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Resumen/Resumo/Summary

RESUMEN

La osteoartritis es la enfermedad articular degenerativa mas frecuente en el hombre y
en los animales. Se trata de una compleja patologia cronica que a afecta a las
articulaciones sinoviales causando molestia, dolor e incapacidad funcional y que se
caracteriza, principalmente, por la destruccion progresiva del cartilago articular, la
alteracion del hueso subcondral y la inflamacién de la membrana sinovial. El
tratamiento de la osteoartritis, tanto en medicina humana como veterinaria, continua
siendo un reto en el ambito de la investigacion, al no disponer de farmacos aprobados
capaces de modificador el desarrollo de la enfermedad. Los farmacos sintomaticos de
accion lenta y los bifosfonatos constituyen algunos de los grupos terapéuticos que
han suscitado mayor interés en los ultimos afios. Estos farmacos han demostrado
presentar efectos analgésicos y antiinflamatorios tanto en estudios clinicos como
preclinicos. Sin embargo, sus efectos estructurales a nivel de la articulacion sinovial
todavia no se han esclarecido y su eficacia continua siendo dudosa. Ademas, existe
una clara falta de evidencia cientifica evaluando sus efectos a largo plazo. El objetivo
principal de esta tesis doctoral fue evaluar el efecto a largo plazo del tratamiento via
oral de un bifosfonato y de una combinacion de farmacos de accion lenta en los
diferentes tejidos articulares de un modelo experimental de osteoartritis en conejo.
Para ello se realiz6 la evaluacion morfolégica macroscopica, la evaluacion histologica
cualitativa y cuantitativa y el analisis microtomografico. Adicionalmente, se llevaron a
cabo dos revisiones sistematicas de la literatura cientifica actual, en las que se analiz6
la eficacia de estos farmacos en estudios preclinicos con modelos animales con objeto
de intentar clarificar su efectividad como posibles farmacos modificadores de la
enfermedad.

En el analisis de las publicaciones cientificas incluidas en las revisiones sistematicas,
se observé que la administracion de bifosfonatos parece mostrar una conservacion
positiva del hueso subcondral y una menor alteraciéon de los biomarcadores de
osteoartritis. Sin embargo, no parece suprimir el desarrollo de osteofitos y su efecto
condroprotector es muy variable entre los estudios. En cuanto a la administracion de
farmacos de accion lenta, parecen proporcionar efectos condroprotectores y menor
respuesta bioquimica inflamatoria en aproximadente la mitad de los estudios. Con
respecto al resto de componentes de la articulacion sinovial, no parecen ser capaces
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de suprimir los cambios a nivel del hueso subcondral, la inflamacién sinovial ni la
formacién de osteofitos, aunque se precisan mas estudios que evalten sus efectos a
estos niveles. En lineas generales, ambos grupos farmacolégicos parecen presentar
mejores respuestas terapéuticas con administraciones tempranas, con la seleccion de
dosis farmacolégicas altas y con la combinacion de terapias.

En cuanto a los efectos de los farmacos evaluados en nuestro estudio experimental,
los resultados del andlisis macroscopico e histologico mostraron que la
administracion de los tratamientos a largo plazo no logr6 disminuir el dafio articular.
Sin embargo, se observo un ligero efecto antiinflamatorio a nivel de la membrana
sinovial. En relacién al analisis cuantitativo de los cambios determinados a nivel del
hueso subcondral, ninguno de los grupos farmacolégicos logré prevenir el desarrollo
de osteofitos ni la pérdida de hueso subcondral trabecular. En ausencia de mas
estudios a largo plazo, los resultados sugieren que parece poco probable que estos
tratamientos puedan ser eficaces como farmacos modificadores de la osteoartritis.

Palabras clave: osteoartritis, bifosfonatos, SYSADOAs, modelos animales, cartilago,
hueso subcondral.



Resumen/Resumo/Summary

RESUMO

A osteoartrite é a enfermidade articular dexenerativa mais frecuente no home e nos
animais. Tratase dunha complexa patoloxia crénica que afecta as articulacions
sinoviais causando molestia, dor e incapacidade funcional e que se caracteriza,
principalmente, pola destrucion progresiva da cartilaxe articular, a alteracion do 6so
subcondral e a inflamacién da membrana sinovial. O tratamento da osteoartrite, tanto
en medicina humana como veterinaria, continla sendo un reto no ambito da
investigacion, ao non dispofier de farmacos aprobados capaces de modificar o
desenvolvemento da enfermidade. Os farmacos sintomaticos de accién lenta e os
bifosfonatos constitiien algins dos grupos terapéuticos que suscitaron maior interese
nos ultimos anos. Estes farmacos demostraron presentar efectos analxésicos e
antiinflamatorios tanto en estudos clinicos como preclinicos. Con todo, os seus efectos
estruturais a nivel da articulacion sinovial ainda non se esclareceron e a sua eficacia
continia sendo dubidosa. Ademais, existe unha clara falta de evidencia cientifica
avaliando os seus efectos a longo prazo. O obxectivo principal desta tese doutoral foi
avaliar o efecto a longo prazo do tratamento via oral dun bifosfonato e dunha
combinacién de farmacos de accidon lenta nos diferentes tecidos articulares dun
modelo experimental de osteoartrite en coello. Para iso realizouse a avaliacion
morfoloxica macroscépica, a avaliacion histoloxica cualitativa e cuantitativa e a
analise microtomografica. Adicionalmente, levaronse a cabo duas revisions
sistematicas da literatura cientifica actual, nas que se analizou a eficacia destes
farmacos en estudos preclinicos con modelos animais con obxecto de tentar clarificar
a sua efectividade como posibles farmacos modificadores da enfermidade.

Na analise das publicaciéns cientificas incluidas nas revisions sistematicas,
observouse que a administracion de bifosfonatos parece amosar unha conservacion
positiva do 6so subcondral e unha menor alteracion dos biomarcadores de
osteoartrite. Con todo, non parece suprimir o desenvolvemento de osteofitos e o seu
efecto condroprotector é moi variable entre os estudos. En canto 4 adminstracion de
farmacos de accién lenta, a suia administracion parece proporcionar efectos
condroprotectores e menor resposta bioquimica inflamatoria en aproximadamente a
metade dos estudos. Con respecto ao resto dos compofientes da articulacién sinovial,
non parecen ser capaces de suprimir os cambios a nivel do 4so subcondral, a
inflamacion sinovial nin a formacion de osteofitos, ainda que se precisa de mais
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estudos que avalien os seus efectos a estes niveis. En lifias xerais, ambos os grupos
farmacoloxicos parecen presentar mellores respostas terapéuticas con
administracions temperas, coa seleccibn de doses farmacoloxicas altas e coa
combinacién de terapias.

En canto aos efectos dos farmacos avaliados no noso estudo experimental, os
resultados da analise macroscopica e histoloxica mostraron que a administracion dos
tratamentos a longo prazo non logrou diminuir o dano articular. Con todo,
observouse un lixeiro efecto antiinflamatorio a nivel da membrana sinovial. En
relacién a analise cuantitativa dos cambios determinados a nivel do 6so subcondral,
ningun dos grupos farmacoldxicos logrou previr o desenvolvemento de osteofitos nin
a perda de 6so subcondral trabecular. En ausencia de mais estudos a longo prazo, os
resultados suxiren que parece pouco probable que estes tratamentos poidan ser
eficaces como farmacos modificadores da osteoartrite.

Palabras chave: osteoartrite, bifosfonatos, SYSADOAs, modelos animais, cartilaxe,
0so subcondral.



Resumen/Resumo/Summary

SUMMARY

Osteoarthritis is the most common degenerative joint disease in humans and animals.
It is a complex chronic pathology that affects the synovial joints causing discomfort,
pain and functional disability and is mainly characterised by progressive destruction
of the articular cartilage, disruption of the subchondral bone and inflammation of the
synovial membrane. The treatment of osteoarthritis, both in human and veterinary
medicine, remains a challenge in the field of research, as there are no approved drugs
capable of modifying the development of the disease. Slow-acting symptomatic drugs
and bisphosphonates are among the therapeutic groups that have attracted most
interest in recent years. These drugs have been shown to have analgesic and anti-
inflammatory effects in both clinical and preclinical studies. However, their structural
effects at the synovial joint level have not yet been elucidated and their efficacy
remains questionable. Furthermore, there is a clear lack of scientific evidence
evaluating its long-term effects. The main objective of this doctoral thesis was to
evaluate the long-term effect of oral treatment with a bisphosphonate and a
combination of slow-acting drugs on the different joint tissues in an experimental
model of osteoarthritis in rabbits. For that purpose, macroscopic morphological
evaluation, qualitative and quantitative histological evaluation and microtomographic
analysis were performed. Additionally, two systematic reviews of the current
scientific literature were carried out, analysing the efficacy of these drugs in
preclinical studies with animal models in an attempt to clarify their effectiveness as
potential disease-modifying drugs.

In the analysis of the scientific publications included in the systematic reviews, it was
observed that the administration of bisphosphonates seems to show a positive
preservation of subchondral bone and less osteoarthritis biomarkers alteration.
However, it did not appear to suppress the development of osteophytes and its
chondroprotective effect is highly variable between studies. As for the administration
of slow-acting drugs, their administration seems to provide chondroprotective effects
and lower inflammatory biochemical response in about half of the studies. In regard
to the other components of the synovial joint, they did not appear able to suppress
subchondral bone changes, synovial inflammation or osteophyte formation, although
more studies are required to assess their effects on such levels. Overall, both
pharmacological groups appeared to show better therapeutic responses with early
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administrations, with the selection of high drug doses as well as several combined
therapies.

Concerning the effects of the drugs investigated in our experimental study, the results
of the macroscopic and histological analysis showed that long-term administration of
the treatments failed to reduce the joint damage. However, a slight anti-inflammatory
effect was observed in the synovial membrane. In relation to the quantitative analysis
of the changes determined in the subchondral bone, none of the pharmacological
groups were able to prevent the development of osteophytes or the loss of the
trabecular subchondral bone. In the absence of further long-term studies, the results
suggest it seems unlikely that these treatments could be effective as osteoarthritis-
modifying drugs.

Keywords: osteoarthritis, bisphosphonates, SYSADOAs, animal models, cartilage,
subchondral bone.
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1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL TEMA

La osteoartritis (OA) o enfermedad degenerativa articular es una compleja patologia
cronica y progresiva, muy frecuente tanto en medicina humana como veterinaria, que
afecta a las articulaciones sinoviales causando molestia, dolor, e incapacidad
funcional. Morfolégicamente, esta enfermedad se caracteriza principalmente por la
presencia de un progresivo deterioro del cartilago articular, esclerosis del hueso
subcondral, inflamacién de la membrana sinovial y formacidn de osteofitos (Felson y
Neogi, 2004; Karsdal et al., 2008).

La OA ha sido considerada durante muchos afios una enfermedad degenerativa
asociada a la edad y el desgaste articular. Con el progreso de la biologia molecular, en
la década de los noventa, este paradigma fue profundamente modificado. Durante
esta época, se descubre la participacion y presencia de muchos mediadores
inflamatorios como prostaglandinas (PGs) y citoquinas que favorecen la producciéon
de metaloproteasas (MMPs) de matriz por parte de los condrocitos. Todo ello,
conduce a la formulacion de la teoria “inflamatoria”. Sin embargo, tuvieron que pasar
varios afios para que la sinovitis fuera aceptada como una de las caracteristicas
cruciales en la patofisiologia de la enfermedad. Asimismo, se ha investigado el papel
fundamental del hueso subcondral como elemento implicado en la degradacion del
cartilago articular, asi como fuente de producciéon de elementos inflamatorios.
Actualmente, se considera a la OA una enfermedad realmente compleja, con
participacién de mediadores inflamatorios a nivel de los 3 elementos estructurales
principales de la articulacion sinovial: cartilago articular, hueso subcondral y
membrana sinovial (Loeser et al,, 2012; Berenbaum, 2013). Sin embargo, a dia de hoy
todavia no se han esclarecido todos los mecanismos fisiopatolégicos de la
enfermedad, especialmente en estadios iniciales. Esto, por su parte, ha condicionado
de manera negativa el desarrollo de herramientas especificas de diagndstico
temprano y de terapias capaces de modificar el desarrollo de la enfermedad (McCoy,
2015).

El tratamiento de la OA, tanto en medicina humana como en medicina veterinaria,
continua siendo un reto en el ambito de la investigacion. En la actualidad, no existen
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farmacos modificadores de la enfermedad (DMOADs) aprobados para su tratamiento
en la OA, siendo los analgésicos y los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) las
principales opciones terapéuticas disponibles hasta el momento (He etal., 2020).
Estos farmacos producen un alivio rapido y efectivo de los sintomas. Sin embargo, su
administracion a largo plazo se ha asociado a la aparicion de multiples efectos
secundarios (Apostu etal, 2019). El desarrollo de los farmacos sintomaticos de
accion lenta (SYSADOAs) como posibles opciones terapéuticas en el manejo de la OA,
supuso una gran esperanza en el ambito de la investigacion. Dentro de este grupo de
farmacos, los precursores de la matriz del cartilago, cominmente llamados
condroprotectores, como la glucosamina, el condroitin sulfato (CS) y el acido
hialurénico (HA) han demostrado efectos clinicos y preclinicos positivos en el manejo
de la OA en el hombre y en los animales. Su administracién se ha relacionado con una
mejoria de la sintomatologia clinica de los pacientes, como la reduccién del dolor
asociado a OA y un aumento de la funcionalidad articular (Henrotin etal., 2005;
Huskisson, 2008; Comblain etal, 2016). Ademas, algunos estudios preclinicos han
evidenciado que el tratamiento con condroprotectores contribuye a la disminucion
del dafio en el cartilago y demas estructuras sinoviales, presentando también efectos
antiinflamatorios a nivel articular (Wen etal., 2010; Terencio etal., 2016). Por el
contrario, otros autores refieren que su administracion no parece mejorar el dafio
estructural en la articulacidn sinovial (Panahifar et al., 2014; Roman-Blas et al., 2017).
La heterogeneidad de resultados observada, asi como la falta de estudios
experimentales a largo plazo, dificulta su evidencia cientifica y hoy en dia, su
recomendacion para el tratamiento de la OA es controvertida. Por otro lado, los
bifosfonatos constituyen otro de los grandes grupos de farmacos propuestos para el
tratamiento de la OA en estadios iniciales, por su posible efecto inhibidor a nivel de la
remodelacion del hueso subcondral y consecuente descenso del dafio a nivel del
cartilago articular (Karsdal etal, 2014). Aunque algunos articulos cientificos han
evidenciado resultados prometedores, su eficacia continua siendo dudosa. Ademas,
las diferencias observadas entre los resultados preclinicos y los ensayos clinicos
generan mayor controversia en cuanto a su posible uso como DMOADs (Eriksen et al,,
2020).

