguiente tribunal:

Presidente: D/ D2, ettt ee et e ettt et eatt e stear e et et et eare e satestesareenae s e eareennaeenes
Secretario/a: 3 0 LTS PRPTR
Vocal: 3/ 0 LT TR PRPRR

Y una vez vistas las actas de calificacion de la tesis y las votaciones emitidas por el tribunal, la tesis obtiene
=1 [ {Tor=Tel o] e [=TO PO UPRPTORRRRTRN ,
con las siguientes caracteristicas:

] Mencion “Doctorado Internacional”

] Mencion “Doctorado Industrial”

[ Tesis en régimen de cotutela internacional

=0l =T e [T SRR

EL PRESIDENTE,

EL SECRETARIO EL VOCAL






Esta Tesis ha sido realizada en el Grupo de Ingenieria de Tejidos (GITC) del
Departamento de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Cantabria (UC), dentro de la unidad de Enfermedades Esqueléticas, Metabdlicas y
Ambientales (IESQUEMA) de la Fundacion Instituto de Investigacion Marqués de

Valdecilla (IDIVALY).



La Dra. Flor Maria Pérez Campo, Profesora Titular en el Departamento de Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de La Universidad de Cantabria. CERTIFICA: Que
el Graduado Adrian Alberto Cardin Pereda, ha realizado bajo su direccion el presente
trabajo de Tesis Doctoral “EVALUACION INTEGRAL DE LA OSTEONECROSIS
AVASCULAR DE LA CABEZA FEMORAL: DESDE EL DIAGNOSTICO POR IMAGEN
LA EXPLORACION CELULAR Y MOLECULAR®. Considero que este trabajo retne los
requisitos de originalidad y calidad cientifica necesarios para su defensa como Memoria
de Doctorado por el interesado, al objeto de poder optar al grado de Doctor en Medicina
y Ciencias de la Salud de la Universidad de Cantabria. Y para que conste y surta los

efectos oportunos, firmo el presente certificado.

En Santander a 6 de febrero de 2025,

Fdo. Flor Maria Pérez Campo






Agradecimientos

Este trabajo ha sido el resultado de mas de seis afos de trabajo. Sin la ayuda
de muchas personas no habria sido posible realizarlo. Es mi deber agradecer:

En primer lugar, a mi directora Flor, por abrirme las puertas de su laboratorio y
permitirme desarrollar este proyecto.

A mis evaluadores de la UC, José Antonio Parra y Victor Martinez Taboada, asi
como a mi tutor Domingo Gonzalez-Lamufo, por su guia y sus criticas constructivas,
que han contribuido a mejorar la calidad de este trabajo.

A mis compafer@s de laboratorio, Daniel, Alvaro, Carol, Alberto (y los que
seguro que me estoy dejando...) por su ayuda desinteresada.

A todas las personas que han contribuido a la recogida de muestras, en
especial al personal del area quirurgica del HUMV y del Servicio de COT del HUMV,
gracias.

A la Dra. Nuria Teran y otros companeros del Servicio de Anatomia Patoldgica
del HUMV, por colaborar de manera intensiva en el analisis anatomopatoldgico de las
muestras, muchas gracias.

Agradezco también su aportacion a los compafieros de los servicios de
Radiodiagnostico y COT del HUMV que han colaborado en la publicacién de nuestros
resultados.

Mencién especial para el personal de Biodonostia, por ayudarme
desinteresadamente con los experimentos de este proyecto. Gracias Ana, Raquel y
Claudia.

Gracias a todos los compareros médicos que me hacen crecer cada dia como
profesional, permitiéndome ayudar a otras personas, en especial al Servicio de COMF
del Hospital Universitario Donostia (muy especialmente al doctor Hernando) y al doctor
Alberto Pereira del Hospital da Luz de Lisboa.

Gracias a mi familia, natural y politica, por hacerme ser quien soy, por su apoyo
incondicional y por su amor, jgracias, gracias, gracias!

Por ultimo, a mi mujer Ana, por compartir su vida conmigo, por su amor, por su
apoyo, por su comprension, por su paciencia. Gracias.



INDICE
ABREVIATURAS .ttt ettt e et e e e et s e ettt e e eeaa s e e eaaa s e eeaaa s esenanseaesnnnsesennnseanenn 12
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e et e e ettt s e e et s e e e et s e e eena s e eeananeeaasaaeasennnseanenn 14
LISTA DE TABLAS. . ettt ettt ettt e e et e e e et s e e et s e eeaaa s e esenaa s eeatnanseaasnneenennnsaanenn 16
RESUIMEN ..ttt ettt ettt e e s st e e st e e s s e e e s et e e s sanreeeesnnes 17
SUIMMARY .ttt ettt et e st e e st e s st e e s s e e e s e e s et e e s e e e e naeeeenans 20
INTRODUCCION .....oovvvvtieieiieiete ettt ettt ettt ettt ettt eb et ss s ss s es et et essan e 22
1.1 Epidemiologia de 1@ ONCF.........uuuuui s 22
1.1.1  Incidenciay prevalencia .....cccccceiiiiiiiic 22
1.1.2  Demografia .o 22
1.1.3  LOCAlIZACIONES ..eeeieiiieeeeiieee ettt s s 23
1.1.4 Factores de riesgoy etiologia ......ccceeveiiiiiiiiiii 23
1.2. Anatomia, histologia y fisiologia del hueso SANO0 ..., 24
1.2.1 Tipos celulares implicados en la homeostasis 6s€a..........ccccevveiiiiiiiiii, 26
1.2.1.1 Las células madre mesenquimales (CIMIMIS) ..........uuuiiiiiiicccece e 27
1.2.1.2 LOS OSTEODIASEOS (OBLS)....cciiiieiiiiieieeeiiieeiiiee e eeeeeeeetree e e e e e e et e e e eeeeeeeareees 31
1.2.1.3 LOS OSEEOCITOS ...uvvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 31
1.2.1.4 LOS OSTEOCIASTOS ....veeeeeeiitee ettt ettt ettt s 34
1.2.2. Mecanismos moleculares que regulan la homeostasis dsea ...............ccceeeeeennn. 36
1.2.2.1 Principales rutas que regulan la homeostasis 0S€a .......ccccceeeeeieiiiiiiiiiceiiiiieiennn, 37
1.2.2.2 Papel de los microARNS en |a 0StEOZENESIS. ........uuuuuuuuuiiiiiiiiiciccece e 45
1.3  Fisiopatologia de |a OStEONECIOSIS .....uuuuuuuuuueniiiiii s 48
1.3.1 Fisiopatologia de la ONCF traumatica ............coeeeiiiiiiiii e, 49
1.3.2 Fisiopatologia de la ONCF no traumatica ...........ccceeeeeeiiiiiiiiiee 51
1.3.2.1 HemoglobinOPatias ......uuuuuuueeiuiiii s 51
1.3.2.2 Estados de hipercoagulabilidad ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiccc s 52
1.3.2.3 HipOfibrinOliSis ....uuuuueeieiiiii s 52
1.3.2.4 Compresion eXtravasCUIAT ...........ueeueuuue s 53
1.3.2.5 COrticoStErOIdeS ....cooeeiiiiieieee et 55
1.3.2.6 Consumo excesivo de alcohOl ..........coooiiiiiiiiiiiii e 58
1.3.2.7 Inflamacion y autoinmunidad............cccciiiiiiiiiiiic e 59
1.3.2.8 Otras formas de ONCF N0 traumatica ......cccooouveeeeriiieiiiiiieee et 61
1.4 Alteraciones celulares €n la ONCF...........coiiiiiiiiiiiiee e e 62



1.4.1 Alteraciones de 1as CMMSs €N 1a ONCF..........coiiiiiiiiiiiiiieiee et 62
1.4.2 Alteraciones en células de estirpe 6seaenla ONCF..........cceeiviiiiii, 62
1.5 Evaluacidn médica y diagndsticoen la ONCF.........coooiiiiiiii, 63
1.5.1 DiagnostiCo POriMageN...cccci i, 64
1.5.1.1 Radiografia SIMPIE ......uuueeeee s 64
1.5.1.2 Resonancia Magnética NUCIEAI .........uuuuuuu s 65
1.5.1.3 Tomografia axial computarizada.........ccceeeeeeoiiiiiiiic 68
1.5.1.4 Medicina nuclear en el diagndstico de 1a ONCF .........ccooeiiiiiiiiiiiiiiicccecccae 69
1.5.1.5 Estadificacion porimagen de 1a ONCF ... 70
1.5.2 Diagndstico histolOgiCo .....ccceiiiiiiiiiii 75
1.5.2.1 Histopatologia de 1a OStEONECIOSIS ......uuuuuuuueeii e 76
1.5.2.2 EStadio NiStOIOZICO | ...uuuuueeeieieiiii s 79
1.5.2.3 Estadio hiStOIOGICO [l ....uuueueeeieiiiii s 80
1.5.2.4 Estadio hiStOIOGICO Il .....ueueeeeeieiiiii s 82
1.5.2.5 Estadio hiStOIOGICO IV ....uuueeeeieiiii s 84
1.5.3 Diagndstico diferencial..........cccoooiiiiiiii 86
1.5.4 Criterios diagnOstiCos.....ccoiiiiiiiiiic 87
1.6 Prevencion y tratamiento de 1a ONCF ...........uuuuiuiiii s 88
1.6.1 Tratamiento NO QUIFUIZICO c.ccceieeiiiiiiieee e, 88
1.6.2 Tratamiento qUIrUrgiCo ....cccoeiiiiiii i 89
1.6.3 Terapias CElUIAres ... 91
1.6.4 miARNs como potencial estrategia terapéutica............cccceeeiiiii 92
HIPOTESIS Y OBJETIVOS......cuiietieiieteeteieteee ettt ettt ettt se st as sttt et eas st bess s sene s 93
2 L HIPOTESIS coeeeee e e e 93
2.2 OB JBEIVOS .o e e e e 93
MATERIALY IMETODOS ......cvuieiiinieieiestietesses et tssies ettt 95
3.1 ObteNCION dE MUESLIAS ....eeiiiiiiiiie ettt ettt e sttt e s st e s s e e e s sabeeeeeeans 95
3.2 Aislamiento y cultivo de CMMs de médula 6sea humana..................ccc. 95
3.3 Diferenciacion osteogénica y adipogeénica...........ccccoeeeiiiiiiiiii 95
3.4 Tinciones con Rojo Alizarinay Oil Red O.........ooooiiiiiiiii 96
3.5 Cuantificacién de actividad fosfatasa alcalina.........coocueeeiiiiiiiiiiii e, 97
3.6 Analisis de proliferacion celular ...........cccc 98
3.7 Extraccion de ARN y retrotranscripCion..........ccccceeiiiiiii 99
3.8 Analisis de expresién génica por PCR en tiemporeal...........ccccc 99
3.9 Analisis radiolOgiCo.......ccooiiiii 100
3.11 Analisis hiStOlOZICO .....ccoeeeiieiie 102



11

3.12 ANALiSIS @StATISTICO. . uuurerireeeeeiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e s eeeeeeeeas 103

4 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e et e e ettt e e e et s e e eea e e e eeaa s e eeanaa s e eeeaa s eenennnseanenannans 104
4.1 Evaluacion de comorbilidades y demografia de nuestros pacientes...........uuvvevvvvvveennnns 104
4.2 Diagndstico general de 1a ONCF. .......ovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeeerereeseerareeerrereraraee 105
4.2.1 Concordancia diagnodstica entre especialistas. .......ccccoeeveiii 105
4.2.2 Concordancia pre y post QUIFUIZICA. ..ccceeeeeeeeeeiieeiceeeeeeeeeeeeeeee e, 106

4.3 Diagndstico radioldgico de [a ONCF. ........eviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeveeieeeeeeeereeeeeeeeeeeseeeeeeeeererereraee 107
4.3.1 Signos radiolégicos caracteristicos de laONCF.............cooeiiiiii, 107
4.3.2 Estadificacion radioldgicade laONCF. ..., 108

4.4 Diagndstico histoldgico de 1a ONCF. ........eviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeereeseereeeeereeereererererererrreeear—.. 109
4.4.1 Necrosis histologica enla ONCF.........coooeiiiiiiii, 110
4.4.2 Signos degenerativos histolégicos en laONCF. ..., 110

4.5 Fisiopatologia de la ONCF: Integracion entre Diagndstico y Biologia Celular................. 111
4.5.1 Evaluacion de la capacidad proliferativa de las CMMs en la ONCF ........................ 112
4.5.3 Evaluacion de la capacidad osteogénica de las CMMs en la ONCF ......................... 114

S DISCUSION ...ttt 118
5.1 Fiabilidad diagnéstica en la osteonecrosis de cabeza femoral........................ 118
5.2 Diagndstico radioldgico de la osteonecrosis de cabeza femoral.........................l 118
5.3 Diagndstico histolégico de la osteonecrosis de cabeza femoral ....................... 120
5.4 Capacidad de proliferacion y diferenciacion de las CMMs en ONCF.............................. 121
5.5 Capacidad de diferenciacion de las CMMs en ONCF...........cccoeiiiiiiii, 123

6 CONCLUSIONES ......eeeeeiitieee ettt ettt et e e ettt e s sttt e e sab et e e s aabre e e s snbeeeesanneeeens 126
REFERENCIAS: ...ttt ettt ettt ettt e ettt e e st e e s sttt e s sabb et e e sanbe e e e s aabreee s snbeeeesnres 128

11



ABREVIATURAS

AC
ACFM
ACFL
ALK
ALPL
AP
ARCO
ARNm
ASB
ASD
AT-Ill
BAMBI
BCA
BGLAP
BMP
BMPRI/II
CMM
CDA
COL1A1
EMO
IGF-ly Il
JIC
FBS
MEC
MIARN
MO
MTHFR
MTT
OBL

12

Artrosis de cadera

Arteria circunfleja femoral medial

Arteria circunfleja femoral lateral

Cinasa similar a los receptores de activina
Fosfatasa alcalina

Anteroposterior (proyeccion radiografica)
Association Research Circulation Osseous
ARN mensajero

Albumina sérica bovina

Angiografia de sustraccion digital

Antitrombina IlI

Inhibidor de activina unido a la membrana

Acido bicinconinico

Osteocalcina, o Proteina 6sea con gamma-carboxyglutamato
Proteinas morfogénicas de hueso

Receptores | y Il de BMP

Célula madre mesenquimal

Coeficiente de difusién aparente

Colageno tipo 1 alfa 1

Edema de médula 6sea

Factor de crecimiento analogo a la insulina 1 y Il
Japanese Investigation Committee

Suero bovino fetal

Matriz extracelular

microARN

Médula 6sea

Metilentetrahidrofolato reductasa

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

Osteoblasto

12



OCN
OCL
OCT
ONCF
ONCFIE
OPG
PAI-1
PBS
PCR
PDGF
PET/TAC
PPAR
PTC
RANK
RANKL
RM
RUNX2
SMAD
SMURF
SPECT
TA

TAC
TGF-B8
TCF/LEF
Tc-99m
TNF
Wnt

13

Osteocalcina

Osteoclasto

Osteocito

Osteonecrosis de cabeza femoral

Osteonecrosis de cabeza femoral inducida por esteroides
Osteoprotegerina

Inhibidor del activador del plasminégeno-1

Solucién tampoén fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Tomografia de emisién de positrones/TAC

Receptor activado por proliferadores peroxisomales
Protesis total de cadera

Receptor activador del factor nuclear k beta

Ligando del receptor activador del factor nuclear k beta
Resonancia magnética nuclear

Factor de transcripcion 2 relacionado con Runt

Small mothers against decapentaplegic (proteina)
Factores reguladores de la ubiquitinacion de SMAD
Tomografia computarizada por emisién monofoténica
Temperatura ambiente

Tomografia axial computarizada

Factor de crecimiento transformante 3

Factor de células T/factor potenciador linfoide
Tecnecio-99 metaestable

Factor de necrosis tumoral

Proteina wingless

13



14

LISTA DE FIGURAS

Introduccion

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Configuracién y estructura del hueso esponjoso.
Diferenciacion de células madre mesenquimales.
Morfologia de las CMMs en diferentes pasajes.
Representacion del sistema lacunocanalicular.
Las cinco fases del remodelado 6seo.

Via de senalizacion canoénica de las BMP.

Vias de BMP con sus inhibidores.

Via candnica de senalizacion de Wnt.

Vias de senalizacion Wnt.

Figura 10. Via candnica lineal del procesamiento de miARN.

Figura 11. Control de los miARN sobre la diferenciacion osteogénica de las CMM.

Figura 12. Fisiopatologia general de la ONCF.

Figura 13. Vascularizaciéon de la cabeza femoral.

Figura 14. Concepto del resistor de Starling aplicado a la microcirculacion dsea.

Figura 15. Patogénesis de la ONCFIE.

Figura 16. Patogénesis de la ONCFIE relacionada con las células endoteliales 6seas

Figura 17 . Efectos directos e indirectos del alcohol en la fisiologia dsea.

Figura 18. Células de la inmunidad innata en la osteonecrosis.

Figura 19. Radiografia simple AP en la ONCF.

Figura 20. Hallazgos histolégicos y radiolégicos de la ONCF en el mismo paciente.

Figura 21. Edema de médula 6sea en RM.

Figura 22. ONCF de cadera izquierda en TAC.

Figura 23. Imagenes de medicina nuclear en la ONCF.

Figura 24. Sistema de estadificacion de la ONCF de la JIC.

Figura 25. Clasificacion del CJFH para la osteonecrosis de la cabeza femoral.

Figura 26. Imagenes de micro-TAC de la cabeza femoral necrotica.

Figura 27. Caracteristicas histopatolégicas de la osteonecrosis.

Figura 28. Alteraciones histopatolégicas en ONCF estadio Il.

Figura 29. Microfotografia de la zona de transicion.

Figura 30. Seccion frontal de una cabeza femoral infartada.

14



15

Figura 31. Protesis total de cadera.

Figura 32. Terapias regenerativas en la ONCF.

Material y métodos

Resultados

Figura 1. Espécimen macroscopico y secciones histolégicas de ONCF. Figura 2.
Analisis de proliferacién de las CMMs mediante método MTT.

Figura 3. Diferenciacién adipogénica en CMMs de ONCF y AC.

Figura 4. Produccion de marcadores de estirpe désea en las muestras.

Figura 5. Evaluacién de la proliferacion celular de las CMMs mediante el ensayo MTT.
Figura 6. Potencial de diferenciacién de las células madre mesenquimales.

Figura 7. Expresion de marcadores de la diferenciacién osteogénica de las CMMs.
Figura 8. Expresion de la fosfatasa alcalina a lo largo de la diferenciacién osteogénica.

Figura 9. Mineralizacion durante la diferenciacion osteogénica de las CMMs.

Discusion

Figura 1. Cambios en la diferenciacién y proliferacion de las CMMs en la ONCF.

15



16

LISTA DE TABLAS

Introduccion

Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

Principales factores de riesgo para el desarrollo de ONCF.
Clasificacion de las células madre por capacidad de diferenciacion.
Hormonas y factores implicados en la secuencia de remodelado éseo.
Clasificacién de Ficat y Arlet para la ONCF.

Sistema de estadificacion de la ONCF propuesto por Steinberg.
Sistema de estadificacion ARCO para la ONCF.

Clasificacién histolégica de la ONCF.

Diagnéstico diferencial de la artrosis, la ONCF y la ACRP.

Material y métodos

Tabla 1. Protocolo estdandar de RM de cadera.

Tabla 2. Informacién de los casos en el estudio de la fiabilidad radioldgica.

Resultados

Tabla 1. Comorbilidades de los pacientes incluidos en la muestra de estudio.

Tabla 2. Concordancia diagndstica entre especialistas.

Tabla 3. Resultados de la fiabilidad en la identificacion de las caracteristicas de imagen.
Tabla 4. Concordancia en la estadificacion de la ONCF.

Tabla 5. Comparacion del estadio radiolégico con lagunas osteociticas vacias.

Tabla 6. Datos del analisis histolégico de las muestras de cabeza femoral.

Tabla 7. Rendimiento en la obtenciéon de CMMs.

16



17

RESUMEN

La osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF) es una enfermedad invalidante y
de dificil tratamiento. En esta patologia, la alteracion progresiva del flujo sanguineo en
el interior del hueso conduce a la necrosis aséptica 6sea a nivel de la articulacién de la
cadera. Si no se recibe tratamiento, la ONCF puede generar el colapso de la cabeza
femoral, desencadenando una artropatia secundaria, y requiriendo a menudo la
sustitucion de la articulacion mediante una protesis total de cadera. Los registros
epidemiolégicos apuntan a una prevalencia e incidencia no desdefables. Por ejemplo,
en Estados Unidos, se ha estimado que el numero de casos nuevos cada afo es de
unos 10.000 a 20.000, con una prevalencia de entre 300.000 y 600.000 personas.

En la ONCEF, la isquemia puede producirse por una interrupcion mecanica debida
a fracturas o luxaciones, por una oclusion intravascular provocada por trombos o
émbolos de grasa o por una compresién extravascular. Cuando existe un claro factor
etiolégico atribuible al desarrollo de la ONCF se habla de formas secundarias de la
enfermedad, mientras que en ausencia de una causa conocida se emplea el término
ONCEF idiopatica.

Las células madre mesenquimales (CMM) de la médula ésea son células
presentes en el tejido 6seo sin potencial hematopoyético pero con otros multiples
potenciales de diferenciacion y capacidad para secretar factores troficos. Existe
evidencia de que estas CMMs juegan un papel vital en la reparacion de la osteonecrosis.
Actualmente, se considera que la ONCF esta asociada con la disfuncién de las CMMs
de la médula d6sea, estando afectada su capacidad de proliferacion, apoptosis y
osteogénesis. Las células 6seas maduras presentan también en la ONCF alteraciones.

En la ONCEF, el diagndstico se realiza combinando la exploracion y anamnesis
clinicas con el diagnéstico por imagen. El diagndstico por imagen puede incluir
radiografias, tomografia axial computarizada (TAC), gammagrafia ésea y resonancia
magnética (RM). Hoy en dia, la radiografia simple de cadera constituye la prueba
complementaria basica en el diagndstico de esta patologia, siendo la RM la prueba de
eleccion por su mayor sensibilidad y especificidad. La radiografia convencional sigue
siendo el pilar de la exploracion diagndstica inicial. Paraddjicamente, pese a su
extendido uso y los hallazgos radiologicos caracteristicos que presenta, se ha
considerado que las radiografias simples son insensibles a los cambios tempranos de
la ONCF vy, por lo tanto, constituye una herramienta diagnéstica subdptima. El
diagnéstico de certeza de la ONCF es el estudio histolégico de la cabeza femoral, no
realizado en nuestro medio de forma rutinaria. No esta indicada la toma de biopsias.
Histoldgicamente, la osteonecrosis se caracteriza por un patron tipico de muerte celular
y un complejo proceso de resorcion y formacién dsea. Los hallazgos histolégicos
caracteristicos son la necrosis trabecular (mas del 50% de lagunas osteociticas vacias)
y una médula hematopoyética necrotica. Estos cambios histopatologicos se
correlacionan con el aspecto radiografico de la cabeza femoral.

Para estratificar la gravedad y el prondstico, asi como para guiar la estrategia de
tratamiento, se han desarrollado sistemas de estadificacion de la ONCF. El sistema de
estadificacion de Ficat y Arlet fue la primera clasificacion utilizada para la ONCF, es el
sistema de estadificacion mas reportado en la literatura y el mas empleado en la practica
clinica.

Dado que la ONCF representa un desafio diagnéstico significativo debido a su
naturaleza insidiosa y a la falta de marcadores clinicos definitivos en etapas tempranas
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de la enfermedad, en este proyecto exploramos diferentes aspectos relacionados con el
diagnéstico de esta patologia.

En el presente trabajo, partimos de la hipétesis de que existe inconsistencia en
el diagndstico de la ONCF cuando se realiza por distintos especialistas. El analisis de la
consistencia diagndstica entre especialistas se llevo a cabo comparando el diagndstico
emitido por cirujanos ortopédicos, radiélogos y patdlogos, y reveldé una concordancia
moderada entre los diagnésticos de los primeros dos grupos de especialistas. Veintiuno
de los veinticuatro diagnésticos coincidieron entre radidlogos y cirujanos ortopédicos
(Coeficiente de kappa = 0,58). El examen histoloégico de las muestras de cabeza femoral
recogidas confirmé el diagndstico radiolégico en veinte de las veinticuatro caderas
analizadas (84%). La fiabilidad del diagnostico interobservador no difirio
significativamente entre los distintos estadios de Ficat y Arlet.

En este estudio, postulamos que la radiografia convencional presenta
limitaciones en la deteccion de signos radiolégicos caracteristicos de la ONCF. Sélo la
identificacion del aplanamiento de la cabeza femoral y los signos de artrosis mostraron
una concordancia moderada entre observadores con significacion estadistica. Por otra
parte, la deteccién de la osteoporosis radiolégica y de la pérdida de trabeculacién
mostraron la fiabilidad mas baja, con coeficientes kappa incluso negativos. En general
se encontré un grado de concordancia pobre entre evaluadores a la hora de identificar
signos radioldgicos caracteristicos de esta patologia, lo que denota una escasa fiabilidad
diagnoéstica mediante esta técnica.

De forma paralela, partimos de la suposicion de que la estadificacion radioldgica
de acuerdo a la clasificacion de Ficat y Arlet es valida para su empleo en la practica
clinica habitual. El analisis de la fiabilidad interobservador en la estadificacion de la
ONCEF revel6 un grado de acuerdo importante y estadisticamente significativo entre
todos los calificadores, especialmente entre los traumatélogos.

En la presente investigaciéon, partimos de la hipétesis de que existe una
correlacion significativa entre la densidad de lagunas osteociticas desocupadas vy el
estadio clinico de la enfermedad. En nuestras muestras, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en el numero de lagunas osteociticas vacias entre el
grupo ONCF y el grupo de control. Cuando comparamos el numero de lagunas
osteociticas vacias y la estadificacién de Ficat y Arlet no encontramos una diferencia
estadisticamente significativa. Esta ausencia de diferencia podria deberse al limitado
numero de muestras empleadas. Como parte de la caracterizacion anatomopatolégica
de nuestra muestra se analizaron ademas signos inespecificos histoloégicos de
degeneracion tisular. Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
presencia de fibrosis medular entre el grupo ONCF y el grupo de control. El analisis de
otros signos degenerativos, como la infiltraciéon grasa y la osificacion heterotopica, no
revelo diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos analizados.

En este trabajo partimos de la hipétesis, fundamentada en estudios previos, de
que las CMMs en la ONCF presentaban una capacidad de proliferacion disminuida. Sin
embargo, encontramos que las CMMs de pacientes con ONCF presentaban un
incremento significativo de la capacidad proliferativa con respecto a las CMMs de
pacientes con artrosis de cadera.

Por ultimo, postulamos que la capacidad de diferenciacion de la CMM en
ONCEF se encuentra alterada. Al respecto, nuestros resultados mostraron un
incremento significativo en la capacidad adipogénica (analizada mediante tinciones
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especificas) de las CMMs de los pacientes con ONCF respecto a los controles.
Asimismo, el analisis de la capacidad osteogénica de las CMMs en ONCF revel6 una
limitacion en la diferenciacion hacia linaje 6seo (evaluado mediante la expresion de los
principales marcadores osteogénicos, la medicion de la actividad de la fosfatasa
alcalina y el analisis de la mineralizacion in vitro). Este patron de diferenciacion
alterada es consistente con lo descrito en la literatura.
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SUMMARY

Osteonecrosis of the femoral head (ONCF) is a disabling disease that is difficult to
treat. In this pathology, progressive disruption of blood flow within the bone leads to
aseptic bone necrosis at the hip joint. If left untreated, ONCF can lead to collapse of the
femoral head, triggering secondary arthropathy, often requiring replacement of the joint
with a total hip replacement. Epidemiological records point to a non-negligible prevalence
and incidence. For example, in the United States, it has been estimated that the number
of new cases each year is about 10,000 to 20,000, with a prevalence of between 300,000
and 600,000 people.

In ONCF, ischaemia may be caused by mechanical disruption due to fractures or
dislocations, by intravascular occlusion caused by thrombi or fat emboli, or by
extravascular compression. When there is a clear aetiological factor attributable to the
development of ONCEF, it is referred to as secondary forms of the disease, while in the
absence of a known cause, the term idiopathic ONCF is used.

Bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) are cells present in bone tissue
without haematopoietic potential but with multiple other differentiation potentials and the
ability to secrete trophic factors. There is evidence that these MSCs play a vital role in
the repair of osteonecrosis. ONCF is now considered to be associated with dysfunction
of bone marrow MSCs, with their capacity for proliferation, apoptosis and osteogenesis
being impaired. Mature bone cells are also altered in ONCF.

In ONCF, diagnosis is made by combining clinical examination and anamnesis with
diagnostic imaging. Imaging may include X-rays, computed tomography (CT), bone
scintigraphy and magnetic resonance imaging (MRI). Today, plain radiography of the hip
is the basic complementary test in the diagnosis of this pathology, with MRI being the
test of choice due to its greater sensitivity and specificity. Conventional radiography
remains the mainstay of the initial diagnostic examination. Paradoxically, despite its
widespread use and characteristic radiological findings, plain radiographs have been
considered to be insensitive to early changes in ONCF and are therefore a suboptimal
diagnostic tool. The definitive diagnosis of ONCF is histological examination of the
femoral head, which is not routinely performed in our hospitals. Biopsies are not
indicated. Histologically, osteonecrosis is characterised by a typical pattern of cell death
and a complex process of bone resorption and formation. Characteristic histological
findings are trabecular necrosis (more than 50% empty osteocytic lacunae) and a
necrotic haematopoietic marrow. These histopathological changes correlate with the
radiographic appearance of the femoral head.

To categorise severity and prognosis, as well as to guide treatment strategy, staging
systems for ONCF have been developed. The Ficat and Arlet staging system which was
the first classification used for ONCF, is the most reported staging system in the literature
and the most widely used in clinical practice.

As ONCF represents a significant diagnostic challenge due to its insidious nature
and the lack of definitive clinical markers in early stages of the disease, in this project we
explore different aspects related to the diagnosis of this pathology.

In the present study, we hypothesised that there is inconsistency in the diagnosis of
ONCF when made by different specialists. Analysis of diagnostic consistency between
specialists was carried out by comparing the diagnoses made by orthopaedic surgeons,
radiologists and pathologists, and revealed moderate agreement between the diagnoses
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of the first two groups of specialists. Twenty-one of the twenty-four diagnoses were in
agreement between radiologists and orthopaedic surgeons (kappa coefficient = 0.58).
Histological examination of the femoral head specimens collected confirmed the
radiological diagnosis in twenty of the twenty-four hips analysed (84%). The
interobserver diagnostic reliability did not differ significantly between the different Ficat
and Arlet stages.

In this study, we postulate that conventional radiography has limitations in the
detection of radiological signs characteristic of ONCF. Only the identification of flattening
of the femoral head and signs of osteoarthritis showed moderate interobserver
agreement with statistical significance. On the other hand, the detection of radiological
osteoporosis and loss of trabeculation showed the lowest reliability, with even negative
kappa coefficients. In general, a poor degree of inter-rater agreement was found in
identifying radiological signs characteristic of this pathology, which denotes a low
diagnostic reliability using this technique.

In parallel, we assumed that radiological staging according to the Ficat and Arlet
classification is valid for use in routine clinical practice. Analysis of interobserver reliability
in ONCF staging revealed a significant and statistically significant degree of agreement
among all raters, especially among orthopaedic surgeons.

In the present investigation, we hypothesised that there is a significant correlation
between the density of unoccupied osteocyte lacunae and the clinical stage of the
disease. In our samples, we found a statistically significant difference in the number of
empty osteocyte lacunae between the ONCF group and the control group. When we
compared the number of empty osteocytic lacunae and the Ficat and Arlet staging we
did not find a statistically significant difference. This lack of difference could be due to
the limited number of samples used. As part of the anatomopathological characterisation
of our sample we further analysed histological non-specific signs of tissue degeneration.
A statistically significant difference was found in the presence of spinal cord fibrosis
between the ONCF group and the control group. Analysis of other degenerative signs,
such as fatty infiltration and heterotopic ossification, revealed no statistically significant
differences between the two groups analysed.

In this study, we hypothesised, based on previous studies, that MSCs in ONCF had
a decreased proliferative capacity. However, we found that MSCs from patients with
ONCF had a significantly increased proliferative capacity compared to MSCs from
patients with osteoarthritis of the hip.

Finally, we initially postulated that the differentiation capacity of MSCs in ONCF is
altered. In this regard, our results showed a significant increase in the adipogenic
capacity (analysed by specific staining) of MSCs from ONCF patients compared to
controls. Furthermore, analysis of the osteogenic capacity of MSCs in ONCF revealed
limited differentiation towards bone lineage (assessed by expression of the main
osteogenic markers, measurement of alkaline phosphatase activity and analysis of in
vitro mineralisation). This pattern of altered differentiation is consistent with that
described in the literature.
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INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la ONCF

1.1.1 Incidencia y prevalencia

La osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF) es una enfermedad invalidante y
de dificil tratamiento que afecta a personas jovenes y de mediana edad(1, 2). En esta
patologia, la alteracién progresiva del flujo sanguineo en el interior del hueso conduce
a la necrosis aséptica 6sea a nivel de la articulacién de la cadera(3, 4). Si no se recibe
tratamiento, la ONCF puede generar el colapso de la cabeza femoral, desencadenando
una artropatia secundaria, y requiriendo a menudo la sustitucion de la articulacion
mediante una proétesis total de cadera (PTC)(5). Hasta la fecha, no existe ningun informe
epidemiolégico de la ONCF a nivel mundial, sin embargo, algunos paises ya han
realizado estudios sobre la incidencia de esta enfermedad. Por ejemplo, en Estados
Unidos, se ha estimado que el nimero de casos nuevos cada afo es de unos 10.000 a
20.000(6-8), aunque se han reportado incidencias superiores a 30.000 casos/ano, con
cifras en aumento(9). Se estima que en dicho pais, entre 300.000 y 600.000 personas
padecen ONCF(10), siendo esta patologia la causa directa de entre el 5 y el 18% de
todas las artroplastias de cadera realizadas anualmente(3, 8, 11, 12). En Alemania, la
incidencia de la ONCF se situa entre 5000 y 7000 nuevos casos al afio(11). En japon,
se han reportado anualmente entre 2.500 y 3.300 nuevos casos(13). En Corea, la
prevalencia ha aumentado de 20 casos por 100.000 habitantes en 2002 a 37 en 2006,
y el numero medio de nuevos casos anuales se ha estimado en 14.103(14). En China,
la nacion que lidera la investigacion en ONCF(15), la prevalencia de esta enfermedad
se ha estimado en un 0.725%, con mas de ocho millones de personas afectas en
2020(16). En un estudio de la poblacién sueca con una cohorte de mas de tres millones
de habitantes, Bergman et al. encontraron un riesgo a diez afios para osteonecrosis del
0,4%, con una incidencia de 4,7 casos por 10.000 habitantes/afo, reportandose asi una
frecuencia de esta enfermedad diez veces mayor que la descrita en trabajos previos
basados en muestras poblacionales menores(17).

Por lo tanto, teniendo en cuenta esta informacion y a pesar de la falta de datos
epidemiolégicos globales, los estudios publicados hasta este momento sugieren una
prevalencia considerable y en aumento, con incidencias significativas que contribuyen
a un porcentaje notable de las artroplastias de cadera.

1.1.2 Demografia

La ONCF es significativamente mas frecuente en varones que en mujeres(10,
13, 14, 18). Esta diferencia se ha llegado a estimar en una relacion de hasta 8:1
hombres/mujeres, pero lo mas habitual en la literatura es encontrar ratios de género de
2:1(8) o de 3:1(19, 20). En la poblacion china, por ejemplo, se ha estimado una
incidencia en varones del doble que en mujeres, siendo superior en varones para todos
los grupos de edad estudiados(16). En el caso de la japonesa, esta ratio
hombres/mujeres es de 1.4 a 1(13).

En relacion con la edad de aparicidn, la mayor parte de trabajos la sefialan que
esta se produce generalmente antes de los 40 afios(21). Por ejemplo, Mont et al.
reportaron una edad media de debut de 38 afios(22). Sin embargo, esta fecha de debut
es un parametro variable segun la literatura consultada, ya que otros estudios recogen
rangos de edad promedio de entre 30 y 50(10), de entre 55 y 65(16), o de entre 40 y 65
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anos(13). En estos ultimos casos, la incidencia entre los menores de 40 afios esta
generalmente asociada al empleo de glucocorticoides sistémicos, y la incidencia entre
los mayores de 65 relacionada con las formas idiopaticas de ONCF.

En conclusion y en lo que se refiere a la demografia de esta patologia, la ONCF
muestra una distribucion de género con una mayor incidencia en hombres,
especialmente en China, y una aparicién frecuente antes de los 40 afos, a menudo
vinculada al uso de glucocorticoides. Por encima de los 65 afios, la enfermedad tiende
a presentarse de forma idiopatica, reflejando una variabilidad en la edad de inicio y
factores de riesgo asociados segun distintas poblaciones y estudios.

1.1.3 Localizaciones

Mientras que la ONCF de origen traumatico es tipicamente unilateral(23), la
ONCF no traumatica se presenta frecuentemente de forma bilateral. La afectacion de
ambas caderas se situa en torno al 70-80% de los pacientes(8, 19, 24), aunque se han
reportado formas bilaterales en cifras superiores al 80% de los pacientes(20, 21). En los
casos de afectacién bilateral, se han encontrado volumenes de afectacién por la ONCF
similares en ambas caderas, siendo estos predictores del colapso de la cabeza
femoral(25). En relacién con otras localizaciones, la necrosis avascular o necrosis
aséptica puede afectar a multiples articulaciones, tipicamente los hombros, las rodillas
y los tobillos, siendo la cadera la localizacién mas frecuente(26, 27). Hablamos de
osteonecrosis multifocal cuando se afectan tres o mas zonas anatdémicas distintas,
tratandose de un patrén de afectacién poco frecuente que sélo se observa en
aproximadamente el 3% de todos los pacientes con necrosis avascular(28, 29).

1.1.4 Factores de riesgo y etiologia

Se entiende por factor de riesgo cualquier caracteristica o circunstancia
detectable de una persona o grupo de personas que se sabe asociada con un aumento
en la probabilidad de padecer, desarrollar o estar especialmente expuesto a una
enfermedad. Hablamos de etiologia refiriéndonos a la causa o causas del desarrollo de
una enfermedad(30). En la necrosis 6sea avascular, existe un consenso general sobre
su histopatologia, pero no existe consenso en cuanto a las asociaciones etiolégicas que
pueden constituir factores de riesgo para esta enfermedad. La aproximacion
metodolégica a la definicion de los factores de riesgo explica en gran medida la
incertidumbre sobre lo que constituye un factor de riesgo y la fuerza de esa asociacion.
Histéricamente, el enfoque retrospectivo basado en el estudio de casos se ha utilizado
para examinar poblaciones de pacientes con presencia de comorbilidades que podrian
asociarse como factores de riesgo. Este enfoque ha conducido a la identificacion de
numerosos posibles factores de baja prevalencia y ha fallado en determinar cuales son
verdaderamente etioldgicos y cudles constituyen factores de riesgo para la ONCF(31).
La Tabla 1 recoge los principales factores de riesgo de ONCF aceptados
actualmente(17, 31-34).
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Factor de riesgo

Radiacion

Traumatismos

Enfermedades hematolégicas (leucemias, linfomas)
Disbarismos (enfermedad de Caisson)
Enfermedades de la médula 6sea (enfermedad de Gaucher)
Anemia falciforme

Alcoholismo

Estados de hipercoagulabilidad

Glucocorticoides

Lupus eritematoso sistémico

Trasplantes

Infecciones virales (CMV, hepatitis, VIH, rubéola, rubeola, varicela)
Inhibidores de la proteasa

Pancreatitis

Agresion vascular

Endocarditis bacteriana subaguda

Poliarteritis nodosa

Artritis reumatoide

Arteritis de células gigantes

Sarcoidosis

Tabla 1. Principales factores de riesgo para el desarrollo de ONCF.

1.2. Anatomia, histologia y fisiologia del hueso sano

Los huesos son una parte esencial del sistema locomotor. Pese a su apariencia
rigida y estatica, se trata de estructuras biolégicas de gran complejidad, sujetas a una
renovacion constante que les permite ejercer tanto su funcién de soporte y proteccion
como otros procesos sujetos a gran dinamismo, tales como la hematopoyesis, la
regulacion de las reservas minerales, y otro tipo de regulaciones endocrinas y
paracrinas(35).

Los huesos del sistema esquelético pueden organizarse, en funcién de su forma,
en cinco grupos diferentes. Los huesos largos son mucho mas largos que anchos, y
suelen estar situados en el esqueleto apendicular. Los huesos cortos son mas pequefios
que los anteriores y suelen tener forma cubica. Los huesos planos son delgados vy
ligeramente curvos, se localizan principalmente en el esqueleto axial y su principal
funcion es la de proteger 6rganos y tejidos subyacentes. Los huesos sesamoideos, poco
frecuentes, tienen forma ovalada y se desarrollan en los tendones. Por ultimo, se habla
de huesos irregulares para referirse a aquellos que no encajan en los otros grupos,
incluyéndose aqui huesos como las vértebras(36). Pese a la variedad en la forma de los
huesos, solo dos tejidos 6seos conforman todo el sistema esquelético, el hueso cortical
y el hueso esponjoso(37) (Figura1). Estos dos tipos de hueso tienen propiedades y
funciones diferentes. Mientras que el hueso cortical es denso y proporciona soporte
estructural, el hueso esponjoso funciona como un lugar de crecimiento y remodelacién
0sea. El hueso cortical esta recubierto por el periostio, una membrana fibrosa y muy
vascularizada que proporciona el anclaje de tendones y ligamentos y contiene células
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progenitoras necesarias para la reparacion y el crecimiento éseo. El nucleo del hueso
cortical esta compuesto por unidades cilindricas denominadas osteonas o Sistemas de
Havers. Las osteonas contienen un canal central (canal Haversiano) que alberga vasos
sanguineos, vasos linfaticos y nervios (Figura 1). Cada canal Haversiano esta rodeado
por capas concéntricas de matriz mineral (lamellae), que contienen a los osteocitos
(OCT), un tipo de célula madura derivada de los osteoblastos (OBL). El espacio vacio
que rodea a los OCT se conoce como laguna. Las lagunas se encuentran
intercomunicadas mediante prolongaciones filamentosas, de esta forma, los vasos y
nervios situados en las osteonas pueden formar canales perpendiculares, conocidos
como canales de Volkmann, que interconectan cada osteona. Las osteonas del hueso
cortical estan dispuestas en paralelo, y es esta particular disposicién la que proporciona
al hueso su gran resistencia al estrés mecanico(38, 39) (Figura 1).

La capa interna del hueso cortical se conoce como endostio. El endostio es una
fina membrana vascular de tejido conjuntivo que recubre la superficie interna de los
huesos, formando la cavidad medular. Esta estructura actia como barrera entre el tejido
0seo y la cavidad que alberga la médula ésea (MO), estableciendo el limite entre el
hueso cortical y el llamado hueso esponjoso. El endostio contribuye a regular el
intercambio de nutrientes y productos de desecho entre el tejido éseo y el torrente
sanguineo, siendo crucial para mantener el funcionamiento del hueso(38).

El aspecto compacto del hueso cortical obedece a la disposicién paralela a la
superficie 6sea de las laminas o lamellae, por el contrario, en el hueso esponjoso estas
laminas estan dispuestas irregularmente formando una estructura cadtica que recuerda
a una esponja. Asi, el hueso esponjoso esta constituido por estructuras tridimensionales
llamadas trabéculas, ramificaciones que dan lugar a un sistema de cavidades
irregulares, las cuales albergan vasos sanguineos y células de la MO en el seno de un
tejido conjuntivo laxo. Las trabéculas estan formadas por laminas éseas de espesor
variable recorridas por fibras colagenas paralelas entre si, en donde los osteocitos se
distribuyen regularmente(39) (Figura 1).

25



26

physis (growth plate)
compact bone

osteon <

epiphysis e s

5~

O
cancellous ——== « **
(spongy) bone

—

compact bone

medullary canal

= containing .
bone marrow Haversian canal

diaphysis

Volkmann canal

periosteum—— || Y I |
periosteum — Y
\ — T_ marrow
S cancellous (spongy) bone

© 2012 Merriam-Webster, Inc.

Figura 1. Configuracion y estructura del hueso esponjoso. Tomado de:
https.//www.britannica.com/science/bone-anatomy/additional-info. Acceso: 16/12/2023. (40)

En lo que se refiere a la estructura de los huesos largos, llamamos di&fisis a la
region cilindrica media del hueso largo. Las regiones distales o extremos se denominan
epifisis. Sobre las epifisis se encentra una capa de cartilago hialino que conformara las
superficies articulares. La metafisis es la region anatdmica de transicion entre la diafisis
y la epifisis, que en los huesos largos alberga la placa de crecimiento durante el
desarrollo, por lo que es una zona crucial para el crecimiento 6éseo en longitud

El tejido 6seo se caracteriza por su considerable matriz extracelular (MEC), que
constituye la mayoria de su composicion y se compone en un 50% de matriz mineral
inorganica, como la hidroxiapatita y el fosfato de calcio. La fraccién organica de la MEC
Osea, conocida como osteoide, esta formada principalmente por fibras de colageno tipo
I, ademas de osteocalcina, glucoproteinas, proteoglicanos, entre otros. Asi, el
componente mineral inorganico de la MEC 6sea ocupa los espacios intersticiales entre
las fibras de colageno(38). El proceso de cristalizacién y endurecimiento de este
componente mineral se denomina osificacion, un tema al que regresaremos mas
adelante.

1.2.1 Tipos celulares implicados en la homeostasis 6sea

La homeostasis del tejido 6seo es el proceso dinamico y regulado que mantiene
el equilibrio entre la formacion 6sea, llevada a cabo por los osteoblastos (OBL), y la
resorcion 6sea, realizada por los osteoclastos (OCL).

Aunque el recambio éseo continua durante toda la vida adulta, el efecto neto de
la formacion y la resorcidon sobre la masa 6sea es nulo en individuos sanos. Mas
adelante en la vida, la masa ésea comienza a disminuir a medida que la resorcién supera

26



27

a la formacioén. Esto es particularmente importante tras la caida en estrogenos en las
mujeres tras la menopausia, lo que conlleva un mayor riesgo de fractura.

Las funciones opuestas de los osteoblastos (OBLs) y los osteoclastos (OCLSs)
estan intrinsecamente sincronizadas a través de interacciones moleculares complejas.
Estas interacciones parecen estar moduladas por células progenitoras como las células
madre mesenquimales (CMMs), que no solo son cruciales en la regulacién de la
homeostasis 6sea, sino que también desempenan un papel vital en la reparacion de
fracturas. Cuando se produce una lesidon 6sea, se desencadena una secuencia de
eventos celulares y moleculares que inician con la formacion de un hematoma. Este es
seguido por una respuesta inflamatoria que activa las CMMs y otras vias involucradas
en la reparacién del tejido. Este proceso inflamatorio es esencial, ya que no solo
gestiona la actividad de las CMMs, sino que también facilita la diferenciacion celular
necesaria para la reconstruccion dsea, permitiendo asi la curacién de la fractura y el
restablecimiento de la estructura y funcion esqueléticas(41).

Por otro lado, otro tipo celular, los osteocitos (OCT), que pueden definirse como
células 6seas maduras incrustadas en la matriz 6sea, desempefian un papel central en
la homeostasis 0sea. Estas células actian como sensores mecanicos y reguladores de
la remodelacion 6sea al dirigir la actividad de los osteoblastos y osteoclastos en
respuesta a las fuerzas mecanicas y cambios bioquimicos. Ademas, los osteocitos
mantienen la matriz 6sea y regulan el intercambio de minerales, como el calcio,
contribuyendo a la mineralizacién y salud general del hueso.

1.2.1.1 Las células madre mesenquimales (CMMs)

Las CMMs son un tipo de célula no especializada , con una elevada capacidad
proliferativa, y multipotencialidad (Tabla 2), ya que puede dar origen a varias estirpes
celulares distintas, tales como: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y
mioblastos entre otros(38) (Figura 2), pero incluso pueden diferenciarse hacia células
de linaje endodérmico (hepatocitos, células pancreaticas) o ectodérmico (queratinocitos,
astrocitos y neuronas)(42).

Célula
Madre Caracteristicas
(Stem Cell)

Solo existen durante la primera division del cigoto. Estas células pueden diferenciarse en
Totipotentes todos los tipos celulares posibles de un organismo dado, incluidos los tejidos
extraembrionarios, como la placenta y el cordén umbilical.

Derivadas de la masa celular interna de un blastocisto, son capaces de diferenciarse en

Pluripotentes - - - . i
P todos los tipos celulares de un organismo, excepto en los tejidos extraembrionarios.

Tienen una capacidad de diferenciacibn mas restringida que las células madre
pluripotentes, pudiendo diferenciarse en varios (pero no todos) tipos celulares
Multipotentes | estrechamente relacionados. Estas células madre también se denominan células madre
adultas, ya que pueden encontrarse en tejidos adultos. A este grupo pertenecen las
células madre mesenquimales y las células madre hematopoyéticas.

Mantienen la capacidad de autorrenovacion, pero tienen un potencial de diferenciacion

Oligepaiizlizs muy bajo, ya que solo pueden derivar en unos pocos tipos celulares.

Son las que tienen una capacidad de diferenciacién mas limitada, pudiendo diferenciarse
Unipotentes en un solo tipo celular, aunque tienen capacidad de autorrenovacion, lo que las distingue
de las células normales.

Tabla 2. Clasificacion de las células madre en funcion de su capacidad de diferenciacion. (43)
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A pesar de que las CMMs presentan una gran capacidad de diferenciacion, se
consideran células multipotentes y no pluripotentes (Tabla 2), debido a que no ha sido
posible evaluar su complementacién tetraploide(44). Su caracter multipotente les
confiere una capacidad regenerativa demostrada en multitud de tejidos dafados, tales

como piel, hueso, cartilago, retina, higado, rindn, cérnea, sistema nervioso o miocardio
entre otros(45).

Ectoderm

I

Bone Bone marrow Epithelial cell

q

Self-renewal

Connective |
stromal cell

Mesoderm

MSC

—

Muscle cell
e Osteoblast Endoderm
Gut epithelial
e cell
Lung cell —

Figura 2. Diferenciacion de células madre mesenquimales: las CMM pueden dar lugar a células
de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo). Tomado de: Uccelli, A.,

Moretta, L. & Pistoia, V. Mesenchymal stem cells in health and disease. Nat Rev Immunol 8, 726—
736 (2008)(46).

Las CMMs fueron descritas por primera vez en 1968 por Friedenstein et al. como
unidades formadoras de colonias, de aspecto fibroblastoide, que se adherian al plastico
en cultivo y con capacidad de regenerar tejido 6seo ex-vivo. Estas células también son
conocidas como células mesenquimales troncales o células madre estromales(44, 47).
En el afio 2006, durante el Congreso de la International Society of Cellular Therapy se
definieron las caracteristicas minimas necesarias para considerar una célula como
CMM. Estas son las siguientes: 1) debe tener capacidad de adherencia al plastico en
cultivo, 2) debe expresar los antigenos de superficie CD73, CD90 y CD105, y carecer
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de los antigenos hematopoyéticos CD34, CD45 y marcadores tipicos de linfocitos B,
monocitos y macrofagos, y finalmente, 3) deben ser multipotentes y presentar una alta
plasticidad para diferenciarse in vitro bajo condiciones estandar de cultivo a condrocitos,
adipocitos y OBLs(44, 48). Otras caracteristicas de las CMMs son: su origen
mesodérmico, su apariencia fibroblastica, su capacidad de autorrenovacion o una
inmunogenicidad relativamente baja(44, 49). Hoy sabemos que las CMMs expresan,
otros antigenos de superficie ademas de los ya mencionados, como CD44, CD105,
CD106, CD149, CD166 y Stro-1(50).

Pueden obtenerse CMMs de aspirados de MO, tejido adiposo, sangre, pulpa
dental y ligamento periodontal, musculo liso, esquelético y cardiaco, higado, bazo,
testiculos, pancreas, periostio, membrana sinovial, dermis, hueso trabecular, pulmoén,
placenta y liquido amniético(51, 52). La CMM se puede ademas aislar y expandir in vitro
(figura 3), asi como criopreservarse sin sufrir alteraciones fenotipicas ni perder su
capacidad proliferativa o de diferenciacion(53). Sin embargo, se ha reportado que
cuando estas células indiferenciadas son sometidas a procesos de division en cultivo
durante mas de 7 pases comienzan a afectarse su actividad telomerasa y su cariotipo,
con la consecuente aparicion de senescencia replicativa y declive en Ila
multipotencialidad(54).

Figura 3. Morfologia de las CMMs en diferentes pasajes. Células primarias en cultivo (a), en P3
(b), P6 (c), P9 (d), P12 (e) y P15 (f). Se mantiene una morfologia consistente hasta P12. Las
imagenes se tomaron bajo microscopia de contraste de fases (a—f x10; P pasaje ). Tomado de:
Zaim M, Karaman S, Cetin G, Isik S. Donor age and long-term culture affect differentiation and
proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells. Annals of hematology.
2012;91:1175-86. (55)

Debido a su elevado potencial regenerativo, actualmente se estan desarrollando
multiples tratamientos basados en el uso de CMMs para reparar hueso y/o cartilago.
Ademas, existe evidencia de que las CMMs tienen un papel importante en la
angiogénesis durante el proceso de reparacion tisular. Entre otras aplicaciones, se esta
examinando la capacidad de las CMMs para regenerar tejido cardiaco y neuronal,
reducir la inflamacion, tratar enfermedades autoinmunes o evitar el rechazo de
trasplantes(56, 57). A finales de 2023 habia mas de 1400 estudios encontrados con la
busqueda del término " Mesenchymal stem cells" en la pagina web "clinicaltrials.gov".
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Una de las grandes ventajas de las CMMs mesenquimales es su presencia en
multiples tejidos del cuerpo humano, lo que facilita su aislamiento. Las CMMs se pueden
obtener de diversas fuentes tisulares, incluyendo MO, tejido adiposo, sangre de cordon
umbilical y pulpa dental, entre otras. La MO es una fuente clasica de CMMs, aunque su
obtencion es claramente invasiva. Por otro lado, las CMMs derivadas del tejido adiposo
se extraen mediante procedimientos menos invasivos como la liposuccién, facilitando
su adquisicion y aumentando la comodidad del donante. Estas células tienen ademas
una viabilidad y un potencial de diferenciacion elevados(57). Las CMMs del cordén
umbilical presentan la ventaja de una recoleccion no invasiva y un potencial
inmunomodulador superior, mientras que las de la pulpa dental pueden ser recogidas
tras procedimientos odontolégicos rutinarios, representando una fuente accesible y con
minima morbilidad asociada. Para su empleo en medicina regenerativa, cada una de las
fuentes anteriormente citadas tiene ventajas e inconvenientes, ya que, dependiendo de
la fuente las propiedades de las CMMs, como el potencial de diferenciacién, pueden
variar. Ademas, hay que tener en cuenta que aquellos tejidos que no son facilmente
accesibles no serian una fuente adecuada de CMMs para su uso en medicina
regenerativa(58). No obstante, la MO es la fuente de CMMs mejor caracterizada, a pesar
de sus inconvenientes como la dificil accesibilidad o la correlacion de la proliferaciéon y
el potencial de diferenciacién con la edad del donante. Aunque las CMMs de diferentes
fuentes tisulares comparten muchas caracteristicas y, en general, cumplen los criterios
de la International Society of Cellular Therapy para la CMM, cada vez hay mas pruebas
de que las CMMs de diferentes fuentes pueden distinguirse a nivel de produccién de
citocinas y perfiles de expresion génica. Asi, su capacidad para diferenciarse en distintos
tejidos, incluidos los linajes endodérmico y ectodérmico, también varia segun el tejido
de origen, ademas, cabe destacar que las CMMs de origen fetal pueden sufrir mas
divisiones celulares que las CMMs procedentes de tejidos adultos, como la MO, antes
de alcanzar la senescencia. Estas diferencias en su potencial abren la posibilidad de
adaptar distintos los tipos de CMM a diferentes aplicaciones médicas(59). La
heterogeneidad de la CMM no ha impedido a los cientificos investigar su uso
terapéutico.

La aplicacion potencial de las CMMs en medicina regenerativa se centrd
inicialmente en el trasplante de células en los pacientes buscando una posterior
diferenciacion de esas CMMs en un tipo celular especifico para sustituir el tejido perdido
o danado. Sin embargo, los distintos pasos de manipulacién celular que se requieren
antes de la implantacién de esas células en un tejido determinado tienen efectos
perjudiciales sobre la viabilidad celular. Ademas, la necesidad de expandir in vitro las
células CMMs de forma previa a su implantacion para conseguir un nimero de células
suficiente para la realizacion de los procedimientos, también aumenta la inestabilidad
gendmica de estas, lo que puede conllevar efectos muy negativos en el tejido receptor
a largo plazo. También debe tenerse en cuenta que la via de administracién puede
ejercer un estrés mecanico importante sobre estas células, limitando su viabilidad. Todo
esto ha llevado a un cambio de paradigma en el uso de las CMMs. Ahora sabemos que
muchos de los efectos beneficiosos que se consiguen con la administracion de estas
células no dependen de su viabilidad a largo plazo ni de su capacidad de diferenciacion
a células de una estirpe concreta, sino a sus acciones paracrinas. Por tanto, parte de la
investigacion de las CMMs en medicina regenerativa esta orientada hacia el estudio del
secretoma en la actualidad(60).
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1.2.1.2 Los osteoblastos (OBLs)

Los OBLs son células mononucleares, de forma poliédrica, conocidas por su
capacidad osteoformadora, siendo inductoras de la mineralizacion 6sea y secretando
multiples componentes de la MEC del hueso(61). Los OBLs, que comprenden del 4 al
6% del total de células Oseas residentes, pueden quedar inmersas en la matriz 6sea
durante el crecimiento del hueso y madurar hasta dar lugar a los OCTs. Estos OCTs son
las células mas abundantes del hueso, constituyendo el (90% de las células de este
tejido). Silos OBLs no quedan inmersos en la matriz 6sea, pueden entrar en un estado
quiescente, dando lugar a una célula de revestimiento (bone lining cell). Estas células
muestran las caracteristicas morfoldégicas de células con gran sintesis proteica,
incluyendo un abundante reticulo endoplasmico rugoso y un prominente aparato de
Golgi, asi como diversas vesiculas secretoras(62). Las células limitantes tienen un papel
importante en la proteccion de la matriz 6sea y en la regulacién del paso de iones calcio
y otros minerales hacia y desde el hueso, ademas de funcionar como un reservorio de
células precursoras que pueden diferenciarse en osteoblastos durante el proceso de
remodelado 6seo.

Los OBLs tienen diferentes funciones. Estas células emiten procesos
citoplasmaticos que les permiten cominicarse con OBLs y OCTs vecinos, sintetizan la
sustancia osteoide, secretan factores de crecimiento, median en la resorcion llevada a
cabo por los OCLs y expresan una enzima caracteristica, la fosfatasa alcalina (ALPL),
que permite la mineralizacién del tejido 6seo. La sialoproteina ésea y la osteocalcina
(OCN), se expresan en el proceso de diferenciacion del pre-osteoblasto al osteoblasto
y aparecen cuando se inicia la mineralizacidon. La expresion de estas proteinas resulta
especialmente utii como marcadores osteogénicos en los estadios finales de la
diferenciacion osteoblastica(39).

La diferenciacién osteogénica de los osteoblastos (OBL) es un proceso que
requiere la activacion secuencial de genes especificos, entre ellos las proteinas
morfogénicas dseas (BMPs) y los componentes de la via Wingless (Wnt). La expresion
de RUNX2 (Runt-Related Transcription Factor 2), Distal-less homeobox 5 (DIx5) y
Osterix (Osx) son fundamentales para este proceso, siendo RUNX2 el factor principal
que induce la expresion de otros genes vitales para las funciones osteoblasticas, como
ColA1 (Collagen Type | Alpha 1 Chain), ALPL, BSP (Bone Sialoprotein), y BGLAP(Bone
Gamma-Carboxyglutamate Protein)(63, 64).

Ademas, es importante reconocer que las células osteoblasticas tienen un papel
clave no sélo en la sintesis de la matriz 6sea, sino también en la regulacion de la
osteoclastogénesis y, consecuentemente, en la resorcibn o6sea. Por lo tanto, el
mantenimiento de la integridad esquelética depende de una interaccion equilibrada y
coordinada entre los OBLs y los osteoclastos OCLs (65).

1.2.1.3 Los osteocitos

Mientras que OBLs, OCLs y células de revestimiento se encuentran en la
superficie 6sea, los OCTs estan en el interior de la matriz ésea, como ya se ha
mencionado. Los OCTs son, ademas de las células mas abundantes del hueso, las
células mas longevas, siendo capaces de sobrevivir hasta 25 afos(61, 63). Poseen
forma estrellada, presentando ciertas variaciones, de modo que los OCTs localizados
en hueso trabecular son mas redondeados que los situados en hueso cortical, que son
mas alargados(66). Estas células se situan en el interior de las llamadas lagunas
osteociticas, u osteoplasmas.
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Los osteocitos, que residen dentro de las lagunas, extienden prolongaciones
delgadas llamadas procesos dendriticos a través de los conductos calcéforos, finos
canales que irradian desde las lagunas de los osteocitos y que estan llenos de fluido
0seo extracelular, para conectarse con los osteocitos vecinos y con la red de vasos
sanguineos y nervios en el hueso. Estos conductos permiten la comunicacién entre
osteocitos adyacentes y facilitan el transporte de nutrientes y desechos a través del
tejido 6seo duro. Esta red de conexiones es vital para el mantenimiento y la
supervivencia de los osteocitos, y es fundamental para la regulacién de la homeostasis
mineral del hueso, permitiendo a los osteocitos detectar cambios en la presion mecanica
y en la composicion mineral del entorno 6seo, y responder adecuadamente para
mantener la salud y la resistencia del hueso.

Las prolongaciones citoplasmaticas de estas células se extienden a través de los
conductos calcéforos o canaliculos 6seos, que estan llenos de fluido 6seo extracelular
(Figura 4). De esta forma, los OCTs se organizan formando un auténtico sincitio de
células, que se comporta funcionalmente como una Unica estructura, existiendo una
gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie 6sea, que asegura oxigeno
y nutrientes. Los OCTs también participan en la sintesis y mineralizacién de la matriz
osteoide, pero su funcion principal es la de controlar el remodelado 6seo y detectar las
variaciones en los estimulos mecanicos, fendmeno denominado
mecanotransduccién(67).

32



33

vasculature

bone matrix

osteocytes

N\

lacunar space

canalicular
space —

perilacunar
matrix

osteoblasts

marrow space

Figura 4. Representacion esquematica de los osteocitos y del sistema lacunocanalicular.
Osteocito incrustado dentro de su laguna, ilustrandose sus procesos dendriticos que atraviesan
la matriz 6sea (sombreado gris) dentro de estrechos tuneles denominados canaliculos. Los
procesos dendriticos del osteocito se interconectan con otros osteocitos y osteoblastos
superficiales. Obsérvese que algunos procesos osteociticos pueden extenderse mas alla de la
capa de osteoblastos para interactuar potencialmente con células de la médula y que las
dendritas de los osteocitos también estan en intimo contacto con la vasculatura. Tomado de:
Tiede-Lewis LM, Dallas SL. Changes in the osteocyte lacunocanalicular network with aging.
Bone. 2019 May;122:101-113.(68)

Los OCTs, representan el estadio final de diferenciacion de la linea osteoblastica,
son incapaces de renovarse. Estas células poseen los mismos marcadores que los
OBLs, pero tienen como marcador especifico el CD44, un receptor de membrana propio
de los OCLs y células de revestimiento(39). El proceso de diferenciacién osteoblasto-
osteocito va acompafado de cambios morfolégicos y ultraestructurales evidentes, por
ejemplo, la reduccion de tamario del osteoblasto y del numero de organulos (como el
reticulo endoplasmico, el reticulo endoplasmico rugoso y el aparato de Golgi) o el
aumento en la relacién nucleo-citoplasma, correspondiéndose con una disminucion de
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la sintesis y secrecion de proteinas(69). En este proceso, se han propuesto cuatro
etapas: osteoide-osteocito, pre-osteocito, osteocito joven y osteocito maduro.

Actualmente, existen evidencias que apuntan hacia un papel clave del OCT
como detonante del proceso de remodelado 6seo, marcando el lugar donde debe
producirse la activacién de los precursores osteoclasticos para iniciar la resorcion(70).
Es decir, los OCTs podrian actuar como sensores en situaciones inductoras del
remodelado, como las diferentes fuerzas mecanicas, microfracturas, etc(65).

1.2.1.4 Los osteoclastos

Las células encargadas de la resorcion 6sea son los OCLs. Se trata de células
grandes (100 um), multinucleadas, ricas en vacuolas y mitocondrias. A diferencia de los
otros tipos de células que hemos visto hasta el momento, de origen mesenquimal, los
OCLs tienen su origen en las células madre hematopoyéticas. Los OCLs contienen
fosfatasa acida tartrato resistente, que permite la defosforilacion de las proteinas, cuya
actividad es aprovechada para su identificacion, tanto in vivo como in vitro(71). Frente a
los OBLs, los OCLs proceden de células madre hematopoyéticas de la MO
denominadas CFU-GM (Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y
Macréfagos), precursoras de macréfagos y monocitos(72).

Los OCLs presentan dos regiones de membrana especializadas: donde tiene
lugar la resorcion, el borde en cepillo, y una zona clara, con integrinas (que sirven de
anclaje), rica en microfilamentos. Para ejecutar la resorcién dsea, los OCLs se movilizan
hacia la zona a reabsorber y, seguidamente, se adhieren a la superficie Osea
mineralizada por el ribete en cepillo mediante las integrinas. La integrina del OCL, en
especial la av33, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp del colageno y otras proteinas de
la matriz osteoide(73). A este nivel el pH es acido, ya que secretan acidos (H+)
generados por la anhidrasa carbénica Il y enzimas proteoliticas como colagenasas,
metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasa, etc, que van a originar la resorciéon del
hueso mediante la solubilizacién de la matriz organica primero y de la mineral mas
tarde(72). Los productos de esta degradacion son endocitados a través del borde en
cepillo y transportados al dominio funcional secretor de la membrana plasmatica(63). El
aumento anormal en la formacion y actividad de los OCLs conduce a enfermedades
O6seas como la osteoporosis, en la que la resorcion supera a la formacion ésea, con el
consiguiente aumento de las fracturas (Figura 5). En algunas condiciones patoldgicas
como las metastasis 6seas o las artropatias inflamatorias, la activacion anormal de los
osteoclastos provoca erosion periarticular y osteolisis(74).
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Figura 5. Las cinco fases del remodelado 6seo. Tomado de: Owen R, Reilly G. In vitro Models of
Bone Remodelling and Associated Disorders. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology.
2018;6:134.(75)

Respecto a la osteoclastogénesis, este proceso esta altamente conectado con
la actividad tanto de OBLs como de OCLs. En la actualidad sabemos que los OBLs son
fundamentales para la formacion de OCLs. Asi, el factor estimulante de las colonias de
macroéfagos (M-CSF) producido por los OBLs es imprescindible en las primeras fases
de la osteoclastogénesis, que entrafa la formacion de células gigantes
multinucleadas(38, 63). Se ha descrito que el proceso de regulacion de la
osteoclastogénesis se basa en tres moléculas clave: la Osteoprotegerina (OPG), una
proteina sintetizada por osteoblastos y pre-osteoblastos, el receptor activador del factor
nuclear k beta (RANK) y su ligando (RANKL). EI RANKL, previamente denominado
osteoclast differentiation factor, es una citoquina transmembrana perteneciente a la
familia del factor de necrosis tumoral (TNF)(38). La interaccion entre RANKL y su
receptor RANK produce la activacion de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica,
aumentando la resorcién, mediante la expresién de genes como NFATc1, catepsina K,
TRAP y DC-STAMP(76). Tanto in vivo como in vitro, los efectos del RANKL son inhibidos
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por la OPG producida por OBLs y pre-osteoblastos, perteneciente a la superfamilia de
los receptores de TNF(77). Cuando se unen OPG y RANKL, se inhibe la union de
RANKL a RANK y con ello la diferenciacion osteoclastica. De este modo, OPG, RANK y
RANKL son reguladores esenciales de la osteoclastogénesis(38).

1.2.2. Mecanismos moleculares que regulan la homeostasis 6sea

En constante formacion y resorcion, el hueso es un tejido dindamico que permite
el mantenimiento del volumen &seo, la reparacion del dafio tisular y la regulacion del
metabolismo fosfocalcico. Estos fendmenos se denominan en conjunto remodelado
0seo, y permiten la renovacion anual de un 5% del hueso cortical y un 20 % del hueso
trabecular. Hay que tener en cuenta que, aunque el hueso cortical constituye un 75%
del total, el hueso trabecular presenta una actividad metabdlica 10 veces mayor, en parte
debido a la relacién superficie-volumen (la superficie del hueso trabecular representa un
60% del total 6seo). Como ya se adelantd, el remodelado éseo tiene lugar durante toda
la vida del individuo, pero solo hasta la tercera década de ésta se mantiene un balance
netamente positivo. El balance entre la resorcién y la formacion dseas esta influido por
multiples factores, interrelacionados entre si, como son los factores genéticos,
mecanicos, vasculares, nutricionales, hormonales y locales(78, 79). En la tabla 3 se
sintetizan algunos de los mediadores quimicos mas relevantes en el remodelado 6seo
durante cada fase del proceso.

El remodelado 6seo puede dividirse en las siguientes varias fases caracterizadas
por la actividad de diferentes mediadores quimicos (79, 80):

o Fase de activacién: El primer proceso que tiene lugar es la activacion de la
superficie 6sea previa a la resorcidn, mediante la retraccion de las células de
revestimiento o limitantes (OBLs maduros elongados presentes en la superficie
endostica) y la digestion de la membrana endéstica mediada por las
colagenasas. Al quedar expuesta la superficie mineralizada se produce el
reclutamiento de OCLs circulantes procedentes de los vasos cercanos.

e Fase de resorcion: A continuacion, los OCLs comienzan a disolver la matriz
mineral y a descomponer la matriz osteoide. Este fendmeno es terminado por
los macrofagos y permite la liberacion de los factores de crecimiento presentes
en la matriz, principalmente TGF-B (factor de crecimiento transformante (),
PDGEF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas), IGF-l y Il (factor analogo
alainsulina l y II).

o Fase de inversion: Es el tiempo que separa el final de la reabsorcién y el inicio
de la formacion para una zona determinada. El acoplamiento de estos dos
procesos dura 1-2 semanas. Mediante una serie de estimulos aparecen los
OBLs. Al microscopio se observa una laguna de Howship con ausencia de OCLs.
Se pueden identificar fagocitos y preosteoblastos, que preparan la superficie
para la formacion del hueso. En este proceso intervienen los factores locales que
aseguraran que los nuevos OBLs se agrupen en localizacion correcta y
alineacion adecuada

o Fase de formacion: Sincrénicamente en las zonas reabsorbidas se produce el
proceso de agrupamiento de preosteoblastos, atraidos por los factores de
crecimiento que se liberaron de la matriz, que actian como quimiotacticos y
ademas favorecen su proliferacion. Los preosteoblastos sintetizan una sustancia
cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan BMPs
(proteinas morfogenéticas 6seas), responsables de la diferenciacion. Alos pocos
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dias, los OBLs ya diferenciados van a secretar la sustancia osteoide que

rellenara las zonas horadadas.

o Fase de mineralizacion: A los 30 dias del depdsito de osteoide comienza la
mineralizacion, que finalizara a los 90 dias en el hueso trabecular y a los 130 en

el hueso cortical.

FASE DEL REMODELADO

HORMONAS Y FACTORES IMPLICADOS EN LA
REGULACION

Fase de activacién

Activacion: PTH, IGF-1, IL-1, IL-6, PGE2, Calcitriol, TNF-a

Inhibicién: Estrégenos

Fase de reclutamiento de
osteoclastos y resorcion

Activacion: RANKL, M-CSF, avp3, IL-1B, IL-1a, TNF-q,
retinoico, S1P

Inhibicién: OPG, GM-CSF, estrégenos, Calcitonina, IL-4, IL-18,
TGF-B

Fase de inversion

TGF-B, IGF-1, IGF-2, BMPs, PDGF, 6 FGF

Fase de reclutamiento de
osteoblastos y formacién

Activacién: WNTs, BMPs, IGF-1, FGF-2, FGF-18, PDGFs,
PTH, vitamina D3, Runx2, TGF-, CT-1

Inhibicién: PDGFs, corticoides, leptina, pirofosfato, Sema4D

Fase de finalizacién o mineralizacién

Sefial de feedback de la expresién normal de esclerostina

Tabla 3. Hormonas y factores implicados en la secuencia de remodelado 6seo. Adaptada de:
Siddiqui JA, Partridge NC. Physiological Bone Remodeling: Systemic Regulation and Growth
Factor Involvement. Physiology (Bethesda). 2016 May;31(3):233-45.(81).

El proceso de formacién de hueso esta meticulosamente gobernado por una red
de vias de sefalizacion, incluyendo las de BMP, Wnt y Hedgehog, entre otras y por la
influencia moduladora de otros factores, como los microARNs (miARNSs). Estos
elementos no solo juegan roles criticos en la regulacién de las células 6seas como los
osteoblastos y osteoclastos, sino que también reflejan la interaccion y el equilibrio entre
diversos sistemas de sefalizacién en un contexto mas amplio. En las siguientes
subsecciones vamos a describir en detalle estos mecanismos regulatorios.

1.2.2.1 Principales rutas que regulan la homeostasis 6sea

En el punto 1.2.1 de esta memoria, se expuso cdmo la creacion y resorcién de
hueso estan orquestadas fundamentalmente por el equilibrio entre la funciéon de OBLs y
OCLs, y como las CMMs se diferencian a OBLs en respuesta a diversos estimulos que
hacen posible el mantenimiento de la masa dsea. Ahora, profundizaremos en los
mecanismos moleculares que hacen posible la transformacién de las CMMs en OBLs,
proceso clave en la homeostasis del hueso.

Existen diversas vias de sefializaciébn que controlan la diferenciacién
osteogénica de las CMMs, como las vias de las BMPs, Hedgehog, Notch, NELL (Neural
Epidermal Growth Epidermal Growth factor-like 1 protein 1 ) y la via de sefializacién
Whnt/B-catenina(41). Sin embargo, la via de sefalizacion BMP y la via de sefalizacion
Whnt/B-catenina son las mas relevantes en lo que se refiere a la regulacion de la
diferenciacién osteogénica de las CMMs
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Via de senalizacién de las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs)

Las BMPs son factores de crecimiento con una gran capacidad de inducir la
formaciéon de hueso, cartilago y tejidos conectivos en general. A pesar de haberse
caracterizado a principios de la década de 1990, el término “proteinas morfogenéticas
Oseas” fue utilizado por primera vez por Urist et al en 1971, casi seis afios después de
describirse sus efectos en la formacion 6sea(82). Las BMPs son miembros de la
superfamilia del factor de crecimiento TGF-[3, y hasta la fecha se han identificado mas
de veinte BMPs. Ademas de su papel en la formacion ésea, las BMPs también
desempefian funciones esenciales en la embriogénesis, la organogénesis, la
homeostasis de los tejidos adultos y la proliferacién y diferenciaciéon celular.

Una vez sintetizadas, las proteinas precursoras de las BMPs sufren una serie de
modificaciones post-transcripcionales, incluyendo la glicosilacién y la dimerizacién antes
de ser secretadas. Las moléculas de BMP maduras secretadas, pueden ser homo- o
hetero-tetradimeros que funcionarian como intermediarios en diferentes vias de
senalizacion y procesos celulares(83). Las BMPs, una vez secretadas, van a interactuar
con receptores especificos que se encuentran en la superficie celular, lo que provoca
una cascada de eventos moleculares en el interior de la célula que mediaran los efectos
de la unién de esta proteina a su receptor. EIl reconocimiento de las BMPs se realiza
mediante un receptor de membrana tipo | (BMPRI) y dos receptores BMP tipo |l
(BMPRII). Entre los BMPRI, también conocidos como activin receptor-like kinase (ALKs),
se han descrito cuatro diferentes: ALKI, ALKII/ActRI, ALK3/BMPRIA y ALK6/BMPRIB.
Ademas, existen tres tipos de BMPRII conocidos: BMPR2, ActRIIA y ActRIIB.
Dependiendo de las combinaciones de todos estos receptores la afinidad por las
diferentes BMPs variara, y, por tanto, su actividad. Estos BMPR son proteinas
transmembrana con un dominio extracelular rico en cisteina y un dominio cinasa
intracelular encargado de iniciar la sefializacion intracelular tras el reconocimiento de la
BMP (Figura 6). Una vez que la BMPRII reconoce la molécula de BMP, el dominio cinasa
intracelular transfosforilara al BMPRI, formando el complejo receptor heterodimérico y
desencadenando dos cascadas de senalizacion diferentes, una dependiente de SMAD
y otra independiente de SMAD(84).

Las proteinas SMAD (Small Mothers Against Decapentaplegic) funcionan a nivel
celular como segundo mensajero, y son proteinas centrales de la ruta candénica de
sefalizacion BMP. Existen nueve proteinas SMAD, que se pueden agrupar en tres tipos
diferentes. La primera de las categorias es la que corresponde a las proteinas SMAD
Receptoras (RSMAD), que incluye SMAD 1, SMAD 2, SMAD 3, SMAD 5, SMAD 8 y
SMAD 9. Estas proteinas se activan mediante la fosforilacion por parte de los receptores
del tipo | de TGF-B o BMP. Dentro de esta categoria se encuentran SMAD1, SMAD2,
SMAD3, SMAD5 y SMAD8. SMAD2 y SMADS estan principalmente involucradas en la
sefalizacion de TGF-B, mientras que SMAD1, SMAD5 y SMADS8 participan en la
sefalizacion de BMP. En concreto, los SMADs1/5/8 actian como mediadores en la via
BMP. La segunda categoria de SMADs son las SMAD comunes (Co-SMAD) que tiene
un unico miembro, SMAD4. SMAD4 funciona como un socio comun para las R-SMADs.
Después de la fosforilacion de las R-SMADs, SMAD4 se une a ellas y el complejo
resultante se transloca al nucleo donde afecta la transcripcion de genes especificos. La
ultima categoria corresponde a las SMAD Inhibidoras (I-SMAD) formado por SMADG6 y
SMADY. Las proteinas SMAD tienen dos dominios conservados, el dominio homélogo
Mad 1 (MH1) y 2 (MH2). El dominio MH1 se localiza en la regién N-terminal y es
responsable de la unién de SMAD con el ADN, mientras que el dominio MH2, situado
en el C-terminal, es clave para la interaccion proteina-proteina(85, 86). Estas proteinas

38



39

actuan como antagonistas en la sefalizacion de TGF-B y BMP al inhibir la fosforilacion
de las R-SMADs o al interferir con la formacion del complejo SMAD4-R-SMAD.