Los modelos animales experimentales en la OA juegan un papel fundamental en la
evaluacion de la eficacia terapéutica de numerosos farmacos, al permitirnos evaluar
de forma directa el efecto de la administracion de los tratamientos sobre el tejido
articular a lo largo de las diferentes fases de la enfermedad (Kuyinu et al., 2016). En
este sentido, el efecto de los condroprotectores y de los bifosfonatos ha sido
ampliamente investigado en numerosos modelos animales. Sin embargo, en la
actualidad su uso como posibles estrategias terapéuticas en el manejo de la OA sigue
generando discusion en la comunidad cientifica. Debemos tener en cuenta que, en los
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métodos de evaluacidon histoldgica, la subjetividad y la posibilidad de variaciones
intra-e inter-observador son muy elevadas, lo que podria justificar algunas de las
discrepancias observadas entre estudios (Pastoureau etal, 2010). Asimismo, al
tratarse de farmacos de inicio de accidn lento, se precisa de estudios prolongados en
el tiempo que permitan clarificar la funcionalidad de estos tratamientos. A todo esto
debemos sumar el posible “efecto placebo”, descrito en medicina humana pero
también en medicina veterinaria, pudiendo atribuir a este efecto algunas de las
respuestas beneficiosas observadas en ensayos clinicos tras la administracion de los
tratamientos (KuKanich, 2013). Todas estas circunstancias hacen que sea
fundamental el desarrollo de estudios preclinicos a largo plazo que evalien de
manera objetiva, reproducible y fiable, el efecto terapéutico de estos farmacos en la
patologia osteoartritica.

2 LA OSTEOARTRITIS EN MEDICINA VETERINARIA

2.1 EPIDEMIOLOGIA Y PREVALENCIA

La OA es la patologia articular crénica degenerativa mas frecuente en personas y
animales y su manejo constituye un reto en investigacion biomédica. En medicina
humana, el impacto fisico y econémico de esta enfermedad musculoesquelética es
enorme, afectando aproximadamente al 15% de la poblacién global y a mas del 50%
de la poblacion alrededor de los 60 afios de edad (Johnson y Hunter, 2014; Nelson,
2018). Ademas, es una de las principales causas de discapacidad en el mundo, en gran
parte debido al dolor, que constituye el sintoma principal de esta enfermedad (Neogi,
2013).

En cuanto a la medicina veterinaria, se trata de una enfermedad muy frecuente en los
animales de compafiia. Sin embargo, actualmente se desconocen los datos
epidemiolégicos precisos de la prevalencia de la OA en las diferentes especies
animales, y los resultados publicados muestran valores contradictorios (Henrotin
etal.,, 2005). La aparicion de signos clinicos tipicos de la enfermedad, como cojera,
dolor y rigidez articular, disminuyen notablemente la calidad de vida de los pacientes
afectados (Rychel, 2010). Adicionalmente, el dolor producido en el desarrollo de la
enfermedad es frecuentemente mal manejado en los animales; como consecuencia,
algunos casos clinicos severos pueden derivar en eutanasias prematuras (Epstein
etal, 2015).

En cuanto a los animales de compaiiia, en la especie canina esta enfermedad es un
desorden comun que puede afectar a perros de distintas edades y ocasiona claros
signos de dolor y cojera (Aragon et al,, 2007). Dentro de las principales articulaciones
afectadas se incluyen las caderas, las rodillas, los hombros y los codos (Pettitt y
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German, 2015). Respecto a su prevalencia, se ha estimado que alrededor del 20% de
la poblacion canina podria presentar la enfermedad (Johnston, 1997). Sin embargo,
investigaciones posteriores han reportado valores diferentes. En el caso del estudio
realizado por Anderson et al. (Anderson et al., 2018) se observaron prevalencias del
2.5% en los centros de atencion primaria de Reino Unido. De manera similar, O’Neill
et al. (0" Neill etal,, 2014), estimaron frecuencias en torno al 6.6% de los casos. Si
bien es cierto que la enfermedad puede desarrollarse a cualquier edad, los perros
geriatricos parecen mostrar los valores mas elevados. En concreto, se ha observado
que la edad de diagnéstico mas frecuente seria alrededor de los 8 afios de edad
(Anderson etal,, 2018). En general, las razas grandes y algunas razas puras parecen
desarrollar de manera mas precoz y severa los signos clinicos de OA (Rychel, 2010).
Sin embargo, es bastante frecuente que los primeros sintomas de la enfermedad
pasen inadvertidos al propietario, por lo que la enfermedad articular normalmente es
diagnosticada en estadios tardios (Anderson et al., 2018).

En relaciéon a la especie felina, también constituye una patologia articular muy
frecuente, sobre todo en gatos geriatricos, estimandose prevalencias del 61% en
gatos alrededor de los 6 afios de edad (Slingerland etal., 2011) y hasta del 90% en
aquellos gatos de mas de 12 afios (Hardie etal., 2002). En un estudio reciente, se
observo que en el 90.8% de los animales con OA, la enfermedad se presentaba de
manera bilateral, de manera que la afectacion simétrica parece ser una caracteristica
de la OA en felinos (Kimura et al.,, 2020). Las articulaciones de la cadera, rodilla y el
codo son las mas frecuentemente afectadas en esta especie (Lascelles, 2010), siendo
ésta ultima la que presenta prevalencias mas elevadas en la actualidad (Kimura et al,,
2020). Aunque la OA en gatos se ha relacionado con cambios de comportamiento
como la disminucién de la movilidad y un menor acicalado (Slingerland et al., 2011),
es importante destacar que un elevado porcentaje de animales son
infradiagnosticados. Esto podria estar relacionado con la ausencia de cojera tipica
observada en otras especies, la dificultad a la hora de realizar el examen fisico, asi
como la falta de identificacidon de la enfermedad mediante radiografias por parte de
los clinicos (Bennett et al.,, 2012a). Adicionalmente, el manejo farmacoldgico en esta
especie es realmente complejo, relacionado con una disponibilidad reducida de
medicamentos aprobados para su uso en gatos, asi como al aumento de los efectos
adversos y de las complicaciones asociadas a la administracion de los mismos
(Bennett et al., 2012b).

Por otro lado, Arzi et al. (Arzi etal, 2012) realizaron un estudio retrospectivo en
conejos domésticos observando evidencias radiograficas de OA a partir del afio de
edad, y prevalencias de la enfermedad en aproximadamente el 50% de los animales
mayores de 6 aflos y >70% en los mayores de 9 afios. En cuanto a las articulaciones
mas afectadas, los valores mas altos se determinaron en la rodilla y la cadera.
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Finalmente, ademas de la relacidn entre la OA y la edad, también se identificé una
correlacion positiva entre OA y la obesidad, de manera similar a lo observado en el
hombre y otras especies animales domésticas.

Dentro de los grandes animales de compaiiia, la OA es una de las enfermedades mas
prevalentes e incapacitantes en los caballos de deporte, afectando fundamentalmente
a la articulaciéon metacarpofalangiana y ocasionando una cojera cronica y dolorosa,
asi como, una importante pérdida econémica dentro del sector equino (Neundorf
etal, 2010). Ademas, algunos autores han reportado prevalencias notables de OA
cervical en caballos de salto. Especificamente, se ha observado la presencia de OA de
moderada a severa a nivel de la articulacion cervical C6-C7 en el 25% de la poblacién
evaluada (Espinosa-Mur et al., 2020).

2.2 ETIOPATOGENIA Y CLASIFICACION

La OA se ha identificado como una enfermedad multifactorial asociada a numerosos
factores de riesgo -como pueden ser factores de naturaleza genética, metabdlica,
bioquimica y biomecanica-, asi como a factores relacionados con el paciente -como la
edad, la obesidad, el sexo y los niveles hormonales-. En relacion a esto, se ha
observado un claro aumento de la prevalencia y de la gravedad de la enfermedad en
los animales de edad avanzada (Poole etal.,, 2010). Asimismo, algunos animales han
mostrado una importante influencia genética en el desarrollo de la OA, que a su vez
puede exacerbarse en funcion del estilo de vida de cada individuo, observandose una
gran asociacion con el tipo de dieta y los niveles de actividad fisica (Anderson etal,
2018). En ese sentido, el efecto de la obesidad sobre el desarrollo de la OA ha sido
ampliamente investigado en estudios previos, como el de Smith et al. (Smith etal,
2006), donde se observé que los perros alimentados ad libitum, y, por lo tanto, con
mayores prevalencias de sobrepeso, tenian mas probabilidades de desarrollar OA que
aquellos que estaban recibiendo una dieta de ingesta controlada. Sin embargo, otros
autores también defienden la posibilidad de que el propio aumento de peso sea
secundario al desarrollo de la enfermedad articular, como consecuencia de la
reduccion de la actividad fisica del individuo y por lo tanto de su gasto energético
(Anderson et al,, 2018).

En relacion a la influencia del sexo, sabemos que tiene una gran importancia en la
patofisiologia de muchas enfermedades, incluida la OA. En medicina humana, la
incidencia de OA de rodilla, cadera y mano es mas alta en mujeres que en hombres, y
aumenta notablemente en mujeres menopausicas (Neogi, 2013). En el caso de la
especie canina, se han observado prevalencias mas altas de OA en machos en
comparaciéon con las hembras, probablemente asociado a cierto efecto protector de
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las hormonas sexuales femeninas (Hays etal., 2007). También se observé que los
perros esterilizados presentaban mayor probabilidad de desarrollar OA asociada a
displasia de cadera, codo y rotura de ligamento cruzado (Anderson etal., 2018). Por
todo ello, algunos autores han investigado la influencia de los factores hormonales en
el desarrollo de la enfermedad (Boyan etal, 2013). Sin embargo, la evidencia
cientifica en este campo continta siendo limitada y los resultados son contradictorios.
Ademas, la mayoria de los estudios experimentales que investigan la influencia de
estos factores en modelos animales de OA son escasos y utilizan mayoritariamente
machos, por lo que existe una marcada falta de evidencia en dilucidar las diferencias
especificas de esta patologia en relacion al sexo y sus mecanismos moleculares
(Contartese et al., 2020).

En cuanto a la clasificacion de la OA en funcion de la etiologia de la patogenia,
podemos clasificarla en primaria o idiopatica y secundaria (Altman et al., 1986).

La OA primaria es un fendmeno natural en la que se producen cambios
degenerativos a nivel articular sin la presencia de otra enfermedad subyacente. Se
trata de la forma de presentacién mas similar a la observada en el hombre y la
mas habitual en la especie felina, aunque también se han documentado causas
congénitas, traumaticas, infecciosas, nutricionales e inmunomediadas en esta
especie (Lascelles, 2010).

La OA secundaria se asocia fundamentalmente a traumatismos, enfermedades
congénitas, alteraciones metabdlicas, infecciosas y nutricionales. En el perro
constituye la forma de presentacion mas frecuente, observandose
fundamentalmente tras el desarrollo de una alteracion articular previa, como la
rotura del ligamento cruzado craneal o la luxacion de rétula. Sin embargo, en la
actualidad se desconoce la proporcion de perros que desarrollan la OA de manera
secundaria a estas u otras condiciones predisponentes (Rychel, 2010).

2.3 EL DOLOR ASOCIADO A LA OSTEOARTRITIS EN LOS ANIMALES DE COMPANIA:
IMPLICACIONES Y REPERCUSION

Los efectos negativos relacionados con el dolor crénico asociado a la OA y al deterioro
de la movilidad articular dan lugar a una importante disminucién de la calidad de
vida de los pacientes afectados. Adicionalmente, el dolor créonico puede provocar
cambios en el comportamiento de los animales, lo que supone un importante impacto
emocional para los propietarios, asi como un gasto econémico considerable (Mathews
etal, 2015; Belshaw etal, 2020). En algunas ocasiones, los efectos de esta
enfermedad sobre la calidad de vida de las mascotas son tan acusados que algunos
propietarios deciden llevar a cabo la eutanasia prematura del animal (Rychel, 2010).
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Por el contrario, algunas veces el dolor cronico puede ser infradiagnosticado,
asociando las alteraciones del comportamiento y la reduccién de la movilidad de los
animales a los propios efectos del envejecimiento.

Aunque todavia no conocemos los mecanismos concretos de la fisiopatologia del
dolor por OA, algunos autores sefalan al hueso subcondral como elemento principal
implicado en su desarrollo. Teniendo en cuenta que el cartilago articular es una
estructura desprovista de vasos sanguineos y tejido nervioso, se ha determinado que
el dolor de esta patologia esta altamente relacionado con los tejidos periféricos, como
el hueso subcondral, la membrana sinovial y los meniscos (ladarola etal., 2018).
Adicionalmente, se ha observado que la inflamacion del espacio articular juega un
papel fundamental en la patogénesis del dolor crénico. Los factores de crecimiento,
citoquinas y demas mediadores inflamatorios participan en la generacion del dolor
por OA a través de la degradacion del cartilago articular y la estimulaciéon de
nociceptores locales (Hu etal, 2021). Asimismo, la angiogénesis en la OA podria
contribuir al desarrollo del dolor a través del aumento de la inflamacion, la alteracion
de la union osteocondral y la inervacion sensorial inapropiada de las estructuras
articulares vulnerables (Mapp y Walsh, 2012). Adicionalmente, la percepciéon
nociceptiva continua por parte del sistema nervioso central puede dar lugar a
cambios en el sistema somatosensorial y a la aparicion de sensibilidad central en OA,
lo que contribuye a la percepcion del dolor, siendo esto especialmente frecuente en la
especie felina (Guillot etal, 2013). Clinicamente, los pacientes desarrollaran
hiperalgesia, es decir, una respuesta de dolor incrementada ante estimulos dolorosos,
asi como alodinia, que es la aparicion del dolor ante estimulos que normalmente no
son dolorosos (Mathews etal., 2015). Los efectos del dolor crénico en los pacientes
afectados por OA, no solo implican a la articulacién afectada, sino que producen un
deterioro sistémico a nivel musculoesquelético que contribuye a una mayor
alteracion de la movilidad. Ademas, se ha observado que los efectos combinados del
dolor articular, la sensibilizaciéon central y el deterioro de la actividad funcional
podrian tener efectos negativos significativos sobre la calidad del suefio y el estado
afectivo de los animales (Knazovicky et al., 2015).

En la actualidad, las opciones de tratamiento para el control del dolor a largo plazo en
animales de compafiia son realmente limitadas, debido fundamentalmente a la
aparicion de efectos adversos asociados. Por otra parte, parece que la efectividad de
los analgésicos coadyuvantes es bastante impredecible segin la especie y las
caracteristicas individuales de cada animal (KuKanich, 2013). Por todo ello, el dolor
cronico asociado a la OA contintia siendo una entidad clinica dificil de tratar,
existiendo una necesidad urgente de desarrollar tratamientos efectivos que permitan
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su administracion crénica de forma segura con objeto de mejorar la calidad de vida
del paciente y disminuir su incapacidad funcional.

3 PATOGENIA DE LA OSTEOARTRITIS

La patogenia de la OA implica la participacion e interaccion de todos los tejidos que
componen la articulacidn sinovial, incluyendo los meniscos, ligamentos, tendones y
musculos que rodean la articulacion (Loeser etal, 2012). Los principales rasgos
patoldgicos que se producen en la OA incluyen la degradacion del cartilago articular,
el engrosamiento de la placa 6sea subcondral, la formacion de osteofitos, la
inflamacion sinovial, la degeneracion de ligamentos y la hipertrofia capsular (Carballo
etal., 2017).

Aunque inicialmente la OA fue considerada una enfermedad degenerativa asociada al
envejecimiento y causada por factores biomecanicos de “desgaste”, posteriormente se
descubri6 que la mayoria de los casos presentaban una clara disposicion
multifactorial asociada a diversos factores, como la edad, obesidad, factores genéticos
y traumatismos (Loeser etal, 2012). Actualmente, la comunidad cientifica coincide
en aceptar a la OA como un proceso dinamico y complejo que involucra tanto factores
mecanicos como inflamatorios y metabolicos (He et al., 2020).