Tras la interaccion con la BMP, el BMPRI activado fosforilara uno de los R-
SMADs (SMAD1/5/8), que a continuacion se separara del receptor e interactuara con el
Co-SMAD, SMAD4, formando un heterotrimero compuesto por dos R-SMAD mas
SMAD4 o un heterodimero formado con un solo R-SMAD y el Co-SMAD. A continuacion,
estos complejos SMAD migran al nucleo, donde regulan de forma positiva la expresion
de factores de transcripcion especificos, como RUNX2 y OSX(87) (Figura 6).
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Figura 6. Via de sefializacion candnica de las BMP. Los ligandos de BMP (azul) se unen a los
receptores serin-treonina cinasa de tipo I, que reclutan y fosforilan a los receptores de tipo I. Tras
la fosforilacion por los receptores de tipo I, los SMAD regulados por receptores (R-SMADs,
SMAD1/5/8) forman complejos con Co-SMAD (SMAD4), y luego se translocan al nucleo para
regular la transcripcion de genes diana a través de interacciones con factores transcripcionales
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osteogénicos como RUNX2 u OSX. Tomada de: Garcia Sanchez D. Specific Gapmers System
Assay with Osteogenic Effect as a Therapy for the Treatment of Osteoporosis. Tesis doctoral.
Santander, Espana. Universidad de Cantabria, 2023. (Creado con Biorender.org) (88)

La via de sefializacion de BMP no candnica e independiente de SMAD también
puede activarse tras el reconocimiento de BMP por el BMPR. EI BMPR activado inicia
una serie de interacciones proteicas, incluyendo aquellas con las moléculas asociadas
al receptor BMP 1 (BRAM1) o con el inhibidor de la proteina de la apoptosis ligado al
cromosoma X (XIAP), y las moléculas corriente abajo cinasa 1 activada por TGFp
(TAK1) y la proteina de union a TAK1 (TAB1). La sefal descendente continuara por la
accién de TAK1 y TAB1, que activaran vias descendentes dirigidas por cinasas como la
cinasa regulada por sefal extracelular (ERK), la proteina cinasa p38 activada por
mitdégenos (p38 MAPK), la cinasa N-terminal de Jun (JNK) y las vias de senalizacién del
factor nuclear kp (NFkf3).

Bien mediante la accion de antagonistas, o bien mediante la interaccién con otras
cascadas de sefalizacién, el control de la via de senalizacion por BMP se realiza a nivel
extracelular e intracelular. A nivel extracelular, existen diferentes antagonistas de las
BMPs, que muestran afinidad por moléculas BMP especificas. Estos antagonistas se
caracterizan por contener un cysteine knot (o “nudo de cistina”, que es un motivo
estructural de proteina que contiene tres puentes disulfuro) clave en la unién a las
moléculas BMP. Los antagonistas de las BMPs pueden clasificarse en tres familias: la
familia CAN, la familia Tsg (twisted gastrulation protein) y la subfamilia Chordin y
Noggin(89). Actuando a un nivel diferente, la proteina BAMBI (BMP and Activin Receptor
Membrane-Bound Inhibitor, o inhibidor de BMP y activina unido a membrana) también
puede inhibir la via de sefalizacion de las BMP compitiendo con el BMPRI e impidiendo
la formacion del complejo receptor heterodimérico BMPR(83).

Entre los antagonistas intracelulares de la via BMP se encuentran: SMADG vy
SMADY7, pertenecientes a la categoria de los I-SMAD. Tras la activacion de la via
canonica, estos I-SMAD, que se localizan normalmente en el nucleo, se translocan al
citoplasma. Compiten con los R-SMADs por la unién con la region intracelular del
BMPR1. Como I-SMADs carecen de MH1, bloquean la via de sefnalizacion. Otros
inhibidores bien conocidos de la cascada de sefializacion de las BMPs a nivel
citoplasmatico son los factores reguladores de la ubiquitinacién de SMAD1 y 2 (SMURF
1y SMURF2) (90) (Figura 7). La accion de SMAD6 y SMAD7 facilita la actividad de
ubiquitinacion de los SMURF. La ubiquitinacion de los R-SMAD, mediada por los
SMURF inducira su degradacion por el proteasoma. De hecho, los modelos murinos
SMURF-/- han mostrado un aumento de la masa dsea y una mayor actividad de los
OBLs(91). Otro inhibidor intracelular de esta via es TOB1, que forma parte de la familia
TOB/BTG (Figura 7). TOB1 retiene el complejo R-SMAD/Co-SMAD en los cuerpos
nucleares, bloqueando la acciéon del complejo SMAD vy, por tanto, la expresion génica.
También se ha descrito que TOB1 interfiere en la via canénica de las BMP en el
citoplasma celular mediante la estabilizacion del SMAD6-BMPRI. De acuerdo con este
papel como inhibidor de la via de sefalizacion de BMP, se ha descrito que la deficiencia
de TOB previene la pérdida de masa 6sea al aumentar la actividad osteoblastica en
modelos murinos de osteoporosis(92).
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Figura 7. Via de BMP con sus inhibidores (esquema simplificado). Tras el reconocimiento de
BMP por el receptor de membrana, SMAD1/5/8 se fosforila y forma un heterodimero con Co-
SMADA4. EIl complejo SMAD fosforilado entra en el nucleo donde interacciona con factores de
transcripcién induciendo la expresion de genes relacionados con la osteogénesis como RUNX2
y OSX. La inhibicion de SMURF1 se realiza por ubiquitinacion de SMAD1/5/8 induciendo su
degradacién, mientras que TOB1 compite con el factor de transcripcion por el complejo SMAD,
transportandolo fuera del nucleo. Tomada de: Garcia Sanchez D. Specific Gapmers System
Assay with Osteogenic Effect as a Therapy for the Treatment of Osteoporosis. Tesis doctoral.
Santander, Esparia. Universidad de Cantabria, 2023. (Creado con Biorender.org) (88).

/

Via de senalizacion Wnt

A mediados de la década de 1930, Morgan et al. descubren la via de sefializacion
Whnit. El primer gen codificador de Wnt se denominé Glazzed (Gla, -esmaltado-), ya que
estaba relacionado con un fenotipo de ojos vidriosos en Drosophila melanogaster.
Sharma et al. describieron décadas después una mutacion inducida del gen Wg. Esta
mutacion dio lugar a un fenotipo de Drosophila sin alas (“Wingless”)(93). Estos dos
genes, Gla y Wg resultaron ser alelos. El gen Int-1, un gen homaélogo del anteriormente
descrito en Drosophila, capaz de inducir la formacion de tumores mamarios en modelos
murinos fue descrito en 1982. Finalmente, en 1991, et al. propusieron el término Wnt,
una mezcla de ambos genes, Wg e Int para referirse a toda la familia proteica de Int-
1(94).

Debido a su papel esencial en la autoregulacion de las células madre, la
determinacion del destino celular, el desarrollo embrioldgico o la polaridad celular, la via
de sefializacion Wnt ha sido objeto de una intensa investigacion. Prueba de la
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importancia de esta via de sefalizacion son las diversas patologias vinculadas a sus
alteraciones, entre las que se incluyen la espina bifida y el cancer de mama, piel y
colon(95).

Existe mas de una via de sefalizacion Wnt, una via Wnt canénica, dependiente
de la B-catenina, y otras vias Wnt no canodnicas, que son independientes de la [3-
catenina. Las vias no canodnicas incluyen diferentes cascadas de sefalizacion,
dependiendo de los receptores de membrana implicados. En la via de sefalizacion
canénica Wnt/B-catenina, la ausencia de sefial Wnt conduce a la fosforilacién de la 8-
catenina en el citoplasma (Figura 8). Esto se produce por un complejo de destruccion
molecular, compuesto por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), la caseina cinasa 1
(CK1), la proteina adenomatous polyposis coli (ACP), la proteina andamio Axina y la
proteina accesoria dishevelled (DVL)(96). La fosforilacion de la B-catenina por este
complejo marca la proteina para una posterior ubiquitinacién por la ubiquitina ligasa B3
B-Trcp y su posterior degradacién por el proteasoma. En ausencia de 3-catenina en el
nucleo, el factor de transcripcion TCF/LEF (T-cell factor/lymphocyte enhancer factor) se
asocia con Groucho e interactia con histona deacetilasas, inhibiendo la expresion de
los genes diana de Wnt/B-catenina. El reconocimiento de Wnt se realiza mediante la
familia de receptores transmembrana de las proteinas Flizzled (FZD) y correceptores
como el LRP5/6 o el receptor huérfano 2 similar a la tirosina cinasa (ROR2). Tras el
reconocimiento de Wnt por FZD, se induce la fosforilacién del correceptor LRP5/6,
seguida de la fosforilacion de DVL, y asi se forma un complejo heterotrimérico que
interrumpe el complejo de destruccion. Como consecuencia de ello, la B-catenina se
acumula en el citoplasma celular, hasta que finalmente se transloca al nucleo(97). Una
vez en el nucleo, la B-catenina desplaza a Groucho y se une al factor transcripcional
TCP/LEF. Este complejo recluta entonces la proteina del linfoma de células B-9 (BCL9),
Pygopus y el modificador de histonas CBP, para inducir la expresion de los genes diana.
En la via canodnica de Wnt, bajos niveles de actividad de esta se asocian a la
autorrenovacién de las CMMs, mientras que los niveles altos de dicha via promueven la
diferenciacion osteogénica(98).

Tanto las mutaciones activadoras como las silenciadoras de proteinas
necesarias para la sefalizacion canénica de WNT han puesto de manifiesto la
importancia de esta via para el desarrollo normal del esqueleto. Sin embargo, aun no se
han identificado los mecanismos transcripcionales especificos de cada tejido a través
de los cuales la sefializacion WNT promueve la diferenciacién de las células formadoras
de hueso. La senalizacion candnica de WNT y el factor de transcripcién relacionado con
el hueso RUNX2 son componentes funcionalmente vinculados de una via necesaria
para el inicio de la diferenciacién de los OBLs. Se ha demostrado que, en el hueso del
ratdbn knockout para Sfrp1 (secreted frizzled-related protein-1), que presenta una
sefalizacion WNT activada y un fenotipo de masa dsea elevada, hay un aumento
significativo de la expresion del factor de células T-1 (Tcf-1), Runx2 y OCN. Mediante
analisis mutacional se ha demostrado que en el promotor del gen Runx2 reside un
elemento regulador TCF que responde a la sefalizacion candnica Wnt. Mediante
inmunoprecipitacion de cromatina se ha demostrado el reclutamiento de B -catenina y
Tcf-1 sobre gen Runx2 enddgeno. La coexpresion de Tcf-1 con proteinas WNT
canonicas resulta en una activacion 2-5 veces mayor de la actividad promotora de
Runx2 y una induccion 7-8 veces mayor del ARNm enddgeno en células mesenquimales
y osteoprogenitoras pluripotentes de ratéon. Este aumento es suprimido por SFRP. Asi,
existen pruebas de la regulacion directa de Runx2 por la sefalizacién canonica WNT
que sugieren que Runx2 es una diana de B-catenina/TCF1 para la estimulaciéon de la
formacion ésea. Se ha propuesto que la sefalizacion WNT/TCF1, al igual que la
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sefalizacién de la proteina morfogenética 6sea y el factor de crecimiento transformante
beta, activa la expresion génica de Runx2 en las células mesenquimales para controlar
la diferenciacion de los osteoblastos y el desarrollo del esqueleto(99).

Canonical Wnt pathway

p-cat
.\ TCF/ )
\LEE) (— Wnt target genes

USUNUN

Figura 8. Senalizacion Wnt canénica. En ausencia de un ligando Wnt (izquierda), la fosforilacion
de B-catenina por el complejo de destruccidon (compuesto por Axina, APC, CK1 y GSK30)
conduce a su ubiquitinaciéon por B-TrCP, que la destina a la degradacion por el proteasoma. La
ausencia de B-catenina en el nucleo provoca la unién del complejo represor que contiene
TCF/LEF y TLE/Groucho al gen diana, reprimiendo asi su actividad. Una vez que el ligando Wnt
se une al receptor Frizzled y al correceptor LRP (derecha), los receptores LRP son fosforilados
por CK1y GSK3B, lo que resulta en el reclutamiento de proteinas DVL a la membrana plasmatica
donde activan y estructuran el complejo de destruccion de B-catenina. El resultado es la
acumulaciéon de B-catenina en el citoplasma y su translocacion al ntcleo, donde forma un
complejo con TCF/LEF y transcribe genes diana. Tomado de: Patel S, Alam A, Pant R,
Chattopadhyay S. Wnt Signaling and lts Significance Within the Tumor Microenvironment: Novel
Therapeutic Insights. Front Immunol. 2019 Dec 16;10:2872.(98).

La sefalizacién Wnt no candénica comprende diferentes vias, de las cuales la
mas estudiada es la via de la Planar Cell Polarity (PCP), ademas de la via del Ca ?*. Las
vias no canonicas de Wnt (Figura 9) se caracterizan por ser independientes de TCP/LEF.
Junto con la FZD, los correceptores implicados en las vias PCP incluyen ROR1y ROR2,
con cascadas descendentes que implican GTPasas como Rho, Rac, Cdc42 y JNK. En
la via del Ca*?, el reconocimiento de Wnt estimula la produccion de diacilglicerol (DAG)
y 1,4,5-trifosfato (IP3). El IP3 induce la liberacion intracelular de Ca*? que activa la
proteina cinasa C (PKC), la cinasa dependiente de calmodulina Il (CAMKII) y la
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calcineurina como moléculas efectoras. El factor de transcripcion final de la via del Ca*?
es el factor nuclear de células T activadas (NFAT), que conduce a la expresion de sus
genes diana(100).

a) Canonical Wnt - inactive b) Canonical Wnt - active ¢) Non-canonical Wnt/Ca,, signaling
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Figura 9. Representacion esquematica de (a) la via de sefializacién Wnt inactiva, (b) la via de
senalizacion Wnt candnica activada y (c) la via de senalizacion Wnt/Ca2+ no candnica. La
senalizacién Wnt no canbnica se activa mediante la union de un ligando Wnt no canénico al
receptor Fzd y al ROR2.. La dimerizacion del receptor recluta DVL a la membrana y activa las
proteinas G heterotriméricas, que a su vez activan la PLC. La PLC escinde el fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato (PIP2) unido a la membrana en IP3 y 1,2DAG. EI IP3 induce la liberacion de Ca2+
de las reservas intracelulares de calcio y la activaciéon de enzimas sensibles al calcio, como la
PKC, la CaMKIl y la calcineurina. Estas proteinas activadas, a su vez, activan varios factores de
transcripcion, como el NF-kB, la proteina de unién a elementos sensibles al AMPc (CREB) y el
NFAT. Tomado de: Lojk J, Marc J. Roles of Non-Canonical Wnt Signalling Pathways in Bone
Biology. Int J Mol Sci. 2021 Oct 7;22(19):10840. (101)

La regulacion de la senalizaciéon de la via Wnt no solo se realiza a nivel
intracelular, sino también a nivel extracelular. Entre los inhibidores extracelulares de esta
via se encuentran las proteinas secretas relacionadas con Frizzled (SFRPs) y las
proteinas inhibidoras de Wnt. Ambas familias de proteinas son capaces de unirse a Wnt
impidiendo asi su union a los receptores celulares. Ademas, algunas SFRPs son
capaces de unirse al receptor FZD, compitiendo asi con Wnt(102). Otros inhibidores
descritos de Wnt son los pertenecientes a la familia Dickkopf (DKK). EI DKK1 no s6lo es
capaz de interrumpir el heterotrimero formado entre Wnt y sus receptores, sino que
también puede inducir la internalizacion y degradacién del correceptor LRP6. El control
de la via también puede tener lugar en el nucleo de la célula durante la transcripcion de
B-catenina/LEF. Dos antagonistas nucleares, Chibby (CBY) e Icatibant (ICAT),
interrumpen la interaccion de 3-catenina/LEF y promueven la exportacion de 3-catenina
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fuera del nucleo. En concreto, el CBY compite con los factores de transcripcion TCF/LEF
por la B-catenina, formando un complejo molecular de CBY/Bcatenina/chaperona 14-3-
3, e induciendo la salida de B-catenina del nucleo al citoplasma(103).

1.2.2.2 Papel de los microARNSs en la osteogénesis.

Los microARNs (miARN) son un grupo de pequefios ARNs (de 19 a 24
nucleoétidos) no codificantes enddgenos de cadena sencilla que modulan negativamente
la expresion de ARN mensajero (ARNm) diana mediante su unién a la regién 3' no
traducida (3'-UTR) de dicho ARNm para regular su traduccién y/o estabilidad. Los
mMiARNSs son transcritos primero como miARN primarios por la ARN Polimerasa |l y luego
son procesados antes de adquirir su conformacion final madura (104).

La regulacion de la expresion del ARNm por miARNSs es especifica de una célula
u organo y del estado metabdlico del organismo. Varios mecanismos reguladores
controlan no solo la expresiéon de los miARNs, sino también su actividad y/o
biodisponibilidad. Se han descrito varios mecanismos que modulan la accién reguladora
de la expresién génica por parte de los miARNSs. Entre estos mecanismos se encuentran
los polimorfismos genéticos, la metilacién de los promotores de dichos miARNSs, la
seleccién asimétrica de hebras de miARN, las interacciones con proteinas de union a
ARN (RBP) y con otros ARNs codificantes o no codificantes.

La via de procesamiento de miARNs se ha considerado lineal y universal para
todos los miARNs de mamiferos, e incluye la produccion del transcrito primario de
mMiARN (pri-miARN) por la ARN polimerasa Il 6 lll y el corte del pri-miARN por el complejo
microprocesador Drosha-DGCR8 (Pasha) en el nucleo (Figura 10). La horquilla
precursora resultante, el pre-miARN, es exportada desde el nucleo hacia el citoplasma
por Exportin-5-Ran-GTP. Ya en el citoplasma, la ARNasa Dicer, en complejo con double-
stranded RNA-binding protein (TRBP), escinde la horquilla pre-miARN. La cadena
funcional del miARN maduro se carga junto con las proteinas Argonauta (Ago2) en el
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde guia al RISC para silenciar
los ARNm diana. Dicho silenciamiento se puede llevar a cabo mediante la escision del
ARNm, la represion de su traduccién o la deadenilacion, mientras que la cadena
pasajera se degrada (Figura 10)(105).
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Figura 10. Via canénica "lineal" del procesamiento de microARNs. Tomado de: Winter, J., Jung,
S., Keller, S. et al. Many roads to maturity: microRNA biogenesis pathways and their regulation.
Nat Cell Biol 11, 228-234 (2009).(105)

Los miARNSs funcionan como reguladores de la expresion génica al unirse a ARN
mensajeros (ARNm) dianas y promover su degradacion o al impedir su traducciéon en
proteinas. Este mecanismo conduce a la disminucion de la expresion de proteinas
especificas, al mismo tiempo que facilita el incremento en la expresiéon de ofras
proteinas que estan relacionadas con las inhibidas, estableciendo asi una red de
regulacion compleja dentro de la célula. Este mecanismo indirecto permite a los miARN
facilitar la regulacion al alza de determinadas proteinas inhibiendo la expresion de sus
reguladores negativos(106). Un miARN es capaz de modular varios genes diana,
mientras que cada gen puede ser regulado a su vez por varios miARNs(107). Se sabe
que los miARNs desempefian un papel crucial en diversos procesos fisiolégicos, como
el desarrollo, la proliferacion y diferenciacion celulares, el metabolismo, la migracion o
la apoptosis. Cada vez existen mas evidencias de que los miARNs regulan el desarrollo
y la regeneracion Oseos, y estan directamente implicados en la patogénesis de
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numerosas afecciones del aparato locomotor, como la osteoartritis, la osteoporosis, la
ONCF o los osteosarcomas(108).

Los miARNs desempenan un papel destacado en la diferenciacion tanto de OBLs
como de OCLs, regulando la formacién 6sea a través de multiples vias, y condicionando
la diferenciacion de las CMM éseas hacia preosteoblastos/osteoblastos (Figura 11). Se
ha demostrado que la via Wnt/B-catenina potencia la actividad de la ALPL en las CMMs
O0seas humanas indiferenciadas para promover la osteogénesis(109). También se ha
descrito la regulacion de la osteogénesis de las CMMs 6seas humanas por parte del
miR-20 mediante la regulacién a la baja de la sefalizacion del PPARg (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma) y de BAMBI(106). En otro estudio, se demostré
que la regulacién a la baja de miR-133 y miR-135 regula inversamente al alza los
reguladores genéticos de la osteogénesis RUNX2 y SMAD 5. miR-133 y miR-135
pueden unirse a la region 3' no traducida (UTR) del ARNm CTGF, dando lugar a la
regulacion a la baja de la expresion del factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF)(110). Asi, la regulacién a la baja de CTGF por miR-133 y miR-135 puede afectar
al equilibrio entre la formacién y la resorcidén dseas, lo que influye en la diferenciacion
osteogénica y la mineralizacién 6sea(111). También cabe destacar la accidon de miR-346
sobre TCF/LEF. Otro ejemplo del papel destacado de los miARNs en la homeostasis
Osea la accion de miR-15b sobre los OBLs actuando sobre Smurf1, un inhibidor de la
ruta BMP y por lo tanto, aumentando la expresiéon de Runx2. miR-15b es un miARN
especifico expresado en OBLs que se une al ARNm de Smurf1 conduciendo esta unién
a la regulacion a la baja de la expresion de Smurf1. En cuanto a la expresion de Runx2,
cuando miR-15b regula a la baja la expresién de Smurf1, conduce indirectamente a un
aumento de la expresion de Runx2.

Por lo tanto, la regulacién positiva y la negativa de la osteogénesis estan
mediadas, al menos en parte, por miARNSs a través de la regulacion de la expresion de
factores de transcripcion. Estos hallazgos sugieren que la administracion exégena de
determinados miARNs puede ser una potencial herramienta terapéutica en diversas
patologias 6seas(111).

miR-548d-5p miR-322

miR-34a miR-21
miR-378 miR-96
miR-346 miR-22
miR-10a miR-27

. miR-125b miR-29b

miR-140-5p miR-433

Mesenchymal miR-31 miR-486-5p
Stem cells miR-30e,30  miR-335 miR-106a Osteoblasts
miR-17

Figura 11. Control de los miARNs sobre la diferenciacion osteogénica de las células madre
mesenquimales. Los miARNSs situados encima del recuadro verde promueven la diferenciacion
osteogénica de las células madre mesenquimales en osteoblastos; los miARNs situados debajo
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del recuadro verde inhiben la diferenciacion osteogénica de las células madre mesenquimales
en osteoblastos. Tomado de: Peng S, Gao D, Gao C, Wei P, Niu M, Shuai C. MicroRNAs regulate
signaling pathways in osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (Review). Mol Med
Rep. 2016 Jul;14(1):623-9.(112).

Actualmente, se considera que la ONCF esta asociada con la disfuncion de las
CMMs de la médula dsea, habiéndose demostrado una afectacion a nivel de su
capacidad de proliferacion, una mayor apoptosis, una osteogénesis deficiente y una
mayor adipogénesis(113). Ademas, se ha identificado una expresion génica aberrante
en las CMMs de estos pacientes, que afectaria particularmente al equilibrio entre
osteogénesis y adipogénesis. Por esta razon, se ha prestado cada vez mas atencion a
la deteccién de nuevos factores que regulan la expresion génica en pacientes con
ONCF, como los ARN no codificantes , especialmente los miARN. Asi, se han
encontrado diferencias significativas en la expresion de miARN entre los pacientes con
ONCF no traumatica y aquellos con fractura del cuello femoral(107). Por ejemplo, Xiang
et al. Encontraron en 2019 un total de 129 miARNs expresados de forma aberrante en
las CMMs de pacientes con ONCF(113). Estudiando el perfil de expresion de miARNs
en la interfase reparativa de la cabeza femoral necrética, Yuan et al. identificaron en
2015 un total de 2578 miARNSs, con 17 de ellos consistentemente expresados de forma
aberrante(114). En otro estudio realizado en 2021, Han et al. Identificaron 134 miARNs
expresados de forma diferente en muestras de ONCF(115).

En resumen, se cree que los miARNs, como factores epigenéticos, desempenan
un importante papel regulador en el proceso de diferenciacion osteogénica de las CMMs
(Figura 11). Los miARNSs regulan la diferenciacion osteogénica actuando sobre genes
osteogénicos como Runx2 y Osx, y sobre vias de senalizacion como Wnt, TGF-3/BMP,
MAPK y Notch.

1.3 Fisiopatologia de la osteonecrosis

La osteonecrosis, también conocida como necrosis aséptica, necrosis avascular
0 necrosis 6sea isquémica, es un proceso patolégico producido por la falta temporal o
permanente de irrigacion sanguinea al hueso, que conduce progresivamente a la muerte
del tejido 6seo y a la destrucciéon del hueso y/o de las superficies articulares. Aunque
puede afectarse cualquier hueso del organismo, la forma mas frecuente es la
osteonecrosis de cadera, o ONCF, que es el tema del presente trabajo(8). La evidencia
de las ultimas décadas acerca de la fisiopatologia de la ONCF destaca la vulnerable
microcirculaciéon de la cabeza femoral y las severas consecuencias de la oclusién
microvascular, tanto por trombosis intravascular como por compresion extravascular
(Figura 12). Se ha evidenciado que una reduccion de 1,6 veces en el flujo sanguineo de
la cabeza femoral reduce la PaO; en un tercio, y tras dos horas de isquemia comienza
a producirse la necrosis de los osteocitos(116). En estas condiciones, la necrosis de
otras células de la MO como los adipocitos o las células hematopoyéticas tiene lugar
antes que la de los osteocitos. La isquemia puede producirse por una interrupcion
mecanica debida a fracturas o luxaciones, por una oclusion intravascular provocada por
trombos o émbolos de grasa o por una compresion extravascular asociada a
hipertension intradsea(117). A continuacion, detallaremos la fisiopatologia de la ONCF,
tanto en sus formas postraumaticas como en las no traumaticas, que a su vez se
clasifican en secundarias o en idiopaticas (sin causa conocida atribuible).
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Figura 12. Fisiopatologia general de la ONCF. La interrupcioén directa en el aporte vascular, la
oclusion trombdtica, la compresion extravascular o la citotoxicidad conducen a una isquemia que
termina finalmente en la necrosis osteocitaria. Tomado de Lafforgue P. Pathophysiology and
natural history of avascular necrosis of bone. Joint Bone Spine. 2006 Oct;73(5):500-7.(118).

1.3.1 Fisiopatologia de la ONCF traumatica

La patogénesis de la ONCF de causa traumatica resulta obvia. Al tener lugar una
fractura o luxacién de la cadera se interrumpe la circulacién de esta estructura,
afectandose el suministro y/o el drenaje de sangre de la cabeza del fémur (Figura 13).
En estos casos, se trata en la mayoria de las ocasiones de fracturas intracapsulares de
cabeza femoral (15% a 50%), y de forma menos frecuente, en el contexto de una
luxacion de cadera (15% a 25% de los casos)(31).
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Figura 13. Vascularizacion de la cabeza femoral. La cabeza femoral es totalmente intracapsular,
lo que conlleva trascendencia clinica. Un anillo vascular alrededor del cuello de la cabeza femoral
se forma por las arterias circunflejas medial y lateral en la zona de unién de la capsula fibrosa.
Los vasos del ligamento, ramas acetabulares de la arteria obturatriz y de la circunfleja medial,
proporcionan un pequefio aporte vascular a la cabeza femoral. La proximidad de los vasos
retinaculares a la superficie del cuello femoral los hace vulnerables a las lesiones. Las ramas
cervicales ascendentes, 0 vasos retinaculares, ascienden por la superficie del cuello femoral. Los
vasos retinaculares laterales parecen ser los de mayor trascendencia, al aportar sangre a la
porcién lateral de la cabeza femoral. Las arterias epifisarias entran por la periferia de la porcion
no articular de la cabeza femoral. Tomado de: https://doldmd.com/hip-conditions/avascular-
necrosis-avn-of-the-femoral-head-hip-osteonecrosis/ Accedido el 20/12/2023(119)

La cabeza del fémur esta irrigada por ramas de las arterias circunfleja femoral
medial y circunfleja femoral lateral (ACFM y ACFL). Estas ramas penetran hasta la
region metafisaria y en la porcién no articular de la epifisis de la cabeza femoral. La
rama profunda de la ACFM es considerada el aporte sanguineo mas importante de la
cabeza femoral (Figura 13)(120). La localizacion de estos vasos los hace susceptibles
de lesion directa en contextos traumaticos. Por ejemplo, las fracturas intracapsulares
del cuello femoral pueden causar traumatismos directos en los vasos que irrigan el
hueso subcondral, habiéndose reportado incidencias relativamente altas de ONCF en
estas lesiones. El metaanalisis de Slobogean et al. en 2015 reporté una incidencia de
ONCF en el 14,3% de estos pacientes(121). Liu et al. demostraron mediante angiografia
por sustraccion digital que la tasa de ONCF después de una fractura del cuello femoral
estaba directamente relacionada con el numero de vasos que cruzaban la linea de
fractura(122).

También se ha estudiado la relaciéon entre el tipo de fractura, la precision de la
reduccion y el tiempo de reduccion en el desarrollo de ONCF. Por ejemplo, en un estudio
clasico, Garden demostrd que la malreduccion de fracturas subcapitales (basada en
criterios radiolégicos) conducia a esta enfermedad en el 65,4% de los casos, frente al
6,6% de pacientes en los que se consiguid una reduccion aceptable(123). En otro
emblematico estudio, esta vez prospectivo involucrando a mas de mil pacientes con
fractura de cuello femoral, Barnes y Garden encontraron una tasa de colapso de la
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cabeza femoral del 16% en los casos de fracturas no desplazadas tipo I, frente a un
27% en los casos con fracturas desplazadas de tipo 11I-IV(124). Resultados similares se
han confirmado, entre otras, en las series de Nikolopoulos et al. de 2003(125), de Wang
et al. de 2014(126) y de Parker et al. de 2013(127). En relaciéon al momento de
tratamiento, el metaanalisis llevado a cabo por Papakostidis et al. de 2015 no consiguio
demostrar la relacion entre la incidencia de ONCF y el intervalo entre la lesion y la
fijacion interna definitiva(128). Con el fin de reducir la posibilidad de desarrollar una
ONCEF, se ha propuesto la descompresion de la cadera tras una fractura intraarticular de
cuello femoral, al minimizar tedricamente la compresion intradsea de los vasos que
nutren la cabeza femoral. Sin embargo, se encuentran en la literatura evidencias tanto
a favor como en contra de esta teoria(31).

En relacion con las fracturas de cadera extracapsulares que afectan a la region
intertrocantérea, distales a la entrada de las arterias que nutren la cabeza femoral, la
incidencia de ONCF es significativamente menor (del 1,37% en los dos primeros afos
post lesion). La severidad del traumatismo, la geometria de los fragmentos y el
desplazamiento de la fractura han sido los principales factores de riesgo de ONCF
reportados en estas fracturas(129).

Ademas de las fracturas, ya se ha comentado la luxacién de cadera como causa
traumatica de ONCEF, al interrumpir el aporte sanguineo a la cabeza femoral. La rama
profunda de la ACFM puede lesionarse durante la luxacién posterior de cadera, ya que
atraviesa la parte posterior del obturador externo y la parte anterior del cuadrado
femoral(130). En relacién con la luxacion posterior de cadera, se ha reportado una
incidencia de ONCF variable, con cifras entre el 5 y el 60%, dependiendo del tiempo
hasta la reduccién o de las lesiones asociadas(31). Hougaard et al., en su estudio
clasico de 1986, encontro tasas de ONCF en estas lesiones del 4,8 frente al 52,9% en
funcién de si la reduccion se producia en las primeras 6 horas o posteriormente(131),
resultados confirmados mas recientemente en el trabajo de Lai et al. 2022(132). En
referencia a las luxaciones anteriores de cadera, no existe hoy en dia informacion
extensa de la evolucion a largo plazo, pero algunos trabajos sugieren el desarrollo de
ONCF en el 10% de los casos(133).

1.3.2 Fisiopatologia de la ONCF no traumatica

Ademas de la interrupcion del flujo sanguineo debida a fracturas o luxaciones,
ya tratada en el punto anterior, la alteracién de la vascularizacion de la cabeza femoral
puede deberse a la oclusion intravascular provocada por trombos y émbolos de grasa o
por una compresiéon extravascular en el contexto de hipertensién intradsea. Cuando
existe un claro factor etiolégico atribuible al desarrollo de la ONCF, por ejemplo, los
glucocorticoides, se habla de formas secundarias de la enfermedad, mientras que en
ausencia de una causa conocida se emplea el término ONCEF idiopatica. A continuacion,
analizaremos la fisiopatologia de las formas no traumaticas de la ONCF.

1.3.2.1 Hemoglobinopatias

La interrupcion del flujo sanguineo a la cabeza femoral puede deberse a una
obstruccion intravascular. Diversas etiologias pueden ser la causa de esta obstruccion,
como agregados de células falciformes, coagulos o trombos lipidicos(31). La anemia
falciforme esta causada por una mutacion genética en la cadena beta de la hemoglobina
que produce una hemoglobina anormal que se polimeriza bajo estrés fisiologico. La
polimerizacion de multiples moléculas de hemoglobina da lugar a globulos rojos que
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adoptan el caracteristico aspecto falciforme. La incidencia de ONCF en pacientes con
anemia falciforme ha sido reportada entre un 11 y un 37%, aumentando ademas a
medida que el paciente envejece, presumiblemente debido a la acumulacién de lesiones
vasculares(134). Se han observado en estos pacientes tanto elevadas tendencias a la
progresion de la ONCF como cuadros de afectacién bilateral(135). Se ha propuesto que
microambientes con baja tension de oxigeno provocan la precipitacion de la
hemoglobina alterada, lo que conduce a la deformacién tipica del hematie de estos
pacientes. Estas células falciformes tienen tendencia a adherirse unas a otras, llevando
a la oclusion vascular, especialmente a nivel de zonas con bajo flujo, como ocurre en
algunas areas de la cabeza femoral(136).

1.3.2.2 Estados de hipercoagulabilidad

Los estados de hipercoagulabilidad y las trombofilias genéticas son cruciales en
el desarrollo de la ONCF. Anomalias en la coagulacion, como las observadas en
trombofilias familiares, aumentan el riesgo de trombos intradseos y han sido vinculadas
ala ONCF. Jones et al. observaron que un 82% de los afectados por ONCF presentaban
al menos una anomalia coagulante, en contraste con el 30% de los controles, y un 50%
con multiples alteraciones frente al 2,5% en controles (132). Las trombofilias hereditarias
mas frecuentes incluyen la mutacién del factor V de Leiden y la del gen de la protrombina
G20210A, asi como las deficiencias de antitrombina Il (AT-IIl), y proteinas Cy S, y la
mutacion de la MTHFR (133). Zalavras et al. reportaron una mayor prevalencia de la
mutacion del factor V de Leiden en pacientes con ONCF comparado con controles (18%
vs. 4,6%) (134), lo que indica una relacién entre la hipercoagulabilidad y la ONCF.

Ademds, se han detectado niveles alterados de lipoproteina A, factor von
Willebrand y proteinas C y S en pacientes con ONCF, lo que sugiere una regulacién
defectuosa de la coagulacion y la fibrinolisis, favoreciendo la formacion de trombos
(135). La mutacién G20210A del gen de la protrombina aumenta los niveles de
protrombina, elevando la generacion de trombina y el riesgo protrombético, aunque su
prevalencia varia entre grupos étnicos y su impacto en la ONCF es ambiguo,
potenciando otros estados trombogénicos (133).

1.3.2.3 Hipofibrinolisis

El inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) es una proteina sintetizada
y liberada por las células endoteliales que funciona como inhibidor serin proteasa. Es el
principal inhibidor de los activadores del plasminégeno circulantes, como el activador
tisular del plasminégeno (t-PA) y la urocinasa. El PAI-1 ejerce sus efectos principalmente
a través de la formacion de complejos con el t-PA, reduciendo la capacidad de este para
convertir el plasminégeno en plasmina. La supresion de la generacién de plasmina
conduce a la hipofibrindlisis y con ello a un estado relativo de hipercoagulabilidad. Dado
que el PAI-1 es un inhibidor de la fibrindlisis, se han asociado niveles elevados de PAI-
1 con la trombosis arterial y venosa, y también con la ONCF. La mayor parte de las
evidencias encontradas en la literatura confirman la asociacién entre el polimorfismo
PAI-1 4G/5G y el riesgo de ONCF(137). Por ejemplo, la hipofibrinolisis secundaria a
altos niveles de inhibidor del activador del plasminégeno se ha encontrado en un 31%
de pacientes con ONCF, frente a un 3% de los controles(138). Sin embargo, un estudio
llevado a cabo con la poblacion japonesa no encontré tal asociacion a nivel significativo,
lo que enfatiza la importancia del sustrato genético en la posibilidad de desarrollar
ONCF(139).
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1.3.2.4 Compresién extravascular

La cabeza femoral puede conceptualizarse de forma analoga a un Resistor de
Starling, un aparato de laboratorio que simula el flujo de sangre a través de un vaso
sanguineo y permite la medicién de la resistencia vascular (Figura 14). Consiste en un
tubo largo y estrecho, generalmente hecho de material como el vidrio, que se utiliza para
modelar la resistencia al flujo que la sangre encuentra al pasar por los vasos pequefos.
Al variar la presion en el tubo y medir el flujo, los investigadores pueden estudiar la
relacion entre la presion y el flujo sanguineo, lo que es fundamental para entender cémo
se regula la presion sanguinea y como se distribuye la sangre a través de los tejidos. Es
este caso, la vasculatura d6sea representaria los tubos compresibles y el espacio
extravascular intradseo representa el espacio extra-tubular de la camara (Figura 14).
Las elevaciones de la presion dentro del espacio extravascular intradseo podrian
disminuir el flujo sanguineo en los pequefos vasos que lo atraviesan(31).
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Figura 14. Concepto del “Resistor de Starling” aplicado a la microcirculacion 6sea. A) El aumento
de la presién en una camara de paredes rigidas puede disminuir el flujo de fluido en un tubo de
paredes flexibles que atraviesa la camara. B) En el caso del hueso, el compartimento
extravascular intraéseo puede funcionar como una camara de paredes rigidas. La hipertension
intradsea o el tejido ocupante de espacio pueden restringir lo suficiente el flujo sanguineo
microcirculatorio como para producir isquemia. Tomada de: Shah KN, Racine J, Jones LC, Aaron
RK. Pathophysiology and risk factors for osteonecrosis. Curr Rev Musculoskelet Med.
2015;8(3):201-9.(31).