3.1 FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOARTRITIS

A pesar de que la OA se conoce desde hace décadas, los mecanismos fisiopatolégicos
de esta enfermedad siguen generando confusiéon (Hu etal, 2021). Aunque
inicialmente se consider6 que la OA era una enfermedad producida por una
alteracion del cartilago articular, actualmente se sabe que es un enfermedad mucho
mas compleja en la que juegan un papel fundamental los mediadores inflamatorios
liberados a nivel del cartilago, hueso subcondral y membrana sinovial (Berenbaum,
2013).

El inicio de la enfermedad se ha asociado a un desequilibrio entre el proceso de
degradacién y de reparacién del cartilago (Goldring y Marcu, 2009). Sin embargo, la
secuencia exacta de los eventos que desencadenan la enfermedad continda siendo
motivo de debate en la comunidad cientifica. Algunos autores sugieren que las
alteraciones biomecanicas pueden ocasionar estrés articular, viéndose afectada tanto
la integridad de la matriz extracelular como el metabolismo de los condrocitos.
Cuando se produce una pérdida de homeostasis en la articulacion, se produce un
aumento de liberacion de citoquinas proinflamatorias, como interleuquinas (IL)-1p,
IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral (TNF-a), que a su vez favorecen la expresion de
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otros factores catabdlicos (MMPs, agrecanasas, 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2
(PGE2) y ciclooxigenasa 2 (COX-2)), que pueden estimular la apoptosis y necrosis de
los condrocitos (Maldonado y Nam, 2013). Asimismo, mediante diferentes vias de
sefializacidn, se da lugar a la degradacion de la matriz extracelular del cartilago lo que
conduce a la aparicidn de fibrilacidon y erosion de la superficie articular, que puede
llegar a la exposicion del hueso subcondral. También se observan alteraciones a nivel
de la microestructura y composicion 6sea, asi como la presencia de inflamacién de la
membrana sinovial (Sharma etal,, 2013). La pérdida progresiva de la arquitectura
estructural del cartilago, junto con un aumento de la actividad de los osteoclastos en
el hueso subcondral, favorecen el desarrollo de canales 6seos en la placa subcondral
que transportan mediadores inflamatorios y factores proangiogénicos, como el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), que favorece la neovascularizacion del
cartilago (Mapp y Walsh, 2012). Adicionalmente, los condrocitos se hipertrofian y
comienzan a depositar calcio en la matriz extracelular, dando lugar a la osificacion
endocondral del cartilago calcificado (Van der Kraan y Van den Berg, 2012). Todo ello
contribuye al desarrollo de la esclerosis de la placa dsea subcondral, asi como a otras
alteraciones que son resultado de la remodelacion 6sea anormal (Felson y Neogi,
2004; Karsdal et al., 2008).

Adicionalmente, desde un punto de vista bioquimico se han investigado otros factores
que puedan contribuir a la fisiopatologia de la OA. En el caso del envejecimiento
celular, se ha observado que en las personas de edad avanzada, se produce un amento
de los productos finales de glicacion avanzada (AGE) en el cartilago articular. Estos
AGE se unen a los condrocitos y favorecen la liberacién de citoquinas
proinflamatorias y de VEGF, lo que finalmente conduce a la degeneracién del cartilago
articular (DeGroot et al., 2004).

3.2 PRINCIPALES ESTRUCTURAS ARTICULARES Y SU PAPEL EN LA
OSTEOARTRITIS

3.2.1 El cartilago articular en la osteoartritis, metabolismo y propiedades
biomecdnicas

El cartilago articular es un tipo de cartilago hialino especializado en el que destaca la
ausencia de vasos sanguineos, terminaciones nerviosas y tejido linfoide (He etal,
2020). En condiciones fisiologicas, su aspecto macroscopico es blanco, liso y brillante.
Esta compuesto principalmente, por dos elementos: la matriz extracelular y unas
células altamente especializadas conocidas como condrocitos. La matriz extracelular
es la responsable de las propiedades mecanicas del cartilago, transmitiendo y
distribuyendo las cargas ejercidas sobre la articulacién. Representa
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aproximadamente el 95% de su estructura y esta compuesta principalmente por
agua, colageno tipo II (Coll-II) y otros tipos de colageno (VI, IX, X y XI), proteoglicanos
(principalmente agrecanos) y glicoproteinas (Goldring, 2012; Carballo etal., 2017).
Los condrocitos son unas células con baja actividad metabdlica capaces de sobrevivir
en condiciones hipoxicas y que juegan un papel clave en el metabolismo del cartilago,
sintetizando colageno, proteoglicanos y proteinas no colagenasas que conformaran la
matriz extracelular. Cuando se localizan superficialmente, los condrocitos producen
lubricina, proteina esencial para disminuir la friccion ocasionada en el movimiento
articular (Goldring, 2012). La patogénesis de la OA parece estar fuertemente
relacionada con cambios en la actividad de los condrocitos como los procesos de
hipertrofia y apoptosis, y la producciéon de sustancias pro-inflamatorias (He etal,
2020).

El cartilago articular se divide en varias zonas: superficial, intermedia, profunda y
calcificada, que a su vez presentan diferente composicion de la matriz y la orientacion
celular asi como diferente morfologia y propiedades funcionales de los condrocitos
(Bhosale y Richardson, 2008):

La zona superficial o tangencial es la mas delgada de todas las capas del cartilago.
Esta compuesta por condrocitos de pequefio tamafio que presentan una forma
aplanada, se disponen paralelamente a la superficie articular y se encuentran
rodeados de fibras de colageno. Esta zona del cartilago, esta cubierta por una fina
pelicula de liquido sinovial conocida como “lamina splendens” o “lubricina”, que
juega un papel fundamental en la lubricacién articular.

La zona intermedia o de transicion estd formada por condrocitos
predominantemente redondeados, distribuidos aleatoriamente e incrustados en
una abundante matriz extracelular. Presenta una gran cantidad de proteoglicanos
y agrecanos.

La zona profunda o radial presenta condrocitos de forma redondeada dispuestos
de manera perpendicular a la superficie articular. En cuanto al contenido de la
matriz, en esta zona las fibras de colageno presentan el mayor diametro y se
observa una mayor concentracion de proteoglicanos que en el resto de las zonas.
Sin embargo, su densidad celular es la mas baja.

La zona de cartilago calcificado corresponde a la capa mas profunda del cartilago
situado adyacente al hueso subcondral y separado de la zona profunda del
cartilago no calcificado por el “tidemark” o linea basofila altamente calcificada. El
cartilago calcificado contiene un pequefio volumen de células incrustadas en una
matriz calcificada. Presenta una actividad metabdlica muy baja y condrocitos
hipertroficos capaces de sintetizar colageno tipo X, responsable de la integridad
articular y de favorecer la amortiguacion mecanica junto con el hueso subcondral.
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Dado que los condrocitos son el Unico componente celular del cartilago articular
adulto, una gran parte de la investigacion de la OA se ha centrado en el papel de estas
células en la patogenia de la enfermedad. Los condrocitos son responsables de la
homeostasis celular, y son capaces de responder a fuerzas mecanicas y cambios
estructurales en la matriz del cartilago circundante (Goldring y Goldring, 2010). Sin
embargo, su actividad metabodlica puede verse afectada por multiples factores
bioquimicos y mecanicos. Los condrocitos sufren mayor estrés y alteraciones durante
el envejecimiento, lo que ocasiona alteraciones en el contenido, composicién y
organizacion estructural de la matriz extracelular (Aigner etal, 2007). Se ha
observado que en estadios iniciales de la enfermedad, se produce un aumento
transitorio de la proliferacion de condrocitos y de su actividad anabdlica (Sandell,
2007). Sin embargo, a medida que la enfermedad progresa, se produce un aumento de
la actividad catabdlica asociada a una mayor produccidon de enzimas proteoliticas y
colagenasas, ocasionando la pérdida gradual de proteoglicanos en la superficie del
cartilago y la ruptura de las fibras de colageno tipo Il (Goldring y Goldring, 2010).
Asimismo, se ha observado que los dafios en la superficie articular aumentan la
permeabilidad del cartilago favoreciendo el paso de agua al interior de la matriz. Esta
tumefaccidon del cartilago disminuye su elasticidad, lo que, a su vez, favorece una
mayor degeneracion del mismo (Bhosale y Richardson, 2008).

Ante perturbaciones en la biomecanica articular, los condrocitos pueden responder
mediante el aumento de su actividad anabdlica o aumentando la produccién de
citoquinas inflamatorias. Estudios in vitro han demostrado que la compresidn estatica
estimula la pérdida de proteoglicanos, dafia la red de colageno y reduce la sintesis de
proteinas de la matriz del cartilago, mientras que la compresiéon dinamica favorece la
actividad sintética de la matriz extracelular (Guilak et al., 2004). En relacion a esto, se
ha observado que el movimiento articular y la presencia de cargas dinamicas
favorecen el correcto mantenimiento del metabolismo y estructura del cartilago,
mientras que la inactividad potencia la degradacién del mismo (Carrillo, 2020).
Aunque es cierto que los condrocitos pueden modular su estado funcional en
respuesta a la carga articular, su capacidad para reparar y modificar la matriz
extracelular circundante es realmente limitada (Goldring y Goldring, 2010).
Asimismo, la capacidad de reparacion del cartilago esta influenciada por diversos
factores, como la vascularizacion del tejido, el tamafio y profundidad del defecto, el
trauma repetitivo y la edad (Bhosale y Richardson, 2008). En la actualidad, aunque
varios tratamientos han mostrado resultados prometedores en esta area, ninguno de
ellos ha logrado demostrar la capacidad de regenerar un neocartilago con la misma
estructura y funciones que el cartilago nativo (Huang et al., 2018b).
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3.2.2 Elroldel hueso subcondral en la patogenia de la osteoartritis

Aunque actualmente sabemos que esta enfermedad involucra a todos los tejidos de la
articulacidn sinovial y no solo al cartilago articular, algunos autores han observado
que tanto la capa articular como el hueso periarticular parecen mostrar el impacto
mas severo de la enfermedad (Wang etal., 2011). El hueso subcondral constituye la
estructura encargada de dar soporte al cartilago articular, distribuir la carga
mecanica y aportar nutricion a las capas profundas del cartilago, por lo que pequefios
cambios en el microambiente 6seo podrian afectar al metabolismo del cartilago de
manera directa o indirecta (Hu etal,, 2021). El hueso subcondral esta compuesto
fundamentalmente por colageno tipo I y se divide anatdmicamente en dos zonas
diferenciadas: la placa 6sea subcondral y el hueso trabecular subcondral (Burr, 2004).
La placa 6sea subcondral esta constituida por el cartilago calcificado y el hueso
subcondral cortical. Se trata de una placa calcificada y compacta que presenta poros a
través de los cuales discurren multiples vasos y fibras nerviosas. Por su parte, el
hueso trabecular presenta una estructura Osea esponjosa y experimenta una
remodelacion 6sea continua (Hu etal, 2021). La unidad osteocondral articular
incluye por lo tanto al cartilago no calcificado, el cartilago calcificado, el hueso cortical
y el hueso trabecular subcondral (Goldring y Goldring, 2016).

En cuanto a los principales cambios observados a nivel 6seo articular durante la
progresion de la enfermedad se incluyen, entre otros, el aumento del recambio 6seo,
la modificacion estructural del hueso trabecular, la esclerosis de la placa dsea
subcondral y la formacion de osteofitos y quistes 6seos subcondrales (Felson y Neogi,
2004; Karsdal et al., 2008). Concretamente, se ha sugerido que el engrosamiento de la
placa 6sea, podria estar altamente relacionado con la progresion de la artrosis
(Carlson et al., 1996). Por otro lado, la aparicién de lesiones de la médula 4sea (BML)
se han asociado a la presencia de dafio articular, especialmente en la meseta tibial,
por lo que su deteccion en el diagnostico de la enfermedad parece informar sobre el
estado degenerativo de la unidad osteocondral al correlacionarse con la progresion y
gravedad de la OA (Muratovic et al.,, 2019).

Durante el desarrollo de la OA, tanto la arquitectura como las propiedades del hueso
periarticular se modifican a través de los procesos de remodelacién. En este sentido,
aunque sabemos que la renovacién 6sea del hueso subcondral es dependiente de la
actividad osteoclastica, el rol especifico de los osteoclastos en la patogénesis de la OA
todavia requiere mucha atencion dentro de la comunidad cientifica (Karsdal etal,
2008). Es posible que los cambios en el contenido mineral y en el grosor del cartilago
calcificado jueguen un papel mas importante en la patogenia de la OA de lo que se
cree (Felson y Neogi, 2004). En los ultimos afios se ha sugerido que la integridad del
cartilago articular podria estar altamente relacionada con el estado y calidad del
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hueso subcondral (Felson y Neogi, 2004; Karsdal etal, 2008). Actualmente, se
considera que el hueso subcondral juega un papel fundamental en el inicio y
progresion de la enfermedad articular (Goldring y Goldring, 2010; Castafieda etal,
2012). En relacion con esto, alguno autores ya han demostrado que existe una fuerte
correlacion entre la remodelacidon del hueso subcondral y la degeneracion articular
del cartilago desde las primeras etapas del desarrollo de 1la OA (Aho et al., 2017). Sin
embargo, la relacion exacta que existe entre ambos componentes y otros cambios
patoldgicos todavia no esta clara y existe una gran controversia en determinar si los
cambios observados a nivel del hueso subcondral preceden, concurren o se
desarrollan con posterioridad a la erosién del cartilago (Strassle et al., 2010). Algunas
publicaciones actuales ya defienden la hipotesis de que la degeneracion del cartilago
articular se produce en paralelo a los cambios patologicos determinados a nivel 6seo
(Finnila etal,, 2017). Por otro lado, recientemente se ha observado que las lesiones
Oseas subcondrales y la angiogénesis podrian desarrollarse antes que la degeneracion
del cartilago (Hu et al,, 2021).

Por todo ello, parece evidente que los cambios observados a nivel del hueso
subcondral en la patofisiologia de la OA no son meras manifestaciones secundarias de
la enfermedad, sino que son componentes activos de la misma. El aumento de la
vascularizacion y la formacion de microfisuras en las articulaciones, podria facilitar el
paso de moléculas del componente cartilaginoso al hueso y viceversa. Asimismo, la
comunicacion intercelular entre ambos tejidos, podria regular el comportamiento
funcional de los condrocitos y los osteoblastos y alterar la fisiopatologia de las
articulaciones durante la OA (Sharma et al., 2013).

3.2.3 La membrana sinovial en la patofisiologia y desarrollo de los signos clinicos de la
osteoartritis

Durante afios, la OA era considerada un proceso degenerativo y, por ello, la mayoria
de las investigaciones se han concentrado en la evaluacidn del cartilago articular y en
el estudio de los condrocitos. Actualmente, sabemos que existe una actividad
inflamatoria a nivel de la membrana y la capsula sinovial que involucran a otros
tejidos conectivos, incluyendo el cartilago y el hueso subcondral (Poole et al., 2010).
Histopatolégicamente, la sinovitis estd caracterizada por la presencia del
engrosamiento de la membrana sinovial, observandose tanto hipertrofia como
hiperplasia, infiltrado de células inflamatorias y angiogénesis. Todo ello a su vez,
favorece la produccion de mediadores inflamatorios como citoquinas y factores de
crecimiento, implicados en la inflamacion, el catabolismo y el estrés oxidativo celular.
Asimismo, se ha demostrado que la sinovitis se correlaciona con la gravedad y la
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progresion de la OA y que constituye la primera causa de dolor en los pacientes
afectados por la enfermedad (Ayral etal, 2005). Ademas, estos pacientes pueden
presentar tumefaccion a nivel de la articulacion afectada, relacionada con la
inflamacion intraarticular y la presencia de sinovitis y/o derrame articular
(Berenbaum, 2013).

La membrana sinovial es la encargada de producir liquido sinovial, que esta
compuesto mayormente por lubricina y acido hialurénico, ambos encargados de la
lubricacion y nutricion del cartilago. Los sinoviocitos de la membrana sinovial pueden
ser de dos tipos: fibroblastos y macréfagos. Los fibroblastos sinoviales son los
productores principales del liquido sinovial. En condiciones fisiolégicas, los
macrofagos sinoviales suelen estar inactivos, pero durante la inflamacién de la
membrana sinovial se activan (Scanzello y Goldring, 2012). La hip6tesis mas aceptada
sobre el origen de la sinovitis apunta a que esta estrechamente relacionada con la
degradacion del cartilago y los meniscos, que darian lugar al desprendimiento de
pequefios fragmentos dentro de la articulacién y que, en contacto con la membrana
sinovial, serian considerados cuerpos extrafios, estimulando la produccién de
mediadores catabodlicos y pro-inflamatorios por parte de los sinoviocitos, como
citoquinas, NO, PGE2 y neuropéptidos. Estos mediadores, a su vez, pueden activar a
los condrocitos de la superficie articular, lo que conduce a la sintesis de MMPs, que
favoreceran la degradacion del cartilago articular. Ademas, los mediadores también
pueden favorecer la angiogénesis sinovial y aumentar la sintesis de citoquinas y
MMPs por las propias células sinoviales. Todo esta sucesion de acontecimientos se
describe como parte de un circulo vicioso que perpetua la OA (Sellam y Berenbaum,
2010). Adicionalmente, se ha sugerido que el tejido sinovial podria contribuir a la
remodelacion del hueso subcondral observada en la OA, mediante la diferenciacién de
los macrdéfagos sinoviales en osteoclastos funcionales (Ogawa et al., 2007).

Las investigaciones actuales coinciden en la importancia de la implicacién del
componente inflamatorio en el inicio y desarrollo de la OA (Berenbaum, 2013). Todo
ello, sitia a la membrana sinovial en el centro del proceso fisiopatolégico de la OA y
convierte a la inflamacion sinovial en una diana fundamental para el tratamiento de la
enfermedad (Henrotin etal, 2014). Aunque en los ultimos afios la comunidad
cientifica ha realizado importantes avances en esta area, lo cierto es que todavia
existen muchas cuestiones en relacion a la sinovitis y su papel en el desarrollo de la
OA que precisan atencién. Consecuentemente, se necesitan nuevas investigaciones
experimentales que evalten las vias de comunicacién que se establecen entre el
cartilago, el hueso subcondral y la membrana sinovial (Sellam y Berenbaum, 2010).
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4 LOS MODELOS ANIMALES EN LA INVESTIGACION DE LA OSTEOARTRITIS

Se han desarrollado ampliamente numerosos modelos animales con el objetivo de
mejorar el conocimiento en la patofisiologia y la evoluciéon de la OA (Cope etal,
2019). Sin embargo, hasta la fecha ninguno de ellos ha sido capaz de reproducir al
100% las caracteristicas patologicas desarrolladas en la enfermedad humana (Brandt,
2002). La OA es un patologia muy compleja y heterogénea y, por lo tanto, ningin
modelo animal de manera individual es capaz de representar todos los aspectos
relacionados con el proceso patoldgico de la enfermedad (Little y Zaki, 2012). Uno de
los desafios en investigacion de la OA radica en seleccionar el modelo mas apropiado
en funcién de la pregunta cientifica que pretendamos resolver, prestando especial
atencion a las diferencias fisiopatoldgicas en funcion de la especie animal, asi como a
sus caracteristicas anatomicas e histolégicas (McCoy, 2015).

Los modelos animales preclinicos juegan un papel fundamental en la evaluacion de la
eficacia terapéutica de numerosos farmacos anti-osteoartriticos, al permitirnos
evaluar de manera directa los cambios producidos a nivel histolégico en las
articulaciones afectadas y en diferentes fases de la enfermedad (Poole etal, 2010;
Kuyinu etal, 2016). Asimismo, los modelos in vivo permiten evaluar sintomas
complejos relacionados con la enfermedad como el dolor, los cambios en el patrén de
la marcha y los efectos a nivel comportamental (Cope etal, 2019). Sin embargo,
también presentan algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta a la hora
realizar el disefio experimental (Tabla 1) (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b).

Tabla 1. Beneficios y limitaciones del uso de modelos animales para el estudio de la osteoartritis.

Beneficios

Limitaciones

Estudio de la enfermedad en estadios iniciales

Control de las causas y determinantes ambientales

Reproducibilidad (respuestas similares a la misma
intervencién experimental)

Desarrollo de modelos genéticos (estudio de la
influencia de genes especificos y mecanismos
moleculares)

Recoleccién de muestras tisulares en todas las etapas
de la enfermedad

No existe un “modelo animal ideal” para el estudio
dela OA

Desarrollo de lesiones similares pero sin reproducir
100% las observadas en la OA clinica

Diferencias en la anatomia y biomecanica de las
articulaciones entre las diferentes especies

Diferencias en la composicion, estructura y procesos
de reparacion del cartilago entre las diferentes
especies

Eficacia de las terapias evaluadas menor en modelos
donde el desarrollo de la enfermedad es rapido

Dificultad para comparar y evaluar los diferentes
estudios debido a disefios con alta variabilidad
experimental

Adaptado de Lampropoulou-Adamidou et al. (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b)
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Independientemente del modelo animal utilizado, nuestro objetivo en investigacion
deberia perseguir la consecucidn del equilibrio entre el uso de modelos in vivo y ex
vivo, valorando siempre que sea posible el reemplazo del uso de animales cuando
existan opciones alternativas y teniendo en cuenta que los aspectos éticos y el
bienestar animal deben priorizar cualquier actuacion experimental. La aplicacion del
“principio de las 3R” debe constituir la base fundamental de cualquier investigacion
preclinica, de manera que se reduzca el numero de animales utilizados y se
perfeccionen los protocolos y procedimientos, con objeto de minimizar el sufrimiento
animal y maximizar el valor de los resultados (Poole etal., 2010; Little y Zaki, 2012;
Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b).

4.1 TIPOS DE MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA OSTEOARTRITIS

Todos los modelos animales desarrollados en la investigacion de la OA presentan
ventajas y desventajas que deberemos conocer antes de disefiar el protocolo
experimental, seleccionando el modelo mas adecuado en funcién del propdsito del
estudio (Cope et al., 2019).

En cuanto a las diferentes especies animales disponibles para la investigacion de la
enfermedad osteoartritica, las especies de pequefio tamafio, como el ratdn, rata,
conejo y cobaya, se han utilizado ampliamente en el estudio de la OA debido a su facil
manejo, disponibilidad y bajos costes en comparacion con modelos animales mas
grandes, como caballos, cerdos y perros (Kuyinu et al.,, 2016). Sin embargo, su menor
tamafo dificulta su manipulacién quirurgica y, consecuentemente, la cantidad de
tejido disponible para su evaluacidn posterior también sera menor. Asimismo, se han
determinado importantes diferencias tanto en la anatomia como en la biomecanica
con respecto a las observadas en especies de mayor tamafio y en el hombre (McCoy,
2015). En ese sentido, los modelos animales mas grandes como el perro, oveja, cabra
y caballo parecen proporcionar datos clinicamente mas relevantes que las especies de
pequefio tamafio y permiten la realizacién de multiples técnicas quirdrgicas y de
diagnostico, como extracciones repetidas de liquido sinovial, realizacién de biopsias
y/o artroscopias. Ademas, tienen un tiempo de vida media mas largo por lo que es
posible realizar estudios de manera prolongada. Sin embargo, su mantenimiento y
manejo es mas costoso y, ademas, existen mayores consideraciones éticas en torno a
su uso como animales de experimentacion, especialmente en el caso de perros,
caballos y primates no-humanos (Teeple et al,, 2013).
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En relacion al origen de la OA, los modelos de experimentacion animal se dividen de
manera genérica en dos grades grupos (Kuyinu et al., 2016; Cope et al., 2019):

+ Modelos de induccion de OA, que a su vez se dividen en modelos invasivos (de
induccién quirdrgica o quimica) y modelos de induccion post-traumatica no
invasiva.

- Modelos espontaneos, que se subcategorizan en modelos naturales o de aparicion
espontanea y genéticamente modificados.

La clasificacion de los principales modelos de OA en funcion de la etiologia de la
enfermedad se resume en la Figura 1.

OSTEOARTRITIS
Modelos espontaneos de OA Modelos de induccién de OA
Modelos naturales
Modelos invasivos Modelos no invasivos
Modellg(s) gieﬁnce:(ii(;asmente Impacto transarticular
I . s Induccié .
nduccioén quirargica nduccién quimica JATPE
ACLT
PCLT CACT
MCLT Sobrecarga de
MMX compresion tibial

Figura 1. Clasificacion de los modelos de osteoartritis. ACLT, seccion del ligamento cruzado anterior; CACT,
compresion ciclica del cartilago articular tibial; IATPF, fractura intraarticular de la meseta tibial; MCLT,
seccion del ligamento colateral medial; MMX, meniscectomia medial; PCLT, seccién del ligamento cruzado

posterior.

Los modelos de induccion de la OA han sido estudiados en numerosas especies
animales. En cuanto a la localizaciéon anatémica de preferencia, la articulacion de la
rodilla constituye la articulacién sinovial mas evaluada en estos modelos (Bendele,
2001; McCoy, 2015). Existen algunas excepciones, como el modelo equino, donde
también destaca el uso de la articulacién metacarpofaldngiana, observandose grandes
similitudes de ésta con la articulacion de la rodilla humana (Mcllwraith et al., 2010).
Estos modelos, también llamados modelos de desestabilizacién quirdrgica, persiguen
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imitar la artrosis post-traumatica observada en el hombre y los animales (Bendele,
2001), basandose en una combinacion de inestabilidad articular, cambios en el patrén
de la marcha y la presencia de inflamacién, con el objeto de inducir cambios
osteoartriticos (Kim et al., 2018). Esta inestabilidad a nivel articular ocasiona cambios
en el patréon de carga de los animales, lo que se ha asociado al desarrollo de erosiones
y alteraciones a nivel articular y dseo de manera rapida y severa (Bendele, 2001).
Algunas de las ventajas de los modelos de induccién quirurgica serian el rapido
desarrollo de la enfermedad, su reproducibilidad y menores costes comparado con
los modelos espontaneos (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b). Sin embargo, se ha
observado una posible menor respuesta terapéutica asociada a una progresion
demasiado rapida de la enfermedad, que debe ser tenida en cuenta a la hora del
desarrollo del experimento (Bendele, 2001). Ademas, no se consideran estudios
totalmente apropiados para la investigacion de la OA primaria, puesto que se inician
tras una agresion traumatica (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b).

Dentro de las diferentes técnicas de induccion quirurgica, uno de los primeros
modelos desarrollados para induccion de la OA fue el modelo mediante seccion del
ligamento cruzado anterior (ACLT). En la actualidad, este modelo continta siendo
uno de los mas utilizado para el estudio de esta enfermedad (Lampropoulou-
Adamidou etal,, 2014b). En relacién al modelo de meniscectomia parcial, se ha
observado que provoca una degeneracion mas rapida y severa de OA que la ACLT, y
en cuanto a su localizacion, medial o lateral, ésta dependera de la especie animal
seleccionada y su patron de carga fisioldgico (Kuyinu et al., 2016). Otros modelos de
induccién quirargica de la OA serian la seccion del ligamento colateral medial o
lateral y la seccion del ligamento cruzado posterior, aunque su uso en investigacion es
menos habitual.

En cuanto a los modelos de inducciéon quimica, se basan fundamentalmente en la
inyeccion de un compuesto toxico o inflamatorio en la articulacion de la rodilla. Se
trata de modelos faciles de ejecutar, con costes menores y tasas de infecciones mas
bajas al tratarse de técnicas menos invasivas que las quirurgicas. Sin embargo, no
permiten evaluar la progresion de la enfermedad (Kim etal., 2018). Ademas, estos
modelos presentan una fisiopatologia Unica no comparable a la observada en la OA
espontanea ni en la post-traumatica, por lo que se utilizan principalmente para
evaluar el mecanismo del dolor en la enfermedad y su respuesta ante determinados
farmacos (Lampropoulou-Adamidou etal, 2014b). Algunas de las sustancias
administradas mas frecuentemente de manera intraarticular son el acido
monoyodoacético (MIA), la papaina y la colagenasa (Kuyinu et al., 2016). En el caso
concreto del MIA, se trata de un inhibidor de la glucdlisis aerobia que provoca la
apoptosis de los condrocitos. Esta agresion quimica da lugar a una pérdida progresiva
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de proteoglicanos y a la atrofia de la matriz extracelular con la consecuente
degradacidn del cartilago articular (Bendele, 2001).

También se han desarrollado modelos de induccion no invasivos. Estos modelos se
basan en la utilizacién de maquinas que producen lesiones articulares por impacto
transarticular mecanico o por comprension ciclica o por sobrecarga, pero sin
provocar alteracion en la integridad de la piel. Ademas de que el riesgo de infeccion es
minimo, los resultados son altamente reproducibles y permiten el estudio de la
enfermedad en fases tempranas. Sin embargo, la evidencia de su aplicacion es mucho
menor que en otros modelos de OA, las variaciones en la angulacion de la rodilla
pueden afectar los resultados del estudio, los equipos necesarios no siempre estan
disponibles y se necesita personal capacitado para su utilizacion (Christiansen et al.,
2015; Kuyinu etal, 2016). Algunos estudios también han evaluado el modelo de
induccion de OA tras ovariectomia. Este modelo ha demostrado ser adecuado en la
investigacion de la OA humana asociada al climaterio (Kim et al., 2018). Sin embargo,
no es capaz de reproducir todos los cambios observados en la OA secundaria, que
constituye la forma de presentacion mas frecuente en la especie canina (Rychel,
2010).

Otro de los grandes grupos de modelos de OA son los modelos de aparicion
espontanea. Estos modelos han demostrado una progresion mas lenta en el
desarrollo de la enfermedad, de manera similar a lo observado en la enfermedad
primaria, permitiendo, ademas, el estudio de la progresion de la OA en todas sus
fases. Sin embargo, esto da lugar al desarrollo de experimentos mas largos y costosos
y, ademas, se ha observado que suelen presentar una mayor heterogeneidad de
resultados (McCoy, 2015). Este tipo de modelos, se ha desarrollado y caracterizado en
ratones, hamsteres y cobayas, siendo la cobaya la especie mas investigada por sus
similitudes con la OA humana (Bendele, 2001). Un ejemplo es el modelo Dunkin-
Hartley de OA espontdnea en cobaya, en el que se observan aumentos considerables
de alteracién histologica osteoartritica a los 9 meses y medio, siendo estas
alteraciones similares a las observadas en el modelo de induccién quimica en el
mismo modelo a la misma edad (Kim et al., 2018).

Ademas de los modelos de aparicion espontanea, se han desarrollado varios modelos
genéticamente modificados en ratén que tienen la capacidad de desarrollar la OA sin
requerir ningun tipo de intervencion (Kuyinu etal, 2016). Estos modelos, permiten
investigar los efectos de un solo gen en la patogénesis de la OA (Little y Zaki, 2012).
Sin embargo, como la naturaleza de la OA es poligénica, el uso de este tipo de modelos
animales podria simplificar demasiado el proceso de la enfermedad, por lo que la
extrapolacion de sus resultados a otras especies animales o al ser humano no es
siempre posible. Ademas, su coste es bastante elevado y las modificaciones genéticas
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pueden dar lugar a otras anomalias del cartilago o deleciones letales durante el
periodo embrionario (Lampropoulou-Adamidou et al., 2014b).