El depdsito de lipidos y la hipertrofia adipocitaria en el espacio medular son las
dos condiciones clinicas predominantes por las que la presion extravascular intradsea
podria reducir la circulacion. A menudo asociado a la ingesta de corticosteroides o
alcohol, el aumento de la presion extravascular se ha hipotetizado como causante de
una obstruccién del flujo, tanto arterial o como de salida venoso, que conduce a la
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isquemia de los elementos medulares y osteocitos de la cabeza femoral. Se ha
demostrado que tanto el alcohol como los corticosteroides aumentan el tamafo de los
adipocitos, pero, ademas, alteran el metabolismo lipidico y promueven la transformacion
celular de linaje osteocitico hacia uno adipocitico(140, 141).

Asi, la elevacion de la presion critica en la MO puede deberse a la hipertrofia de
los adipocitos (relacionada con el tratamiento con glucocorticoides, el abuso del alcohol
o la dislipidemia), pero no es la Unica causa. Otras situaciones ocupantes de espacio en
la MO, como el edema, la hemorragia o las burbujas de nitrégeno (enfermedad de
Caisson), pueden conducir al aumento de la presion intradsea. Ademas, los cuadros
infiltrativos de la MO, como leucemias y linfomas, o enfermedades de depdsito, como la
enfermedad de Gaucher, pueden tener las mismas consecuencias, favoreciendo el
desarrollo de ONCF(118).

1.3.2.5 Corticosteroides

Debido a su mecanismo multifactorial en el desarrollo de la ONCF, a su
prevalencia y a su trascendencia clinica, dedicaremos un apartado de la fisiopatologia
de la osteonecrosis de cadera a los corticosteroides. En 1953, Pietrogrande y Marino
fueron los primeros en comunicar la necrosis isquémica de la cabeza femoral asociada
al uso de corticosteroides desde que se comenzaron a utilizar estos farmacos(142).
Segun estudios retrospectivos, la osteonecrosis de cadera inducida por esteroides
(ONCFIE) esta implicada entre el 10 y el 30% de los casos de ONCF(31). Los
corticosteroides se utilizan en diversas enfermedades, como el lupus eritematoso
sistémico, la artritis reumatoide, el asma, el trasplante de 6rganos o la vasculitis. Aunque
en el desarrollo de la ONCF ha sido dificil separar el efecto del uso de corticosteroides
de la enfermedad subyacente, un metaanalisis clasico llevado a cabo por Felson et al.
no encontraron ninguna asociacion entre la enfermedad subyacente y la ONCF(143).
Se ha realizado hasta el momento un importante esfuerzo para establecer qué
componente de la dosis (la dosis media diaria, la dosis acumulada o la duracién) se
asocia con el desarrollo de ONCF. Estudios prospectivos de cohortes han sugerido que
una dosis media diaria de >20 mg/dia se asocia a un riesgo significativo de ONCF. El
citado metaanalisis de Felson et al. determin6é un aumento de incidencia de ONCF de
4,6 veces por cada aumento de 10 mg/dia en la ingesta de corticosteroides orales(143).
Las conclusiones clinicas sobre la relacién entre el consumo de corticosteroides y la
ONCF se han obtenido en gran medida a partir de estudios retrospectivos y
transversales que establecen la prevalencia del consumo de corticosteroides en
pacientes con ONCF. Estos estudios no establecen la incidencia de ONCF en pacientes
que utilizan corticosteroides y no establecen el riesgo causal de los estos, sino que
informan sobre la fraccion de pacientes con ONCF que también los utilizan(144, 145).
Los trabajos que han analizado con estudios de cohortes prospectivas la incidencia de
ONCEF en pacientes que utilizan corticosteroides informan de una tasa del 4 al 7 %(146).

En un reciente articulo de revision, Wang et al. enumeraron cinco teorias
principales sobre la patogénesis de la ONCFIE: trastornos del metabolismo lipidico;
disminucion del potencial de osteogénesis; aporte sanguineo insuficiente; apoptosis
celular; y polimorfismo génico. Los autores concluyeron que la ONCFIE es el resultado
final de la accion combinada de multiples mecanismos relacionados con el consumo de
esteroides(142).
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Existen dos mecanismos principales de la ONCFIE derivada del trastorno en el

metabolismo lipidico inducido por hormonas: la embolizacién grasa microvascular y el

depodsito de grasa en los osteocitos. Con el uso de glucocorticoides aumenta la
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movilizacion de grasa subcutdnea. A medida que se prolonga la duracién de la
administracion, los niveles de lipidos en sangre tienden a aumentar, lo que a su vez
provoca una distribucion anormal de los lipidos, embolismo graso dentro de los
microvasos, acumulacion de grasa en la cavidad medular, aumento del volumen de las
células adiposas y aumento de la presion en la cavidad medular.

En la década de 1970, Rose propuso la teoria de la coagulacion intravascular
diseminada como causa de la necrosis 6sea, considerandose esta como la causa directa
de la ONCFIE(147). El examen anatomopatoldgico de la cabeza femoral ha encontrado
trombosis intravascular en muchos pacientes con ONCFIE(148). Ademas, se ha
observado que la heparina inhibe la aparicién y el desarrollo de la ONCFIE(149). Hoy
se sabe que esta disfuncion endotelial y de la hemostasia es un factor clave en la
patogenia de la ONCFIE (Figura 16). Las células endoteliales éseas y sus precursoras,
las células progenitoras endoteliales, desempenan un papel fundamental en el
mantenimiento de la estructura y funcién normales de los vasos sanguineos. La
angiogénesis alterada, la apoptosis anormal, la trombosis y la embolia grasa causadas
por la disfuncion de las células endoteliales déseas estan implicadas en la aparicién y
progresion de la ONCFIE(150).

Los corticosteroides también pueden afectar a la microcirculacion en el hueso
mediante el depdsito intracelular de lipidos en las células 6seas, contribuyendo al
aumento de volumen y presion intradseos(151). Por otra parte, se ha demostrado que,
cuando se exponen a los corticosteroides, las CMMs tienen una mayor tendencia a
diferenciarse hacia linaje graso respecto a dseo. Ademas, la exposicién crénica a estos
farmacos provoca una disminucién del nimero de CMMs, debido al aumento del nimero
de estas células diferenciadas en adipocitos. Estos hallazgos se ven corroborados por
el aumento de MO adiposa observado en las imagenes de resonancia magnética de la
cabeza femoral de pacientes con ONCFIE(152).

Se ha demostrado un aumento de la apoptosis de OBLs y OCTs en ratones y
humanos que reciben glucocorticoides. Ademas, la apoptosis de OCTs inducida por
glucocorticoides podria alterar de forma unica la funcién mecanosensorial de la red de
OCTs e iniciar asi la secuencia de acontecimientos que conducen al colapso de la
cabeza femoral(153). Por ejemplo, los niveles de expresion génica de BCL2 y BAX, que
regulan la via de la apoptosis mediada por las mitocondrias, son diferentes en entornos
de dexametasona y anoxicos(154). El proceso apoptoético en pacientes con ONCFIE se
articula mediante la via de la caspasa 3 y el activador de la transcripcion 1 (STAT-
1)(142).
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Figura 16. Patogénesis de la ONCFIE relacionada con las células endoteliales 6seas. Los vasos
sanguineos desempenfian un papel fundamental en la aparicion y progresion de la ONCF, y las
células endoteliales 6seas son esenciales para mantener la homeostasis vascular y la
angiogénesis. Por lo tanto, las células endoteliales 6seas son factores reguladores clave en la
patogénesis de la ONCF. Los glucocorticoides regulan la movilizacioén, la angiogénesis, la
apoptosis y la trombosis de las células endoteliales 6seas a través de varias vias de sefalizacion
o citoquinas como PI3K/Akt, GSK-3B/Fyn, Bcl-2 y Bax. Tomado de: Huang C, Wen Z, Niu J, Lin
S, Wang W. Steroid-Induced Osteonecrosis of the Femoral Head: Novel Insight Into the Roles of
Bone Endothelial Cells in Pathogenesis and Treatment. Front Cell Dev Biol. 2021;9:777697.(150).

Se han investigado genes potencialmente involucrados en la osteonecrosis en la
ONCEFIE, cuya expresion diferencial podria influir en la aparicién o progresion de la
enfermedad. Lin et al. identificaron en ratas 59 genes con regulacion al alza, vinculados
sobre todo a la inmunidad, como Fcerla e IlI7r, y 156 genes con regulacion a la baja,
principalmente asociados con la funcion muscular, como Tnni2, Mylpf y Myll (155).
Huang et al. (2017) revelaron que cinco genes regulados al alza, incluyendo Pthlr
(receptor 1 de la hormona paratiroidea), Vdr (receptor de la vitamina D), Col2al
(colageno tipo Il a1), Pcsk6 (proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 6) y Zfp354c
(proteina zinc finger 354C), estaban asociados con la ONCFIE (155).

1.3.2.6 Consumo excesivo de alcohol

Al igual que sucede con los corticosteroides, el papel del abuso del alcohol en el
desarrollo de la ONCF merece un apartado propio. El consumo excesivo de alcohol se
ha asociado a la ONCF en un 10-40 % de los casos. En el trabajo clasico de Matsuo et
al. se observo que los individuos que consumian mas de 400 ml de alcohol a la semana
tenian un riesgo 9,8 veces mayor de desarrollar ONCF que los que no consumian nada.
Este riesgo se multiplicaba por 17,9 en los individuos que consumian mas de 1.000 ml
de alcohol a la semana(156). El alcohol desencadena mecanismos fisiopatoldgicos
similares a los propuestos para la osteonecrosis inducida por corticosteroides, como el
deterioro de la capacidad de diferenciacion osteogénica de las células madre
mesenquimales Oseas, el aumento en la apoptosis y la acumulacion desordenada de
adipocitos en la grasa subcondral(157). Se sabe que el alcohol altera la via de
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sefalizaciéon Wnt/B- catenina, clave en la diferenciacion de los osteoblastos y la sintesis
de la matriz 6sea. Ademas, mediante efectos indirectos como la malnutricion, la
reduccién en los niveles de la vitamina D, hormonas sexuales o IGF-1, el alcohol
condiciona negativamente la homeostasis 6sea (Figura 17)(158).

Direct effects Indirect effects
Decreased differentiation pa— -
& activity of osteoblasts pEm—) Malnutrition
Increased osteoclast e | ) Low vitamin D

differentiation

Upregulation of

dickoppf with decreased — — Hypogonadism

wnt signalling

Decreased osteogenesis & Low Insulin like

increased adipogenesis === =) growth factorl

Figura 17 . Efectos directos e indirectos del alcohol en la fisiologia 6sea. La reduccion en la
actividad y diferenciacion de los OBLs, el aumento en la diferenciacion hacia osteoclastos, la
sobreregulacién de dickoppf y la reduccién en la via Wnt, y la alteraciéon del balance en la
diferenciacién adipogénica-osteogénica son algunos de los efectos negativos que el alcohol
ejerce sobre el hueso. Ademas, mediante efectos indirectos como la malnutricion, la reduccion
en los niveles de la vitamina D, hormonas sexuales o IGF-1, el alcohol condiciona negativamente
la homeostasis 6sea. Tomado de: Johnson JT, Hussain MA, Cherian KE, Kapoor N, Paul TV.
Chronic Alcohol Consumption and its Impact on Bone and Metabolic Health - A Narrative Review.
Indian J Endocrinol Metab. 2022 May-Jun;26(3):206-212.(158).

1.3.2.7 Inflamacioén y autoinmunidad

La asociacion entre conectivopatias y ONCF es bien conocida. Mas alla de los
tratamientos o condiciones concomitantes en estas enfermedades, la inflamacion
cronica parece desempefar un papel clave en el desarrollo de osteonecrosis en estos
pacientes. El sexo masculino, el lupus eritematoso sistémico, el alcoholismo, una dosis
media diaria de -corticosteroides > 7,5 mg y una dosis total acumulada de
corticosteroides de 0 a 5 g se asocian de forma independiente con un mayor riesgo de
ONCF en personas con procesos inflamatorios cronicos(159).

La reparacion del tejido 6éseo depende de la eliminacion satisfactoria de los
estimulos nocivos y de la regulacién adecuada de la inflamacion. Una respuesta
inflamatoria incontrolada, ya sea de forma excesiva o insuficiente, es perjudicial para la
reparacion 6sea. En caso de inflamacién excesiva, se produce una sobreproduccién de
especies reactivas del oxigeno (ROS), y se activan proteasas que dafian los tejidos. Los
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niveles persistentemente elevados de inflamacion inhiben una respuesta osteogénica
normal. En la fase inicial de la lesién dsea, la sefializacion transitoria por TNF-a e IL-6
es necesaria para el reclutamiento de los progenitores de osteoblastos que dirigiran la
regeneracion 0sea, sin embargo, si los niveles elevados de TNF-a e IL-6 persisten, éstos
inhiben la osteogénesis y dafian aun mas el tejido éseo (Figura 18). La inflamacién
excesiva también estimula la diferenciacién y activacion de los osteoclastos, lo que
provoca la llamada ostedlisis inflamatoria.

Los DAMPs, o Patrones Moleculares Asociados al Dafio (del inglés, "Damage-
Associated Molecular Patterns"), son moléculas liberadas por células dafiadas que no
necesariamente estan infectadas por patdgenos. Actian como sefiales que el sistema
inmunitario puede reconocer y a las que puede responder. Los DAMPs pueden ser
proteinas, acidos nucleicos, o incluso componentes celulares como el ATP o el acido
urico, que, cuando se encuentran fuera de la célula debido a dafno o estrés celular,
pueden activar respuestas inmunitarias y promover la inflamaciéon. Cuando se produce
una respuesta inflamatoria insuficiente a la lesién ésea, los restos de células muertas
locales y los restos 6seos no se eliminan por completo, lo que permite que los DAMPs
persistan en el microambiente, ejerciendo un efecto negativo sobre la regeneracion.

En conclusion, una reaccion inflamatoria excesiva o insuficiente acaba
traduciéndose en una inflamacion crénica, que actia como puente entre la lesion dsea
y la ONCF(160).

Qo —
NETs X
Microvascular
obstruction

Neutrophils 4 \ 4

Vo
0

TNF-a, IL-1B, IL-6 Osteoclast differentiation

< !
%%m? and osteolysis
AN
e < \dsv.\ M1
)
X
p s ge_a
L
@ o' ® @

Recruit

Osteonecrosis

M2 TGF-p, IL-10 Osteoblast differentiation
and bone repair
. “0“
¢ aifferen®
Os(e‘)c\““s
@ Osteoclasts
RANKq,
DCs P,
W’\amm»
12p70, 11,
IL-17 >

T cells

Figura 18. Células de la inmunidad innata en la osteonecrosis. Los neutrofilos provocan la
obstruccidon microvascular y la ostedlisis mediante la secrecion, respectivamente, de NET y
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factores proinflamatorios, lo que da lugar a la osteonecrosis de la cabeza femoral. La activacion
de las vias TLR4/MyD88/NF- kB y JAK/STAT1 polariza a los macréfagos hacia el fenotipo M1,
secretando factores inflamatorios TNF-a, IL-1b e IL-6 que favorecen la diferenciacién
osteoclastica y la ostedlisis. En la osteonecrosis, la polarizacion de los macrofagos hacia el
fenotipo M2 esta bloqueada, lo que dificulta ain mas la reparacién 6sea. Las CD pueden
diferenciarse en osteoclastos y participar en la remodelaciéon 6sea bajo el estimulo del RANKL
secretado por las células T. Las CD presentan antigenos procesados y secretan factores
inflamatorios que afectan a la diferenciacion de las células T. Tomada de: Zheng J, Yao Z, Xue
L, Wang D and Tan Z (2022) The role of immune cells in modulating chronic inflammation and
osteonecrosis. Front. Immunol. 13:1064245.(160).

1.3.2.8 Otras formas de ONCF no traumatica

Analizados los mecanismos fisiopatolégicos mejor caracterizados en la ONCF,
procedemos ahora a realizar un repaso breve de aquellas formas de la enfermedad que,
por su relevancia clinica, su trascendencia historica o su perspectiva futura, merecen al
menos ser mencionadas en este apartado, como son las enfermedades de Caisson y
Gaucher, la ONCF en el VIH o las formas de la enfermedad de posible causa genética-
hereditaria.

La osteonecrosis disbarica, o enfermedad de Caisson, aparece tipicamente en
buceadores que sufren cambios bruscos de presion, lo que favorece los embolismos
gaseosos intravasculares, que pueden ocluir la circulacion menor. La prevalencia de
esta enfermedad es altamente variable, siendo mayor en Hawai, Corea, Japén o
Turquia. Se han identificado como factores predictores del cuadro una profundidad de
buceo mayor de 35 metros, edad superior a 40 anos, indice de masa corporal superior
a 25,5 kg/m2, tiempo de buceo mayor de 40 minutos o retraso en el tratamiento
hiperbarico por encima de las seis horas. Hoy en dia, debido a las medidas de seguridad
adoptadas, la osteonecrosis disbarica es anecddética (161).

En la enfermedad de Gaucher, el déficit de betaglucocerebrosidasa conlleva una
acumulacion de glucocerebrésidos en los lisosomas de los macréfagos, que pasan a
llamarse entonces células de Gaucher. La acumulacién de estas células en la medula
Osea conlleva un aumento de presion que compromete la circulacion e incluso provoca
la isquemia critica que desencadena la osteonecrosis. La presencia de anemia y la
esplenectomia se han reportado como factores de riesgo de ONCF en esta enfermedad.
Se ha encontrado una incidencia de ONCF en estos pacientes del 46%(162).

Multiples estudios muestran una incidencia creciente de ONCF en pacientes con
VIH, con un riesgo casi tres veces superior al de la poblacion general. Algunos trabajos
han encontrado también una asociacion entre la terapia antirretroviral de alta actividad
y el desarrollo de osteonecrosis. La asociacion con el alcohol, la hiperlipidemia o los
recuentos nadir bajos de CD4 se han reportado como factores de riesgo en estos
pacientes (163).

Aunque se han encontrado variantes familiares de osteonecrosis y algunos
genes asociados, no se ha conseguido identificar un Unico gen responsable. Un gen
candidato a este puesto podria ser una mutacién en el colageno de tipo Il, aunque no
se ha conseguido establecer una causalidad definitiva. Se han encontrado niveles
elevados de OPG y una expresion disminuida del RANK/RANK-L en las regiones
necroticas en comparacion con el hueso sano, lo que podria sugerir un posible papel de
los genes reguladores de los osteoclastos. Las mutaciones del factor V Leiden y las
mutaciones de la protrombina se han asociado a pacientes con osteonecrosis en
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multiples estudios, lo que sugiere un posible papel de las alteraciones de la coagulacion.
Los estudios de asociaciéon de todo el genoma de poblaciones seleccionadas han
identificado varios loci de interés, incluidos grupos de variantes cerca de genes
receptores de glutamato en pacientes con leucemia linfoblastica aguda, osteonecrosis
inducida por corticosteroides y varios loci de significado desconocido, que pueden estar
relacionados con las vias de coagulacion, el metabolismo de los lipidos o el consumo
de alcohol (164).

1.4 Alteraciones celulares en la ONCF

Habiéndose analizado previamente el funcionamiento normal de las células que
participan en la homeostasis 6sea, nos detendremos ahora en los cambios celulares
conocidos hasta el momento a nivel de CMMs, OBLs y OSTs en la ONCF.

1.4.1 Alteraciones de las CMMs en la ONCF

Las CMMs de la MO son células presentes en el tejido 6seo sin potencial
hematopoyético pero con otros multiples potenciales de diferenciacion y capacidad para
secretar factores troficos. Existe evidencia de que estas CMMs desempefian un papel
vital en la reparacion de la osteonecrosis, ya que invaden la zona necrética, se
diferencian y forman hueso nuevo. La patogénesis de la ONCF esta estrechamente
asociada a una disminucién de la actividad y el numero de las CMMs, asi como una
alteracion en su capacidad de diferenciacion(165).

Wang et al., evidenciaron una reduccién en la capacidad replicativa de las CMMs
en la ONCFIE(166), hallazgo no evaluado hasta el momento en la ONCF idiopatica.

Lee et al. encontraron que la capacidad de diferenciacién osteogénica de las CMMs
de los pacientes con ONCF, tanto inducida por alcohol como idiopatica, era
significativamente menor que en pacientes con artrosis de cadera (AC). Observo
ademas que la capacidad de diferenciacién adipogénica de las CMMs no se modificé
significativamente en los pacientes con enfermedad inducida por el alcohol, idiopatica y
ONCFIE en comparacién con los pacientes con AC(167). Por el contrario, si se ha
reportado en varias ocasiones un aumento en la diferenciaciéon adipogénica de las
CMMs en la ONCFIE, con evidencia de que la via de PPARYy esta involucrada en este
proceso(168)

Trabajos como el de Houdek et al. o Weinstein et al. también han encontrado una
reduccion en la capacidad de diferenciacion osteogénica de las CMMs de los pacientes
con ONCFIE frente a controles(152, 169). Dicha disminucion en la diferenciacion
osteogénica se ha comprobado ademas en modelo animal de conejo de ONCFIE(170).

1.4.2 Alteraciones en células de estirpe 6sea en la ONCF

Ademas de las CMMs, las células 6seas maduras presentan alteraciones
descritas en la ONCF, tanto inducida por corticoesteroides como idiopatica. Tanto la
disminucion en la replicacion como el aumento en la apoptosis de estas células
contribuyen a la reduccion en el pool celular 6seo, ya disminuido por la necrosis.

El estudio de Gangji et al. reveld que la capacidad replicativa in vitro de OBLs
obtenidos de la zona intertrocantérica en la ONCF estaba significativamente reducida
en comparacion con los pacientes con AC. Esta anomalia se limité a la zona
intertrocantérica, sin observarse en la cresta iliaca. Sin embargo, el fenotipo de los
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osteoblastos no se modificé. La disminucion de la capacidad proliferativa se observé no
solo en la ONCFIE, sino también en la ONCF debida a otras causas(171).

Calder et al. demostraron que el metabolismo del éxido nitrico se altera en los
osteoblastos y osteocitos durante el desarrollo de la ONCF no traumatica, con un
aumento de la tasa de apoptosis de las células éseas(117). El aumento de la apoptosis
de OBLs y OCTs en la ONCFIE también ha sido reportado por Weistein et al.(169).

1.5 Evaluacién médica y diagnéstico en la ONCF

Los pacientes pueden ser asintomaticos al principio de la enfermedad. Sin
embargo, cuando aparecen los sintomas, generalmente se trata de dolor de cadera que
puede irradiarse a la ingle o al muslo. El dolor suele agravarse con actividades como
caminar y subir escaleras, y se alivia con el reposo. A menudo, el dolor persiste incluso
en ausencia de movimiento. Algunos ejemplos de hallazgos de la exploracion fisica
indicativos de osteonecrosis de la cabeza femoral son la restriccién de la amplitud de
movimiento, el dolor a la abduccién y la rotacién interna, y la sensibilidad a la palpacién
de la regién de la cadera(172).

En la ONCF, la identificacion precoz puede influir significativamente en la
evolucion del paciente. El diagndstico se realiza combinando la exploracién y anamnesis
clinicas con el diagnostico por imagen. El diagndstico por imagen puede incluir
radiografias, tomografia axial computarizada (TAC), gammagrafia ésea y resonancia
magnética (RM). El uso de imagenes en el contexto de los sintomas del paciente puede
ayudar ademas a guiar el tratamiento adecuado. Hoy en dia, la radiografia simple de
cadera constituye la prueba complementaria basica en el diagndstico de esta patologia,
siendo la RM la prueba de eleccion por su mayor sensibilidad y especificidad. Una vez
realizadas las pruebas de imagen, la ONCF puede ser diagnosticada y estadificada.
Estos aspectos se abordaran con mayor detalle en el siguiente apartado. El diagndstico
de certeza de la ONCF es el estudio histolégico de la cabeza femoral, no realizado en
nuestro medio de forma rutinaria. El analisis anatomopatolégico se lleva a cabo en el
espécimen obtenido tras las artroplastias de cadera, no estando indicada la toma de
biopsias si se sospecha esta enfermedad(4). Sin embargo, si se realiza una biopsia, los
hallazgos histolégicos caracteristicos seran necrosis trabecular (mas del 50% de
lagunas osteociticas vacias) y médula hematopoyética necrética sin evidencia
especifica de inflamacién, células tumorales o sepsis. Del mismo modo, los estudios
angiograficos no se realizan de forma rutinaria, aunque proporcionan una buena
visualizacién de la vasculatura y pueden contribuir a la investigacion y comprensién de
la patologia de la enfermedad(173).

Debe realizarse una analitica para ayudar a descartar otras causas de dolor de
cadera, asi como para evaluar factores comérbidos en pacientes con sospecha de
osteonecrosis. Puede ser necesario analizar el hemograma completo, el perfil lipidico,
la velocidad de sedimentacion globular (VSG), la proteina C reactiva, el factor
reumatoide (FR), los anticuerpos antinucleares (ANA), el anticuerpo antipéptido ciclico
citrulinado (anti-PCC) y la electroforesis de hemoglobina. Los ANA y/o FR elevados
indicarian un proceso autoinmune activo, pero son inespecificos. Tanto la VSG como la
proteina C reactiva estan elevadas en los procesos inflamatorios, pero también son
inespecificas. Los anticuerpos anti-PCC elevados son especificos de la artritis
reumatoide, mientras que en la electroforesis de la hemoglobina podria descartar una
anemia falciforme. Un hemograma que muestre anemia normocitica o microcitica con
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un recuento elevado de reticulocitos también seria compatible con el diagnostico de
anemia falciforme. La artritis reumatoide y la drepanocitosis son dos afecciones que
pueden precipitar el desarrollo de ONCF y pueden causar dolor de cadera incluso sin
osteonecrosis(173).

1.5.1  Diagnéstico por imagen

Debido a su disponibilidad, bajo riesgo, bajo coste y potencia, el diagndstico de
la ONCF se basa actualmente en la imagen médica, reservandose las pruebas de
medicina nuclear para casos seleccionados. El estudio anatomopatolégico, que
proporciona el diagndstico de certeza, no se emplea de rutina en la practica clinica. A
continuacion, profundizaremos en cada una de las técnicas del diagndstico por imagen
en esta patologia.

1.5.1.1 Radiografia simple

Para la valoracion radiografica, se toman radiografias anteroposteriores de la
pelvis y de la cadera centradas en la cadera afectada, con las caderas internamente
rotadas de 15 a 20 grados. La posicion de pie es preferible porque permite evaluar la
anchura real del espacio articular, que se reduce en caderas con osteoartritis al soportar
peso, a diferencia de las caderas sin artritis. Posteriormente, se realiza una radiografia
lateral en posicién de decubito supino, utilizando la proyeccion de pata de rana. Para
una evaluacion mas precisa del espacio articular anterosuperior y del grado de cobertura
anterior de la cabeza femoral, se emplea la proyeccioén de falso perfil. Esta se adquiere
con el paciente de pie, la pelvis rotada 65 grados y la pierna afectada paralela al detector
de imagenes(174).

La radiografia convencional sigue siendo el pilar de la exploracion diagndstica
inicial de los pacientes con dolor de cadera debido a su alta disponibilidad, seguridad y
bajo coste. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha considerado que las radiografias
simples son insensibles a los cambios tempranos de la ONCF vy, por lo tanto, una
herramienta diagnéstica subdptima, especialmente en las fases iniciales de esta
afeccién. Paradojicamente, los signos radioldgicos presentes en las radiografias suelen
ser caracteristicos. En primer lugar, puede identificarse una esclerosis 6sea rodeada de
osteopenia (Figura 19a). No obstante, los rasgos radiograficos tipicos son las areas
parcheadas de lucencia y esclerosis (Figura 19b). El aspecto esclerético es
caracteristico dentro del borde de la lesion, mostrando con frecuencia una morfologia
ondulada o "serpentina", mas comun en las lesiones metadiafisarias, y traduce la
respuesta del hueso que las alberga cercando las zonas necréticas. Las radiografias
convencionales también pueden revelar zonas tempranas de colapso articular en la
ONCEF, que afectan especialmente a la epifisis anterior y anterolateral de la cabeza
femoral. El colapso articular suele comenzar en la confluencia del borde esclerético
serpenteante y la superficie articular, donde tiene lugar la maxima tension mecanica. El
hundimiento progresivo puede generar la arquetipica lucencia subcondral semilunar o
"signo de la media luna”, que traduce el colapso del hueso subcondral y la separacién
del cartilago suprayacente y del hueso subcondral adherido (Figura 19c). En
consecuencia, suele producirse una fragmentacién articular, un colapso progresivo de
la cabeza femoral y una enfermedad articular degenerativa secundaria (Figura 19d).
(175).
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Figura 19. Radiografias AP. a) Cadera izquierda con la tipica hipodensidad y borramiento de las
trabéculas 6seas de la cabeza femoral en las fases iniciales de la ONCF. La regién de interés
estd marcada con asteriscos; b) Cadera izquierda mostrando la esclerosis parcheada
caracteristica de la cabeza femoral en los estadios iniciales de la ONCF. La regién de interés
estd marcada con asteriscos. ¢) Cadera derecha con una caracteristica linea hipodensa
subcondral o signo de la media luna, con alteracién de la esfericidad de la cabeza femoral y
pérdida del espacio articular. La region de interés esta marcada con flechas blancas. d) Cadera
izquierda donde se observa la pérdida de la esfericidad de la cabeza femoral y enfermedad
articular avanzada. El estrechamiento del espacio articular se indica con flechas blancas; las
geodas se indican con puntas de flecha, y la esclerosis con asteriscos. Imagenes tomadas de
Cardin-Pereda et al., Diagnostic Reliability of Plain Radiography in Osteonecrosis of the Femoral
Head: General Radiological Features Revised, Current Medical Imaging 2024, 20. (175).

1.5.1.2 Resonancia magnética nuclear

La RM es la modalidad de eleccion en la ONCF, con una sensibilidad del 71-
100% y una especificidad del 94-100%(176). Se han descrito, por ejemplo, la presencia
de hallazgos radiolégicos en RM de animales de experimentacién con ONCF inducida
al cabo de una semana de generarse las lesiones. Por el contrario, los casos de ONCF
con RM normales son anecdoéticos(23). Dos caracteristicas de las imagenes de RM que
aumentan el riesgo de desarrollo de ONCF son una cicatriz fisaria gruesa y la conversiéon
temprana a médula ésea amarilla(177).

Dado que las lesiones suelen ser bilaterales, el examen debe incluir ambas
caderas. El patréon de imagen de RM mas comun observado en la ONCF es un area de
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médula 6sea amarilla rodeada por un contorno de baja intensidad de sefal en todas las
secuencias. Este aspecto en imagen se corresponde con la patologia subyacente
asociada a una periferia de las zonas necroéticas constituida por una zona de esclerosis,
es el llamado walling off esclerético (sclerotic rim). La intensidad de la sefial de RM en
la médula amarilla se mantiene porque los tejidos adiposos viables y desvitalizados
tienen un aspecto intrinseco idéntico en las imagenes de RM(23).

En las imagenes de ponderacion T1 se observan zonas de baja sefial que
representan edema, que pueden estar delimitadas por una linea hiperintensa que
representa una zona hemorragica. En las imagenes de ponderacién T2, a veces es
visible una segunda linea interna hiperintensa entre la médula normal y la isquémica
(Figura 20); este signo es patognoménico de necrosis 6sea y se conoce como "signo de
la doble linea". Se observa en el limite entre el hueso viable y el no viable. Se aprecia
mejor en las secuencias T2 y T2 con saturacion grasa y, por tanto, consta de dos lineas
serpenteantes: una linea interior de hipersefal que representa el tejido de granulacién
de reparacion y una linea exterior de hiposefal que representa el hueso esclerético
adyacente. La linea externa es siempre continua, mientras que la interna puede ser
discontinua o estar ausente. Este signo se ha descrito en el 80-85% de los casos. No
debe confundirse con un fragmento osteocondral rodeado de liquido articular, que indica
que el fragmento es potencialmente inestable(178).

Figura 20. Hallazgos histologicos y radiologicos de la ONCF en el mismo paciente. A) Cortes
tefiidos con hematoxilina/eosina que muestran trabéculas parcialmente necroticas: el hueso
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presenta lagunas osteociticas vacias (flechas) (obj. 40x). B) Radiografia AP de cadera derecha
que presenta alteraciones caracteristicas de radiodensidad y trabeculacion (asteriscos), con
preservacion de la esfericidad de la cabeza femoral. C) Vista coronal de RM de una imagen
ponderada en T1 que muestra las tipicas lineas serpiginosas de baja intensidad (flechas
blancas). D) Corte coronal de RM de una imagen ponderada en T2 que muestra las tipicas lineas
serpiginosas de alta intensidad (flechas blancas). Tomada de: Cardin-Pereda Adrian, Garcia-
Séanchez Daniel, Teran-Villagra Nuria, Alfonso-Fernandez Ana, Fakkas Michel, Pérez-del Barrio
Amaia, Marin-Diez Elena, Fernandez-Lobo Victor, Sanz-Bellén Pablo, Montes-Figueroa Enrique,
Lamprecht Yasmina and Pérez-Campo Maria Flor, Diagnostic Reliability of Plain Radiography in
Osteonecrosis of the Femoral Head: General Radiological Features Revised, Current Medical
Imaging 2024; 20. (175).

El uso de un medio de contraste no suele ser necesario, aunque algunos
estudios en animales han demostrado un aumento de la sensibilidad para detectar la
osteonecrosis de la cabeza femoral, ya que el tejido necrético no aumenta tras la
inyeccion(23). También se han propuesto secuencias de difusiéon, mapeo T2 o mapeo
del coeficiente de difusion aparente (CDA) para evaluar la osteonecrosis. Por ejemplo,
los valores de CDA en las zonas necréticas son significativamente mas altos que en la
médula 6sea normal, pero no existen diferencias significativas entre las lesiones
necroticas en diferentes estadios; por lo tanto, el mapeo de CDA tiene un valor limitado
en esta patologia(179).

Se hace imprescindible en este apartado analizar brevemente el concepto de
edema de médula 6sea (EMO), un tema de interés creciente en la literatura, con
relevancia clinica y trascendencia en el diagndstico por imagen de la ONCF. Desde el
punto de vista fisiopatoldgico, el EMO se ha relacionado con la lesion capilar,
independientemente de la causa, a nivel de la médula 6sea. El dafo a la
microcirculacién ésea conduce a un aumento de la permeabilidad capilar, con aumento
de la presion intradésea. En las imagenes de RM, el EMO representa un hallazgo
diagnoéstico frecuente en pacientes con dolor de cadera. Se trata de un término
descriptivo, que define un area de médula 6sea de baja intensidad de sefial en
secuencias ponderadas en T1, de alta intensidad de sefal en secuencias sensibles a
los fluidos, y que suele carecer de margenes nitidos. Dada su naturaleza inespecifica,
para que el EMO pueda atribuirse a un trastorno clinico especifico es necesaria su
correlacion con la historia clinica, la exploracion fisica y los datos de laboratorio. La
presencia de EMO en la RM nos obliga a descartar una osteoporosis transitoria de la
cadera, una osteoporosis migratoria regional, lesiones por estrés, patologia infecciosa-
inflamatoria y, por supuesto, una ONCF (Figura 21). La asociacién del EMO con la ONCF
ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo en la literatura. Inicialmente, se
sugirio que el EMO representa la manifestacion mas temprana de la ONCF y que podria
evolucionar hacia patrones tipicos de la enfermedad. En publicaciones esporadicas se
ha sugerido que el EMO reversible asociado a sindromes agudos de EMO puede
evolucionar a ONCF. La distincion entre el EMO irreversible relacionado con ONCF, y el
EMO reversible (con frecuencia autolimitado) es de suma importancia en términos de
tratamiento y prondstico(180). Actualmente, esta ampliamente aceptado que el EMO
indica un estadio avanzado de la ONCF, es esperable durante la evolucion de una lesién
conocida y se considera un signo de mal prondstico. No puede encontrarse antes de la
aparicion del signo de la doble linea, que representa el cambio mas precoz y
patognomonico de la ONCF, mientras que su aparicion se correlaciona con la presencia
de fractura subcondral o colapso articular, el volumen de la zona necrética y el
empeoramiento del dolor(181).
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Figura 21. Edema de médula 6sea. (a) Imagen coronal de RM secuencia short tau inversion
recovery que muestra edema de médula 6sea (flechas blancas) en un varén de 59 afios 3
semanas después del inicio de los sintomas. El signo de "sparing” (preservacion) se muestra en
la cabeza femoral medial (flecha abierta). (b) Imagen sagital de RM secuencia proton density con
supresion grasa en un varon de 56 afios 4 semanas después del inicio de los sintomas que
muestra un extenso edema de médula ésea (flechas), una fractura subarticular microtrabecular
por insuficiencia (flechas finas negras) y derrame articular (flechas abiertas). Tomado de:
Vassalou EE, Spanakis K, Tsifountoudis IP, Karantanas AH. MR Imaging of the Hip: An Update
on Bone Marrow Edema. Semin Musculoskelet Radiol. 2019;23(3):276-88.(180).

En relacion con las limitaciones de la RM, muchos dispositivos como marcapasos
cardiacos o clips intracraneales impiden su realizaciéon. Tampoco se puede realizar esta
técnica en pacientes con claustrofobia. En los nifos, una ligera oblicuidad pélvica puede
hacer que el cartilago de crecimiento normal, de apariencia oscura, aparezca en el
mismo corte axial que la epfifisis contralateral de aspecto brillante. En tales casos, la
placa de crecimiento normal puede parecer anormal en la RM. Los nifios pueden
necesitar sedacion debido a los largos tiempos de obtencién de imagenes que requiere
la RM. Puede ser dificil detectar la necrosis avascular después de una intervencion
quirdrgica para reparar una fractura de cadera debido a la presencia de elementos
ortopédicos, que distorsionan mucho la imagen.

En relacion al umbral de deteccidon de la RM en la necrosis avascular, debe
tenerse en cuenta que las células de la MO son mas resistentes a la isquemia que las
células hematopoyéticas o los osteocitos. De este modo, dado que las imagenes de RM
reflejan los cambios en la intensidad de la sefal de la grasa de la médula, los hallazgos
de RM de necrosis avascular pueden no verse hasta 5 dias después del evento
isquémico, cuando las células grasas de la médula han muerto. En este contexto, es
necesaria la RM con contraste(182).

1.5.1.3 Tomografia axial computarizada

La alta resolucion espacial y de contraste de la TAC permiten analizar las
caracteristicas morfoldgicas de la cadera con gran precision. La tomografia es el método
mas sensible para la deteccion de fracturas subcondrales de la cabeza femoral (Figura
22)(183), y también es una herramienta importante para la planificacion quirirgica de
una artroplastia, asi como para la valoracién de la extensién de las lesiones. Sin
embargo, la tomografia computarizada no se recomienda para la deteccion precoz de la
osteonecrosis debido a su menor sensibilidad en comparacion con la gammagrafia 6sea
o la resonancia magnética(178). El documento de consenso de la clasificacion ARCO
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revisada de 2019 para la ONCF no exige la TAC para el diagnéstico y la estadificacion
de la ONCF. No obstante, hay algunos autores que creen que la TAC es necesaria para
una estadificacion precisa(184).