4.2 EL CONE]JO COMO MODELO ANIMAL DE OSTEOARTRITIS

Entre los diferentes modelos animales desarrollados en la investigacion de la OA, el
conejo ha sido una de las especies mas estudiadas durante décadas. En cuanto a los
meétodos de induccidén quirdrgica mas utilizados en esta especie, se incluyen la ACLT
con o sin meniscectomia medial total o parcial (Laverty et al., 2010; Cope et al,, 2019).
La ACLT en conejos esqueléticamente maduros ha demostrado ser un técnica
reproducible y eficaz. Uno de los motivos de su alta seleccién en investigacion
preclinica, es que las lesiones que se producen en el cartilago, hueso y membrana
sinovial tras los procedimientos de induccion quirurgica, son muy similares a las
observadas en la osteoartritis humana (Yoshioka et al.,, 1996; Laverty et al., 2010). En
ambas especies, se puede observar un aumento de rugosidad en la superficie del
cartilago articular, que con el paso del tiempo puede evolucionar a fisuras, erosiones
e incluso ulceraciones en todo el espesor de la capa cartilaginosa (Yoshioka etal,
1996; Laverty etal., 2010). Asimismo, en la articulacion de la rodilla existen algunas
similitudes anatémicas entre ambas especies, como la existencia del ligamento
patelar, la presencia de dos meniscos y el receso suprapatelar sinovial. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que también existen notables diferencias en la marcha,
asi como en la estructura y composicion del cartilago (Laverty et al.,, 2010; Poole et al,,
2010; Pedersen etal, 2013; Cope etal, 2019). El cartilago de conejo es
aproximadamente 10 veces mas delgado que el del hombre y presenta una densidad
de condrocitos mayor (Poole etal, 2010). Ademas, en algunos estudios se ha
observado cierta capacidad de regeneracion espontanea del cartilago en esta especie,
especialmente en ejemplares jovenes (hasta 20 semanas de edad) (Cook et al., 2014).
Por lo que la edad sera uno de los factores que deberemos considerar a la hora de
disefiar nuestro protocolo experimental. Por otro lado, debemos tener en cuenta en el
caso de realizar meniscectomia, que el conejo también parece presentar capacidad de
regeneracion del menisco seccionado, observandose aparicion de tejido fibroso a las
6 semanas post-cirugia, lo que puede hacernos pensar que el menisco no fue
intervenido con anterioridad. En esos casos, deberemos evaluar la presencia de otros
cambios osteoartriticos en el resto de estructuras articulares, como la esclerosis del
hueso subcondral (Bendele, 2001).

Adicionalmente, es importante conocer el patréon de carga de la especie animal
seleccionada, ya que existen notables diferencias entre los modelos animales. A
diferencia de otras especies como roedores, cobayas y humanos que presentan
mayores patrones de carga en los compartimentos mediales, los conejos parecen
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mostrar una carga superior en los compartimentos laterales (Bendele, 2001). En este
sentido, se ha observado que los procedimientos quirdrgicos a nivel del
compartimento interno, como la meniscectomia medial, produce cambios
degenerativos menos graves y de manera mas prolongada que los procedimientos
laterales, por lo que probablemente las intervenciones mediales constituyen una
mejor opcidn para la evaluacidon terapéutica en esta especie (Moskowitz etal., 1973;
Colombo et al,, 1983; Bendele, 2001).

En relacidn al sexo de los animales para su uso como modelos en investigacion de OA,
se ha descrito la preferencia de la utilizacion de machos con objeto de evitar posibles
interferencias hormonales en el desarrollo de la enfermedad (Laverty etal., 2010).
Sin embargo, en la actualidad existe una falta de evidencia cientifica en evaluar la
influencia de los mecanismos moleculares relacionados con el sexo en esta especie
animal (Contartese et al., 2020).

4.3 DESAFIOS EN LOS MODELOS ANIMALES ACTUALES

Como comentamos previamente, no existe un modelo animal en investigacion de la
OA que sea capaz de recrear al 100% el proceso natural in-vivo de la enfermedad. Por
otro lado, los datos disponibles nos indican que los mecanismos moleculares a nivel
estructural y de generacion de dolor, son distintos entre los diferentes modelos
animales, lo que nos sugiere la necesidad de seguir utilizando multiples modelos
animales experimentales en lugar de enfocarnos en la consecuciéon de un tunico
modelo ideal. (Little y Zaki, 2012). Sin embargo, las diferencias en el tamafio,
anatomia, histologia (sobretodo el espesor del cartilago) y la biomecanica, hacen
dificil la comparaciéon de los resultados obtenidos entre los diferentes estudios
preclinicos y la extrapolacién a la situacion clinica real (Cook etal, 2014). Ademas,
aparte de estas diferencias especificas de especie, también destaca la utilizacion de
numerosos métodos de induccion de la OA, asi como diferentes etapas y estadios de
evaluacion de la enfermedad. Por tanto, uno de los objetivos en investigacion de la OA
seria reducir la variabilidad experimental permitiendo la comparaciéon de los
hallazgos de los estudios (Cope et al., 2019).

En este sentido, la comunidad cientifica esta trabajando en la estandarizacién de los
estudios preclinicos con modelos animales. Un ejemplo es la publicacién por parte de
la Sociedad Internacional de Investigacion de Osteoartritis (OARSI) de una guia de
evaluacion histolégica con sistemas de puntuacion estandarizados entre las
diferentes especies mas utilizadas, para poder hacer comparables los resultados entre
diferentes estudios (Aigner etal, 2010). Por otro lado, recientemente se acaba de
publicar la nueva edicion de las directrices ARRIVE (Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments) (Percie du Sert et al.,, 2020). Estas directrices se desarrollaron en
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2010 como parte de una iniciativa del Centro Nacional para la Sustitucién el
Refinamiento y la Reduccién de Animales en la Investigacion (NC3Rs) con objeto de
mejorar la actividad experimental con animales, mejorando la calidad de la
informacion publicada y minimizando la realizaciéon de estudios innecesarios. La
implementacion de estos listados de verificacion en la actividad investigadora
disminuye la variabilidad y la falta de informacion y favorece la transparencia y la
reproducibilidad de los estudios. Sin embargo, una gran parte de los estudios que
utilizan animales de experimentacién contintian sin reportar toda la informacion
requerida, por lo que la inclusion de estas guias como parte fundamental del trabajo
experimental, todavia es una asignatura pendiente dentro de la comunidad cientifica
(Leung et al., 2018).

A medida que aumenta nuestra comprension de la fisiopatologia de la OA, algunas de
las limitaciones que actualmente presentan los modelos animales podrian ir
perfeccionandose. Adicionalmente, el desarrollo y validacion de nuevos métodos de
evaluacion de los resultados experimentales, la inclusion de técnicas avanzadas de
imagen y de biomarcadores de la enfermedad, asi como los nuevos estudios de
analisis de la marcha, favorecen la investigacion de la OA contribuyendo a una mejor
capacidad por parte de los investigadores de entender esta compleja enfermedad
(Teeple etal., 2013).

5 METODOS DE EVALUACION EN ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE
OSTEOARTRITIS

Los objetivos principales de la investigaciéon de la OA con modelos animales son
estudiar la patofisiologia de la enfermedad y evaluar la eficacia de diversos
tratamientos y terapias. La evaluacion del cartilago articular en estudios preclinicos
nos ofrece la oportunidad de detectar los principales cambios osteoartriticos en la
articulacion afectada desde etapas muy tempranas de la enfermedad. Sin embargo,
existe un claro consenso en la necesidad de analizar esos cambios a nivel global,
incluyendo la evaluacion de la membrana sinovial, los meniscos y el hueso
subcondral. La evaluacién de la articulaciéon al completo nos permite conocer la
contribucidén de cada elemento estructural en el desarrollo y progresion de la OA
(Poole etal, 2010). Entre los principales métodos de evaluacion en los estudios
experimentales de OA, podemos encontrar las técnicas de histologia, técnicas
avanzadas de imagen, la medicion de diversos biomarcadores locales y/o sistémicos,
asi como la evaluacion del dolor y de la biomecanica de los animales (Kuyinu etal,,
2016).
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5.1 HISTOLOGIA

Las técnicas histologicas contintian conformando el “gold standard” en el estudio y
evaluacion de la progresion de la enfermedad y de la gravedad de las alteraciones
producidas a nivel articular en modelos animales. Estas técnicas, permiten visualizar
directamente lesiones producidas a nivel del cartilago articular y de otras estructuras
involucradas en la patofisiologia de la OA (Batiste et al., 2004a). A lo largo de los afios,
se han implementado diversas escalas, basadas en sistemas de puntuacién, que
permiten clasificar la enfermedad en funcién de su grado de desarrollo. Sin embargo,
la utilizacion de diferentes escalas de medicion del grado de OA entre los distintos
estudios preclinicos, ha dificultado la comparacion de los resultados (McCoy, 2015).
Adicionalmente, este tipo de evaluaciones pueden estar parcialmente influenciadas
por la subjetividad de los observadores. Ademads, estas técnicas uUnicamente
proporcionan datos cualitativos o parcialmente cuantitativos (Pastoureau etal,
2010). En lineas generales, se establece que la escala de gradacion histologica ideal
para la evaluacion del cartilago en la patologia oteoartritica deberia incluir las
siguientes caracteristicas: simplicidad, utilidad, adaptabilidad, extensibilidad y
compatibilidad (Pritzker et al., 2006).

Dentro de los numerosos sistemas de clasificacion de la OA utilizados podemos
encontrar la clasificacion de O’Driscoll y colaboradores, que fue una de las primeras
escalas disefiada especificamente para evaluacion de la reparacién del cartilago
(O'Driscoll et al,, 1986), la escala histolégica de Pineda et al. (Pineda etal.,, 1992), de
Wakitani et al. (Wakitani et al., 1994), de Sellers et al. (Sellers et al., 1997) y la escala
de Fortier y colaboradores (Fortier et al.,, 2002), siendo probablemente la escala de
Mankin (Mankin, 1974) y las desarrolladas por la OARSI, unas de las mas populares
dentro de la investigacion y evaluacion histologica de la OA.

El sistema de puntuacion de Mankin esta basado fundamentalmente en el analisis
microscdpico de la OA en fases avanzadas (Mankin, 1974). Este sistema y sus
modificaciones posteriores han sido ampliamente utilizados durante afios. Sin
embargo, presentan ciertas limitaciones sobretodo en la evaluacion de la enfermedad
en estadios iniciales y, ademas, solo realiza la valoracidn a nivel del cartilago articular
sin incluir al resto de tejidos involucrados en la patofisiologia de la OA (Poole etal,
2010). Por todo ello, y con objeto de mejorar la reproducibilidad de los resultados y
disminuir las variaciones intra- e inter-observador, la OARSI establecié un grupo de
trabajo en 1998 para desarrollar un nuevo sistema de evaluaciéon que fue publicado
en 2006 (Pritzker etal.,, 2006). Este sistema fue validado en animales (Custers etal,,
2007) y en el hombre (Pearson etal, 2011), estableciéndose una guias
estandarizadas de gradacidon universal de las especies animales mas utilizadas
(Aigner etal, 2010), asi como sistemas estandarizados individuales para la

33



Silvia Ferndandez Martin

evaluacion histopatolégica de modelos experimentales de OA en conejo (Laverty
etal., 2010), perro (Cook etal., 2010), rata (Gerwin et al., 2010), raton (Glasson et al.,
2010) y caballo (Mcllwraith et al,, 2010), entre otros.

Estudios posteriores han evaluado la fiabilidad y reproducibilidad de las principales
escalas histologicas, concluyendo que, cuando son utilizadas por personal entrenado,
todas muestran una alta confiabilidad intra- e inter-observador, independientemente
de su complejidad. Sin embargo, en términos de repetibilidad, parece que la
clasificacion O’Driscoll muestra valores mas fiables que otras escalas para la
evaluacion de la reparacién del cartilago en modelos animales in vivo (Bonasia et al.,
2015). Por otro lado, aunque el sistema de clasificacion OARSI estd ampliamente
aceptado en la evaluacion y diagnostico de la OA, su evaluacion a nivel de los cambios
que se producen en el compartimento 0seo es realmente escasa, especialmente en los
animales con patologia mas leve. En relacion a esto, algunos autores destacan la
necesidad de la elaboracidn de una escala que permita la evaluacion histolégica del
hueso subcondral de manera sistematica y estandarizada y que relacione los cambios
observados a este nivel con los producidos a nivel del cartilago articular (Aho etal,,
2017).

Los avances tecnoldgicos relacionados con los sistemas de analisis histolégicos de
imagenes bidimensionales (2D), permiten cuantificar los principales parametros
histolégicos de manera objetiva, precisa y reproducible, de manera que pueden
determinarse cambios osteoartriticos a nivel de todos los tejidos de la articulacion
sinovial, incluyendo el hueso subcondral (Pastoureau et al., 2010; Poole et al., 2010).
En este sentido, la histomorfometria permite evaluar de una manera mas amplia y
precisa el componente dseo, al poder realizarse sobre muestras no descalcificadas.
Numeroso autores han cuantificado los principales parametros histolégicos asociados
a la OA en la articulaciéon sinovial de diversos modelos de experimentacion animal
mediante técnicas histomorfométricas 2D (Hwa etal.,, 2001; Pastoureau et al., 2003;
Daubs etal, 2006; Pinamont etal, 2020). Sin embargo, todavia son necesarios
estudios que desarrollen protocolos detallados y estandarizados que permitan
realizar una evaluacién mas eficiente y reproducible de los parametros entre los
diferentes estudios de OA (Pinamont et al.,, 2020).

5.2 TECNICAS DE IMAGEN

Tradicionalmente, la radiografia constituia la principal técnica de imagen en el
diagnostico de la OA. Los principales cambios que se observan en esta patologia
incluyen el estrechamiento del espacio articular, la presencia de osteofitos y de
quistes subcondrales, asi como la esclerosis del hueso subcondral (Braun y Gold,
2012). Se trata de una técnica rapida, no invasiva y econdémica. Sin embargo, su
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eficacia en el diagndstico de la enfermedad es limitada, al carecer de sensibilidad para
evaluar algunas estructuras involucradas en la patogenia de la OA, como los meniscos,
la membrana sinovial y el cartilago articular. Otra limitacion es que solo nos permite
realizar una evaluacion 2D de las estructuras; consecuentemente, en los casos de
superposicion estructural favoreceria una mala interpretacion de los resultados,
requiriendo la realizaciéon de multiples proyecciones para compensar esa limitacion.
Asimismo, tampoco permite la identificacion de la enfermedad en estadios leves o
iniciales. En cuanto a la correlacidon con los signos clinicos, algunos estudios han
observado una fuerte correlacidon entre la presencia de cambios estructurales y de
sintomas de OA de rodilla. En particular, el estrechamiento del espacio articular
parece relacionarse muy frecuentemente con la existencia de dolor articular (Neogi
et al., 2009). Por el contrario, otros autores han sugerido que los sintomas de la OA de
rodilla estdn débilmente asociados con los hallazgos radiograficos y viceversa
(Bedson y Croft, 2008).

Las nuevas técnicas de imagen no invasivas ofrecen la oportunidad de evaluar los
cambios osteoartriticos en modelos animales de manera especifica y sensible,
mejorando nuestro conocimiento de la enfermedad. Tanto la resonancia magnética
(RM) como la microtomografia computerizada (micro-CT) han demostrado ser
herramientas precisas y adecuadas en el estudio de las caracteristicas patolégicas de
la enfermedad (Batiste et al.,, 2004a). En el caso de la RM, presenta la gran ventaja de
permitir la visualizacion precisa de todos los componentes articulares, incluyendo
aquellos no observables mediante radiografia convencional, como los meniscos,
ligamentos, membrana sinovial. En estudios experimentales con modelos animales, la
RM proporciona informacion estructural de alta resoluciéon sobre los cambios
articulares tempranos y tardios desarrollados en la OA. Todas estas ventajas, han
contribuido a que, en la actualidad, la RM tenga un papel cada vez mas importante en
la investigacion de la enfermedad articular (Wang, 2008).

La microtomografia computerizada (micro-CT) nos permite obtener imdagenes
seccionales de la toda la articulacion. Fundamentalmente, esta técnica ha demostrado
numerosas ventajas en el analisis del componente 6seo a nivel microestructural,
permitiendo la observacion con gran resolucién todos los tejidos mineralizados
(Batiste et al., 2004a). En este sentido, la micro-CT ha sido ampliamente utilizada en
diferentes modelos animales para el estudio de los cambios producidos en el hueso
periarticular asociados a la OA (Dedrick et al., 1993; Boyd et al., 2000b; a; Florea et al,,
2015). En cuanto a sus limitaciones, esta técnica no permite examinar con precision
las alteraciones producidas en los tejidos blandos como el cartilago articular, al
presentar una menor capacidad de resolucidn a estos niveles. Sin embargo, varios
estudios han investigado la utilizacion de contrastes que mejoran significativamente
la visualizacién de estos tejidos no mineralizados. Una de las técnicas mas evaluadas y
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que ha demostrado buenos resultados, es la técnica de equilibrio i6nico conocida
como “Equilibrium Partitioning of an Ionic Contrast Agent based micro-computed
tomography” (EPIC-uCT). En el estudio de Willett et al. (Willett etal.,, 2016), se
demostr6 que el analisis cuantitativo tridimensional (3D) EPIC-uCT presentaba una
alta sensibilidad en la medicion estructural y de composicion del cartilago y del hueso
subcondral. Ademas, utilizado en combinacién con técnicas de histologia proporciona
un analisis muy completo de la articulacion, permitiendo evaluar de manera precisa
la eficacia terapéutica de posibles farmacos modificadores de la enfermedad
osteoartritica. Algunos paises, han evidenciado problemas a la hora de obtener el
contraste idnico requerido para esta técnica (Hexabrix; Mallincrodt). Por este motivo,
se estan desarrollando métodos alternativos utilizando contrastes no iénicos como el
iopamidol, que también han mostrado resultados prometedores mejorando la
visualizacion del cartilago articular en la micro-CT (Sugasawa et al., 2020).

Ademas de las técnicas de imagen previamente descritas, no debemos olvidar el uso
de la artroscopia, como técnica minimamente invasiva que va a permitirnos la
visualizacion directa del cartilago articular y resto de estructuras de la cavidad
sinovial. En medicina humana se trata de uno de los procedimientos ortopédicos mas
comunes a nivel mundial y recientemente, se ha prestado especial atencion a su papel
como herramienta de diagnostico de la OA, especialmente en aquellos casos en los
que no es posible realizar otras técnicas de imagen avanzadas o cuando el diagndstico
no esta claro (Khan etal, 2018). Aunque la artroscopia ha logrado importantes
avances tecnoldgicos y cientificos en los ultimos afios, en investigacion preclinica su
utilidad continda siendo limitada en algunas especies como roedores y lagomorfos, ya
que sus articulaciones no son lo suficientemente grandes para permitir el examen
artroscopico (Laverty etal., 2010). Por el contrario, en el caso de modelos animales
de mayor tamafio ésta técnica constituye un método eficaz en la evaluacion
histolégica de los cambios producidos en el cartilago articular (Cook etal., 2010).
Asimismo, en el caso de la medicina veterinaria clinica, la artroscopia constituye una
importante técnica diagndstica y terapéutica en el manejo de las enfermedades
osteoarticulares tanto en la especie canina (Rochat, 2001) como en la equina (Adrian
etal, 2017).

5.3 BIOMARCADORES DE OSTEOARTRITIS

Los biomarcadores de OA permiten evaluar la progresion y severidad de la
enfermedad y tienen un papel primordial en el diagnostico precoz de la enfermedad.
Asimismo, estas moléculas han sido ampliamente investigadas en el desarrollo de
farmacos anti-osteoartriticos al permitir evaluar su respuesta terapéutica de una
manera mas rapida y durante todo el desarrollo de la OA (Kraus et al,, 2011, 2015). Es
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importante diferenciar los biomarcadores diagnosticos de aquellos que predicen la
progresion de la enfermedad o la respuesta al tratamiento, y que por lo tanto
deberian cuantificarse (Bauer etal.,, 2006). Los biomarcadores se producen como
resultado del metabolismo celular, por lo que deberian evaluarse tanto marcadores
anabolicos como catabdlicos, asi como marcadores especificos de la inflamacion de
las diversas estructuras articulares. Se localizan fundamentalmente, en el liquido
sinovial, sangre y orina y sus niveles se correlacionan con diferentes cambios
osteoartriticos a nivel de las estructuras de la articulacion sinovial (Kuyinu etal,,
2016). Aunque es probable que ningin biomarcador de manera individual sea capaz
de diagnosticar la enfermedad o predecir su evolucién, es posible que la
determinacion de una combinacién de biomarcadores nos permita reflejar la
situacion metabdlica (catabolismo/anabolismo) e inflamatoria de una manera mas
precisa, mejorando nuestro conocimiento sobre el estado actual de la enfermedad
(Poole et al., 2010; Teeple et al., 2013).

En cuanto a su utilizacién en estudios preclinicos, se han observado mejores
resultados en las determinaciones a nivel del liquido sinovial. Sin embargo, esto no
siempre es posible en todas las especies animales, resultando especialmente dificil en
las de menor tamafio como el raton, donde la cantidad obtenida en el aspirado
sinovial es realmente escasa (McCoy, 2015). Aunque los biomarcadores podrian
evaluarse en otras muestras organicas (sangre u orina), lo cierto es que los resultados
se consideran menos especificos, y podrian verse influenciados por otras alteraciones
sistémicas no relacionadas con la articulacion de interés (Poole et al., 2010; Kuyinu
etal, 2016).

La mayoria de los biomarcadores que se determinan en la OA son componentes del
cartilago articular, como el condroitin sulfato, el colageno tipo II, el queratan sulfato
(KS) y el HA (Kuyinu etal, 2016). El HA es un componente importante del liquido
sinovial y de la matriz extracelular del cartilago, sintetizado en los condrocitos y en
los fibroblastos sinoviales. Algunos autores han observado que durante el proceso
inflamatorio de la membrana sinovial se produce un aumento de la produccion de
biomarcador de HA por parte de los sinoviocitos que puede ser determinado a nivel
serologico (Poole etal., 2010). En medicina humana, los pacientes con OA mostraron
niveles seroldgicos aumentados de HA, determinandolo como un biomarcador fiable y
capaz de reflejar la erosion del cartilago y la inflamacién sinovial (Ishijima etal,
2011). Curiosamente, en el caso de la especie canina, algunos autores han observado
el efecto contrario, registrando niveles de HA mas bajos en los animales afectados por
OA en comparacidn con los sanos. Asimismo, estos valores parecian aumentar cuando
los animales mejoraban tras la administracion de tratamientos como células madre y
factores de crecimiento (Vilar etal, 2016b). En relacion a esto, se ha sugerido la
posibilidad de que se produzca un aumento inicial de HA en las primeras fases de la

37



Silvia Ferndandez Martin

OA asociado a la inflamaciéon del la membrana sinovial, para posteriormente
disminuir cuando la sintesis de HA se ve superada por su degradacién y pérdida
(Venable et al.,, 2008).

En cuanto al metabolismo del cartilago, el colageno tipo Il constituye la principal
proteina estructural, representando el 50% de la matriz extracelular, debido a que la
degradacidn del colageno es una de las principales caracteristicas de erosion en la OA.
En los ultimos afos, los productos de degradacion del colageno tipo II han sido uno de
los biomarcadores mas investigados como posibles indicadores de remodelacion del
cartilago en la OA (Garnero y Delmas, 2003). En concreto, algunos de los mas
publicados tanto en estudios preclinicos con modelos animales como en ensayos
clinicos, son: el telopéptido carboxilo terminal del colageno tipo II (CTX-II) (Duclos
etal.,, 2010), el neo-epitopo C2C (Vilar etal.,, 2016b), y el epitopo desnaturalizado
Coll2-1 y su forma nitrogenada Coll2-1 NO: (Henrotin etal, 2012a). Otros
biomarcadores especialmente utiles en el diagnéstico precoz de la OA y en la
evaluacion de los cambios asociados a la enfermedad serian la proteina oligomérica
de la matriz del cartilago (COMP), que se ha determinado como un biomarcador
fundamental en investigacion de la OA (Kraus et al., 2011), y las metaloproteasas de
matriz, que participan en la degradaciéon y remodelacion de la matriz extracelular, asi
como las enzimas inhibidoras de las mismas (TIMPs) (Alam etal, 2011; Malek etal,
2020).

Los modelos animales han contribuido significativamente a la investigacion de
biomarcadores de OA. Asimismo, cabe destacar que durante los ultimos afios el
numero de biomarcadores identificados ha aumentado notablemente, relacionado en
gran parte con los importantes avances que se han realizado en el area de la
proteémica. Actualmente, sabemos que los cambios metabodlicos de los tejidos
articulares involucrados en la OA comienzan mucho antes que el inicio de
alteraciones estructurales. En consecuencia, la identificacion de biomarcadores
tempranos de OA es crucial para el diagnostico temprano de la enfermedad, asi como
para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. Sin embargo, actualmente
todavia no se han validado biomarcadores de la enfermedad para su utilizacion en la
practica clinica (Saberi Hosnijeh et al., 2019).

6 MANEJO FARMACOLOGICO DE LA OSTEOARTRITIS EN MEDICINA
VETERINARIA

El manejo clinico de la OA engloba varios enfoques terapéuticos con los que se
pretende abordar esta compleja enfermedad, incluyendo terapias no farmacoldgicas
(pérdida de peso, ejercicio, fisioterapia), farmacolégicas (administracion de farmacos
sistémicos e intraarticulares), asi como diferentes técnicas quirurgicas. El tratamiento
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multimodal de la OA mediante la combinacion de las terapias disponibles ha logrado
buenos resultados en la consecucion de una mejor calidad de vida de los pacientes, al
lograr una disminucion de los sintomas y una mejor movilidad. Sin embargo, ninguno
de ellos de manera individual ha demostrado ser capaz de frenar la progresion de la
enfermedad (Carrillo, 2020). Adicionalmente, la falta de comprensiéon de los
mecanismos etiopatogénicos ha dificultado el desarrollo de fArmacos modificadores
de la OA.

La falta de tratamientos farmacologicos eficaces y seguros en el manejo de la OA en
animales, continta siendo un reto en el ambito de la medicina. En este sentido, en la
especie felina este problema es ain mayor, relacionado con su menor tolerancia a
ciertos farmacos, siendo esto especialmente notable en animales geriatricos, donde
los efectos adversos constituyen un problema asociado a la presencia de
enfermedades comorbidas (Bennett et al., 2012b).

Durante muchos afios, las opciones farmacologicas para el manejo de la OA se
centraron en el control de la inflamacion y del dolor. Basicamente, estas terapias se
restringieron al uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y analgésicos como
el paracetamol. Estos farmacos producen un rapido alivio de los sintomas; sin
embargo, su administracion prolongada se ha asociado a la aparicién de importantes
efectos secundarios (Brandt y Slowman-Kovacs, 1986). Puesto que el manejo y
control de esta patologia requiere de la administracion de tratamientos de manera
continuada, la comunidad cientifica lleva afios investigando diferentes opciones
terapéuticas que puedan detener o modificar el avance de la enfermedad y que
presenten un buen perfil de seguridad. Con este propodsito, se han evaluado
numerosos agentes, obteniéndose diferentes niveles de eficacia (Apostu et al., 2019).
Sin embargo, los avances en esta area todavia son limitados y, actualmente, no se
dispone de farmacos modificadores de la enfermedad de la OA aprobados para su uso
en pacientes con OA (He et al,, 2020).

Los farmacos sintomaticos de accion lenta de la artrosis constituyen uno de los
grupos terapéuticos que ha suscitado mayor interés en investigacion de la OA en los
ultimos afios. Estos farmacos han demostrado presentar efectos analgésicos y
antiinflamatorios eficaces tanto en estudios clinicos como preclinicos. Ademas, se
muestran seguros tras su administracion a largo plazo con incidencias de aparicion
de efectos adversos asociados realmente bajas (Bruyere etal.,, 2008). No obstante,
resultados contradictorios entre los diferentes estudios hacen que su eficacia y
recomendacion para el manejo de la OA siga siendo un tema controvertido.
Adicionalmente, algunas terapias antirresortivas, entre las que destaca el uso de
bifosfonatos, han sido propuestas por sus posibles efectos modificadores de la OA a
nivel de cartilago y hueso subcondral (Castafieda et al., 2012; Karsdal et al., 2014). Sin
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embargo, actualmente todavia no se ha esclarecido su nivel de efectividad en el
tratamiento de esta enfermedad.

Entre las principales opciones farmacoldgicas utilizadas en el manejo de la OA en
animales de compania destacan los AINEs, analgésicos, corticoesteroides,
condroprotectores y las nuevas terapias regenerativas, aunque, como comentamos
anteriormente, en la actualidad numerosos grupos de investigacion trabajan en el
desarrollo de nuevos farmacos sintomaticos y farmacos modificadores de la
enfermedad. En este sentido, recientemente se han aprobado algunos tratamientos
analgésicos como el gapiprant y algunos anticuerpos monoclonales que estan
mostrando resultados muy prometedores en el manejo del dolor asociado a OA en
medicina veterinaria.

6.1 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS
6.1.1 Antiiflamatorios no esteroideos con accion inhibidora de la ciclooxigenasa

Los AINEs constituyen la primera opcion farmacoldgica en el manejo de la OA en
medicina veterinaria. En concreto, algunos autores han reflejado que el 97% de los
tratamientos analgésicos pautados en atencion primaria para el manejo de la OA
canina, corresponden a este grupo terapéutico (Anderson etal., 2018). Si bien es
cierto que los AINES han demostrado ser eficaces en el control del dolor y la
inflamacion en los pacientes con OA, su administracion de manera prolongada se ha
relacionado con la aparicién de efectos adversos a nivel gastrointestinal, como el
desarrollo de ulceras de tracto gastrointestinal, asi como alteraciones a nivel hepatico
y renal (Monteiro-Steagall etal, 2013). Su mecanismo de acciéon se basa en la
inhibicion de las enzimas COX-1 y COX-2, que convierten el acido araquidénico en
prostaglandinas, dando lugar a una reduccion de la concentracion de PGs
proinflamatorias pero también de aquellas con funciones homeostaticas a nivel de la
mucosa gastrica, el rifidon y las plaquetas (Figura 2). En este sentido, parece que la
COX-1 juega un papel fundamental en la producciéon basal de PGs implicadas en la
funcion renal, la producciéon de moco gastrico y la funcion plaquetaria, mientras que
la COX-2 se asocia fundamentalmente al proceso inflamatorio (Khan y McLean, 2012).
Debido al elevado nimero de efectos adversos asociados a la inhibicion de la COX-1 se
desarrollaron AINEs con accion selectiva inhibidora de la COX-2. El desarrollo de
estos farmacos, comunmente conocidos como coxib, suponia un gran avance en el
manejo del dolor en la OA, demostrando buenas eficacias comparables a las de otros
AINEs y presentando incidencias de efectos adversos gastrointestinales graves
significativamente menores que los AINEs clasicos. Sin embargo, posteriormente se
observo que sus efectos adversos en otros sistemas e interacciones podian ser
similares a los AINEs convencionales y que, por lo tanto, estos efectos indeseados
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debian ser considerados antes de iniciar una pauta de tratamiento, sobre todo en

pacientes de riesgo (Rausch - Derra et al., 2016).