Figura 22. Paciente con osteonecrosis de cadera izquierda. A) Radiografia lateral que muestra
el signo de la semiluna (flechas). B) RM ponderada en T2 con saturacion grasa que muestra una
linea semilunar de alta intensidad de sefal (flecha). C) La TAC coronal muestra fractura
subcondral con colapso de la superficie articular (flechas blancas). Tomada de: Stevens K, Tao
C, Lee SU, Salem N, Vandevenne J, Cheng C, Neumann G, Valentin-Opran A, Lang P.
Subchondral fractures in osteonecrosis of the femoral head: comparison of radiography, CT, and
MR imaging. AJR Am J Roentgenol. 2003 Feb;180(2):363-8. (183).

Aunque la TAC puede detectar alteraciones sutiles de la densidad ésea cuando
la radiografia simple es normal, la RM y la gammagrafia SPECT son mucho mas
sensibles para evaluar las primeras manifestaciones de la enfermedad, siendo
excelente para detectar el colapso de la cabeza femoral, la enfermedad articular
degenerativa temprana y la presencia de cuerpos articulares sueltos. La TAC puede
mejorar la precision de la estadificacion radiografica utilizando cortes de grosor fino e
incorporando la reconstruccién multiplanar (23).

1.5.1.4 Medicina nuclear en el diagnéstico de la ONCF

En el campo del diagnéstico por imagen mediante medicina nuclear en la ONCF,
las modalidades existentes son la gammagrafia Osea planar, la tomografia
computarizada por emision monofotonica (SPECT, de las siglas en inglés "Single Photon
Emission Computed Tomography”), la combinacién SPECT/TAC y la tomografia por
emision de positrones (PET, de las siglas en inglés "Positron Emission Tomography")
asociada al TAC (PET/TAC) (Figura 23).

En los ultimos tiempos, la RM ha sustituido en gran medida a la gammagrafia
Osea con radionucleidos debido a su mayor sensibilidad (hasta el 100%, frente al 90%
de la gammagrafia 6ésea con radionucleidos). La gammagrafia 6sea sigue siendo una
alternativa valida en caso de fractura del cuello femoral con un dispositivo de fijacion
metalico. Ademas, también es util cuando se sospecha la afectacion de multiples
localizaciones en pacientes con factores de riesgo como la anemia falciforme(185).

El empleo del SPECT puede mejorar la precision de la gammagrafia con
radionucleidos en el diagndstico de la osteonecrosis. Si se va a realizar una
gammagrafia 6sea, el método sugerido para llevar a cabo el estudio es utilizar
colimacién estenopeica y SPECT con correccién de la dispersion y algoritmos de
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reconstruccion iterativa. Mas recientemente, se ha defendido la SPECT/TC, en
comparacion con la SPECT sola, para el diagnostico de la ONCF(185). En la poblacion
pediatrica, el uso de imagenes nucleares es ahora menos comun, debido a la
preocupacion por la exposicién a la radiacion(186).

En relacién con la gammagrafia tipo PET, la PET con fluoruro de F'® presenta
varias ventajas con respecto a la gammagrafia ésea con Tecnecio-99 metaestable (Tc-
99m). El fluoruro de F' tiene una extraccion de primer paso en el hueso de
aproximadamente el 100%, lo que permite estimar el flujo sanguineo 6seo. Ademas, su
captacion ésea es dos veces superior a la del Tc-99m, no se une a las proteinas, lo que
acelera su eliminacién de la sangre y mejora la relacion blanco/fondo. Debe anadirse
que las imagenes PET/TAC tienen mayor resolucion que las SPECT/TC, lo que permite
apreciar mejor la regién fotopénica caracteristica en PET/TC. Por lo tanto, la
gammagrafia dsea con fluoruro de F® tiene una alta sensibilidad en comparacion con la
gammagrafia 6sea con Tc-99m. La cuantificacion es otra ventaja técnica de las
imagenes PET/TAC. Las caracteristicas adicionales de la TAC dan lugar teéricamente a
una alta especificidad de la PET/TAC con fluoruro de F'® en la ONCF(185).

Figura 23. Imagenes de medicina nuclear en la ONCF. SPECT coronal (A), TAC coronal (B) y
las imagenes fusionadas de SPECT/TAC mostrando defectos fotopénicos bilaterales a nivel de
la cabeza femoral en un paciente con ONCF. Tomada de: Agrawal K, Tripathy SK, Sen RK,
Santhosh S, Bhattacharya A. Nuclear medicine imaging in osteonecrosis of hip: Old and current
concepts. World J Orthop. 2017 Oct 18;8(10):747-753.(185).

1.5.1.5 Estadificacion por imagen de la ONCF

Los sistemas de clasificacion de la ONCF son excelentes herramientas basadas
en datos de imagen que se utilizan ampliamente para estratificar la gravedad y el
prondstico, asi como para guiar la estrategia de tratamiento. Existen varios sistemas de
estadificacion que se han desarrollado para la evaluacién de la ONCF en adultos. Entre
ellos se incluyen las clasificaciones de Ficat y Arlet, Marcus, Steinberg, Association
Research Circulation Osseous (ARCO), el sistema de clasificaciéon del China-Japan
Friendship Hospital (CJFH) y el del Japanese Investigation Committee classification
(JIC).

El sistema de estadificacion de Ficat y Arlet fue la primera clasificacion utilizada
para la ONCF, descrita en los afios 60. A pesar de crearse antes del empleo de la RM
es el sistema de estadificacion mas reportado en la literatura, y el mas empleado en la
practica clinica. También se ha modificado en multiples ocasiones. Sin embargo, la
version de cuatro estadios ha sido la mas ampliamente adoptada. El estadio | se define

70



71

por el aspecto radiografico normal de la cabeza femoral. En este estadio, puede existir
un aumento de la captacion del trazador en la gammagrafia ésea o un aumento de la
sefal de la médula ésea con edema en la RM. El estadio Il se define por la presencia
de esclerosis difusa y quistes que representan la reparacion ésea y un estadio previo al
colapso. El estadio lll se caracteriza por fracturas subcondrales que a veces pueden
imitar una media luna cerca de la corteza articular; de ahi que se conozca como el signo
de la media luna. El colapso es evidente y en este estadio puede empezar a tener lugar
un aplanamiento de la cabeza. El estadio IV se caracteriza por un mayor colapso,
aplanamiento y destruccion de la cabeza femoral. Comienzan a producirse cambios
osteoartriticos secundarios, como estrechamiento del espacio articular, formacion de
osteofitos y quistes 6seos subcondrales. En 1985 se introdujo una modificacién de este
sistema para incluir el estadio 0 y un estadio de transicion (Tabla 4). El Ficat y Arlet es
un sistema sencillo y facil de utilizar. Sin embargo, ha sido criticado por no incorporar
especificamente los hallazgos de la RM. Asimismo, existe controversia sobre si las
caderas que muestran un signo de media luna sin aplanamiento condral deben
agruparse con las que muestran un aplanamiento macroscépico de la cabeza femoral.
Ademas, multiples estudios han cuestionado la fiabilidad interobservador e
intraobservador del sistema de clasificacion(187).

Stage  Radiographic signs Clinical
features
0 findings 0
("silent hip")
| Inconspicuous findings or minor changes (slight patchy osteoporosis blurring of +
trabecular pattern, subtle loss of clarity)
A Diffuse/ocal radiological changes (osteoporosis, sclerosis, cysts)
IIB Subchondal fracture (“crescent sign") segmental flattening of femoral head ("out-of-round = +
appearance")
Il Broker contour of fernoral head, bone sequestrum, joint space normal ++
v Flattened contour of femoral head, decreased joint space, collapse of femoral head, +++

acetabullar osteoarthritic changes

Tabla 4. Clasificacion de Ficat y Arlet para la ONCF. Se basa actualmente en seis estadios, del
cero al cuatro, con una subdivisiéon del sequndo. Tomado de: Sultan AA, Mohamed N, Samuel
LT, Chughtai M, Sodhi N, Krebs VE, et al. Classification systems of hip osteonecrosis: an updated
review. Int Orthop. 2019;43(5):1089-95.(188).

En 1973, Marcus et al. clasificaron la ONCF en seis estadios segun los hallazgos
radiograficos de la cadera. Su principal caracteristica es la sencillez, pero debido a las
limitaciones de las técnicas de imagen en aquella época, las zonas y rangos de necrosis
no podian evaluarse y estadificarse con precision. Por lo tanto, esta clasificacion ya no
se utiliza. En 1977, Ficat et al. desarrollaron un sistema de clasificacion para la ONCF,
en el que se clasificaban cuatro estadios segun los sintomas clinicos, la radiografia, la
RM y la gammagrafia 6sea isotdpica. Aunque este sistema de clasificacion es mas
detallado y preciso que el de Marcus, tampoco se han incluido las zonas y rangos de
necrosis, que son bastante importantes para la seleccién de la evaluacién de la
progresion de la enfermedad y el tratamiento elegido(1).

En 1995, Steinberg propuso un nuevo sistema de clasificacion. Este sistema es
el primero que incorpora las medidas del tamafio de la lesion como parte de un sistema
completo. Este sistema de clasificacion proporciona un método de estadificacién mas
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detallado, que resulta mucho mas util para la seleccion del tratamiento clinico y para
mejorar el prondstico (Tabla 5). Sin embargo, los métodos de evaluacion de este sistema
de clasificacion son demasiado tediosos, no hay una buena reproducibilidad para la
determinacion del estadio Ill, y la distincion entre el estadio V y el estadio VI es
imprecisa(189).

Stage Criteria Subdivision

Normal radiograph, bone

0 scan, and MR images.
Normal radiograph. Abnormal A: Mild (< 15% of femoral head affected)
| bone scan and/or MR images B: Moderate (15 to 30% of femoral head affected)
C: Severe (> 30% of femoral head affected)
Cystic and sclerotic changes A: Mild (< 15% of femoral head affected)
Il in femoral head B: Moderate (15 to 30% of femoral head affected)
' C: Severe (> 30% of femoral head affected)
: A: Mild (< 15% of articular surface)
1 ]ZQT :t?:r?izgd(rglegilgpt)sstiagvr\:l)thout B: Moderate (15 to 30% of articular surface)
C: Severe (> 30% of articular surface)
Flattening of A: Mild (< 15% of surface and < 2 mm of depression) _
v femoral head B: Moderate (15 to 30% of surface and 2 to 4 mm of depression)
C: Severe (> 30% of surface and > 4 mm of depression)
Joint narrowing or A LA
v acetabular changes B'_ HoEETE
C: Severe

Advanced degenerative
VI  changes

Tabla 5. Sistema de estadificacion de la ONCF propuesto por Steinberg. Consta de seis estadios,

5

con una subdivision de cuatro de ellos en ‘“leve”, “moderado” o “severo”, en funcién de la
extension de la enfermedad. Adaptado de: Steinberg ME, Hayken GD, Steinberg DR. A
quantitative system for staging avascular necrosis. J Bone Joint Surg Br. 1995;77(1):34-41.(189)

El sistema de clasificacion de la Association Research Circulation Osseous
(ARCO) es mas detallado que el sistema de clasificacion de Steinberg y tiene en cuenta
las zonas necrdticas y su extension (Tabla 6). El sistema ARCO tiene su origen en la
clasificacién de Steinberg, y se han introducido varias modificaciones a lo largo de los
afios. Este sistema no proporciona un método para evaluar las lesiones
prerradiograficas ni las lesiones en las que estan implicadas la linea articular o el
acetabulo. La localizacion de la lesion osteonecrética se detecta y la informacion relativa
se afiade a cada estadio en el sistema ARCO como complemento, pero su valor
especifico es poco claro. El sistema de clasificacion ARCO es mas favorable para la
orientacion del tratamiento clinico y la evaluacion de la evolucion y el prondstico de la
ONCF. Sin embargo, su desventaja es que los criterios de evaluacion de esta
clasificaciéon son demasiado detallados y complejos para su uso generalizado en la
practica clinica(188).
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Stage Findings Techniqgues Subclassification Quantitation

Radiography. CT.

0 None scintigraphy. MR No No
Area of involvement (percentage)
A: Minimal (<15%)

. B: Moderate (15 to 30%
Radiography and C: Extensive( 4
computed . . Length of crescent
tomography Location of lesion A 15%

| normal At least Scintigraphy. MR Medial Central B: 15 to 30%
ONE of the other Lateral C-' 30%
tecr;tril\llques IS Surface collapse and dome depression
positive A: <15% and <2 mm
B: 15to 30% and 2 to 4 mm
C: >30% and >4 mm
Sclerosis .
> Radiography. CT.
2 osteolysis, _focal scintigraphy. MR Same asstagel Same as stage |
osteoporosis
Crescent and/or
3 flattening of Radiography. CT Same asstagel Same as stage |
articular surface
Osteoarthritis
4 acetabular Radiography only No No

changes joint
destruction

Tabla 6. Sistema de estadificacion ARCO para la ONCF. Se proponen cinco estadios, con una
subdivisién de tres de ellos en funcién de la extension, la lesién crescent sign y el colapso
articular-pérdida de la esfericidad. Adaptado de: Sultan AA, Mohamed N, Samuel LT, Chughtai
M, Sodhi N, Krebs VE, et al. Classification systems of hip osteonecrosis: an updated review. Int
Orthop. 2019;43(5):1089-95.(188).

En 2001, surge el sistema de estadificacién Japanese Investigation Committee
(JIC). La clasificacion JIC, adoptada por el Ministerio de Sanidad, Trabajo y Bienestar
japonés, utiliza imagenes de RM para clasificar la osteonecrosis en funcion de la
localizacion de la lesion necrotica. El principio , exclusivo de este sistema de
clasificaciéon, es que la localizacién de la lesion necrética en relaciéon con la region
acetabular que soporta el peso puede ser un factor importante que determine el
prondstico final(190). Esto es especialmente cierto si en las primeras fases de la
enfermedad las lesiones son pequefias. Independientemente del tamano, la localizacion
de la lesion se convierte en un factor prondstico importante, ya que las lesiones situadas
€en una zona que soporta peso pueden evolucionar rapidamente hacia el colapso vy, a la
inversa, las situadas en una zona que no soporta peso pueden no evolucionar hacia el
colapso hasta mas tarde. Por lo tanto, el sistema de clasificacion propone tres estadios
(Figura 24). En el estadio A, las lesiones ocupan el tercio medial o menos de la porcién
que soporta el peso. En el estadio B, las lesiones ocupan dos tercios 0 menos de la
porcién medial que soporta el peso. En el estadio C, las lesiones ocupan mas de los dos
tercios mediales de la porcidon que soporta el peso. Este estadio tiene dos subcategorias;
en el estadio C1, las lesiones no se extienden lateralmente, y en el estadio C2, las
lesiones se extienden lateralmente hasta el borde acetabular. Una caracteristica
exclusiva del sistema de clasificacién JIC es su mayor fiabilidad interobservador e
intraobservador. Takashima et al. compararon las clasificaciones JIC con otros sistemas
de clasificacién y examinaron simultdneamente la fiabilidad interobservador e
intraobservador. La fiabilidad interobservador del JIC demostré ser sustancial, con una
fiabilidad superior a la de las clasificaciones de Steinberg y Kerboul. La fiabilidad
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intraobservador también fue notablemente alta para la JIC. Los autores informaron de
que ninguna de las caderas designadas como JIC tipo A se colapsé o requirio PTC,
concluyendo que la clasificacion JIC era mas fiable y eficaz que otros sistemas de
clasificacion mas comunmente utilizados(191).

Figura 24. Sistema de estadificacion de la ONCF de la JIC. Las lesiones de tipo A ocupan un
tercio medial o menos de la porcion de soporte de peso, las lesiones de tipo B ocupan dos tercios
mediales 0 menos, las lesiones de tipo C1y C2 ocupan ambas mas de dos tercios mediales; sin
embargo, mientras que las lesiones de tipo C2 se extienden lateralmente hasta el borde
acetabular y las de tipo C1 no. La parte que soporta el peso (lineas de puntos azules) se define
como la zona lateral a la linea media vertical de la linea que pasa por el borde acetabular y el
fondo en forma de lagrima (lineas de puntos amarillas). Tomado de: Takashima K, Sakai T,
Hamada H, Takao M, Sugano N. Which Classification System Is Most Useful for Classifying
Osteonecrosis of the Femoral Head? Clin Orthop Relat Res. 2018 Jun;476(6):1240-1249.(191)

En 2013, el profesor Li Zirong propuso un nuevo sistema de clasificaciéon basado
en la estructura de tres pilares de la cabeza femoral: |la clasificacion del Hospital de la
Amistad China-Japon (CJFH), también conocida como clasificacién de Li. Segun la
seccion media coronal en RM (estadios | y Il) y TC (estadios Il y IlI), la seccién coronal
de la cabeza femoral se dividio en tres pilares mediante dos lineas paralelas al eje del
cuello femoral: pilares lateral (30 %), central (40 %) y medial (30 %) (Figura 25). La
patogenia de la ONCF se identificd con su localizacién en estos pilares. La preservacion
del pilar lateral es la piedra angular para evitar el colapso de la cabeza femoral(1). El
sistema de clasificacion CJFH es un modelo de evaluacion sencillo y directo para la
ONCF con una considerable fiabilidad interobservador e intraobservador(192).

74



75
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Figura 25. Diagrama esquematico de la clasificacion del Hospital de Amistad China-Japén
(CJFH) para la osteonecrosis de la cabeza femoral (ONCF). a) Resonancia magnética de la
clasificacion CJFH para ONCF basada en la estructura de tres pilares. Tipo M: la necrosis afectd
al pilar medial. Tipo C: la necrosis afecto tanto al pilar medial como al central. Tipo L1: la necrosis
afecté a los tres pilares pero se preservé una parte del pilar lateral. Tipo L2: la necrosis afecto
todo el pilar lateral y una parte del pilar central. Tipo L3: la necrosis afecté a los tres pilares
incluyendo el hueso cortical y la médula. b) Cinco modelos tridimensionales de la clasificacion
CJFH de ONCF. La zona necrdtica de la cabeza femoral se muestra en rojo. Tomado de: Wen P,
Zhang Y, Hao L, Yue Ja, Wang J, Wang T, et al. The effect of the necrotic area on the
biomechanics of the femoral head - a finite element study. BMC Musculoskeletal Disorders.
2020;21.(193)

1.5.2 Diagnéstico histologico

La ONCF es un proceso evolutivo que implica necrosis medular y osteocitica en
la cabeza femoral, un proceso reparativo alrededor de la zona necrética y el colapso de
la superficie articular, seguido de artrosis degenerativa de la cadera (Figura 26). Segun
la gravedad y el estadio de la enfermedad, el lugar afectado y los factores que estimulan
su patogenia y progresion, la anatomia macroscopica y la histopatologia de la
osteonecrosis presentan un aspecto diferente(194). A pesar de los diferentes factores
de riesgo y mecanismos asociados postulados, se acepta que las caracteristicas
anatomopatoldgicas de la ONCF son homologas, independientemente de la etiologia.
Las caracteristicas histopatoldgicas de necrosis y reparacion son similares en la
ONCFIE y en la ONCF no inducida por esteroides, a pesar de encontrarse una evolucion
mas rapida de las alteraciones patoldgicas en la ONCFIE(195).
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Figura 26. Cortes bidimensionales y reconstruccion tridimensional de imagenes de micro-TAC
de la cabeza femoral. (A) Cortes bidimensionales de imagenes de micro-TAC del hueso
subcondral (a), regiones necréticas (b), escleréticas (c) y sanas (d), distinguidas segun la
densidad de la linea de carbono. (B) Imagen reconstruida bidimensional y tridimensionalmente
de las regiones de la caja blanca. Tomada de: Wang C et al. Bone microstructure and regional
distribution of osteoblast and osteoclast activity in the osteonecrotic femoral head. PLoS One.
2014 May 6;9(5).(196)

1.5.2.1 Histopatologia de la osteonecrosis

La osteonecrosis se caracteriza por un patron tipico de muerte celular y un
complejo proceso de resorcion y formacion 6sea. Las primeras caracteristicas
patolégicas de la osteonecrosis son la necrosis de las células hematopoyéticas y los
adipocitos, seguida de edema intersticial de la médula ésea. La necrosis de los
osteocitos se produce tras 2 a 3 h de anoxia, pero los signos histolégicos de la muerte
de los osteocitos no aparecen hasta 24 a 72 h después de la privacién de oxigeno. La
necrosis osteocitaria se refleja inicialmente por la picnosis de los nucleos y
posteriormente por la presencia de lagunas osteociticas vacias (Figura 27). La
hiperemia reactiva y la revascularizacion capilar en la periferia de la zona necrética
inician un proceso de reparacién consistente tanto en la reabsorcion como en la
produccion de hueso que sustituye de forma incompleta el hueso muerto por hueso vivo.
El nuevo hueso vivo forma laminas sobre las trabéculas muertas, con una reabsorcién
parcial del hueso muerto. En las trabéculas subcondrales, la reabsorcidon ésea supera a
la formacion, lo que conduce a la eliminacion neta de hueso, la pérdida de integridad
estructural de las trabéculas, la fractura subcondral y la incongruencia articular. No es la
necrosis en si, sino el proceso de reparacion y, en particular, el componente de
resorcion, lo que provoca la pérdida de integridad estructural y la fractura subcondral.
La modelizacion por elementos finitos ha demostrado que es la pérdida de integridad
estructural de las trabéculas subcondrales y no la placa subcondral la responsable de la
fractura subcondral. Estos cambios histopatoldgicos se reflejan en el aspecto

76



77

radiografico de la cabeza femoral produciendo la aparicién de esclerosis y lucencia. Las
areas de lucencia reflejan resorcién 6sea, mientras que las areas de esclerosis estan
compuestas tanto de hueso vivo reparador como de trabéculas muertas(31).
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De acuerdo con los trabajos de Catto et al., se ha propuesto un sistema de cuatro
estadios para ilustrar las alteraciones patoldgicas y microarquitectonicas en la ONCF,
que ha sido ampliamente reconocido (tabla 7). En los ultimos 60 afos, se han realizado
varios trabajos para aclarar los cambios patolégicos en cada estadio, a pesar de los
escasos avances en el pronostico de la ONCF(197).

Estadio Descripcion
Plasmostasis medular inespecifica, con algunas células espumosas y
| areas focales de necrosis granular eosinofilica.
Sin lesiones estrictamente Oseas.
Necrosis medular. Espacios medulares reemplazados por necrosis
Il eosinofilica granular, edema, hemorragias, fibrosis reticular, necrosis
hematopoyética y extension progresiva de las lesiones focales.

i Estadio 2 + necrosis trabecular (50% de osteocitos muertos)
Estadio 3 + fibrosis y creeping substitution
(reabsorcion de hueso muerto e incorporacion de nuevo hueso).

Tabla 7. Clasificacion histolégica de la ONCF. Estadios uno al cuatro. Adaptada de: Mukisi-
Mukaza M, Gomez-Brouchet A, Donkerwolcke M, Hinsenkamp M, Burny F. Histopathology of
aseptic necrosis of the femoral head in sickle cell disease. Int Orthop. 2011 Aug;35(8):1145-
50.(198)

1.5.2.2 Estadio histolégico |

En la primera fase de la ONCF, la cabeza femoral no suele presentar
manifestaciones macroscopicas, y se limita a alteraciones microscopicas. La fase inicial
de la osteonecrosis consiste en la muerte celular, la interrupcion de la actividad
enzimatica y la pérdida de la dinamica metabdlica celular. Sin embargo, las células que
componen el hueso difieren en su capacidad para resistir la lesiéon isquémica. Las
células hematopoyéticas son las mas sensibles y mueren en un plazo de 6-12 h. En
consecuencia, los primeros signos indicativos de isquemia 6sea se han observado en
los espacios de la médula, donde hay pérdida de la tincidon nuclear de las células
medulares. Las células estrictamente dseas (osteoclastos, osteoblastos y osteocitos)
pueden sobrevivir de 12 a 48 h. Los condrocitos, por el contrario, estan normalmente
adaptados a una tensioén de oxigeno relativamente baja y no se desvitalizan de forma
temprana(199). Varios autores han descrito los cambios macroscoépicos e histologicos
del cartilago sin evidencia radiografica de degeneracion. En este primer estadio
histolégico, la radiologia estandar tiene un valor limitado, y solo las alteraciones
anormales de los tejidos blandos (como la plasmostasis y la alteracion de los adipocitos)
son observables en la resonancia magnética. La RM no siempre detecta con precision
la lesion labral o el dafio condral, y la artroscopia sigue siendo el patron oro para la
deteccion y estadificacion de las lesiones condrales(200). Ruch et al. encontraron una
correlacion deficiente entre la evaluacion radiografica y artroscépica del cartilago de la
cabeza femoral en pacientes con ONCF postcolapso precoz, ya que la evaluacion
artroscopica reveld lesiones osteocondrales que no se habian observado en la
radiografia ni en la RM(201). El trabajo de Mukisi-Mukaza et al. en 2011 encontré que
no existe correspondencia entre la histopatologia y el estadio radiolégico en pacientes
con ONCF(198).
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En la fase inicial de la ONCF, encontramos edema medular en el hueso
subcondral y en el hueso esponjoso profundo, lo que indica una disminucion del riego
sanguineo en esta region. Una caracteristica importante en la patogénesis de la ONCF
es la obstruccion del flujo venoso intradseo de salida, en particular en la zona
transicional, en el borde del secuestro(202).

Como se comento anteriormente, las CMMs residentes son células multipotentes
que tienen la capacidad de diferenciarse en una amplia gama de células especializadas
y ofrecen una fuente de osteoblastos a la lesién afectada, desempefiando un papel
importante en la osteogénesis y reparaciéon del defecto necrético. Las CMMs no sélo
ofrecen las células precursoras para la reparacion, sino que también secretan factores
de crecimiento y factores proangiogénicos como la BMP-2 y el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) que estimulan los procesos de reparacién local en la ONCF.
Es en esta primera fase de la enfermedad cuando el potencial de regeneracion tisular
de las CMMs y su papel en la homeostasis 6sea resultan de mayor trascendencia, pues
las lesiones isquémicas pueden aun estabilizarse(203).

En relacidon con la estructura tridimensional del hueso en al ONCF, existen
pruebas de que las modificaciones de la actividad de remodelacion ésea y el
debilitamiento de la estructura 6ésea con formacion de microfracturas estan implicadas
en la patogenia y el desarrollo de la ONCF. Wang et al. especularon que la alteracién de
la actividad de osteoblastos y osteoclastos provoca una reduccion de la resistencia
mecanica macroscopica(196).

El tratamiento no quirurgico, que incluye la reduccion de la carga de peso, la
farmacoterapia y la fisioterapia, podria seleccionarse para los pacientes con ONCF en
estadio histoldgico I. Por otro lado, la descompresién es actualmente el procedimiento
quirdrgico mas comun en los estadios iniciales de la ONCF, y muestra una tasa de éxito
significativamente superior a la del tratamiento no quirurgico(1).

1.5.2.3 Estadio histologico I

El aspecto macroscopico de la cabeza femoral no cambia considerablemente en
el estadio Il (Figura 28). Debido a la progresion de los procesos reparativos, la zona
necrotica subarticular aparece mejor delimitada en seccién anatomopatolégica, y
radiolégicamente puede apreciarse un reborde o anillo periférico de esclerosis(194).

La superficie articular permanece inalterada, como en el estadio I. En un modelo
animal de babuino, la interrupcién del contacto entre el cartilago articular y el hueso
subcondral vascularizado provocé la degeneracion del cartilago, que tarda tres afios. La
interfase entre el hueso subcondral y el cartilago calcificado contiene numerosos
canales vasculares, que penetran en el hueso subcondral y permiten la comunicacion
entre el hueso y el cartilago(204). Trabajos realizados en especimenes articulares
postmortem demostraron que tanto la interfase osteocondral como el cartilago
calcificado son permeables a los solutos de bajo peso molecular. Es probable que las
moléculas de sefializacion atraviesen el hueso y el cartilago por medios vasculares y de
otro tipo, incluida la red osteocitica lacunar-canalicular del hueso. La zona de cartilago
calcificado forma una importante interfase entre el cartilago y el hueso para transmitir la
fuerza, fijar el cartilago al hueso y limitar la difusion desde el hueso a las capas mas
profundas del cartilago(205). La rigidez y la dureza del cartilago calcificado son
frecuentemente inferiores a las del hueso subcondral para un mismo contenido mineral.
Entre el cartilago calcificado y cortical 6sea terminal no se interponen fibras de colageno.
En consecuencia, la uniéon osteocondral se considera una zona de debilidad. Por el
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contrario, la zona que separa el cartilago calcificado del cartilago articular, esta
atravesada por fibrillas de colageno, lo que da lugar a una conexion bastante fuerte entre
estas dos regiones. Se ha planteado la hipotesis de que las alteraciones del cartilago
calcificado pueden comprometer su funcibn mecanica como tejido conectivo vy
amortiguador, lo que conduce a la degeneracion del cartilago articular suprayacente(1).
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Figura 28. Alteraciones histopatologicas de las cabezas femorales osteonecrdéticas en estadio l.
(A) Espécimen macroscopico seccionado coronalmente. La superficie articular no esta alterada
considerablemente, como en el estadio | (b, B1, B2). Zona necrética: Hay una acumulacién de
restos celulares de médula 6sea y trabéculas 6seas que muestran lagunas vacias, conteniendo
ocasionalmente algunos nucleos picnéticos de osteocitos (¢, C1, C2). Zona transicional lateral:
Aumento de la vascularizacion y reaccién de la médula con infiltrado inflamatorio fibrovascular,
lo que conduce a la formacién de un quiste subcondral (d, D1, D2). Zona transicional inferior: Los
capilares proliferantes y los fibroblastos se extienden a la zona necrdtica, y los osteoblastos
regeneran nuevo tejido 6seo viable, dando Ilugar al reborde esclerdtico (e, E1, E2). Zona
transicional medial: Nuevos vasos sanguineos se propagan en la region periférica de la lesion
necrdtica y los osteoclastos eliminan las trabéculas 6seas muertas. Tincién: hematoxilina-eosina
(B1-E1), tricromico de Goldner (B2-E2). Aumento x 10. Tomado de: Chen Y, Miao Y, Liu K, Xue
F, Zhu B, Zhang C, et al. Evolutionary course of the femoral head osteonecrosis: Histopathological
- radiologic characteristics and clinical staging systems. J Orthop Translat. 2022;32:28-40. (1)

El tejido adyacente a la zona necrética muestra un aumento de la vascularizacion
y una reaccion medular con un aumento de la infiltracion inflamatoria fibrovascular(206).
Los capilares proliferantes y los fibroblastos se extienden a la zona necrotica, y las
trabéculas 6seas muertas son eliminadas por los OCLs y sustituidas por otras nuevas
viables, depositadas por los OBLs, lo que da lugar al reborde esclerético. Utsunomiya
et al. especularon con la posibilidad de que la concentracion de tension aumente en
asociacion con el aumento de la actividad osteoblastica en el limite lateral de la zona
necrotica, y se ha demostrado que, tanto la tensién como el cizallamiento tienden a
concentrarse en las trabéculas 6seas engrosadas del limite de la lesion, junto con la
progresion de los cambios escleréticos(207). Con frecuencia, los nuevos vasos
sanguineos solo pueden propagarse a la regién periférica de la lesion necrética, y el
nuevo tejido 6seo que rodea la regién necrotica desarrolla con el tiempo una banda
esclerotica, que impide aun mas que los vasos sanguineos crezcan hacia el centro de
la zona necrética. En consecuencia, esta zona no puede repararse con éxito en la
mayoria de los casos y finalmente se produce la fractura subcondral, que conduce al
colapso de la cabeza femoral en una fase avanzada. El pico de tensién del borde
esclerotico puede ser un factor principal que induce la formacion de una lesién quistica
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en la ONCF a través de un mecanismo similar al de la artrosis. Ademas, se ha descrito
que los cambios escleréticos provocan fracturas subcondrales en el margen lateral de
la lesion(208).

En el tratamiento de los pacientes con ONCF en estadio histolégico Il se emplean
regimenes terapéuticos combinados, que incluyen tratamientos no quirdrgicos y
procedimientos de rescate articular. Los procedimientos mas utilizados son la
descompresion central y el injerto 6seo vascularizado. No obstante, a la hora de decidir
las intervenciones terapéuticas para la ONCF en estadio precoz, debe realizarse un
examen mas exhaustivo de los factores de riesgo, los estadios patologicos y de imagen,
y los sintomas(209).

1.5.2.4 Estadio histologico Il

En esta fase se produce una alteracion evidente del aspecto de la cabeza
femoral debido a las fracturas subcondrales y al posterior colapso del hueso necrético.
A medida que se desarrolla la ONCF, aparecen dichas fracturas, distribuyéndose
inicialmente entre las zonas necréticas y esclerdticas, causadas por la distribucion
anormal de la presion y la reabsorcion osteoclastica. El tamafio de la lesion necroética
parece contribuir a la distribucion de las fracturas subcondrales, siendo el factor mas
importante en el prondstico de la osteonecrosis el porcentaje estimado de superficie de
carga comprometida(210).

La fractura subcondral consiste en la fisura de la placa dsea subcondral y las
trabéculas subcondrales subyacentes. En cuanto a la fractura en las trabéculas
subcondrales, se caracteriza por un trazo fino lineal o ligeramente serpiginoso de baja
intensidad de senal en todas las secuencias paralelas a la superficie articular en RM.
La fractura trabecular especifica suele localizarse justo por debajo del nivel de la placa
Osea subcondral, o con menor frecuencia dentro de la zona esponjosa necrética mas
profunda o en su periferia. La fractura inicial de la placa subcondral, que en la mayoria
de los casos se localiza en la regién entre el tejido 6seo necrético y esclerético (Figura
29), se considera el punto de partida para desencadenar posteriormente el colapso de
la cabeza femoral(210).
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Figura 29. Microfotografia que muestra fractura en la union (flecha) entre las trabéculas
engrosadas (**) asociadas a la formacion de hueso aposicional y las trabéculas 6seas necréticas
(*) (Nec, zona necrdtica; Rep, zona reparativa; Liv, zona viva, hematoxilina y eosina x 20; barra
negra 500 um). Tomada de: Motomura G, Yamamoto T, Yamaguchi R, lkemura S, Nakashima Y,
Mawatari T, Iwamoto Y. Morphological analysis of collapsed regions in osteonecrosis of the
femoral head. J Bone Joint Surg Br. 2011 Feb;93(2):184-7.(210).

En la fase de colapso precoz de la ONCF, las grietas de fractura iniciales se
producen entre regiones de reabsorcion 6sea a nivel de la porcion anterosuperior de la
cabeza femoral. Un dafio leve recurrente puede provocar microfracturas subcondrales,
lo que permite que al liquido sinovial de la cavidad articular infiltrarse en el hueso
subcondral subyacente, elevando la presion intradsea. El aumento de la presion
intradsea afecta a la microcirculacion local y esto desencadena un circulo vicioso que,
en ultima instancia, provoca la formacion de quistes subcondrales y el colapso articular.
La lesion quistica en la ONCF desempena un papel importante en el desarrollo del
colapso de la cabeza femoral. La osteonecrosis complicada con lesiones quisticas tiene
mas probabilidades de causar microfracturas, colapso y el signo de la media luna, que
son indicativos de la inestabilidad estructural de la cabeza femoral. La ausencia de
inmovilizacion, asi como la carga constante de peso, podrian acabar provocando un
mayor colapso subcondral y dafios en el cartilago(208).

Zhang et al. propusieron una nueva definicion del estadio peri-colapso de la
ONCF, que se refiere a un periodo continuo en el desarrollo de la ONCF desde la
aparicion de la fractura subcondral hasta el colapso temprano (<2 mm). El estadio peri-
colapso, con caracteristicas clinicas y de imagen distintas, proporciona una ultima
oportunidad para la aplicaciéon de técnicas de preservacion articular. Es necesario
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separar el estadio peri-colapso como un estadio independiente para evaluar la
progresion natural de la ONCF y seleccionar un algoritmo de tratamiento adecuado(211).

El colapso de la cabeza femoral influye enormemente en la estadificacion y el
pronéstico de la ONCF. En cuanto a su patogenia, Bullough y DiCarlo propusieron las
tres causas potenciales siguientes: 1) el efecto acumulativo de las microfracturas
inducidas por la fatiga dentro de la zona necrdética; 2) la debilidad de las trabéculas en
el frente reparativo como resultado de la actividad osteoclastica; 3) la concentraciéon
focal de tensién en la union entre las trabéculas escleréticas engrosadas de la zona
reparativa y las trabéculas necroéticas. Al igual que los hallazgos mecanicos en la fase
inicial, se ha observado que el colapso afecta sistematicamente en la fase final de la
ONCEF en el limite lateral de las fracturas subcondrales(1).

La interfase reparativa experimenta una remodelacién progresiva en su unién
con la zona necrética. La osificacion endocondral es la forma fisiolégica de formacién
O6sea cuando los extremos de la fractura estan bien vascularizados, fendmeno que
también puede observarse en la interfase reparativa. Phemister et al. acufaron el
término "sustitucion progresiva" (creeping substitution) para indicar la lenta sustitucion
del hueso muerto aséptico(199). El procedimiento de acumulacion osteoblastica de
hueso aposicional, a menudo sobre trabéculas muertas, y de resorcidén osteoclastica de
hueso desvitalizado, tiene lugar en la interfase reparativa y en torno a ella. En cuanto a
la remodelacion dsea relacionada con la zona necrética, Fan et al. establecieron con
éxito un modelo de colapso de ONCF en emu, en el que se reconstruyd la extensa
estructura trabecular y se absorbié la trabécula original(212).

Las alteraciones en la remodelacién del tejido éseo pueden contribuir a la
progresion de la osteonecrosis de varias maneras, por ejemplo, induciendo un defecto
de cicatrizacién de las microfracturas y facilitando asi las fracturas subcondrales que,
en ultima instancia, conducen al colapso de la cabeza femoral. Cabe destacar que
puede producirse necrosis focal del tejido de reparacién alrededor de la zona de colapso
de la fractura, que no debe interpretarse como osteonecrosis recurrente, ya que
probablemente no esté correlacionada con una isquemia recurrente sino con la propia
fractura. Desde el punto de vista histoldgico, la zona de interfase reparativa es una
mezcla de trabéculas 6seas fragmentadas y cartilago con tejidos reparativos, incluidos
hueso, tejido reactivo, cartilago metaplasico, tejido fibroso vascularizado y tejido de
granulacion (que es la apariencia de una fractura inestable en cualquier otra parte del
esqueleto). A pesar del proceso reparador y de las trabéculas 6seas reactivas en la
zona, la fractura subcondral no se repara por completo en la ONCF(213).

Los procedimientos de preservacion articular, incluidos el injerto o&seo
vascularizado y la osteotomia, son muy recomendables para los pacientes con ONCF
en la fase inicial del estadio Il histolégico, que suele denominarse estadio peri-colapso.
En cuanto a los pacientes en la fase tardia del estadio Ill, con un colapso mas grave de
la cabeza femoral, los procedimientos de preservacion articular siguen siendo dignos de
probar en los jévenes, mientras que la artroplastia articular esta indicada para las
personas mas mayores (>55 afnos)(209).

1.5.2.5 Estadio histolégico IV

Debido al desprendimiento progresivo de fragmentos osteocondrales de la zona
infartada, la forma de la cabeza femoral se deforma gravemente en esta fase (Figura
30). El cartilago degenerado por la deformacién de la cabeza femoral provoca a su vez
danos en el cartilago acetabular y la ONCF evoluciona hacia una artrosis secundaria.
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Pueden detectarse restos osteocondrales en los tejidos capsular y sinovial. Cuando los
cambios osteoartriticos estan plenamente desarrollados, puede que no sea posible
reconocer que la causa inicial fue la necrosis avascular subarticular. Los condrocitos
préximos a la lesion necrética conservan la integridad de su morfologia, pero cuando
ésta progresa hacia la capa superficial del cartilago, los condrocitos varian en su forma
y estructura(194).

Figura 30. Seccion frontal de una cabeza femoral infartada; A -corte histolégico, tefiido con
hematoxilina y eosina. En la periferia de la zona infartada se observa una fractura subcondral
que ha provocado el colapso de la superficie articular. Las trabéculas del hueso viable adyacente
al infarto estan engrosadas. B - Radiografia de la misma muestra, mostrando la linea de fractura
y el borde de esclerosis 6sea en la periferia del infarto. Tomada de: Fondi C, Franchi A. Definition
of bone necrosis by the pathologist. Clin Cases Miner Bone Metab. 2007;4(1):21-6.(194)
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La celularidad del tejido 6seo disminuye a medida que la enfermedad se
encuentra en una fase mas avanzada. En la fase tardia de la ONCF, se produce
hiperplasia endotelial arterial, disminuye el diametro arterial y se agrava la alteracién de
la estructura arterial, lo que conduce a una oclusién arterial completa, que lleva a la
artrosis de la articulacion de la cadera. En este estado isquémico la penetracion
neovascular ocupa el hueso subcondral dafado, y el colapso sobreviene cuando la zona
de soporte de peso de la cabeza femoral es sustituida por tejido fibroso. El aplanamiento
de la cabeza puede entenderse facilmente como un episodio secundario al colapso. En
esta fase suele tener lugar una pérdida grave de la funcion de la cadera o un
agravamiento del dolor, por lo que debe optarse por la sustitucion articular(209).

1.5.3 Diagnéstico diferencial

Los sintomas de la ONCF se solapan con otras etiologias que son importantes
a la hora de realizar un diagndstico diferencial. Una de ellas es el EMO, también
conocido como osteoporosis transitoria (ya abordado en el apartado de diagnéstico por
imagen), que suele tener lugar como respuesta reactiva a una lesién, al aumento de la
actividad fisica o a la artrosis. Esta afeccion se presenta como un dolor de cadera de
aparicion rapida, a veces atraumatico, autolimitado y suele resolverse en un afno. La RM
suele revelar un edema de MO generalizado, que da a la enfermedad su nombre. Otra
condicion que puede confundirse con la ONCF es una fractura subcondral, que suele
tener lugar tras un traumatismo menor en personas de edad avanzada, en el contexto
de una osteoporosis que conduce finalmente a una insuficiencia subcondral. A la
osteoporosis transitoria y la fractura subcondral debe anadirse la osteocondritis
disecante, que, aunque tipica de la infancia, es otra entidad a descartar. Esta, es una
enfermedad articular en la que el hueso que subyace bajo el cartilago de una articulacion
muere debido a la falta de aporte sanguineo. Dichos hueso y cartilago pueden
desprenderse, lo que causa dolor e impotencia funcional. El sindrome de dolor regional
complejo, la sinovitis vellonodular pigmentada, los infartos metafisarios o la artrosis de
cadera también deben incluirse en el diagndstico diferencial de la ONCF(176).
Especialmente complicado puede ser discriminar si nos encontramos ante un caso de
AC primaria o una ONCF en su estadio final (tabla 8).

El diagnéstico por imagen de la ONCF presenta multiples trampas, o pitfalls,
como la persistencia de médula roja hematopoyética, la fovea central o las fosas de
herniacién sinovial, asi como la existencia de procesos patoldgicos que pueden simular
una osteonecrosis, como los quistes subcondrales, la osteomielitis, las lesiones
osteocondrales o las metastasis(214).

Hallazgo AC ONCF ACRP

Presentacion Desarrollo lento Dolor temprano Dolor tardio
Historia Dolor al movimiento  Dolor en reposo  Dolor en reposo y movimiento
Edad (afios) >60 30-50 60-70
Sexo (M:H) 1.6:1 Similar 10:01
Bilateralidad 10-30% 70-80% 5-30%
Otras articulaciones Si (20%) Si No
Necrosis Secundaria Primaria Secundaria
Incidencia Comun Intermedia Rara
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Tabla 8. Diferencias entre la artrosis, la osteonecrosis y la artrosis rapidamente progresiva de la
cadera (ACRP). Adaptada de: Pivec R, Johnson AJ, Harwin SF, Mont MA. Differentiation,
diagnosis, and treatment of osteoarthritis, osteonecrosis, and rapidly progressive osteoarthritis.
Orthopedics. 2013;36(2):118-25.(21).

1.5.4 Criterios diagndsticos

Una vez abordado el diagndstico de la ONCF, cabe citar la busqueda de consenso
a nivel internacional para este propésito. Los criterios diagndsticos propuestos para la
ONCF que a continuacion se abordan se han desarrollado segun el "Consenso de
expertos chinos sobre el diagndstico y tratamiento de la osteonecrosis de la cabeza
femoral en adultos (version de 2012)", la "Guia china para el diagndstico y tratamiento
de la necrosis de la cabeza femoral en adultos (version de 2016)" y los “Criterios
internacionales de diagndstico de la osteonecrosis de la cabeza femoral”(209). Son los
siguientes:

1) Caracteristicas clinicas: El dolor se localiza principalmente en la zona de la
cadera, la nalga o la ingle, acompanado ocasionalmente de dolor en la rodilla y
limitacion de la rotacién interna de la cadera. Los pacientes suelen tener
antecedentes de traumatismo de cadera, uso de corticosteroides o alcoholismo,
o tener antecedentes laborales de alto riesgo, como ser buceador.

2) Imagenes por resonancia magnética: se demuestra como una forma lineal
subcondral limitada de baja intensidad de sefial en imagenes ponderadas en T1
o un "signo de la doble linea" en imagenes ponderadas en T2.

3) Radiografias: Las manifestaciones radiograficas suelen ser osteosclerosis,
cambios quisticos y el "signo de la media luna" en estadios tempranos. Tras el
colapso, se produce una pérdida de esfericidad de la cabeza femoral y una
artrosis degenerativa en los estadios tardios.

4) Tomografia computarizada: suele revelar zonas de osteosclerosis que rodean el
hueso necrético y el hueso reparado, o muestra la fractura 6sea subcondral.

5) Examen con radionuclidos: Una gammagrafia 6sea de fase aguda de la cabeza
femoral puede revelar zonas frias; la gammagrafia durante el periodo de
reparacion de la necrosis demuestra una zona fria en medio de una zona
caliente, es decir, un cambio "en forma de donut" (frio en caliente). La tomografia
computarizada por emisién monofoténica puede aumentar la sensibilidad del
examen con radionuclidos para el diagnéstico de la ONCF. La tomografia por
emision de positrones puede detectar signos de ONCF antes que la RM y la
tomografia computarizada por emisién monofoténica y puede predecir la
progresion de la ONCF.

6) Biopsia 6sea: la proporcion de lagunas vacias en el hueso trabecular es superior
al 50%, varios huesos trabeculares adyacentes estan afectados y una parte de
la médula 6sea esta necrosada. Las células madre de la médula désea se
diferencian gradualmente en células adiposas hipertréficas. Las venas y arterias
presentan trombosis, el espacio intersticial muestra edema. Se observa fractura
Osea subcondral, la zona necrética se agranda, se aprecian cambios quisticos
locales, parte de la zona de la cabeza femoral se colapsa, el tejido éseo necrético
entra en fase de reparacion, y nuevos vasos sanguineos y nuevo tejido fibrotico
crecen en la zona necrotica para formar tejido de granulacion. Durante la fase
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tardia de los cambios en el suministro de sangre, se produce una hiperplasia
endotelial arterial que conduce a una oclusion arterial completa. La biopsia suele
obtenerse cuando se realiza una descompresion central con una trefina de gran
diametro. En la actualidad, cuando la RM muestra una lesion tipica, la biopsia no
€s necesaria.

7) Angiografia de sustraccion digital (ASD): La ONCF puede manifestarse como
estasis, dafio e interrupcién del riego sanguineo a la cabeza femoral, lo que tiene
un importante significado orientativo para prevenir la aparicién de osteonecrosis
tras una fractura del cuello femoral. En la ONCF no traumatica, el estasis venoso
y la obstruccion del retorno sanguineo aparecen en la fase temprana, la isquemia
arterial se produce en la fase media y la oclusion arterial se desarrolla en la fase
tardia. Una vez confirmado el diagnéstico de osteonecrosis, se recomienda la
ASD a los pacientes sometidos a cirugia de preservacién de la cadera con objeto
de sentar las bases para el desarrollo de un plan quirurgico.

El cumplimiento de los Criterios 7y 2 puede confirmar el diagndstico de necrosis de
la cabeza femoral; los Criterios 3-7 son métodos diagndésticos auxiliares y que pueden
servir para guiar el tratamiento.

1.6 Prevencién y tratamiento de la ONCF

En aquellas poblaciones con factores de riesgo de osteonecrosis, la eliminacién
de estos cunado sea posible puede prevenir eficazmente la aparicién de la ONCF. Existe
evidencia de en la ONCFIE la administracion de farmacos vasodilatadores combinados
con farmacos anticoagulantes previene la aparicion de osteonecrosis(215).

En la prevencién de la ONCF de naturaleza traumatica puede valorarse el riego
sanguineo de la cabeza femoral mediante angiografia por tomografia axial
computarizada. Cuando no hay irrigacién sanguinea efectiva, se puede realizar la
exploracién quirirgica y anastomosis de los vasos sanguineos de la regién de apoyo,
se pueden injertar colgajos 6seos pediculados y proteger la irrigacién sanguinea durante
la fijacion interna(216).

No existe un tratamiento universalmente aceptado para la ONCF, existiendo aun
cierta controversia en la literatura, sin embargo, existe un objetivo terapéutico constante:
preservar la mayor parte posible de hueso sano y conservar la articulacion natural tanto
como sea posible, de acuerdo con el estilo de vida de cada paciente, edad, u ocupacion.
Tras establecer el diagndstico se tienen en cuenta diversos factores, como los sintomas,
el tiempo de evolucién y su estado, determinando si hay o no colapso estructural. El
tratamiento puede clasificarse de forma general en quirurgico y no quirurgico.

1.6.1 Tratamiento no quirurgico

Deben evitarse las actividades de impacto y carga, al favorecer el colapso
estructural de la cabeza femoral. El uso de muletas puede aliviar eficazmente el dolor.
No se recomienda el uso de silla de ruedas. Entre las posibles terapias de medicina
fisica, se incluyen la terapia con ondas de choque extracorpéreas, los campos
electromagnéticos y la camara hiperbarica(209).

Respecto a los tratamientos farmacolégicos, se ha recomendado el uso
combinado de anticoagulantes, farmacos potenciadores de la fibrindlisis,
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vasodilatadores y farmacos hipolipemiantes. También puede utilizarse una combinacion
de farmacos que inhiben la formacion de osteoclastos y farmacos que aumentan la
osteogénesis. La medicacion puede utilizarse sola o en combinacion con la cirugia
conservadora de la cadera(209).

Los bifosfonatos se recomiendan en las fases iniciales de la ONCF. Actuan
inhibiendo la actividad osteoclastica y reduciendo el recambio éseo. En un ensayo
controlado aleatorizado, se compard la eficacia del alendronato frente a placebo en
pacientes con ONCF no traumatica en los estadios lI-lll de Steinberg. Los pacientes del
brazo del farmaco experimentaron 2 colapsos de las 29 cabezas femorales evaluadas,
mientras que 19 de 25 cabezas femorales evaluadas se colapsaron en el brazo del
placebo(217). Sin embargo, otro estudio prospectivo, aleatorizado y controlado con
placebo realizado por Chen et al. no confirmd estos hallazgos. No hubo diferencias
significativas en los resultados radiograficos, la prevencion de la PTC ni en la mejora de
la calidad de vida entre el brazo de placebo y el de tratamiento(218). Por lo tanto, los
resultados de los estudios disponibles no son concluyentes. Algunos de ellos presentan
limitaciones en su metodologia, incluida la falta de un grupo de control. La escasez de
pruebas disponibles no permite elaborar directrices que informen sobre la dosis y la
duracién del tratamiento con bifosfonatos.

El tratamiento con estatinas parece inhibir la adipogénesis inducida por
corticosteroides y la ONCF. Sin embargo, al igual que ocurre con el tratamiento con
bifosfonatos, no existen directrices sobre el uso de estatinas. Los resultados de Ajmal et
al. no indican diferencias en la aparicion de osteonecrosis entre los pacientes tratados
con corticosteroides que reciben o no estatinas(219). Por el contrario, Pritchett et al.
observaron una reduccién significativa de la tasa de ONCF en los pacientes que
tomaban corticoides y recibian estatinas(220).

En relacién con el empleo de vasodilatadores en la ONCF, se ha descrito el
efecto beneficioso del vasodilatador iloprost en la evolucién radiografica y clinica de
pacientes con estadios iniciales de ONCF. Clafken et al. investigaron el efecto de iloprost
en 108 pacientes con osteonecrosis; la mediana de seguimiento de los pacientes fue de
49,7 meses. La mayoria de los pacientes (74,8%) observaron una mejoria de las
molestias subjetivas, evaluada mediante la escala analdgica visual. En este trabajo, los
pacientes con un estadio inferior de la enfermedad obtuvieron mejores resultados(221).

En relacion con el empleo de la anticoagulacion, trabajos como el de Glueck et
al. sugieren que anticoagulantes como la enoxaparina pueden retrasar la progresion de
la ONCF si el tratamiento se aplica en los estadios iniciales de la enfermedad, aunque
los datos sobre su eficacia siguen siendo limitados(222).

1.6.2 Tratamiento quirurgico

Cuando la ONCF progresa rapidamente y el tratamiento no quirurgico resulta
ineficaz, la mayoria de los pacientes requieren tratamiento quirurgico. Los métodos
quirargicos pueden clasificarse en dos categorias principales: los métodos de
reparacion y reconstruccion, que preservan la cabeza femoral del propio paciente, y los
métodos de sustitucion de la articulacion de la cadera. Las cirugias que preservan la
cabeza femoral incluyen la descompresion (core decompression), la osteotomia y el
trasplante 6seo vascularizado o no, que son adecuadas para pacientes en fases iniciales
(por ejemplo, ARCO 0-1) o intermedia (por ejemplo, ARCO 2-3 B) de la ONCF, y con un
volumen necrotico superior al 15%. Si el método es eficaz, puede evitarse o retrasarse
la sustitucion articular(16).
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La descompresion puede realizarse cuando los resultados de la ASD y la RM
sugieren que el riego sanguineo presenta caracteristicas de estasis venoso precoz
(como en los estadios 1-2A de la estadificacion ARCO). Esta técnica se ha aplicado
durante mucho tiempo y ha dado buenos resultados. En la actualidad, puede a su vez
subdividirse en, descompresidon mediante perforacion multiple, y descompresion
mediante un canal ancho. La diferencia radica principalmente en el diametro del canal
de descompresion; el diametro del canal para la perforacion multiple es de 3, 3,504
mm, mientras que el del canal ancho es de 6 mm o mas. La descompresion combinada
con el trasplante de células (cultivo in vitro 0 médula ésea autdloga concentrada que
contiene células mononucleares) se ha administrado clinicamente en instituciones
médicas de referencia(223).

En relacién con el trasplante no vascularizado, los principales métodos utilizados
incluyen la descompresién y el trasplante 6seo a través del trocanter femoral y la
descompresion y el injerto 6seo a través de la cabeza y el cuello femorales. Los métodos
de injerto 6seo comprenden el injerto de hueso compacto y el injerto de hueso a modo
de puntal (strut). Los materiales de trasplante éseo incluyen hueso cortical y esponjoso
autdlogo, el hueso alogénico y materiales de sustituciéon ésea.(224)

El trasplante vascularizado, o colgajo, se realiza cuando los resultados de la ASD
y la RM sugieren que el riego sanguineo muestra isquemia arterial (estadio 2B-3B de la
estadificacién ARCO). El trasplante de hueso autélogo comprende el colgajo dseo peri-
cadera y el colgajo de peroné. La eleccion del método de trasplante 6seo empleado se
realiza en funcién de las ventajas e inconvenientes globales de cada método, la
competencia del cirujano y otros factores(209).

La finalidad de una osteotomia es desplazar la zona necrética a la zona de la
cabeza femoral que no soporta peso. Las técnicas de osteotomia incluyen la osteotomia
en varo o en valgo y la osteotomia rotacional a través del trocanter femoral. La eleccion
del método quirurgico se basa en el principio de no modificar la cavidad femoral(225).

La sustitucion articular mediante prétesis total de cadera debe indicarse en casos
en los que la cabeza femoral esté significativamente colapsada, exista una oclusion
arterial en su estadio final, exista una pérdida grave de la funcién articular y/o dolor
moderado/severo. La intervencion consiste en la extraccion de la cabeza femoral y la
cavidad acetabular, y su sustitucion por un implante o protesis artificial (Figura 31)(209).

Figura 31. Artroplastia total de cadera izquierda por necrosis avascular de cabeza femoral.
Tomada de: Konarski W, Pobozy T, Sliwczyﬁski A, Kotela |, Krakowiak J, Hordowicz M, et al.
Avascular Necrosis of Femoral Head-Overview and Current State of the Art. Int J Environ Res
Public Health. 2022;19(12).(226)
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1.6.3 Terapias celulares

Las terapias celulares se basan principalmente en CMMs derivadas de la MO, el
tejido adiposo o el cordon umbilical. En la actualidad, se considera que la patogénesis
de la ONCF esta relacionada con las CMMs, incluido el aumento en la apoptosis y la
disminucion del numero de dichas células, el descenso en su capacidad de crecimiento,
la alteracion de su metabolismo y la disminucion de su potencial de diferenciacion
osteogénica(227). Las CMMs serian las encargadas de iniciar el proceso de
revascularizacion y regeneracion del tejido 6seo (Figura 32). Por ejemplo, Li et al.
trataron 49 caderas en la fase inicial de la ONCF con CMMs de médula dsea en
combinacion con pravastatina. Los resultados mostraron una mejora de la funcién y el
dolor de la cadera. Se observé nueva vascularizacion en 21 caderas a los seis meses
del tratamiento(226). Aunque se han observado resultados prometedores en el
tratamiento con CMMs, deben realizarse mas estudios controlados para formular
recomendaciones sobre su uso en la practica habitual.
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Figura 32. Las terapias regenerativas, incluido el uso de injertos/scaffolds con CMMs y factores
de crecimiento, se han revelado prometedoras en estudios que investigan la regeneracion de la
cabeza femoral necrdtica. El desarrollo de una terapia que pueda administrarse mediante cirugia
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minimamente invasiva podria evitar el tratamiento quirdrgico contribuyendo a la regeneracion
tanto de la vascularizacion como del tejido 6seo. Tomada de: Murab S, Hawk T, Snyder A, Herold
S, Totapally M, Whitlock PW. Tissue Engineering Strategies for Treating Avascular Necrosis of
the Femoral Head. Bioengineering (Basel). 2021 Dec 2;8(12):200.(228).

1.6.4 miARNs como potencial estrategia terapéutica

Se sabe que los miARN desempefian un papel crucial en la patogenia de la
ONCF, especialmente al interactuar con factores de transcripcion implicados en la
adipogénesis, la osteogénesis y la angiogénesis. Un numero cada vez mayor de
estudios también han insinuado sus posibles funciones terapéuticas en la ONCF. Sin
embargo, una de las principales cuestiones sin resolver radica en que los estudios
realizados emplean especimenes de los pacientes en los que se encuentran varios
tejidos diferentes (hueso trabecular, médula 6sea, vasos sanguineos y cartilago), con lo
que la fuente celular de los miARN desregulados sigue sin estar definida. Cabe destacar
que incluso el mismo mIARN podria tener funciones diferentes en distintos tipos
celulares. Es posible que los estudios futuros tengan que recurrir a la transcriptomica
unicelular u otras técnicas que puedan abordar esta cuestion(108).

Desde un punto de vista terapéutico, la administracion de inhibidores o analogos
de miARN en tejidos especificos sigue siendo un reto, y las funciones exactas de
muchos miARN desregulados en la ONCF siguen sin estar claras. Deberian llevarse a
cabo mas estudios con ratones knockout especificos para cada tejido a fin de
caracterizar las funciones in vivo de los diferentes miARNs. Mediante el perfil genémico
de miARNSs, varios estudios han identificado diferencias en la cantidad de miARNSs en el
suero de pacientes con ONCF, lo que sugiere su potencial uso como marcadores
diagnésticos. Sin embargo, no esta claro si estos cambios de miARNs son paralelos a
la aparicion de la ONCF o sélo reflejan la progresion a la fase terminal de la
enfermedad(229).

Un analisis del curso temporal de los miARNSs circulantes en pacientes tratados
con corticosteroides que aun no han desarrollado ONCF podria aclarar la relacion
temporal entre los cambios en los miARNSs y el desarrollo de ONCF. Dado que la mayoria
de los pacientes que reciben tratamiento con corticosteroides tienen alguna forma de
enfermedad inflamatoria sistémica, en todos los estudios deberia incluirse un control
adecuado con pacientes con la misma enfermedad y tratamiento farmacoldgico, pero
sin desarrollo de ONCF. Ademas, se requiere la validacién de grandes cohortes en
diferentes poblaciones para traducir estos hallazgos en beneficios clinicos. Por lo tanto,
se necesitan mas estudios basicos y traslacionales para maximizar el potencial clinico
de los diagnésticos y terapias basados en miARN en la ONCF(108).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

La Osteonecrosis de Cabeza Femoral (ONCF) representa un desafio diagndstico
significativo debido a su naturaleza insidiosa y a la falta de marcadores clinicos
definitivos en etapas tempranas de la enfermedad. En este estudio exploramos
diferentes aspectos relacionados con el diagnéstico de las ONCF con el objetivo de
mejorar la precision y la consistencia de su identificacién.

La dificultad en el diagnéstico reside en que, sin la utilizaciéon de técnicas de
imagen avanzadas como la Resonancia Magnética Nuclear, los signos tempranos de
osteonecrosis pueden pasar inadvertidos. En el presente estudio, postulamos que la
radiografia convencional presenta limitaciones tanto en la deteccidbn de signos
radiolégicos caracteristicos de la ONCF como en la consistencia del diagndstico entre
distintos especialistas, lo cual implica una necesidad de reevaluacién en la aproximacion
diagnostica de esta enfermedad.

Nuestra hipotesis es que determinados marcadores histoldégicos podrian
complementar el diagndstico por imagen de la ONCF y proponemos que podria existir
una correlacién entre la presencia de lagunas osteociticas vacias y el estadio clinico de
la enfermedad. Esta caracteristica histopatolégica podria correlacionarse
significativamente con el estadio clinico de la ONCF, proporcionando asi una
herramienta objetiva para la estratificacién de los pacientes.

En paralelo, exploramos el papel potencial de las células madre mesenquimales
(CMMs) en la patogénesis de la ONCF. Postulamos que las anomalias en estas células
podrian contribuir al desarrollo y progresion de la enfermedad, lo que podria tener
implicaciones importantes para el diagndstico y la estratificacion de los pacientes.

Através de estas hipotesis integradas, buscamos proporcionar una comprension
mas completa y holistica de la ONCF, con el objetivo final de mejorar el diagnéstico y el
manejo clinico de esta patologia incapacitante.

2.2 Objetivos

1.-Evaluar las comorbilidades y caracteristicas demograficas asociadas con la
ONCF.

Identificar los factores de riesgo epidemioldgicos y clinicos mas prevalentes en
pacientes con ONCF comparados con pacientes con artrosis de cadera, con el objetivo
de caracterizar posibles diferencias que puedan influir en la predisposicion a esta
enfermedad.

2.- Analizar la fiabilidad diagnéstica de la ONCF entre especialistas.
Examinar la concordancia interobservador en el diagndstico de la ONCF mediante
herramientas radiologicas e histologicas, y valorar las discrepancias diagnosticas entre
cirujanos ortopédicos, radidlogos y patdlogos para identificar areas de mejora en el
proceso diagnostico.
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3.- Determinar la fiabilidad de los signos radiolégicos caracteristicos de la ONCF.
Evaluar la capacidad de observadores independientes de identificar signos
radiologicos basicos de la ONCF, asi como de estadificar radiologicamente la
enfermedad.

4.- Estudiar los marcadores histolégicos clave para el diagnéstico de la ONCF.
Investigar la relacion entre la presencia de lagunas osteociticas vacias, la fibrosis
medular y otros signos histopatolégicos con los estadios clinicos de la ONCF, buscando
establecer una correlacion que complemente las limitaciones del diagndéstico por
imagen.

5.- Caracterizar la fisiopatologia de Ilas CMMs en |Ila ONCF
Analizar las capacidades proliferativas, adipogénicas y osteogénicas de las células
madre mesenquimales (CMMs) en pacientes con ONCF en comparacién con controles
con artrosis de cadera, con el fin de comprender mejor su papel en la patogénesis de la
enfermedad y sentar las bases para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a
mejorar la regeneracion ésea en estos pacientes.
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MATERIAL Y METODOS
3.1 Obtencion de muestras

Para las muestras humanas, tanto cabezas femorales como sangre venosa periférica,
se incluyeron los pacientes que cumplian los siguientes criterios: (1) diagndstico clinico-
radiolégico de ONCF o artrosis de cadera (AC) (controles), y (2) indicacién quirdrgica de
artroplastia de cadera. Los criterios de exclusion incluyeron: (1) antecedentes de
tratamiento sistémico con glucocorticoides y/o bifosfonatos, (2) consumo excesivo de
alcohol en el pasado o en la actualidad, (3) antecedentes de traumatismo o radiacion en
la cadera, (4) antecedentes enfermedades por depédsito, pancreatitis,
hemoglobinopatias o disbarismos (ya que pretendiamos estudiar casos idiopaticos de
ONCEF, sin factor etiolégico manifiesto). Todos los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion Clinica de Cantabria (febrero 2018). Cédigo de identificacion 2018.014.

3.2 Aislamiento y cultivo de CMMs de médula 6sea humana

Las CMMs humanas se aislaron a partir de especimenes de cabezas femorales
siguiendo protocolos previamente descritos(230). Utilizando una trefina, se extrajeron
cilindros 6seos de la cabeza femoral. Tras la extraccion, los cilindros éseos se lavaron
con 35 ml de solucién tampdn fosfato salino (conocida como Phosphate-buffered saline
solution, o PBS) tres veces seguidas, con ciclos de 30 segundos de agitacion en vortex
cada vez. Tras dejar precipitar los huesos durante al menos 30 segundos, el PBS que
contenia las células de los cilindros éseos se filtrd6 con un colador celular de nailon de
0,7 um (Ref. 431752, Corning Life Science, Glendale, Arizona, EE. UU.) en dos tubos
tipo falcon limpios diferentes de 50 ml recuperando un volumen final de 100 ml de cada
cabeza femoral. Los tubos se centrifugaron a 2.000 rpm durante 5' a temperatura
ambiente (TA). El sedimento celular se resuspendié en 5 ml de PBS y se sometié a un
gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque PLUS, Cytiva, Marborough, MA, EE.UU.) pipeteando
cuidadosamente las células resuspendidas en el fondo de un tubo de 15 ml que ya
contenia la solucién Lymphoprep. El gradiente se centrifugd durante 20' a 2.000 rpm y
4°C, con aceleracion a velocidad media y sin frenos. Al finalizar la centrifugacion debe
ser visible una interfase conteniendo células mononucleares. Con una micropipeta de
1.000 pl se transfirid la interfase a un tubo de 50 ml que contenia 45 ml de PBS. A
continuacion, las células se centrifugaron durante 5' a 2.000 rpm a TA. Por ultimo, el
sedimento celular se resuspendio en 5 ml de medio de cultivo, Mesenpro RS Media (Ref.
12746012, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), y se sembrd en un frasco de
cultivo de 25 cm2.

3.3 Diferenciacion osteogénica y adipogénica.

El proceso de diferenciacion hacia una estirpe 6sea o adiposa se llevé a cabo
mediante medios de cultivo especificos de diferenciacion.

La diferenciaciéon osteogénica se indujo con DMEM (10% FBS, 1% Pen/Strep)
suplementado con 50 yM de &cido ascorbico, 10 mM de (- glicerofosfato y 0,1 uM de
dexametasona. La diferenciacion adipogénica, el medio de cultivo se sustituyd por
medio adipogénico. Este fue DMEM (10% FBS, 1% Pen/Strep) suplementado con 1 uM
de dexametasona, 2 uM de rosiglitazona (Ref. R2408, SigmaAldrich, Burlington, MA,
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EE.UU.), 5 yg/ml de insulina (Ref. 126343, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.) y 0,5
mM 3- isobutil-1-metilxantina (Ref. 15879, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.).

Para plaquear las células de cara a su posterior diferenciacion hacia los linajes
osteogénico o adipogénico es necesario una estimacién previa del numero de células.
Para realizar esto se desechd el medio de cultivo y las células se lavaron una vez con
PBS antes de incubar las células 5' con TrypLE (Ref. 12604-013, Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) a 37°C. La inactivaciéon de TrypLE se realizé afiadiendo 400ul
de suero bovino fetal (FBS). Se contaron las células mediante tincidon con azul Trypan
al 0,4% (Ref. T10282, Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU.), y se estimd el numero de
células vivas con una camara de Neubauer.

Para la induccion de la diferenciacién adipogénica se plaquearon 35.000
células/cm? en placas de 24 pocillos, mientras que para la diferenciacion osteogénica
se plaquearon 25.000 células/cm? por pocillo, también en placas de 24 pocillos. Las
diferenciaciones comenzaron 24 horas tras plaquear dichas células simplemente
sustituyendo el medio de cultivo habitual por los medios de diferenciacion sefialados
anteriormente.

Durante el proceso de diferenciacion, el medio se cambiaba cada 2-3 dias
desechando la mitad del volumen del pocillo (aproximadamente 500 pl) y sustituyéndolo
por medio de diferenciacién fresco. Los puntos finales de la diferenciacién fueron
diferentes en funcidn de las caracteristicas del experimento. Sin embargo, el
procesamiento de las células en el punto final siempre se llevd a cabo de la misma
manera. En la diferenciacion osteogénica, de los 6 pocillos sembrados por condicion: 2
pocillos se tifieron con Rojo Alizarin, 2 se utilizaron para la extraccién de ARN mensajero
(ARNm) con el fin de cuantificar posteriormente la expresion génica y los dos ultimos
pocillos se utilizaron para la cuantificacion de la actividad enzimatica fosfatasa alcalina.
La unica diferencia entre la diferenciacion osteogénica y la diferenciacion adipogénica
es que para esta ultima, se llevé a cabo una tincion de las células con Oil Red (Rojo
Aceite) en lugar de la tincion con Rojo Alizarina.

3.4 Tinciones con Rojo Alizarina y Oil Red O

La tincion con Rojo Alizarina se utiliza para analizar el depésito de calcio en la
matriz extracelular. Para realizar esta tincion, se desecha el medio del pocillo y se fijan
las células con etanol al 70% a TA. Tras 1 h de incubacion, se desecha el etanol y se
lava el pocillo tres veces con agua destilada. Tras el lavado, se afiaden 500 pl de
solucion de Rojo Alizarina (Ref. A5533, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.) a pH 4,2
a la placa y se deja actuar durante 15'. Notese la importancia del pH del Rojo Alizarin,
ya que las variaciones de pH afectaran notablemente a la tincion. Finalmente, se retira
la tincion y se realizan tres lavados adicionales con agua destilada.

Por otro lado, para realizar la tincion con Rojo Aceite se descart6 el medio y se
lavaron las células dos veces con PBS. A continuacion, se fijaron las células afiadiendo
formaldehido al 10% (Ref. ht501128, SigmaAldrich, Burlington, MA, EE.UU.), con una
incubacion inicial de 5 min, sustituyendo el formaldehido por formaldehido nuevo fresco
al 10% e incubando de nuevo a TA durante 1 h. Tras la fijacién, se lavaron las células
una vez con isopropanol al 60% y se dejo secar la placa (sin tapa) durante al menos 10'
a TA para permitir la evaporacion del isopropanol. Una vez secos los pocillos, se afiadié
la solucion de tincion Oil Red O (Ref. 00325, SigmaAldrich, Burlington, MA, EE.UU.) y
se incubo durante 10" a TA. Transcurridos los 10', se desechd la solucion de tincidén y se
lavaron los pocillos tres veces con agua destilada.

96



97

La cuantificacion del Rojo Alizarin se realizé mediante una modificacion de un
método descrito anteriormente(231) tras capturar las imagenes de las placas. En
resumen, se afiadieron 200 pl de acido acético al 10% a cada pocillo y se incubaron a
TA durante 30' con agitacion. Tras la incubacion, las células tefiidas se separaron
raspando el fondo de la placa y se transfirieron junto con el acido acético al 10% a un
tubo de 1,5 ml. A continuacion, los tubos se agitaron en voértex durante 30 segundos,
seguido de un centrifugado para recoger los restos adheridos a las paredes del tubo.
Los tubos se sellaron con parafilm y se calentaron a 85°C durante 10'. A continuacion,
los tubos se enfriaron en hielo durante al menos 5' antes de centrifugarlos 30' a 13.300
rom a TA. Tras el centrifugado, se transfirieron 150 ul del sobrenadante a un tubo nuevo
y se afiadieron 57 pl de NaOH al 10% a cada tubo. Tras un mezclado final en vortex y
un centrifugado rapido, cada muestra se sembré en 2 pocillos de una placa de 96
pocillos, colocando 100 ul por pocillo. Se midi6 la absorbancia a 405 nm. Es importante
mantener la proporcion entre el acido acético y el hidréxido de amonio para obtener un
rango de pH entre 4,1 y 4,5, de lo contrario el color de las muestras podria variar,
afectando la absorbancia leida.

La cuantificacion de Oil Red O también se realizé siguiendo un protocolo descrito
previamente(232). Antes de la tincidn, se realizaron dos lavados adicionales con agua
destilada. Después de los lavados, se afiadieron 200 ul de isopropanol al 100% a los
pocillos. A continuacién, las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 10'
agitandolas suavemente. Transcurrido este tiempo se recuperé el isopropanol de los
pocillos y se depositaron los 200 ul en 2 pocillos de una placa de 96 pocillos (100 ul por
pocillo). La absorbancia de las muestras se leyd a 510 nm. Todas las lecturas de
absorbancia de las placas se realizaron con un espectrofotémetro de microplacas Eon
(BioTek, Winooski, VT, EE.UU).

3.5 Cuantificacion de actividad fosfatasa alcalina

Para cuantificar la actividad de la fosfatasa alcalina (ALPL), se afiadieron 200 ul
de Triton-X100 al 0,05% en cada pocillo de una placa de cultivo tisular de 24 pocillos,
una vez eliminado el medio de cultivo y lavado el pocillo una vez con PBS. Tras la adicion
del Triton-X100, las células se incubaron durante 5' a TA para permitir la lisis celular.
Tras esta incubacion, se raspé el fondo del pocillo y los 200 ul de Triton-X100 que
contenian las células lisadas se recogieron en un tubo Eppendorf. Estos tubos se
sonicaron durante tres ciclos, consistentes en 30 segundos de sonicacion seguidos de
30 segundos de reposo, con las muestras sumergidas en agua helada. Durante la
manipulacion, las muestras se mantuvieron en hielo, antes de almacenarlas a -80°C
hasta que se pudiera realizar la cuantificacién de la actividad.

Para la cuantificacion de la actividad ALPL, las muestras obtenidas como se ha
descrito anteriormente se dejaron descongelar en hielo. En primer lugar, es necesario
preparar una curva estandar de 4-nitrofenil butirato diluido en NaOH 0,5N, ya que éste
es el producto final de la reaccion catalizada por la fosfatasa alcalina. El siguiente paso
es la preparacion del tampén AMP, que debe prepararse fresco. Para ello se debe diluir
1:10 de 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP, Ref. A65182, Sigma-Aldrich, Burlington, MA,
USA) en agua destilada y ajustar el pH a 10,4. Disolver 0,95 mg de MgCl. (Ref. M2670,
Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE.UU.) en 10 ml de agua destilada hasta obtener una
solucion 1M. Adadir 0,8 ml del MgCl, 1M disuelto por cada 20 ml de AMP preparado. El
tampon AMP se mezcla 1:1 con 4-Nitrofenil fosfato, que se preparé fresco para cada
cuantificacion. 100 yl de cada muestra se mezclaron con 300 pl de la mezcla AMP/4-
nitrofenil butirato. Se anaden 100 pl a un pocillo de una placa de 96 pocillos. Esto se
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hace por triplicado para tener tres lecturas diferentes de cada muestra. Tanto la placa
como las muestras se mantienen en hielo hasta que se hayan colocado todas las
muestras y pueda iniciarse la incubacién. A continuacion, la placa de 96 pocillos que
contiene todas las muestras se incuba durante 60'a 37°C en la oscuridad, con agitacion.
Tras esta incubacién, se afadieron 50 pyl de NaOH 0,5 N a cada uno de los pocillos,
excepto al de la curva estandar, para detener la actividad enzimatica. Por ultimo, se ley6
la absorbancia de la placa a 405 nm en un espectrofotémetro de microplacas Eon. La
actividad ALPL se estima segun la curva de calibracién realizada con concentraciones
crecientes de 4-nitrofenil butirato.

Dado que para cada muestra es necesario normalizar la actividad ALP frente a
la concentracién de proteinas, también se realizé la cuantificacion proteica de las
muestras. Para ello, se realiz6 una curva estandar con albumina de suero bovino (ASB).
Partiendo de una concentracion de ASB de 10 mg/ml, se realizaron hasta ocho
diluciones seriadas 1:2 hasta alcanzar una concentracién de 0,039 mg/ml. También se
utilizé agua destilada sin ASB en la curva estandar como punto inicial. Se transfirieron
100 pl de cada muestra (extracto celular en Triton-X100) a un nuevo tubo Eppendorf que
contenia 300ul de PBS para hacer un total de 400 pl . De esta cantidad, se pipetearon
100ul hasta alcanzar una concentracion de 0,039 mg/ml. De éstos, 100pul se pipetearon
por triplicado en una placa de 96 pocillos.

La concentracion de proteinas en cada una de las muestras se determiné con el
ensayo de proteinas con acido bicinconinico (BCA), que contiene el reactivo A y el
reactivo B. Para preparar la solucién de trabajo del kit afiadimos 100 ul del reactivo B
(Ref. 23224; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) por cada 5 ml del reactivo A (Ref.
23228, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) ambos reactivos se mezclaron y 50 pl
de la mezcla se depositaron en cada pocillo que ya contenia 100 ul de la muestra con
PBS. A continuacion, la placa se incubé durante 30' en la oscuridad a 37°C con agitacion.
Tras la incubacion, se ley6 la absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro de
microplacas Eon.