Los principales AINEs utilizados para el tratamiento de la OA en medicina veterinaria
son: meloxicam, carprofeno, ketoprofeno, firocoxib, robenacoxib y mavacoxib.
Aunque todos ellos han sido ampliamente investigados, el meloxicam continta siendo
uno de los farmacos mas utilizados en el manejo de la OA, tanto en la especie canina
(Aragon etal, 2007) como en la felina (Guillot etal, 2013). Varios estudios han
evaluado los efectos de la administracion de meloxicam en la especie canina,
sugiriendo que, tanto por su eficacia como por su tolerabilidad y facil administracién,
el meloxicam parece ser un tratamiento adecuado para el manejo de la OA crénica en
el perro (Doig et al., 2000). Moreau et al. (Moreau et al., 2003) por su parte, evaluaron
el efecto de la administracion de meloxicam, carprofeno y un nutracéutico en el
tratamiento de la OA en perros, observando que el meloxicam constituia el
tratamiento mas apropiado y efectivo, seguido por el tratamiento con carprofeno,
mientras que los animales tratados con el nutracéutico no mostraron mejorias
significativas. Con el objetivo de disminuir la apariciéon de efectos adversos
relacionados con su administracion a largo plazo, algunos autores han sugerido
cambiar las pautas habituales de tratamiento por pautas a dosis reducidas,
obteniendo resultados variables dependientes de respuestas individuales del animal
(Wernham etal,, 2011).

En relacion con la administracion de AINEs en la especie felina, el meloxicam es uno
de los pocos farmacos aprobado por la Agencia Europea del Medicamento para su uso
a largo plazo en el manejo de trastornos musculoesqueléticos en gatos. Sin embargo,
se estima que entre el 5y el 10% de los pacientes deben interrumpir el tratamiento
por aparicion de efectos adversos, como vOmitos, diarrea, desarrollo de ulceras
gastrointestinales, nefropatias o hepatopatias. Adicionalmente, hasta el 12% de los
animales parecen no responder a la terapia. Ademas, debemos tener en cuenta que
existen multiples contraindicaciones para su administracion en la especie felina,
como la presencia de enfermedad renal subyacente, enfermedad hepatica y la
administracion de corticoesteroides previos, etc. Por todo ello, es importante conocer
posibles terapias farmacoldgicas alternativas y seguras para el manejo de la OA felina
(KuKanich, 2013). En este sentido, se estan evaluando nuevas formas de presentacion
farmacologica para el tratamiento en esta especie, como el meloxicam transmucosa
oral en spray (Monteiro et al., 2016). Los resultados de algunos estudios mostraron
incidencias muy bajas de efectos adversos y, ademas, se obtuvieron resultados
positivos en el manejo del dolor, similares a los observados en estudios con
tratamientos orales en gatos con OA (Guillot etal. 2013). Esta nueva presentacion
farmacéutica podria suponer una opcién terapéutica muy interesante para su uso en
ésta y otras especies. Sin embargo, se requieren estudios que investiguen su efecto a
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largo plazo, asi como la evaluacién de su administracion conjunta con otros
tratamientos.

Dentro de los AINEs utilizados en el manejo del dolor en gatos, el robenacoxib
constituye otro de los farmacos aprobados para su uso en la especie felina. Aunque en
Europa los comprimidos de robenacoxib estan indicados para tratamientos a corto
plazo, algunos estudios han evaluado los efectos de su administracién a largo plazo en
gatos con OA. En este sentido, la administracion diaria de robenacoxib durante un
mes de tratamiento fue bien tolerada por los animales, no observandose dafio a nivel
del tracto gastrointestinal, rifién y/o higado, incluso en gatos con enfermedad renal
crénica concomitante. No obstante, los autores son cautelosos con estos resultados y
recomiendan la realizaciéon de mas estudios que incluyan una poblacién mayor de
gatos con enfermedad renal (King et al., 2016).

6.1.2 Antiinflamatorios no esteroideos de la clase piprant: gapiprant

Los farmacos piprant constituyen un nuevo grupo de AINEs que actian de forma
diferente a los AINEs convencionales. La alta incidencia de efectos adversos asociada
a la inhibiciéon de la COX, llevé a la busqueda de farmacos con modos de accidon
diferentes. En relaciéon a esto, recientemente se desarrolla una nueva molécula,
gapiprant, un AINE que actda selectivamente sobre el receptor EP4 de la PGE2 sin
inhibir las COX y por lo tanto, reduciendo la aparicion de efectos adversos asociados
(Figura 2). La PGEZ2, ha sido reconocida como un mediador fundamental del dolor y la
inflamacion. A su vez, sus acciones se producen por interaccion con cuatro receptores
acoplados a la proteina G (EP1, EP2, EP3, EP4). Los estudios han comprobado que el
receptor EP4 es uno de los principales receptores que intervienen en la mediacién del
dolor asociado en la artritis reumatoide, la osteoartritis y otras patologias
inflamatorias articulares (Giorgi, 2015). Aunque el receptor EP4 no es el tnico
involucrado en la inflamacidn y el dolor, su inhibicién ha demostrado notables efectos
analgésicos y mediadores de la sensibilizacion central (Nakao et al., 2007).

En estudios preclinicos recientes, se observé que la administracion crénica de
gapiprant durante 9 meses en perros sanos con dosis de hasta 50 mg/kg causaba
minimos efectos secundarios (Rausch-Derra etal, 2015). Asimismo, se realizaron
estudios en cuanto a su farmacocinética y farmacodindmica en varios modelos
animales. En la especie canina, se evaluaron los efectos de la administracién de dosis
aproximadamente 15 veces superiores a las dosis terapéuticas confirmando el alto
margen de seguridad del farmaco (Rausch - Derra etal, 2016). También se
realizaron estudios en conejos como modelo experimental, observandose varias
similitudes de los parametros farmacocinéticos en comparacion con los obtenidos en
los perros. Asimismo, gapiprant parece ser una opcion atractiva para la
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antinocicepcion en lagomorfos, debido a su inicio rapido de accién y su efecto de larga
duracion. Sin embargo, se necesitan estudios que evalten sus efectos a largo plazo, asi
como su biodisponibilidad oral y la bioseguridad del firmaco en esta especie (De Vito
etal, 2017).

La efectividad y seguridad del gapiprant también ha sido investigada en varios
ensayos clinicos en perros con OA, obteniéndose resultados muy positivos y
prometedores. Los animales tratados con gapiprant, a una dosis de 2mg/kg cada 24
horas durante 28 dias, mostraron descensos significativos de dolor asociado a OA en
comparacién con los animales del grupo placebo, tanto en las evaluaciones del
propietario como las del veterinario. En general, el tratamiento fue bien tolerado,
identificAindose en algunos casos esporadicos efectos secundarios leves a nivel
gastrointestinal (Rausch-Derra etal, 2016). Por el contrario, en un estudio clinico
posterior realizado en perros con dolor moderado asociado a OA espontanea
(Robertson-Plouch etal, 2019), el tratamiento con un farmaco antagonista del
receptor EP4 no demostro eficacia constante en comparacion con el grupo placebo.

La eficacia analgésica del gapiprant también ha sido evaluada en un modelo de
sinovitis aguda en perros en comparacion con la administracion firocoxib (De Salazar
Alcala etal.,, 2019). Los resultados mostraron una mayor eficacia analgésica tras la
administracion del AINE, en comparacion al gapiprant, cuyos resultados no fueron
significativamente diferentes a los obtenidos en los animales tratados con placebo.
Los autores sugieren que esto puede deberse a la intensidad del dolor que se genera
en este tipo de modelo animal, por lo que probablemente con otro tipo de modelo
experimental y con administraciones repetidas del tratamiento podrian alcanzarse
resultados mas positivos. No obstante, en las mismas condiciones experimentales, el
firocoxib si que mostré una alta potencia analgésica.

En cuanto a la especie felina, actualmente se dispone de estudios de seguridad y de
perfiles de toxicidad asociados a la administracion oral de gapiprant. Al igual que en
la especie canina, la administracion diaria de gapiprant, fue bien tolerada por los
gatos incluidos en el estudio a dosis de hasta 15 mg/kg. Sin embargo, sigue siendo
necesario el desarrollo de ensayos clinicos adicionales para evaluar la seguridad y la
eficacia de gapiprant en gatos con OA (Rausch-Derra y Rhodes, 2016).

6.2 CORTICOESTEROIDES

Los corticoesteroides son potentes agentes antiinflamatorios que han sido
ampliamente utilizados durante afios en el tratamiento de la OA tanto en medicina
humana como veterinaria. En cuanto a su mecanismo de accidn, actian inhibiendo la
fosfolipasa A2, de manera que se reduce la producciéon de acido araquidoénico
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precursor de cicloxigenasa y lipooxigenasa (Figura 2). Estos farmacos se reservan
frecuentemente a etapas terminales y severas de la OA o para aquellos casos
refractarios a otros tratamientos. Su administracion mas habitual y que ha
demostrado resultados mas favorables corresponde al tratamiento local mediante
inyeccion intraarticular (IA) (Henrotin et al.,, 2005).

Fosfolipidos de la membrana celular

Fosfolipasa A x Corticoesteroides

v

Acido araquidénico
Gaplprant

Ciclooxigenasas x / x

N A R

AAAASA A A AR
,\UUDUMHUMWHU

Figura 2. Mecanismo de accion de los corticoesteroides, antiinflamatorios no esteroideos y gapiprant en la

cascada de la inflamacién. PG, prostaglandina; TXA, tromboxano A2.

A pesar de los posibles efectos no deseados que se les achacan, la administracion 1A
con corticoesteroides es una de las practicas mas comunmente utilizadas en el
manejo de las enfermedades articulares en la especie equina, siendo la
metilprednisolona y la triamcinolona los farmacos mas empleados, seguidos con
menor frecuencia por la betametasona (Souza, 2016). La mayoria de los estudios
realizados coinciden en determinar que la administracion IA de corticoides conduce a
una mejoria de la cojera de los animales. En cuanto a la combinacién con otros
farmacos, su administracion conjunta con acido hialurénico ha sido ampliamente
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utilizada en el tratamiento de la sinovitis no infecciosa y de la OA, con objeto de
alcanzar una eficacia clinica superior. Sin embargo, algunos autores refieren haber
obtenido menores tasas de éxito clinico a corto plazo, con la combinacién de ambos
tratamientos en comparacion con el tratamiento corticoesteroideo en solitario (de
Grauw et al., 2016).

Por otro lado, aunque el tratamiento IA con corticoides se ha asociado a un rapido y
efectivo alivio de los sintomas, su respuesta es relativamente breve, incluso tras la
administracion de corticoesteroides de larga de duracion. Como consecuencia, en la
mayoria de los casos es necesario realizar administraciones repetidas del farmaco. En
este sentido, se deben extremar las precauciones, puesto que tanto la administraciéon
de dosis altas como la exposicion prolongada al tratamiento corticoesteroideo se ha
asociado al desarrollo de erosién del cartilago y toxicidad de los condrocitos (Pettitt y
German, 2015; Wernecke etal, 2015), e incluso se ha demostrado que pueden
acelerar la progresion de la OA (McAlindon etal.,, 2017). En lineas generales, parece
que los efectos de los corticoides sobre los condrocitos y el cartilago son
dependientes del tiempo y de la dosis, reportandose efectos positivos a dosis bajas, y
efectos perjudiciales a concentraciones altas o tratamientos prolongados (Di Salvo
etal., 2021). Por todo ello, su utilizacion en medicina veterinaria debe realizarse con
precaucion, evaluando los posibles riesgos-beneficios de cada animal en particular.

6.3 ANALGESICOS
6.3.1 Paracetamol

El paracetamol constituye el tratamiento de primera elecciéon para el manejo del
dolor medio a moderado por OA en el hombre. Su utilizaciéon en medicina veterinaria
se restringe fundamentalmente a la especie canina, estando contraindicado su uso en
el manejo del dolor en gatos debido a la toxicidad observada en esta especie. En
cuanto a su posologia en perros, se recomienda su administraciéon en periodos no
superiores a 5 dias y nunca en combinacion con otros AINEs (Pettitt y German, 2015).
En algunos paises, existen preparaciones orales de paracetamol autorizadas para su
uso en la especie canina y que incluyen dosis bajas de codeina en su presentacion.
Algunos autores han evaluado su eficacia en el periodo postoperatorio en perros,
observandose efectos analgésicos similares a los determinados tras la administracion
de meloxicam (Pacheco etal, 2020). Sin embargo, son necesarios ensayos clinicos
que evaluen su seguridad y eficacia a largo plazo, asi como en el manejo del dolor
asociado a OA.
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6.3.2 Tramadol

El tramadol es un analgésico opioide ampliamente utilizado en el tratamiento del
dolor relacionado con la OA en el hombre, debido a sus efectos positivos y su alta
tolerabilidad. Asimismo, constituye uno de los opiaceos mas empleados en el manejo
del dolor por OA en medicina veterinaria. Sin embargo, los resultados de su
efectividad en animales son bastantes erraticos a lo largo de los diferentes estudios
publicados y, por ello, es necesario el seguimiento del paciente para garantizar que se
estan proporcionando los niveles de analgesia adecuados (Pettitt y German, 2015).
Asimismo, su falta de propiedades antiinflamatorias y la presencia de efectos
adversos asociados pueden limitar su eficacia.

En la especie felina, es frecuente que los animales con OA muestren signos clinicos de
sensibilidad central expresados en forma de hipersensibilidad al dolor que parece no
responder al tratamiento con AINEs como el meloxicam (Guillot etal, 2013). En
relacién a eso, se ha observado que este fendmeno puede ser potencialmente
reversible con el uso de tramadol (Monteiro et al,, 2016). Estudios recientes en gatos
geriatricos con OA evaluaron la eficacia del uso de tramadol en el manejo del dolor y
aumento del nivel de actividad fisica. En el estudio de Monteiro et al. (Monteiro etal,,
2017), los autores evaluaron el uso del tramadol via oral a una dosis de 3 mg/kg
durante 19 dias, observandose efectos beneficiosos en la movilidad y en el manejo de
la sensibilidad central. De manera similar, en el estudio de Guedes et al. (Guedes et al,,
2018a), los resultados sugirieron un efecto beneficioso tras la administracion oral a
una dosis de 2 mg/kg dos veces al dia, posiblemente asociado a la disminucion de la
produccion de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-
a). Sin embargo, también se observo un aumento de los animales que presentaban
euforia tras la administracidn del farmaco, asi como signos de disforia o sedacidn, lo
que podria dar lugar a efectos variables sobre su nivel de actividad. Por todo ello, en
aquellos casos en los que no se logre alcanzar un equilibrio entre la eficacia y la
tolerabilidad mediante ajustes de la dosis del farmaco, sera necesario considerar un
tratamiento analgésico alternativo (Guedes etal., 2018a). En cuanto a los efectos
adversos del tramadol en gatos, se observo una asociacion dosis-dependiente, siendo
los mas frecuentemente observados los que afectaban al tracto gastrointestinal y
sistema nervioso central (Monteiro et al., 2016).