3.6 Analisis de proliferacion celular

Para estudiar la capacidad proliferativa de las CMMs de ONCF y sus controles
se empled un método colorimétrico basado en la utilizacion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para estimar la actividad mitocondrial. La
proliferacion celular se infiere a partir de la coloracién obtenida que es proporcional a
dicha actividad mitocondrial. La técnica se basa en que aquellas células en estado
proliferativo, con mayor actividad metabdlica, convierten mas MTT a formazan,
obteniéndose asi una coloracion purpura mas intensa. La intensidad del color obtenido,
proporcional a la actividad/proliferacion celular, se mide espectrofotométricamente.

Para llevar a cabo el analisis de MTT se sembraron células en placas de 96
pocillos a 100, 200, 300 y 400 células por pocillo. Se sembraron cuatro pocillos para
cada una de las concentraciones de densidad. Se dej6é que las células se adhirieran a
la placa durante la noche. Las placas se analizaron en los dias 1, 3, 5, 7 y 9 tras la
siembra. El dia en que se realiza el analisis, el medio se sustituye por DMEM completo
(DMEM mas 10% de FBS y 1% de penicilina-estreptomicina) con 0,5 mg/ml de MTT
(Ref. M5655, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EE. UU.). Las células se incuban durante
4 horas a 37°C con esta mezcla. Tras esta incubacién se desechd el medio por
aspiracion y se anadieron 100ul de 2-propanol a cada uno de los pocillos para disolver
los cristales de formazan que se han formado y que son insolubles en agua . Se realizé
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una incubacion final a TA durante 10" en un agitador para facilitar esa solubilizacién. Por
ultimo, se midi6 la absorbancia a 570 nm con un espectrofotémetro de microplacas Eon.

3.7 Extraccién de ARN y retrotranscripcion

Para la extraccion del ARN, tras un lavado inicial de los pocillos con PBS, se
recogen las células en TRIzol (Ref. 15596018, Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU.), una
solucion monofasica que contiene fenol y guanidina tiocianato. El fenol desnaturaliza las
proteinas, mientras que la guanidina tiocianato inhibe la actividad de las nucleasas,
preservando asi el ARN. Una vez adicionado el Trizol a la muestra el fondo de la placa
se raspa para favorecer la recogida de todo el material celular y se pasa este liquido a
un tubo Eppendorf para llevar a cabo la extraccién del ARNm. La extracciéon de ARNm
se realizd con 0,2 ml de cloroformo por ml de TRIzol. El cloroformo se afiade al tubo que
contiene el TRIzol y la mezcla se agita a mano durante 15”. Después se deja reposar el
tubo durante 3” hasta que se separan las dos fases y se agita de nuevo durante otros
15”. A continuacién, se centrifugan los tubos para separar la fase acuosa superior que
contiene el ARNm. Las muestras se centrifugaron a 13.300 rpm durante 15’ a 4°C. La
fase acuosa superior se transfirid entonces a un nuevo tubo de 1,5 ml, y el ARN se
precipitd mezclando la fase acuosa 1:1 con isopropanol al 100%, agitando suavemente
a mano hasta que ambas fases se mezclaron. Se realizé una incubacion de 30’ a -80°C
para mejorar la precipitacién. Tras esta incubacién, las muestras se centrifugaron
durante 10’ a 13.300 rpm a 4°C para recuperar el ARNm. Se descarté el sobrenadante,
y el pellet se lavo una vez con etanol al 70% diluido en agua libre de nucleasas (tratada
con DEPC), agitando en vortex y centrifugando 5 a 7.500 rpm a 4°C. Se deseché de
nuevo el sobrenadante y se dejo secar el pellet durante aproximadamente 5' a 55°C. A
continuacion, se afadid agua libre de nucleasas precalentada a 55 °C a cada tubo, y las
muestras se incubaron durante 5’ a 55 °C para mejorar la disolucion del ARNm. La
cuantificacion del ARNm se realizd siempre justo antes del protocolo de
retrotranscripciéon mediante analisis espectrofotométrico con un espectrofotémetro
DeNovix DS-11 (DeNovix, Wilmington, DE, EE.UU.).

3.8 Analisis de expresion génica por PCR en tiempo real

La retrotranscripcion de ARNm se realizé con el kit PrimeScript RT (Ref. RRO37A,
Takara Bio Inc, Shiga, Japén) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para esto, de
forma habitual se utilizaron aproximadamente 500 ng de ARNm por muestra que se llevd
a un volumen final de 5 ul con agua libre de nucleasas en un tubo de 200 ul. El protocolo
de PCR (polymerase chain reaction) para la transcripcion inversa consistié en un primer
ciclo de 15’ a 37°C para que tuviera lugar la transcripcion inversa, seguido de la
inactivacién de la enzima con un pulso de 5” a 85°C y un enfriamiento final a 4°C. Una
vez realizada la retrotranscripcion, se anadieron 10 pl adicionales de agua libre de
nucleasas a cada muestra para obtener un volumen final de 20 ul y el ADN
complementario (ADNCc) sintetizado se almacené a -20°C.

Para medir los niveles de expresion génica se realiz6 una PCR en tiempo real
utilizando ensayos TaqMan especificos para cada uno de los genes (Applied
Biosystems, Waltham, MA, EE.UU.). Para ello, se utilizé TagMan Universal PCR Master
Mix (Ref. 4324018, Applied Biosystems) en conjuncién con una mezcla TagMan que
lleva una sonda marcada y una pareja de oligonucledtidos especificos para la
amplificacién del ARNm diana. Cada pocillo de la placa de PCR tenia 4,5 pl de la mezcla
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de ADN que contenia 1 pl de ADNc y 3,5 ul de agua libre de nucleasas, por pocillo.
También se prepardé una mezcla diferente para cada gen. La mezcla de la sonda
contenia 5 yl de la Master Mix y 0,5 ul de la mezcla TagMan dada. Se afiadieron 5,5 pl
de la mezcla de sonda a cada uno de los pocillos que ya contenian 4,5 ul de la mezcla
de ADNc. Esto se hizo por triplicado para cada una de las muestras. La PCR se realiz6
con un sistema rapido de PCR en tiempo real 7500 de Applied Biosystems, utilizando
un ciclo estandar de 10’ a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1’ a 60°C.

Para evaluar la diferenciacion osteogénica y adipogénica se utilizaron sondas
TagMan para RUNX2, ALP, BGLAP y COL1A1, de acuerdo a como se ha descrito
previamente(230).

Para el analisis cuantitativo PCRs, los ciclos umbral se determinaron por defecto.
La expresion de los genes de interés se normalizé utilizando el método comparativo
comun 2*-AACt descrito por Livak y Schmittgen(233).

3.9 Andlisis radiolégico

Nuestra poblacién de estudio fue diagnosticada por cirujanos ortopédicos,
radidlogos y patélogos experimentados. Los cirujanos ortopédicos diagnosticaron a los
pacientes segun los signos y sintomas, los estudios de imagen y la evaluacién
macroscopica de las muestras de cabeza femoral obtenidas en el quiréfano. Las
radiografias simples y/o las imagenes de RM fueron informadas por radiélogos
generales y musculoesqueléticos. Se utilizo el sistema de estadificacion radiografica de
Ficat y Arlet.

Como técnica de radiologia simple se empled la proyeccion AP (anteroposterior) de
cadera. Esta proyeccion ayuda a visualizar posibles fracturas, luxaciones, lesiones
Oseas o enfermedades degenerativas de la articulacién de la cadera. La posicién del
paciente es supina, los miembros inferiores estan rotados internamente 15-25° desde la
cadera. Esta proyeccion anteroposterior tiene su punto de centrado 2,5 cm distal a una
linea bisectriz desde la espina iliaca anterosuperior a la sinfisis pubica. La colimacion
se realiza lateralmente a los margenes cutaneos, superior a la espina iliaca
anterosuperior e inferior al tercio proximal del fémur. El tamafo del detector suele ser de
24 cm x 30 cm, con una exposicién de 70-80 kVp. En esta proyeccion, la totalidad de la
cadera y el fémur proximal se ven en la imagen con el eje largo del fémur paralelo al eje
largo de la imagen. El trocanter mayor debe verse de perfil, lo que indica una rotacién
interna adecuada de la extremidad(234).

En la resonancia magnética (RM), el paciente se sitla en un gran campo magnético.
Los protones del cuerpo se alinean con el campo magnético. Una corriente de
radiofrecuencia externa atraviesa al paciente y estimula los protones, provocando su
desequilibrio. Una vez que se interrumpe la corriente de radiofrecuencia externa, los
protones liberan energia. Los sensores detectan la energia liberada por los protones y
el tiempo que tardan en volver al equilibrio. La transformacion de Fourier se utiliza para
convertir los datos de los sensores en cada posicion en tiempo de relajacion de los datos
de la imagen. El tiempo necesario para que los protones se alineen con el campo
magneético externo corresponde a los conocidos “T1” y “T2”: T1 muestra los tejidos con
alto contenido en grasa como brillantes, el T2 muestra los tejidos con alto contenido en
agua como brillantes. La RM de cadera permite identificar hueso, cartilago y labrum,
tendones, ligamentos, bursas y capsula articular, vasos sanguineos, grasa y musculos.
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En la evaluacién estandar de la cadera el paciente se coloca con las caderas con 15°
de rotacion interna, abarcandose desde las articulaciones sacroiliacas hasta la sinfisis
pubica(235). Nuestros pacientes fueron evaluados mediante protocolos habituales de
cadera de RM, como los que se resumen en la tabla 1.

Parametro FOV (max) | Corte (max) TE TR Matriz (min)
Cor STIR 38-40 cm 6 mm 40-60 1800 256 x 256
CorT1 16 cm 3.5mm min 400 256 x 256
Cor PD/T2 FS 16 cm 3.5mm 40-100 2000 256 x 256
Sag PD/T2 FS 16 cm 3.5mm 40-60 2000 256 x 256
Ax-oblicua PD FS 16 cm 3.5mm 40-60 2000 256 x 256

Tabla 1. Protocolo estandar de resonancia magnética de cadera, adaptado de las guias
de la Sociedad Europea de Radiologia Musculoesquelética. Adaptada de: Mak MS, Teh J.
Magnetic resonance imaging of the hip: anatomy and pathology. Pol J Radiol. 2020 Sep
4,85:489-e508(235). FOV: field of view (campo), FS: fat-saturated (saturacién grasa), STIR:
short-tau inversion recovery, PD: proton density (densidad proténica).En el analisis radiolégico
del presente trabajo se estudid en radiografia simple: la fiabilidad diagndstica para la
deteccién de signos radiolégicos caracteristicos de la ONCEF, la fiabilidad diagndstica
para la estadificacion de la ONCF y la consistencia del diagnéstico entre distintos
especialistas.

La evaluacion de la fiabilidad diagnéstica de los signos radioldgicos
caracteristicos y de la estadificacion se analizd de forma retrospectiva. Ocho
observadores, radidlogos o cirujanos ortopédicos, analizaron las radiografias de
veintiocho pacientes con ONCF idiopatica sometidos a artroplastia de cadera. El
diagnoéstico de ONCF se habia confirmado previamente mediante RM y/o histopatologia
(tabla 2). Se excluyeron los casos que carecian de un informe radioldgico certificado o
qgue presentaban una calidad histolégica deficiente. La muestra del estudio se determiné
siguiendo las pautas de otros estudios en esta linea realizados en el campo de la
osteonecrosis(236). Se pidi6 a los observadores que identificaran en radiografias AP de
cadera la presencia o ausencia de las caracteristicas radiolégicas de ONCF
universalmente descritas (23) (osteopenia, borramiento de las trabéculas éseas, zonas
parcheadas de lucencia y esclerosis, signo de la media luna, aplanamiento de la cabeza
femoral o ensanchamiento del espacio articular y cambios secundarios de enfermedad
articular degenerativa). Ademas, se pidid6 a los observadores que estadificaran la
enfermedad de acuerdo con el sistema propuesto por Ficat y Arlet.

Parametro Valor
Edad (afios; media + DE) 66,46 + 11,07
Sexo (varones vs. mujeres) 12 vs. 16
Diagnostico confirmado por RM 11
Diagnostico confirmado por histologia 17
Diagnostico confirmado por RM e histologia 4
Estadio Ficat y Arlet (media + DE) 3,63+ 0,67
Lado (derecho vs. izquierdo) 18 vs. 10

Tabla 2. Informacion de los pacientes empleados en el estudio de la fiabilidad radiologica.
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3.11 Analisis histolégico

Con el fin de garantizar el adecuado diagnostico de las muestras obtenidas se
procedié al analisis histolégico de estas, de acuerdo con los criterios y protocolos
establecidos en la literatura(194). Dicho analisis se llevo a cabo con la ayuda del Servicio
de Anatomia Patologica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. El protocolo
llevado a cabo fue el siguiente: de las cabezas femorales obtenidas en el quiréfano de
Ortopedia se realizé una seleccidon basada en criterios clinicos y radioldgicos que
permitiese el estudio de aquellos casos (ONCF) y controles (AC) mas representativos.
De la misma forma, se llevé a cabo otra pequeina seleccion de aquellas muestras de
diagnéstico dudoso (discrepancias entre pruebas o profesionales, falta de pruebas,
evolucion atipica, etc). De cada cabeza femoral se remitieron para su estudio
anatomopatolégico varios cilindros de hueso macroscépicamente afecto, tanto cortical
COMO espon;joso.

De acuerdo con el protocolo habitual de tratamiento para el estudio de
osteonecrosis, las muestras obtenidas a partir de las cabezas femorales mediante el
uso de una trefina se congelaron de inmediato a -80°C para su posterior analisis. Para
preparar estas muestras para su analisis histoldgico, los cilindros de hueso se colocaron
inmediatamente en formalina tamponada neutra al 10%, a temperatura ambiente
durante 24 h y posteriormente se decalcificaron en acido etilendiaminotetraacético al
10% a temperatura ambiente siguiendo los procedimientos estandar. Las muestras
decalcificadas se embebieron en parafina (Cellwax Plus paraffin blocks (Ref. GCA-0400-
00A, CellPath, Powys, United Kingdom) y se cortaron secciones de parafina (de 4 mm
de grosor) utilizando métodos convencionales (237). Antes de realizar las técnicas
histoldgicas, se desparafinaron las secciones de tejido. La desparafinacion se realizé
calentando los portaobjetos a 55 °C durante al menos 20', y a continuacion se
rehidrataron con lavados en xileno (Ref. 534056, Honeywell, Bracknell, Reino Unido) y
lavados consecutivos en concentraciones decrecientes de etanol. Se emplearon las
tinciones de hematoxilina y eosina de Mayer y tricromico de Masson.

La tincién con Hematoxilina se realizé con una inmersion de 8' de los portaobjetos
en un vaso de precipitados con la solucion de tinciéon Harris Hematoxylin for Histology
(Ref. 10-2331, Casa Alvarez, Madrid, Espafa). A continuacién, las muestras se lavaron
mediante 4 inmersiones en alcohol &cido al 3%, seguidas de una incubacién en agua
corriente templada durante 4'. Justo antes de la tincion con Eosina, los portaobjetos se
sacaron del agua corriente y se lavaron durante 1' en etanol al 95%. A continuacion, se
sumergieron en un vaso de precipitados con solucion de tincion de Eosina Alcohdlica al
1% (Ref. 10-3051, Casa Alvarez, Madrid, Espafa), tras lo cual se deshidrataron.

La tincidon tricromica de Masson-Goldner comenzd con la desparafinacion e
hidratacion de las muestras. A continuacion, las muestras se incubaron durante toda la
noche con solucién de Bouin. Al dia siguiente, las muestras se lavaron durante 5' con
agua corriente, seguido de un lavado de 1' con agua destilada. A continuacion, las
muestras se tifieron con solucion de hematoxilina férrica Wiegert durante 10'. Tras la
tincion, las muestras se lavaron de nuevo, 5' con agua corriente + 1' con agua destilada.
A continuacion, las muestras se tifieron durante 2' con tincidon de fucsina acida escarlata
de Biebrich (PanReac AppliChem, Barcelona, Espana), 2' con acido fosfotungstico-
fosfomolibdico (PanReac AppliChem, Barcelona, Espafia) y §' en azul de anilina
(PanReac AppliChem, Barcelona, Espafia). A continuacion, los portaobjetos se lavaron
1' en agua destilada y se incubaron durante 4' en acido acético al 1%. A continuacion,
las muestras se deshidrataron, enjuagaron y montaron.
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3.12 Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS (SPSS Inc,
Chicago, IL, EE.UU.). Se consider6 estadisticamente significativo un umbral de
probabilidad del valor P inferior a 0,05.

La comparacién estadistica se realizd6 mediante el analisis de chi-cuadrado y la
prueba exacta de Fisher para los datos categoricos, la prueba t de Student para la
comparacion de medias (para variables distribuidas normalmente), el coeficiente de
Spearman para la correlacion de rangos, la prueba U de Mann-Whitney para comparar
dos muestras relacionadas (para variables distribuidas no normalmente) y el coeficiente
kappa de Cohen para la fiabilidad entre observadores e intraobservadores.

La fiabilidad de la concordancia entre observadores se evalué mediante el
coeficiente Kappa de Fleiss para las variables categéricas y el coeficiente de
concordancia de Kendall para las variables ordinales.
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4 RESULTADOS
4.1 Evaluacién de comorbilidades y demografia de nuestros pacientes

Los resultados demograficos y epidemiolégicos obtenidos en este estudio proporcionan
una vision detallada de la poblacién de pacientes sometidos a artroplastia de cadera
debido a osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF) y artrosis de cadera (AC) en el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla entre los afios 2017 y 2020. La muestra
estudiada, compuesta por 60 pacientes, exhibid una distribucién esperable en cuanto al
sexo, con 38 hombres y 22 mujeres, con una edad media de 65,88 afos (+ 12,6)
presentaron las comorbilidades resumidas en la tabla 1. A partir de los datos de estos
pacientes que actuaron como donantes de las muestras utilizadas en el estudio se llevo
a cabo un analisis de los factores de riesgo asociados con las osteonecrosis. Los datos
reflejados en la tabla evidencian la prevalencia de ciertos factores de riesgo, ofreciendo
una perspectiva integral sobre las diferentes condiciones que pueden favorecer esta
patologia ésea y que se han discutido en la introduccion de esta memoria.

Comorbidad Porcentaje de la muestra
Sobrepeso/obesidad 61%
Fumador 53%
Hipertension 50%
Dislipemia 34%
Artroplastia en la cadera contralateral 19%
Diabetes mellitus 15%
Hiperuricemia 7%

Tabla 1. Comorbilidades de los pacientes incluidos en la muestra de estudio.

Los factores de riesgo con mayor prevalencia en la muestra son el sobrepeso y la
obesidad, afectando al 52% de los pacientes. Este hallazgo es significativo ya que el
exceso de peso puede incrementar la presion sobre las articulaciones y afectar
adversamente el flujo sanguineo en los huesos, condiciones que pueden predisponer a
la osteonecrosis.

Otro factor con igual prevalencia es el habito de fumar, presente también en el 52%
de los pacientes. Fumar se asocia con alteraciones en la microcirculacion 6sea y puede
contribuir al desarrollo de osteonecrosis al disminuir el flujo sanguineo necesario para
la salud 6sea.

La dislipemia, afectando al 36% de los pacientes, es otro factor importante. Este
trastorno implica niveles anormales de lipidos en sangre que pueden llevar a
complicaciones vasculares, incluyendo la formaciéon de trombos, los cuales podrian
bloquear los vasos que suministran sangre al hueso, precipitando la osteonecrosis.

La hipertensién arterial se encuentra en el 31% de los pacientes y es conocida por
su potencial para afectar la circulacion general, incluyendo la del suministro sanguineo
a los huesos, lo cual puede estar implicado en la patogénesis de la osteonecrosis.

Ademas, un 21% de los pacientes ha tenido artroplastia previa, factor que se puede
considerar como contribuyente al riesgo de desarrollar osteonecrosis.
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En menor medida, la diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, presentes en el 15% de los
pacientes, y la hiperuricemia, presente en el 10%, también se enumeran como factores
de riesgo. La diabetes y los altos niveles de acido urico pueden alterar la circulacion y
el metabolismo éseo, facilitando el desarrollo de osteonecrosis.

4.2 Diagnéstico general de la ONCF.

El diagnéstico de la Osteonecrosis de Cabeza Femoral (ONCF) representa un
desafio clinico significativo, especialmente durante las etapas tempranas de la
enfermedad. Actualmente, el diagndstico de la ONCF se realiza combinando la
exploracién y anamnesis clinicas con el diagnéstico por imagen. En este proceso
intervienen con frecuencia varios especialistas.

4.2.1 Concordancia diagnéstica entre especialistas.

El analisis de la consistencia diagndstica entre especialistas se llevé a cabo
comparando el diagndstico emitido por cirujanos ortopédicos, radidlogos y patdlogos.
Para este fin se empled una muestra de veinticuatro pacientes, compuestas por doce
casos de Osteonecrosis de Cabeza Femoral (ONCF) y doce controles con Artrosis de
Cadera (AC). Estos casos fueron seleccionados de una poblacién inicial de 60
pacientes, en base a criterios que incluyeron tener una prueba radiolégica con informe
emitido por radidlogo y presentar una calidad del espécimen suficiente para realizar un
Optimo estudio histoldgico

La comparacién de los diagndsticos emitidos por cirujanos ortopédicos,
radidlogos y patélogos reveld una concordancia moderada entre los diagnésticos de los
primeros dos grupos de especialistas. Especificamente, veintiuno de los veinticuatro
diagndsticos coincidieron entre radidlogos y cirujanos ortopédicos (Coeficiente de kappa
(k) = 0,58; porcentaje de concordancia del 85,71%), lo que expresa una concordancia
moderada (Tabla 2).

El examen histoldgico de las muestras de cabeza femoral recogidas confirmé el
diagnoéstico radiolégico en veinte de las veinticuatro caderas analizadas, lo que
corresponde a un 84%. En cuanto a las muestras con diagnéstico de ONCF que
cumplian nuestros criterios de seleccion, solo uno de los doce casos con diagnostico
radiologico de ONCF (8%) no fue confirmado por el analisis anatomopatoldgico.
mientras que tres de las doce muestras con diagndstico radiolégico de artrosis de cadera
(AC), que representaban un 25% de las muestras analizadas de AC, cumplian los
criterios de diagndstico histolégico de ONCF (Tabla 2), por lo tanto, se observaron
discrepancias en los diagndsticos emitidos por los patélogos en comparacién con los
otros especialistas.

La fiabilidad del diagndstico interobservador no difirié significativamente entre los
distintos estadios de Ficat y Arlet.

Este analisis de concordancia diagnéstica entre especialistas se resume en la Tabla 2,
que muestra el diagndstico dado por cada uno de los especialistas para cada una de las
muestras analizadas, asi como las discrepancias observadas.
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Cirujano Cirujano
Muestra | pre-cirugia | post-cirugia | Radiol6logo | Pat6logo Discrepancia
1 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
2 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
3 (CASO) ONCF ONCF AC ONCF Radiologo vs resto
4 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
5 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
6 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
7 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
8 (CASO) AC AC AC ONCF Patdlogo vs resto
9 (CASO) AC AC AC ONCF Patdlogo vs resto
10 (CASO) AC AC ONCF ONCF Cirujano vs resto
11 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
12 (CASO) ONCF ONCF ONCF ONCF NO
13 (CONTROL) AC AC AC ONCF Patdlogo vs resto
14 (CONTROL) AC AC AC AC NO
15 (CONTROL) AC AC AC AC NO
16 (CONTROL) AC AC AC AC NO
17 (CONTROL) AC AC AC AC NO
18 (CONTROL) AC AC AC ONCF Patdlogo vs resto
19 (CONTROL) AC AC AC AC NO
20 (CONTROL) AC AC AC AC NO
21 (CONTROL) AC AC AC AC NO
22 (CONTROL) AC ONCF AC AC Cirujano vs resto
23 (CONTROL) AC AC AC AC NO
24 (CONTROL) AC AC AC AC NO

Tabla 2. Concordancia diagnéstica entre especialistas. De las sesenta cabezas femorales
inicialmente recogidas, sélo veinticuatro cumplieron nuestros criterios de seleccién, doce con
diagnéstico previo de ONCF y doce controles con diagnéstico de artrosis de cadera (AC). La
tabla ilustra el diagnéstico de cada muestra segun diferentes especialistas: cirujanos ortopédicos,
radiologos y patélogos

4.2.2 Concordancia pre y post quirdrgica.

En el analisis de la concordancia pre y post quirurgica realizado con los diagnésticos
emitidos por los cirujanos ortopédicos, se observd un alto grado de consistencia. En el
caso de los cirujanos ortopédicos, el porcentaje de concordancia entre el diagndstico
preoperatorio y el postoperatorio fue del 91,67% lo que indica una elevada coherencia
en la evaluacién de las condiciones ortopédicas antes y después de la intervencion
quirurgica. Este hallazgo se ve respaldado por un valor kappa de reproducibilidad
intraobservador de 0,75, que sugiere una concordancia sustancial entre los diagndsticos
pre y postoperatorios. (Tabla 2).
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4.3 Diagnoéstico radiolégico de la ONCF.

En el presente estudio, postulamos la hipétesis de que la radiologia convencional
presenta limitaciones tanto en la deteccion de signos radiolégicos caracteristicos de la
ONCF como en la consistencia del diagnéstico entre distintos especialistas. Para la
evaluacion de la fiabilidad diagnéstica de los signos radiolégicos caracteristicos en la
ONCF se pidi6 a ocho observadores, radidlogos o cirujanos ortopédicos, que
identificaran en veintiocho radiografias AP de cadera la presencia o ausencia de dichos
signos: osteopenia, borramiento de las trabéculas 6seas, zonas parcheadas de lucencia
y esclerosis, signo de la media luna, aplanamiento de la cabeza femoral o
ensanchamiento del espacio articular y cambios secundarios de enfermedad articular
degenerativa). Ademas, se pidi6 a los observadores que estadificaran la enfermedad de
acuerdo con el sistema propuesto por Ficat y Arlet.

4.3.1 Signos radioldgicos caracteristicos de la ONCF.

El analisis de la tabla proporcionada (tabla 3) refleja resultados del coeficiente
Kappa de Fleiss, utilizado para evaluar la fiabilidad en la identificacion de diversas
caracteristicas de imagen asociadas con la osteonecrosis. La kappa de Fleiss es una
medida estadistica para evaluar la fiabilidad del acuerdo entre un numero fijo de
evaluadores a la hora de asignar valoraciones categéricas a una serie de elementos o
para clasificar elementos.

La mayoria de las categorias evaluadas muestran un Kappa negativo, indicando
un desacuerdo sustancial entre los evaluadores, con calificaciones generalmente
categorizadas como 'Pobre’. Esto sugiere que, para caracteristicas como osteoporosis
global, pérdida de trabeculacion y el signo de la media luna, hay un bajo nivel de
consistencia entre las evaluaciones de diferentes profesionales, lo cual podria indicar
una necesidad de revisar los criterios diagnésticos o mejorar la formacion especifica en
la identificacién de estas caracteristicas. Sin embargo, hay variaciones notables en la
concordancia cuando se observan atributos especificos, como 'Esclerosis' y
'Aplanamiento’, donde algunos valores de Kappa indican un grado de concordancia que
va de 'Ligero' a 'Bueno'. Esto podria reflejar una mayor claridad en los signos visuales
de estas condiciones o una mayor familiaridad y acuerdo en su identificacion entre los
evaluadores.

El coeficiente Kappa también muestra una diferencia notable entre
evaluadores de diferentes especialidades, con radiélogos y cirujanos a veces mostrando
diferencias significativas en sus evaluaciones, lo que resalta la diversidad en la
interpretacion diagndstica basada en la formacion y experiencia clinica. Este analisis
proporciona una base para futuras investigaciones sobre como mejorar la precision y la
concordancia en la evaluacion radiolégica de la osteonecrosis.
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IC Grado de
Kappa valor p IC Inferior’ Superior’ concordanciat
Osteoporosis global -0,056 0,124 -0,127 0,015 Pobre
Osteoporosis radic')logos -0,054 0,279 -0,151 0,044 Pobre
Osteoporosis Girujanos -0,448 0,018 0,818 0,077 Pobre
Pérdida de trabeculacion global -0,071 0,051 -0,142 0,000 Pobre
Pérdida de trabeculacion -0,076 0,125 -0,174 0,021 Pobre
radiélogos
Pérdida de trabeculacion cirujanos -0,333 0,078 -0,704 0,037 Pobre
Esclerosis global 0,111 0,002 0,040 0.182 Ligero
Esclerosis radic')logos 0,026 0,599 -0,071 0,124 Ligero
Esclerosis cirujanos 0,253 0,180 -0,117 0,624 Bueno
Signo de la media luna global -0,044 0.227 -0.115 0.027 Pobre
Signo de la media luna radiélogos -0,092 0,064 -0.189 0,005 Pobre
Signo de la media luna cirujanos -0.217 0250 -0.588 0,153 Pobre
Aplanamiento global 0,345 0,000 0,274 0,417 Bueno
Aplanamiento radislogos 0,455 0,000 0,357 0,552 Moderado
Aplanamiento cirujanos -0,149 0,431 -0,519 0,222 Pobre
AC global 0,430 0,000 0,359 0,502 Moderado
AC radislogos 0,396 0,000 0,298 0,493 Bueno
0,578 0,002 0,207 0,948 Moderado

AC cirujanos

Tabla 3. Resultados del analisis kappa de Fleiss para la fiabilidad en la identificaciéon de las
caracteristicas de imagen. *: Limites superior e inferior del intervalo de confianza asintético del

95%. /- Nivel de concordancia entre evaluadores sugerido para la interpretacion(238).

Sélo la identificacion del aplanamiento de la cabeza femoral y los signos de
artrosis mostraron una concordancia moderada con significacion estadistica. Por otra
parte, la deteccion de la osteoporosis radioldgica y de la pérdida de trabeculacién mostré
la fiabilidad mas baja, con coeficientes kappa incluso negativos (tabla 3).

4.3.2 Estadificacion radiolégica de la ONCF.

Para valorar la fiabilidad interobservador en la estadificacion de la ONCF
mediante radiografias simples se emple6 el coeficiente de concordancia W de Kendall,
un estadistico no paramétrico para la correlacién de clasificaciones. Esta prueba es una
normalizacién del test de Friedman y puede utilizarse para evaluar la concordancia entre
evaluadores vy, en particular, la fiabilidad interevaluadores. La W de Kendall revelé un
grado de acuerdo importante y estadisticamente significativo entre todos los
calificadores, especialmente entre los traumatdlogos, calificandose de acuerdo con la
literatura como “considerable” o “casi perfecto” (tabla 4). Estos resultados corroboran la
fiabilidad entre observadores a la hora de estadificar la ONCF mediante radiografias
empleando la clasificacion de Ficat y Arlet.
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W de Valor Grado de
Kendall P concordanciat
Concordancia global para la estadificacion Ficat 0,675 0,000 Considerable
Concordancia radiélogos para la estadificacion Ficat 0,684 0,000 Considerable
Concordancia cirujanos para la estadificacion Ficat 0,883 0,008 Casi perfecto

Tabla 4 . Coeficiente de concordancia de la W de Kendall para la coincidencia en la estadificacion
de la clasificacion de Ficat y Arlet. *: Limites superior e inferior del intervalo de confianza
asintotico del 95%. j}: Nivel de concordancia entre evaluadores sugerido para la
interpretacion(238)

4.4 Diagnoéstico histologico de la ONCF.

La biopsia d6sea y su posterior analisis histolégico constituyen el referente
diagnéstico de oro en la ONCF; sin embargo, este procedimiento no se emplea de
manera rutinaria debido a su naturaleza invasiva. En el diagndstico anatomopatoldgico
de la ONCF, la presencia de lagunas osteociticas vacias se erige como el indicador
diagnéstico crucial (figura 1). En la presente investigacion, partimos de la hipétesis de
que existe una correlacion significativa entre la densidad de lagunas osteociticas
desocupadas y el estadio clinico de la enfermedad.

M) ol )
@ C | p v WA D

Figura 1. A) Espécimen macroscopico de osteonecrosis avanzada de cabeza femoral, con
artrosis asociada, que muestra pérdida completa de la superficie articular y colapso de la region
central de la cabeza. (B) Seccion tefiida con hematoxilina y eosina que muestra lagunas vacias
en muestras de ONCF (20x). (C) Trabéculas de osteoartritis (grupo de control) que muestran
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lagunas que contienen osteocitos viables (flechas) (20%). (D) Seccion tefiida con hematoxilina y
eosina que muestra fibrosis medular densa en muestras 6seas de ONCF (20x).

El criterio empleado para el diagndstico histolégico de osteonecrosis fue la presencia
de al menos un 50% de lagunas vacias (sin clara presencia de osteocitos en su interior),
de forma difusa y en diferentes trabéculas, contando un minimo de 300 lagunas.
Ademas, se valoraron otros signos degenerativos como la infiltracion grasa de la médula
Osea o el grado de fibrosis (graduados de forma cualitativa con “+”, “++” § “+++”) y la
presencia de calcificacion heterotopica.

4.4.1 Necrosis histolégica en la ONCF.

La necrosis 0sea histolégica se valora mediante la presencia de lagunas
osteociticas desprovistas de osteocito. En nuestras muestras, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en el nUmero de lagunas osteociticas vacias (t
=5,13; p < 0,05) entre el grupo ONCF (media + S = 68,16 + 10,57) y el grupo de control
AC (media £ S = 40,91 £ 15,03) (tabla 5), confirmandose los casos y los controles de
forma anatomopatolégica, y replicandose los hallazgos de la evidencia descrita en la
literatura.

En relaciéon con nuestra hipétesis de que podria existir una correlacion entre la
presencia de lagunas osteociticas vacias y el estadio clinico de la enfermedad, pudiendo
correlacionarse con el estadio de la ONCF, comparamos el numero de lagunas
osteociticas vacias y la estadificacién de Ficat y Arlet (tabla 5). Tal y como se presenta
en la tabla 5, no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje
de lagunas osteociticas sin osteocito y el estadio ONCF segun la clasificacion de Ficat
y Arlet. Esta ausencia de diferencia podria deberse al limitado nimero de muestras
empleadas. Esta relacion histoldgica-clinica, no estudiada hasta el momento en la
literatura, precisa de estudios con mayor potencia.

Estadio Ficat y Arlet N° de muestras Lagunas osteociticas vacias (%)
I 2 63
I 1 80
1] 3 73
Vv 6 65

Tabla 5. Datos que comparan el estadio por imagen segun Ficat y Arlet con el nimero medio de
lagunas osteociticas vacias en nuestras muestras de ONCF.

4.4.2 Signos degenerativos histoldgicos en la ONCF.

Como parte de la caracterizacion anatomopatolégica de nuestra muestra se
analizaron signos inespecificos histolégicos de degeneracion tisular: fibrosis,
calcificaciones heterotdpicas, e infiltracion grasa. Los hallazgos se valoraron de forma
cualitativa (tabla 6).
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Se encontro una diferencia estadisticamente significativa (U = 35; p < 0,05) en la
presencia de fibrosis medular entre el grupo ONCF (media + S = 2,75 + 1,21) y el grupo
de control AC (media £ S = 1,66 + 0,98) (tabla 6). A este fendbmeno se alude con
frecuencia en los textos que explican la fisiopatologia de la enfermedad, especialmente
en sus fases avanzadas, asi como en los estudios mediante RM de la ONCF, sin
embargo, no se ha analizado en profundidad en los trabajos de anatomopatologia de la
ONCF.

El anélisis anatomopatoldgico de otros signos degenerativos, como la infiltracién grasa
y la osificacion heterotopica, no reveld diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos analizados (tabla 6). A este respecto, cabe destacar la escasa evidencia
presente en la literatura en relacion con los cambios degenerativos 6seos en la AC,
concentrandose la mayor parte de la informacién disponible en los cambios que tienen
lugar a nivel condral y subcondral.

ONCF CONTROL Valor p
(mediatS) (mediatS) Diferencia intergrupal
Edad (afios) 65,88 + 12,6 63,84 + 10,9 0,262991
Lagunas osteociticas vacias (%) 68,16 + 10,57 40,91 + 15,03 0,000019
Infiltracion grasa (1-4)* 35+0,9 2,83+0,83 0,08914
Fibrosis medular (1-4)* 2,75+1.21 1,66 + 0,98 0,03486
Osificacion heterotopica (%)t 25 +0,45 25 +0,45 1

Tabla 6. Datos del analisis histolégico de las muestras de cabeza femoral. *: "1-ausencia”, "2-
presencia”, "3-moderada" y "4-intensa". 1: presencia significativa si/no.

4.5 Fisiopatologia de la ONCF: Integracion entre Diagnéstico y Biologia Celular

Las herramientas de diagnéstico radiolégico e histopatolégico desempefian un papel
fundamental en la identificacion de la ONCF, pero resulta igualmente crucial entender
los mecanismos biolégicos subyacentes que perpetian el dano. En este contexto, las
células madre mesenquimales (CMMs) tienen un papel clave en la regeneracion y la
homeostasis del tejido 6seo. Existe evidencia que sugiere la presencia de disfunciones
en las CMMs de la médula 6sea de pacientes afectados por ONCF, las cuales
comprometerian su capacidad intrinseca de reparar el dafio subyacente a esta
enfermedad. Estas alteraciones podrian incluir cambios en la capacidad proliferativa de
dichas células, o en su capacidad de diferenciacion adipogénica u osteogénica,
capacidades que en situaciones no patologicas estan perfectamente balanceadas.
Alteraciones en estos procesos podrian explicar la incapacidad de restaurar la integridad
del hueso afectado en ONCF.

Con el fin de estudiar esta hipotesis, entre febrero de 2018 y junio de 2020 se
recogieron un total de sesenta especimenes de cabeza femoral de pacientes
intervenidos de artroplastia de cadera en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.
De esas sesenta muestras, veintiséis correspondian a pacientes con diagndstico
radioldgico previo de ONCEF, y treinta y cuatro de ellas, utilizadas como controles en este
estudio, correspondian a pacientes con diagnéstico radiolégico previo de artrosis de
cadera (AC). Parte de la dificultad de este proyecto residié en el limitado numero de
casos de ONCF disponibles para estudio. A la baja incidencia de la ONCF en nuestro
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medio se sumo el restringido rendimiento a la hora de establecer cultivos primarios a
partir de las muestras 0seas de las artroplastias. Entre un 50% y un 70% de los cultivos
de los lavados obtenidos de las muestras de hueso, no resultaban en el establecimiento
de cultivos primarios de CMMs. Esto es algo habitual en este tipo de técnicas y esta
relacionado con la baja presencia de CMMs , ya que dichas células suponen entre el
0,001% y el 0,0001% del total de células de la médula ésea. Estos datos de eficiencia
en el establecimiento de cultivos de CMMs concuerdan con los datos obtenidos en otros
proyectos llevados a cabo en el laboratorio que se basan en el estudio de CMMs
primarias de AC o de osteoporosis(230).

Las limitaciones en la eficiencia de nuestras muestras se recogen en la tabla 7. De
todos los especimenes de cabeza femoral recogidos se perdieron diez muestras, 4
controles y 6 casos. A esto se anade que s6lo la mitad de las muestras de ONCF
progresaron hasta el segundo pase de cultivo, constatandose los problemas en el
establecimiento de los cultivos primarios antes mencionados.

Nimero de  Muestras Muestras que Muestras que
muestras  procesadas progresan progresan
recogidas con éxito  en cultivo hasta P1*  en cultivo hasta P2*

Artrosis de Cadera 34 30 (88%) 7 (25%) 23(75%)
(controles)
Osteonecrosis 26 20 (79%) 9 (46%) 11 (54%)

de cabeza femoral

Tabla 7. Rendimiento en la obtencion de CMMs a partir de las muestras de cabeza femoral.
*P1, P2: pases 1y 2 (transferencia a nuevo continente)

4.5.1 Evaluacion de la capacidad proliferativa de las CMMs en la ONCF

El ensayo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT se utilizd
para evaluar la capacidad proliferativa de las CMMs obtenidas de ambos grupos de
estudio, esto es, individuos con diagndstico de coxartrosis e individuos con diagndstico
de ONCF. Las Células Madre Mesenquimales (CMMs) fueron extraidas y cultivadas
como se indicé en los materiales y métodos hasta alcanzar un numero de células
suficientes para realizar estos experimentos. Para llevar a cabo en analisis de su
potencial proliferativo, las CMMs de un total de 10 pacientes de cada grupo
experimental, fueron cultivadas bajo condiciones estandar y evaluadas en dias alternos
durante un periodo de siete dias)(D1, D3, D5, D7) midiendo su actividad metabdlica
como un indicador indirecto de proliferacion celular. Con el fin de obtener una mayor
precision en la evaluacion de la proliferacion, dado que la confluencia celular tiene un
efecto directo en la capacidad de proliferacion, se establecieron cultivos en placas de
96 pocillos con diferentes densidades iniciales de células. Cada pocillo se sembrd con
200, 400, y 800 células, en condiciones de cuadruplicado por grupo experimental (figura
5). Este disefio permitid6 normalizar el efecto de la densidad celular inicial sobre los
resultados y asegurar la exactitud de las mediciones.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre la
proliferacion de las CMMs de pacientes con ONCF y las de los controles con AC, con
un aumento en la sefial correspondiente al MTT en las primeras (figura 5). Los datos se
presentan como la media del aumento relativo en la proliferaciéon celular a lo largo del
tiempo, normalizados con respecto al dia inicial del experimento.
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Figura 5. Evaluacion de la proliferacion celular de las CMMs mediante el ensayo MTT. Los
valores corresponden a la actividad metabdlica medida en CMMs derivadas de pacientes con
osteonecrosis de cabeza femoral (ON, linea roja) y artrosis de cadera (AC, linea azul) en
diferentes dias de cultivo (D1, D3, D5 y D7). La grafica superior corresponde a la media de las
tres condiciones representadas en las tres graficas inferiores, donde la variable es el numero de
células inicial en cada uno de los pocillos. Los datos se presentan como como el aumento del
numero de células en comparacién con el dia anterior (en funcién de la absorbancia a 570nm,
recogido en el eje de ordenadas). Los valores muestran los valores promedio * desviacion
estandar (n = 10). *p=0,05; **p=0,01; ***p=0,001.

4.5.2 Evaluacion de la capacidad adipogénica de las CMMs en la ONCF

Se evalud la capacidad de diferenciacion adipogénica de las CMMs obtenidas
de pacientes con ONCF y artrosis de cadera (AC) mediante el uso de tinciones con QOil
Red, un método ampliamente utilizado en la caracterizacion de la adipogénesis in vitro.
Este procedimiento se basa en la afinidad del colorante por los lipidos neutros presentes
en las vacuolas intracelulares formadas durante el proceso de diferenciacion
adipogénica. Las células fueron cultivadas bajo condiciones especificas que promueven
la diferenciacion hacia el linaje adipogénico, empleando los medios y condiciones
indicados en materiales y métodos durante un periodo de quince dias. Tras el cultivo,
las células diferenciadas fueron fijadas y tefidas con Oil Red O para visualizar y
cuantificar la acumulacion de lipidos. Posteriormente, el colorante retenido fue eluido
utiizando un solvente adecuado, y su intensidad fue medida mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 405 nm, lo que permitié cuantificar la
acumulacion lipidica de manera precisa. Esta medicién se llevé a cabo en un total de
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cuatro cultivos de CMMs obtenidas de pacientes con ONCF vy siete cultivos de CMMs
obtenidas de pacientes con AC. Esta metodologia proporciona un enfoque robusto y
reproducible para evaluar el compromiso adipogénico de las CMMs, permitiendo
establecer comparaciones entre los diferentes grupos de estudio.

Cuantificacion

0il Red
DIFFERENCIACION 05 -
= P=0.03
p A 5 021
i N OSTEOBLASTOS T o
S g
\ []
Qo 0.1 4
\ 3
". \\ —<°( 0.05
ol
CMMs
ADIPOCITOS AC ON
AC n=7
ON n=4

Figura 6: La figura muestra el potencial de las células madre mesenquimales de diferenciar
dando lugar a células osteoblasticas o células adipociticas. La grafica muestra los resultados de
la medicién de absorbancia correspondiente a la tincion de las células de ONFC (ON) y AC. La
gréfica corresponde a la media de las muestras analizadas en cada grupo (4 ONCF y 7 AC). Los
valores muestran los valores promedio + desviacién estandar. El valor P esté representado en la
gréfica.

Los datos obtenidos reflejan diferencias significativas en la acumulacion lipidica
entre las CMMs de pacientes con ONCF y aquellas derivadas de controles con AC
(figura 6). Esta cuantificacién espectrofotométrica facilita una evaluacion objetiva y
estandarizada del potencial adipogénico de las células en estudio.

4.5.3 Evaluacion de la capacidad osteogénica de las CMMs en la ONCF

El analisis de la capacidad osteogénica de las células madre mesenquimales
(CMMs) se fundamenta en tres enfoques complementarios: la evaluacion de la
expresion de los principales marcadores osteogénicos, la medicién de la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALPL) y el analisis de la mineralizacion in vitro. La expresion de genes
como RUNX2, ALPL, BGLAP y COL1A1 es crucial para caracterizar las diferentes
etapas del proceso de diferenciacion osteogénica. RUNX2 actia como un regulador
maestro temprano de la diferenciacion osteoblastica, controlando la transcripcion de
multiples genes relacionados con la formacién de matriz 6sea y la mineralizacion (239).
ALPL, por su parte, desempefia un papel esencial en la regulacion del equilibrio de
fosfatos, facilitando la formacion de cristales de hidroxiapatita en las primeras etapas de
la diferenciacion(240). En etapas mas avanzadas, BGLAP (osteocalcina) y COL1A1
(colageno tipo 1) indican la maduracion osteoblastica y la formaciéon de una matriz
extracelular funcional y mineralizada, siendo esenciales para la integridad estructural
del hueso(241).

La expresion de los principales marcadores osteogénicos fue analizada en
células madre mesenquimales (CMMs) derivadas de pacientes con artrosis de cadera
(AC) y osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF) tras 20 dias de diferenciacion
osteogénica en condiciones especificas. Los genes seleccionados para este analisis
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fueron RUNX2, ALPL, BGLAPy COL1A1, todos ellos fundamentales en distintas etapas
y funciones del proceso de diferenciacion osteogénica.

El analisis mediante PCR cuantitativa reveld6 que no existian diferencias
significativas en la expresién de algunos de RUNX2 y ALPL. Sin embargo, si se
observan diferencias significativas en la expresion de los marcadores tardios, BGLAP'y
COL1A1, que presentaron niveles mas bajos de expresion en CMMs de ONCF en
comparacion con las células de individuos con AC. Estas diferencias moleculares
reflejan alteraciones en el potencial de diferenciacion osteogénica de las CMMs en el
contexto de la osteonecrosis de cabeza femoral, lo que podria contribuir a las
limitaciones regenerativas observadas en esta enfermedad (figura 7).
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Figura 7. La imagen superior muestra la expresion de los marcadores analizados a lo largo de
la diferenciacion osteogénica de las CMMs. Expresion de marcadores osteogénicos a dia 20 de
diferenciacion osteogénica en células madre mesenquimales de pacientes con coxartrosis (AC)
y pacientes con ONCF. Las gréficas corresponden a la media de las muestras analizadas en
cada grupo para cada uno de los marcadores indicados. Los valores muestran los valores
promedio * desviacion estandar. El valor P esta representado en la grafica.

La actividad de la fosfatasa alcalina (ALPL), un marcador clave del compromiso
osteogénico, fue evaluada en células madre mesenquimales (CMMs) derivadas de
pacientes con osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF) y artrosis de cadera (AC). Las
células fueron cultivadas en condiciones que favorecen la diferenciacién osteogénica
durante un periodo determinado. La expresion de ALPL se midi6 mediante técnicas
estandar y se represent6 en valores relativos para cada grupo experimental.
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Los resultados mostraron diferencias significativas en la expresion de ALPL entre
las CMMs de ambos grupos. En las células derivadas de pacientes con AC, los niveles
de ALPL fueron consistentemente mas altos, mientras que en las células de ONCF se
observo una menor actividad en las mismas condiciones de cultivo. Estos datos reflejan
diferencias en la capacidad de las CMMs para comprometerse hacia el linaje
osteogénico en las etapas iniciales de diferenciacion (figura 8).
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Figura 8. La imagen superior muestra la expresion de la fosfatasa alcalina a lo largo de la
diferenciacién osteogénica de las CMMs. Las graficas muestran tanto los niveles de expresion
de este gen, como la actividad de la enzima correspondiente a dia 20 de diferenciacioén
osteogénica en células madre mesenquimales de pacientes con coxartrosis (AC) y pacientes con
ONFH. Las gréficas corresponden a la media de las muestras analizadas en cada grupo para
cada uno de los marcadores indicados. Los valores muestran los valores promedio + desviacion
estandar. El valor P esta representado en la grafica.

Los resultados obtenidos indican una reduccion en la expresiéon del gen que
codifica para la fosfatasa alcalina en CMMs procedentes de pacientes con ONCF en
comparacion con aquellas de pacientes con artrosis, aunque esta diferencia no resulté
ser significativa. Esta bajada en la expresiéon de ALPL concordaria con la reduccion
significativa de la actividad de esta enzima en CMMs de ONCF (figura 8).

La ultima prueba que de forma rutinaria se lleva a cabo para analizar el potencial
osteogénico tanto de células madre mesenquimales como de sus precursores, es el
ensayo de su capacidad de mineralizacién in vitro. La mineralizacion es un proceso
critico en la diferenciacion osteogénica de las CMMs, representando una etapa
avanzada de este linaje en el cual las células depositan matriz extracelular rica en
fosfato de calcio. Este proceso esta regulado por multiples factores, incluyendo la
actividad de la fosfatasa alcalina (ALPL), que facilita la liberacion de fosfato inorganico
necesario para la nucleacién de cristales de hidroxiapatita. En este contexto, la
expresion de ALPL actia como un marcador temprano de diferenciacion osteogénica,
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mientras que la tincidn con Alizarin Red permite evaluar de manera directa la capacidad
de las células para formar depdsitos minerales.

En este estudio, las CMMs derivadas de pacientes con ONCF y AC fueron
cultivadas en condiciones que promueven la diferenciacion osteogénica. La actividad de
ALPL se cuantifica para evaluar el compromiso temprano hacia el linaje osteogénico,
mientras que la tincion de Alizarin Red nos permite medir la mineralizacién como
indicador de la capacidad funcional osteogénica de estas células (figura 9).

Los resultados obtenidos revelan diferencias significativas entre ambos grupos,
con una menor formacion de depdsitos minerales en las CMMs de ONCF analizadas en
comparacion con las de AC. Estas observaciones sugieren una capacidad osteogénica
comprometida en las CMMs de pacientes con ONCF, lo que podria estar relacionado
con las alteraciones microambientales caracteristicas de esta enfermedad, tales como
hipoxia o inflamacién crénica.
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Figura 9. Evaluacion de la mineralizacion durante la diferenciacion osteogénica de las CMMs.
La grafica muestra los niveles de mineralizacion, medida como la intensidad de la tincién con
Alizarin Red en las CMMs derivadas de pacientes con osteonecrosis de cabeza femoral (ONCF)
y artrosis de cadera (AC) tras 20 dias de induccion osteogénica. Las imagenes de la derecha
presentan la tincion de Alizarin Red, utilizada para evaluar la mineralizacion extracelular en las
mismas condiciones experimentales en tres muestras representativas de cada grupo
experimental. Los valores muestran los valores promedio + desviacion estandar (n = 6 + 6).

Nuestros resultados indican una deposicién de calcio significativamente mayor
en las células control (AC) en comparacion con las CMMs derivadas de ONCF,
evidenciando diferencias en la capacidad osteogénica entre ambos grupos (figura 9).
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5 DISCUSION
5.1 Fiabilidad diagndstica en la osteonecrosis de cabeza femoral

Los resultados obtenidos respecto al analisis de consistencia diagnédstica entre
especialistas revelan una interesante dinamica entre los diferentes especialistas
involucrados en el diagndstico de la osteonecrosis de la cabeza femoral (ONCF) y la
artrosis de cadera (AC). La concordancia moderada observada entre los diagndsticos
de los cirujanos ortopédicos y los radiélogos sugiere una consistencia aceptable en la
identificacion de las condiciones patologicas en base a las imagenes radiologicas. Sin
embargo, la discrepancia entre los diagnésticos de los patélogos y los otros
especialistas indica la complejidad inherente al diagnéstico histolégico de la ONCF, que
puede variar segun la interpretacion de los cambios tisulares observados en las
muestras.

Es notable que el analisis histologico confirmé el diagndstico radioldgico en la
mayoria de las muestras de cabeza femoral analizadas, lo que respalda la utilidad de la
radiologia como herramienta de diagndstico inicial en estos casos. Sin embargo, la
identificacion de casos de artrosis de cadera que cumplen los criterios histolégicos de
ONCEF plantea interrogantes sobre la especificidad de los hallazgos radiologicos y la
necesidad de una evaluacién histoldgica mas detallada en ciertos casos. Franchi et Al.
encontraron necrosis avascular subarticular secundaria en un 11,7% de cabezas
femorales extirpadas quirargicamente debido a AC. En la mayoria de los casos la
necrosis fue superficial, pero en el 15% de los casos de necrosis secundaria la necrosis
era profunda y en forma de cufia, con un aspecto similar a las lesiones observadas en
la ONCF subarticular primaria(242).

En nuestro trabajo, la reproducibilidad diagnéstica interobservador no mostré
diferencias estadisticamente significativas al considerar los distintos estadios de Ficat y
Arlet. Este hallazgo, que sugiere que la variabilidad en el diagnéstico entre especialistas
no esta influenciada por la gravedad de la enfermedad.

En resumen, estos hallazgos resaltan la importancia de la colaboracion
interdisciplinaria en el diagnéstico preciso de las condiciones ortopédicas, asi como la
necesidad de una evaluacion integral que considere tanto los hallazgos radiolégicos
como histoldgicos para una caracterizacion completa de las patologias de la cabeza
femoral.

Por otro lado, el analisis de concordancia pre y post-quirdrgica sugiere una gran
confiabilidad en la evaluacion de los cirujanos ortopédicos en el seguimiento de los
pacientes antes y después de la cirugia. La consistencia en los diagnédsticos pre y
postoperatorios proporciona una base sodlida para evaluar la efectividad de las
intervenciones quirurgicas y el progreso del tratamiento en pacientes con osteonecrosis
de la cabeza femoral y artrosis de cadera. Esta concordancia intraobservador en los
diagnoésticos también resalta la importancia de una evaluacion clinica continua y precisa
para garantizar resultados optimos en el manejo de estas condiciones ortopédicas.

5.2 Diagnéstico radiologico de la osteonecrosis de cabeza femoral

La radiografia convencional sigue siendo fundamental en la exploracion
diagnéstica inicial de los pacientes con dolor de cadera. Como ya se ha mencionado,
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las radiografias simples siguen considerandose la piedra angular del diagndstico clinico
de la ONCF, y la mayoria de los pacientes sometidos a cirugia de prétesis de cadera se
diagnostican utilizando unicamente esta técnica. Sin embargo, existe evidencia que
confirma la limitacion de esta técnica en varios aspectos. Se ha propuesto que las
radiografias simples son insensibles a los cambios tempranos de la ONCF y, por lo tanto,
una herramienta diagndstica subéptima, especialmente en las fases iniciales de la
enfermedad. Resulta por tanto contradictoria la frecuente mencion en la literatura de
signos radiolégicos caracteristicos de esta entidad, aparentemente de facil
identificacion(8). Es por esto que, en el presente trabajo postulamos la hipotesis de que
la radiologia convencional presenta limitaciones tanto en la deteccién de signos
radiologicos caracteristicos de la ONCF como en la consistencia del diagndstico entre
distintos especialistas y la concordancia en la estadificacion de la enfermedad.

En la practica clinica diaria, el diagnodstico de la ONCF suele ser realizado por
cirujanos ortopédicos y/o radidlogos, ocasionalmente asistidos por el informe del
patologo. Se ha reportado con frecuencia la necesidad de confirmacién histopatoldgica
en aquellos casos de la enfermedad poco claros(4). En cuanto al uso de la RM en la
practica diaria, la sospecha de ONCF a pesar de radiografias negativas sigue siendo la
principal indicacion de esta prueba(243). En nuestra muestra, de los veintiocho casos
de ONCF se confirmaron once mediante RM, diecisiete mediante andlisis histolégico y
cuatro mediante ambos métodos.

En cuanto a la fiabilidad radiografica en la ONCF, la literatura se ha centrado en
estudiar la concordancia diagnéstica y de estadificacion, con mayor interés en la
deteccién de fracturas subcondrales(183). Para aclarar las posibles causas de error en
el diagnostico por imagen de la ONCF, analizamos el reconocimiento de los signos
radiolégicos caracteristicos. Al comparar la fiabilidad interobservador en la identificacion
de las caracteristicas radiograficas tipicas de la ONCF, observamos una escasa
concordancia para la mayoria de las caracteristicas evaluadas. Esta falta de fiabilidad
resulté ser mas importante en las caracteristicas de imagen consideradas signos
radiolégicos iniciales de la enfermedad, como la osteopenia, la pérdida de trabeculacién
y la esclerosis parcheada, confirmando asi la limitada sensibilidad radiografica en las
primeras fases de la ONCF(23). Estos resultados concuerdan con los de estudios
anteriores. Chee et al. demostraron que la sensibilidad y especificidad de las
radiografias para diagnosticar la ONCF son especialmente reducidas en las fases
previas al colapso(244). Por otra parte, se observd una concordancia moderada en la
identificacion del aplanamiento de la cabeza femoral y los signos de artrosis, lo que
concuerda con estudios anteriores(245). En el presente estudio, cuando se compar? la
fiabilidad diagndstica de radidlogos y traumatologos, no se encontraron diferencias
sustanciales, con una concordancia ligeramente superior entre radidlogos en la
identificacion del aplanamiento de la cabeza femoral y una concordancia
moderadamente superior entre traumatélogos en la deteccién de la artrosis.

La literatura relativa a la fiabilidad en la correlacion entre estadios de la ONCF
ha puesto de manifiesto una escasa concordancia entre los observadores,
especialmente entre los estadios intermedios, con valores kappa medios que oscilan
entre 0,39y 0,56(4). En el presente trabajo, el coeficiente de concordancia W de Kendall
reveld un importante y estadisticamente significativo grado de acuerdo entre todos los
calificadores, especialmente entre ortopedistas. En este sentido, nuestros mejores
resultados en la fiabilidad de la estadificacion se deben probablemente a la pericia de
nuestros observadores, especialmente entre ortopedistas. A este respecto, estudios
previos han demostrado el efecto positivo de la experiencia en el diagnéstico

119



120

radiografico y la estadificacion de la ONFH(246). Ademas, debe tenerse en cuenta que,
aunque el sistema de clasificacion de Ficat y Arlet no esta exento de controversia, fue
concebido originalmente para radiografias simples(247).

En este apartado del proyecto deben tenerse en cuenta algunas limitaciones antes de
extraer conclusiones. En primer lugar, la necesidad de confirmacion diagnédstica
mediante histopatologia 0 RM nos permitié analizar sélo 28 casos adecuados; por tanto,
deben tenerse en cuenta las limitaciones de un tamafo de muestra pequefio y su
caracter monoceéntrico. En segundo lugar, para este fin no se emplearon radiografias de
control, ya que todas las caracteristicas de imagen se evaluaron en pacientes con ONCF
confirmada. En tercer lugar, se trata de un estudio retrospectivo con dos cirujanos
ortopédicos y seis radidlogos; por tanto, no esta claro si el rendimiento diagndstico de
estos ocho evaluadores es representativo de todos los médicos. En cuarto lugar, los
observadores soélo podian utilizar la proyeccion anteroposterior de cadera para evaluar
las caracteristicas radiograficas. En quinto lugar, no se midi6 la precision, es decir, la
proximidad de una observacién experimental al valor real.

5.3 Diagnéstico histolégico de la osteonecrosis de cabeza femoral

En relacidon con el diagndstico histolégico, la evaluacién de las lagunas
osteociticas vacias es un método legitimo para el diagnéstico de la ONCF, no siempre
relacionado directamente con la edad y sin una relacién clara con el estadio de la
enfermedad. No existen criterios cuantitativos establecidos (numero de bloques,
trabéculas o lagunas que cuantificar) y, por lo tanto, es necesario llegar a una definiciéon
consensuada de las caracteristicas histolégicas de la ONCF(248).

En nuestro estudio, encontramos una diferencia estadisticamente significativa en
el numero de lagunas osteociticas vacias evidenciadas entre la ONCF y el grupo de
control, contribuyendo asi a validar nuestras muestras y su diagnéstico histoldgico. Sin
embargo, la asociacion entre edad y lagunas osteociticas vacias, ampliamente descrita
en la literatura, no pudo considerarse estadisticamente significativa(249). Estos
resultados podrian explicarse por el hecho de que la distribucién de las lagunas vacias
en relacién con la edad es bastante heterogénea, en comparacién con la pérdida
completa de osteocitos observada en la ONCF(248).

Por otra parte, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el numero de lagunas osteociticas vacias y el estadio de Ficat y Arlet para la ONCF.
Aunque varios estudios han demostrado la relacion entre las caracteristicas de imagen
y la gravedad de la osteonecrosis, aun no se ha descrito una relacion directa entre la
proporcion de lagunas osteociticas vacias y la estadificacion radiologica(250).

La presencia de fibrosis medular densa fue significativamente mayor en las
cabezas femorales necréticas en comparacion con las osteoartriticas. Estos resultados
concuerdan con hallazgos previos que describen este signo degenerativo en estadios
avanzados de la enfermedad(251). Ademas, en la mayoria de las muestras de ONCF
se observd una presencia constante de necrosis de la médula adiposa. Este resultado
forma parte del espectro de caracteristicas histologicas de la osteonecrosis, en la que
la médula dsea fisioldgica, tanto grasa como hematopoyética, desaparece(194). Otros
signos degenerativos inespecificos examinados, como la infiltracion grasa y la
osificacion heterotdpica, no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos.
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Es importante sefialar que tres de los doce controles de osteoartritis (25%)
cumplian los criterios de diagndstico histoldgico de la ONCF. Este hallazgo concuerda
con trabajos anteriores, en los que entre el 21 y el 31% de los casos de ONCF se
observaron patolégicamente pero no radiograficamente(252). Un trabajo previo que
estudio la presencia de osteonecrosis secundaria en la artrosis de cadera la confirmo
microscopicamente en el 38,2% de las cabezas femorales, identificando dos patrones
histolégicos diferentes: la osteonecrosis superficial (probablemente necrosis por presiéon
como consecuencia de la eburnacién) y la osteonecrosis profunda en forma de cufia (un
fendomeno menos frecuente e independiente relacionado con la osteonecrosis
primaria)(253). Franchi et Al. observaron necrosis avascular subarticular secundaria en
el 11,7% de las cabezas femorales extirpadas quirdrgicamente debido a AC. En la
mayoria de los casos la necrosis era superficial, pero en el 15% de los casos de necrosis
secundaria la necrosis era profunda y en forma de cufia, de aspecto similar a las lesiones
observadas en la necrosis avascular primaria subarticular(242).

5.4 Capacidad de proliferacion y diferenciaciéon de las CMMs en ONCF

Las células madre mesenquimales (CMM) de la médula ésea presentan una gran
potencialidad en su diferenciacion, asi como una destacada capacidad para secretar
factores tréficos, desempefiando un papel esencial en los procesos reparativos de la
osteonecrosis. Existe evidencia de que la patogénesis de la osteonecrosis de la cabeza
femoral (ONCF) esta intimamente relacionada con una disminucién de la actividad y el
numero de las CMMs, asi como una alteracién en su capacidad de diferenciacion(165).

En nuestro estudio, las CMMs de pacientes con ONCF presentaron un
incremento significativo de la capacidad proliferativa con respecto a las CMMs de
pacientes con artrosis de cadera (AC). Este hallazgo contrasta con los reportes de Wang
BL et al. y Houdek MT et al., que documentaron una reducciéon en la capacidad
replicativa de las CMMs en la ONCF inducida por esteroides (ONCFIE)(152, 166),
hallazgo no evaluado hasta el momento de manera directa en humanos en la ONCF
idiopatica, que es la que nos ocupa. A este respecto, Wang Y. et al. demostraron en un
modelo canino de ONCF un aumento en la capacidad replicativa de las CMMs(254).
Dicho hallazgo podria explicarse por el efecto inductor de la replicacion que ejerce el
microambiente de las trabéculas necréticas sobre las CMMs (figura 1)(255).

En este contexto, el incremento en la capacidad proliferativa observado podria ser
interpretado como una respuesta compensatoria frente a las condiciones de estrés en
el microambiente medular isquémico, caracterizado por hipoxia e inflamacion croénica.
Estas condiciones activan vias de sefalizacion como HIF-1a y NF-kB, conocidas por
mediar tanto en la supervivencia como en la inflamacién celular(256) (257) . La hipoxia,
en particular, podria actuar como un estimulo proliferativo al inducir cambios metabdlicos
en las CMMs para adaptarse a la falta de oxigeno, lo que también podria perpetuar un
estado inflamatorio y disfuncional(258). Sin embargo, esta proliferaciéon aumentada no
necesariamente se traduce en una mayor capacidad regenerativa, ya que las CMMs de
ONCEF presentan alteraciones significativas en su capacidad de diferenciacién, lo que
limita su contribucién al restablecimiento de la homeostasis 6sea.

En relacién con la capacidad de diferenciacion, nuestros resultados mostraron un
incremento significativo en la capacidad adipogénica de las CMMs de los pacientes con
ONCF, acompanado de una menor produccion de marcadores de linaje 6éseo respecto
a los controles con AC. Este patrén es consistente con lo descrito en la literatura, donde
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el compromiso hacia el linaje adipogénico tiende a inhibir la osteogénesis y viceversa,
un fendmeno conocido como "switch adipogénico-osteogénico”(259). Por ejemplo, la
activacion de PPARYy, un regulador clave de la adipogénesis, puede antagonizar la
actividad de RUNX2, el principal regulador de la osteogénesis, a través de la
competencia por cofactores como NCoA1 y p300(260). En el caso de la ONCF, la hipoxia
y la inflamacién crénica podrian favorecer la adipogénesis al promover la activacion de
PPARYy, lo que explicaria el aumento observado en la diferenciacién adipogénica de las
CMMs.

La disminucién en la diferenciacion osteogénica en las CMMs de ONCF fue
evidente en los marcadores osteogénicos tardios como BGLAP (osteocalcina) y
COL1A1, ambos esenciales para la maduracion de los osteoblastos y la formacién de
una matriz 6sea funcional. Este hallazgo también estuvo acompafiado por una menor
actividad de la fosfatasa alcalina (ALPL), una enzima crucial en las etapas tempranas
de la diferenciacidén osteogénica que regula la mineralizacion 6sea(261). En estudios
previos, esta disminucion en la diferenciacion osteogénica se ha vinculado con
alteraciones en las vias de sefializacion BMP y Wnt/B-catenina, fundamentales para la
formacion 6sea, como se ha demostrado en modelos animales de ONCFIE(254).

No obstante, los resultados de mineralizacién in vitro revelaron un incremento
significativo en las CMMs de ONCF en comparacién con las de AC, un hallazgo que
podria interpretarse como contradictorio. La mineralizacién es el reflejo mas importante
de la capacidad funcional osteogénica, ya que representa el proceso final mediante el
cual las células depositan cristales de hidroxiapatita en la matriz extracelular. Este
fendmeno podria explicarse por varias hipétesis. Primero, la mineralizacion observada
podria ser consecuencia de mecanismos compensatorios que promuevan la deposicién
de calcio en respuesta al microambiente hipoxémico. Segundo, es posible que las
células hayan utilizado vias alternativas para mineralizar independientemente de la
reduccion en la expresion de marcadores osteogénicos clasicos. Por ejemplo, se ha
sugerido que la hipoxia y la inflamacion pueden inducir mineralizacion ectopica mediada
por citoquinas como TNF-a y IL-6, que son conocidas por promover la calcificacion
patolégica en otros contextos(262)

Por otro lado, la interaccion entre ARN no codificantes como HOTAIR y miR-17-5p
también puede desempenar un papel relevante en las alteraciones observadas en la
diferenciacion osteogénica y adipogénica de las CMMs de ONCF. Wei et Al. investigaron
la relacién entre el ARN no codificante largo HOTAIR y el microARN-17-5p (miR-17-5p)
y sus funciones en la diferenciacion osteogénica y la proliferaciéon en la ONCEF,
observandose que el nivel de expresion de miR-17-5p era inferior y el nivel de HOTAIR
era superior en las muestras de ONCF no traumatica en comparacién con la AC. La
regulacion a la baja de HOTAIR condujo al aumento de la expresion de miR-17-5p y a
la disminucion de la expresion del gen diana de miR-17-5p, SMADY. Los valores de los
marcadores de diferenciacién osteogénica, incluida la expresion de ARN mensajero
(ARNm) de RUNX2 y COL1A1 y la actividad fosfatasa alcalina (ALPL), también se
elevaron. Sin embargo, el aumento de estos valores fue anulado por el inhibidor de miR-
17-5p o la regulacion al alza de SMAD7(263). De forma paralela, Jia et Al. observaron
que en las muestras de ONCF el nivel de miR-17-5p maduro era significativamente
inferior al de las muestras de AC. Al dirigirse a SMAD7, miR-17-5p promovié la
translocacion nuclear de B-catenina, aumento la expresion de COL1A1 vy, finalmente,
facilitd la proliferacion y diferenciacién de las CMMs. También encontraron que la
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restauracion de la expresion de SMAD7 en las CMMs revirtié parcialmente la funcién de
miR-17-5p. En conjunto, estos datos sugieren que la disfuncion en la interrelacién entre
miR-17-5p, SMAD7 y B -catenina podria contribuir a la patogénesis de la ONCF(264).
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Figura 1. Cambios en la diferenciacion y proliferacion de las CMMs en el area de osteonecrosis
en la ONCF. Tomada de: Wang Y, Ma X, Chai W, Tian J. Multiscale Stem Cell Technologies for
Osteonecrosis of the Femoral Head. Stem Cells Int. 2019 Jan 8;2019:8914569(255).

5.5 Capacidad de diferenciaciéon de las CMMs en ONCF

En relacién con su capacidad de diferenciacion, las CMMs de pacientes con ONCF
presentaron en nuestro estudio un incremento significativo de la capacidad adipogénica,
asi como una menor produccién de marcadores de linaje éseo respecto a los controles
con AC. Este patrén es consistente con lo descrito en la literatura, donde el compromiso
hacia el linaje adipogénico tiende a inhibir la osteogénesis y viceversa, un fendémeno
conocido como "switch adipogénico-osteogénico"(259). Por ejemplo, la activacion de
PPARy, un regulador clave de la adipogénesis, puede antagonizar la actividad de
RUNX2, el principal regulador de la osteogénesis, a través de la competencia por
cofactores como NCoA1 y p300(260).

A nivel de la diferenciacion adipogénica en las CMMs de la ONCF, existen
discrepancias en la literatura. Por ejemplo, Lee et al. encontraron que la capacidad de
diferenciacion adipogénica no varia significativamente en los pacientes con enfermedad
inducida por el alcohol, idiopatica y ONCFIE en comparacién con los pacientes con
AC(167). Por el contrario, en la ONCFIE si se ha reportado en varias ocasiones un
aumento en la diferenciacion adipogénica de las CMMs, con evidencia de que la via de
PPARYy esta involucrada en este proceso(168). Es conocido que los corticosteroides
estimulan la diferenciacién de las células del estroma de la médula ésea en adipocitos,
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asi como la acumulacion de grasa en la médula, suprimiéndose la diferenciacién en
osteoblastos. Ademas, el aumento del volumen de la médula grasa, con un aumento
concomitante de la presion intradsea conlleva una disminucién del flujo sanguineo,
provocando finalmente isquemia y ONCF(167). Frente a la ONCFIE, la ONCF idiopatica
carece de una evidencia solida en relacion a la diferenciacion adipogénica de la CMM.

La disminucién en la diferenciacion osteogénica en las CMMs de ONCF fue
evidente en los marcadores osteogénicos tardios como BGLAP (osteocalcina) y
COL1A1, ambos esenciales para la maduracion de los osteoblastos y la formacion de
una matriz 6sea funcional. Este hallazgo también estuvo acompafiado por una menor
actividad de la fosfatasa alcalina (ALPL), una enzima crucial en las etapas tempranas
de la diferenciacién osteogénica que regula la mineralizacién 6sea(240). Nuestros
resultados indicando esta reduccién en la capacidad osteogénica de las CMMs de
ONFH, replican los hallazgos de Lee et al., que encontraron que la capacidad de
diferenciacion osteogénica de las CMMs de los pacientes con ONCF, tanto inducida por
alcohol como idiopatica, era significativamente menor que en pacientes con AC(167).
Trabajos como el de Houdek et al. o Weinstein et al. también han encontrado una
reduccion en la capacidad de diferenciacion osteogénica de las CMMs de los pacientes
con ONCFIE frente a controles. Ademas, dicha disminucidon en la diferenciacion
osteogénica se ha comprobado también en un modelo animal de conejo de
ONCFIE(170). Por tanto, los resultados de nuestro estudio apoyan la teoria de que
existe una limitaciéon en la diferenciacién osteogénica de la CMM en la ONCF, tanto
idiopatica como secundaria. Estudios de gendmica y transcriptomica en la ONCF
sugieren alteraciones en las vias de sefalizacion BMP y Wnt/B-catenina a nivel de la
CMM que condicionan su capacidad de diferenciacién hacia el linaje osteogénico(264).

No obstante, los resultados de mineralizacién in vitro revelaron un incremento
significativo en las CMMs de ONCF en comparacion con las de AC, un hallazgo que
podria interpretarse como contradictorio. La mineralizacion es el reflejo mas importante
de la capacidad funcional osteogénica, ya que representa el proceso final mediante el
cual las células depositan cristales de hidroxiapatita en la matriz extracelular. Este
fendmeno podria explicarse por varias hipétesis. Primero, la mineralizacion observada
podria ser consecuencia de mecanismos compensatorios que promuevan la deposiciéon
de calcio en respuesta al microambiente hipoxémico. Segundo, es posible que las
células hayan utilizado vias alternativas para mineralizar independientemente de la
reduccién en la expresion de marcadores osteogénicos clasicos. Por ejemplo, se ha
sugerido que la hipoxia y la inflamacion pueden inducir mineralizacién ectépica mediada
por citoquinas como TNF-a y IL-6, que son conocidas por promover la calcificacion
patolégica en otros contextos(262)

Desde una perspectiva terapéutica, estos resultados enfatizan la necesidad de
desarrollar enfoques integrales que aborden simultdneamente las alteraciones en
proliferacion, diferenciacion y mineralizacion de las CMMs. Por un lado, estrategias
dirigidas a inhibir PPARYy y potenciar la sefalizacion Wnt/B-catenina podrian favorecer
la diferenciacion osteogénica, mientras que la modulacion del microambiente
inflamatorio podria mitigar los efectos negativos de la hipoxia cronica y las citoquinas
proinflamatorias sobre las CMMs. Por otro lado, la identificacion y uso de biomarcadores
moleculares como HIF-1a, NF-kB, o niveles de ARN no codificantes en sangre o liquido
sinovial podrian ofrecer herramientas diagnésticas valiosas para monitorizar la
progresion de la enfermedad y la respuesta a las terapias.

En resumen, nuestros hallazgos resaltan la importancia de entender la biologia
compleja y multifacética de las CMMs en la ONCF, integrando las interacciones entre
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proliferacion, diferenciacion y mineralizacion en un contexto de microambiente alterado.
La traduccion de este conocimiento en estrategias clinicas efectivas podria transformar
el manejo de la ONCF, promoviendo la regeneracion dsea y mejorando los resultados
funcionales en estos pacientes.
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6 CONCLUSIONES

1.

Comorbilidades y caracteristicas demograficas asociadas con la ONCF.
Demograficamente, nuestra muestra de 60 pacientes exhibié una distribucion
por géneros acorde a la literatura, con 38 hombres y 22 mujeres. Respecto a la
edad, presenté una edad media de 65,88 afios (+ 12,6), mayor que la recogida
en la evidencia disponible hasta el momento. Este hallazgo podria reflejar una
incidencia obviada en personas de mayor edad.

Respecto a los factores de riesgo que presentaron nuestros casos, cabe
destacar la obesidad y el sobrepeso como comorbilidad mas frecuentemente
encontrada, dato que no esta presente en la literatura de forma habitual. Este
hallazgo contribuye a confirmar una asociacion que cada vez cobra mas peso en
la literatura.

Fiabilidad diagnéstica de la ONCF.
Los resultados del presente trabajo sugieren que el proceso diagnéstico actual
de la ONCF presenta limitaciones, patentes en la consistencia subdptima en el
diagnoéstico entre diferentes especialistas y en la limitada capacidad para
identificar signos radioldgicos bdasicos de esta enfermedad. La eficacia del
diagnoéstico en la ONCF podria mejorarse con un abordaje interdisciplinar, la
indicacion temprana de la resonancia magnética y la instruccion de los clinicos
en la identificacion de las caracteristicas por imagen de la ONCF.

Marcadores histolégicos en el diagnéstico de Ila ONCF.
En relacion con el diagnéstico histoldgico, esta tesis confirma que la evaluacion
de las lagunas osteociticas vacias es un método legitimo para el diagnéstico de
la ONCF, pero que no siempre se relaciona directamente con la edad ni con el
estadio de la enfermedad. Una proporcion importante de los casos
diagnosticados como artrosis de cadera cumplieron criterios histolégicos para
ONCEF, lo que invita a prestar especial atencién al diagnéstico diferencial de estas
dos entidades durante la practica clinica.

Fisiopatologia de las CMMs en la ONCF
Existen pruebas en la literatura de que las CMMs de los pacientes con ONCF
presentan una disminucion en la capacidad de proliferacion, si bien la evidencia
disponible es reducida y limitada a necrosis avasculares secundarias a
corticosteroides. En este trabajo evidenciamos por el contrario un incremento en
la capacidad proliferativa de dichas células, hecho que no se ha estudiado hasta
el momento en la ONCF idiopatica. Por otro lado, nuestro estudio corrobora la
limitacion en la capacidad de diferenciacion osteogénica de la CMM en el
paciente con ONCF. Ambos fendbmenos merecen ser estudiados en mayor
profundidad en las ONCFs de naturaleza idiopatica.
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