En relacion a su efectividad en el manejo de la OA canina, existe una clara falta de
evidencia cientifica en su administracion a largo plazo. Asimismo, algunos estudios
han evidenciado su falta de eficacia en el manejo del dolor cuando se administra como
unica modalidad de tratamiento en perros (Malek et al., 2012; Budsberg et al., 2018).
En concreto, se observo que la administracion de tramadol a 5 mg/kg cada 8 horas,
no mostraba diferencias estadisticamente significativas comparado con el grupo
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placebo en el tratamiento del dolor y la disfuncion articular (Budsberg et al., 2018).
Por el contrario, en otro estudio se evalué el efecto de la administraciéon de
ketoprofeno a dosis reducidas (0.25 mg/kg cada 24 horas) en combinacion con
tramadol via oral durante 28 dias. Ademas de segura, la combinacion del AINE y el
opiaceo parece ser efectiva en el manejo del dolor osteoartritico en esta especie,
observandose incluso efectos positivos hasta 120 dias tras la interrupcién del
tratamiento (Monteiro et al,, 2019). En cuanto a los efectos adversos relacionados con
la administracion de tramadol, se han notificado efectos a nivel gastrointestinal como
nauseas y anorexia, asi como diferentes grados de sedacion y somnolencia (KuKanich,
2013).

6.3.3 Amantadina

La amantadina es un antagonista de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA).
Su potencial uso en el manejo de la OA esta relacionado con una posible disminucién
del sindrome de sensibilidad central observado en algunos pacientes, y, por lo tanto,
mejorando el manejo del dolor crénico. Aunque todavia no se conoce el papel de los
receptores NMDA en la OA, se ha observado que desempeiia un importante papel en
el procesamiento de estimulos nocivos en modelos de OA en roedores (Li y
Neugebauer, 2004). Si bien es cierto que la amantadina como terapia tunica no parece
proporcionar los efectos analgésicos requeridos en estos pacientes, si que parece
potenciar los efectos analgésicos de AINEs, opioides y otros farmacos como la
gabapentina y la pregabalina (KuKanich, 2013). En este sentido, algunos estudios
clinicos en perros ya han demostrado efectos positivos en el manejo del dolor
osteoartritico refractario a meloxicam, por lo que podria considerarse una opcion
terapéutica complementaria util (Lascelles etal, 2008). En cuanto a su
administracion en gatos, actualmente parece que no hay datos que apoyen su uso en
esta especie, por lo que se requieren mas estudios que evalien su efecto (KuKanich,
2013). Recientemente, se ha publicado un estudio en gatos en el que se sugiere el
potencial beneficio y seguridad de la amantadina en la OA (Shipley etal, 2020). A
pesar de la mejora de la calidad de vida referida por el propietario, en el estudio se
determinaron disminuciones significativas de la movilidad en los animales tratados
con amantadina en comparacion a los tratados con placebo, pudiendo atribuirse este
hecho a un potencial efecto sedante no deseado asociado a la administracion del
farmaco.
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6.3.4 Gabapentina

La gabapentina es un analogo estructural del acido y-aminobutirico (GABA)
originalmente desarrollado como antiepiléptico y que se utiliza frecuentemente en el
manejo del dolor neuropatico en el hombre. La evidencia de su uso en perros y gatos
como analgésico es baja y pocos estudios clinicos han evaluado su efecto en animales
de compafiia con OA. En el caso de la especie felina, un estudio clinico en gatos
geriatricos con OA mostr6 una mejoria significativa de la movilidad alterada
percibida por parte de los propietarios. Sin embargo, no se determinaron
asociaciones significativas entre el tratamiento con gabapentina y la percepcion de
una mejoria en la calidad de vida de los pacientes (Guedes et al., 2018b). Esto podria
estar relacionado con la alta proporcion de gatos que desarrollaron efectos adversos
tras la administracion de gabapentina, siendo los mas frecuentemente reportados la
sedacion y la ataxia. A su vez, parece que la aparicion de estos efectos indeseables es
mas habitual cuando se administran dosis altas del farmaco o cuando se combinan
con otros medicamentos que producen efectos adversos similares. Por todo ello, seria
necesario establecer pautas iniciales a dosis bajas e ir ajustandolas en funcién de la
tolerabilidad del paciente, hasta que logremos un equilibrio entre la sedacién y su
efecto analgésico (KuKanich, 2013; Guedes et al., 2018b).

6.4 FARMACOS DE ACCION SINTOMATICA LENTA

Los SYSADOAs han sido ampliamente investigados en el tratamiento de la OA. Dentro
de ellos, los efectos de los farmacos precursores de la matriz del cartilago,
comunmente conocidos como condroprotectores, han sido estudiados en distintos
modelos animales (Mével etal, 2014). Aunque algunos estudios preclinicos han
evidenciado efectos condroprotectores a nivel macroscopico y bioquimico (Wen et al.,
2010; Terencio et al., 2016; Abdul Kadir et al., 2019), 1a heterogeneidad de resultados
obtenida entre los diversos estudios dificulta su evidencia cientifica. Otro SYSADOA
que ha sido ampliamente evaluado en investigacion preclinica es la diacereina, un
farmaco modulador de citoquinas con efecto antiinflamatorio, antipirético y
analgésico desarrollado especificamente para el tratamiento de la OA. Aunque su
administracion se ha relacionado con la consecucion de un mejor estado del cartilago
articular y del hueso subcondral (Permuy et al., 2015a), en otros estudios se observo
que el tratamiento con diacereina no lograba prevenir los cambios asociados a la OA
(Hwaetal,, 2001).

En cuanto a su uso clinico en animales, los tratamientos con glucosamina, condroitin
sulfato y acido hialurénico han sido probablemente los mas utilizados en medicina
veterinaria (Rychel, 2010). Estos tratamientos son ampliamente aceptados y
recomendados por la mayor parte del colectivo veterinario que los considera seguros
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y eficaces en el manejo de la OA (Elrod y Hofmeister, 2019). Sin embargo, en el
momento actual existe gran controversia en cuanto a la utilizacion clinica de estos
tratamientos y la mayoria de los resultados se consideran inciertos (Mantovani et al,,
2016). Asimismo, la falta de estandarizacion en algunos disefios experimentales y la
variabilidad de presentaciones terapéuticas dificultan ain mas su evaluacién en
investigacion biomédica (Bruyere et al,, 2016).

6.4.1 Glucosamina

La glucosamina es un importante precursor de los proteoglicanos que son
componentes clave de la matriz extracelular. Asimismo, inhibe la sintesis de enzimas
encargadas de la degradacién del cartilago, como MMPs, y presenta efectos
antiinflamatorios a nivel local y sistémico (Jerosch, 2011). Las principales formas de
presentacion para su tratamiento en OA son: la glucosamina sulfato (GS) ,
glucosamina hidrocloruro (GH) y N-acetil-glucosamina (Henrotin etal.,, 2014). En
cuanto a la formulacion de los compuestos y sus efectos sobre la OA, la mayoria de los
resultados positivos identificados en investigacion biomédica se han obtenido con los
preparados regulados como farmacos, no pudiendo extrapolar sus resultados a los
potenciales efectos de los suplementos alimenticios comercializados, cuyo contenido,
farmacodinamica y farmacocinética no estan garantizados (Henrotin et al., 2005).

Con respecto a su efectividad en el manejo de la OA en animales, los resultados de los
estudios clinicos y preclinicos muestran resultados muy heterogéneos. Algunos
estudios en modelos animales han evidenciado efectos condroprotectores
relacionados con un descenso de la secrecion de mediadores inflamatorios (Taniguchi
etal,, 2012; Wang y Cai, 2018; Salman et al.,, 2019). Mientras que en otros estudios, el
tratamiento con glucosamina no fue capaz de prevenir la degeneracidon articular ni la
fibrilacién del cartilago (Tiraloche etal, 2005; Permuy etal, 2015b). En medicina
humana, los estudios clinicos sobre el efecto de la glucosamina para el manejo OA
también presentan resultados contradictorios. En relaciéon a esto, algunos autores
evaluaron el efecto de la administracion de glucosamina en ensayos clinicos en los
que se realizaba una correcta ocultacidon de los tratamientos evidenciando que los
pacientes no mostraban diferencias significativas sobre el placebo en el alivio del
dolor y la mejoria funcional, poniendo en duda la eficacia de la glucosamina
(Towheed etal, 2009). En este sentido, en medicina veterinaria el efecto placebo
relacionado con el propietario es un problema importante que debe abordarse en los
estudios que evaldan la eficacia de los analgésicos en animales con enfermedades que
provocan dolor crénico (Malek etal, 2012). Por todo ello, aunque algunos autores
han reportado efectos beneficiosos en el manejo del dolor asociado a la OA canina
tras la administraciéon de estos compuestos (McCarthy etal, 2007), no podemos
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descartar un posible efecto placebo. Especialmente, en aquellos estudios en los que se
incluyen escalas subjetivas para clasificacion del grado de dolor.

En la actualidad, existe una gran disponibilidad de productos comercializados para su
uso en la especie canina, los cuales difieren tanto en la formulacién y dosificacion de
la glucosamina, como en composicion y presencia de sustancias activas adicionales.
Segun Bhathal et al. (Bhathal etal, 2017), parece que la mayoria de estos
suplementos veterinarios contienen GH. En relacion a esto, es importante sefalar que
algunos autores han sugerido que este tipo de glucosamina, parece presentar
menores efectos beneficiosos en la mejora sintomatica de los pacientes, asi como una
menor biodisponibilidad oral (Towheed etal, 2005). Sin embargo, estudios
preclinicos en conejo como modelo animal de OA han mostrado efectos
condroprotectores tras su administracion oral (Ohnishi etal, 2013; Jeong etal,
2017), asi como reducciones significativas de las alteraciones producidas a nivel del
hueso subcondral (Wang et al., 2007). Por otro lado, en una revision sistematica que
evalud el uso de glucosamina en la OA humana, los autores determinaron que, debido
a la gran heterogeneidad de resultados observada entre los estudios disponibles,
identificar qué formulacidon podria ser mas eficaz en el manejo de la OA continua
siendo realmente complicado (Henrotin et al., 2012b).

En cuanto a la dosis empleada en el tratamiento de la OA, algunos autores han
evaluado la dependencia dosis-efecto de la glucosamina en modelos animales
concluyendo que la eficacia de este farmaco depende de la dosis y de la
concentracion, sugiriendo tras la extrapolacion de los resultados obtenidos, que dosis
superiores a las aprobadas en medicina humana (1500 mg/kg/dia), podrian
proporcionar mayores efectos beneficiosos en los pacientes afectados por OA
(Aghazadeh-Habashi et al., 2014). Sin embargo, se necesitan estudios que evalten la
farmacocinética y toxicidad asociadas a la administracion de dosis mas elevadas de
glucosamina (McCarty et al., 2019). Por otro lado, aunque la glucosamina presenta un
alto perfil de seguridad, se han reportado efectos secundarios gastrointestinales leves
asociados a su administracion, aunque también se han descrito efectos secundarios
alérgicos relacionados con la sal de algunos tipos de formulaciones (Henrotin etal,
2012b).

6.4.2 Condroitin sulfato

El sulfato de condroitina es un componente esencial de la matriz extracelular de los
tejidos conectivos. A nivel del cartilago presenta varios mecanismos de accidn, reduce
los niveles de MMPs (MMP-3, MMP-13), agrecanasas (ADAMTS-4, ADAMTS-5) y la
expresion de interleuquinas (IL-13), asi como la apoptosis de condrocitos. Por otro
lado, favorece la produccion de acido hialurénico, de proteoglicanos y de colageno
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tipo II (Jerosch, 2011). Sin embargo, sus efectos biolégicos pueden variar en funcion
de su origen, produccidén y purificacion (Martel-Pelletier et al.,, 2015).

Los efectos clinicos de este SYSADOA han sido objeto de estudio durante afios en
medicina humana. Algunas revisiones de la literatura concluyen que su
administracion presenta efectos beneficiosos en el control del dolor y otros sintomas,
asi como en la progresion radiolédgica de la enfermedad (Leeb et al.,, 2000; Schneider,
2012). Por el contrario, otros estudios refieren no observar beneficios tras su
administracion (Reichenbach et al., 2007). En relacién a los resultados de los estudios
preclinicos, la administracion de condroitin sulfato redujo los parametros
histolégicos de sinovitis, la degradacion del cartilago y el edema en un modelo de
induccién quimica en ratén (Omata etal., 2000). Por el contrario, en un estudio en
conejos a los que se indujo la OA mediante inmovilizacién fisica, se observo que el
tratamiento con condroitin sulfato durante 12 semanas no fue capaz de detener el
dafio articular (Torelli et al., 2005).

Numerosas investigaciones han evaluado el posible efecto sinérgico de su
administracion conjunta con glucosamina, evidenciandose una amplia variedad de
resultados. En el estudio de Terencio et al. (Terencio etal.,, 2016), la combinacion de
CS y GH mostr6 menor dafio histologico en el cartilago articular tras su
administracion en un modelo ACLT en rata. Por otro lado, Roman-Blast et al. (Roman-
Blas etal, 2017) evaluaron los efectos de la asociacion de CS con glucosamina
hidrocloruro o sulfato en un modelo quirdrgico en conejo. Los resultados de este
estudio mostraron que ninguno de los tratamientos fue capaz de modificar el dafio
del cartilago o la inflamacién sinovial. En cuanto a los ensayos clinicos en medicina
veterinaria, la administracion de condroitin sulfato y glucosamina en perros con OA,
no mostro diferencias significativas sobre el placebo en la evaluacion de la movilidad
medida mediante monitor de actividad. Sin embargo, los propietarios reportaron
mejorias clinicas significativas en ambos grupos, lo que sugiere un posible efecto
placebo del cuidador (Scott et al.,, 2017). En este sentido, la inclusién de monitores de
actividad en la evaluacién de la eficacia de los tratamientos en los perros con OA,
permite obtener datos mas objetivos y en el entorno cotidiano del animal (Brown
etal., 2010).

6.4.3 Acido hialurénio

El HA es un mucopolisacarido que se encuentra en el liquido sinovial y es el
responsable de su viscosidad, aumentado la lubricacion articular y reduciendo la
friccion de las superficies articulares. Ademas, reduce los niveles de MMP-13,
ADAMTS-4, ADAMTS-5, IL-1B, IL-6 y aumenta la produccién de proteoglicanos y
glucosaminoglicanos (Altman etal, 2015). A medida que la OA avanza, la

51



Silvia Ferndandez Martin

concentracion natural del HA dentro de la articulacion disminuye. Asimismo, las
moléculas tienden a presentar una disminucién en su peso molecular, de manera que
disminuyen sus propiedades biomecanicas y viscoelasticas. La administracién de
intraarticular HA tiene como objetivo la restauracién de estos cambios, aumentando
su concentracidn y distribucion dentro de la articulacidn sinovial (Band et al., 2015).
Sin embargo, pocos estudios han evaluado sus efectos via oral por lo que su evidencia
mediante esa via de administracién continua siendo insuficiente.

El tratamiento con HA para manejo de la OA, solo o combinado con otras terapias, ha
sido ampliamente investigado en estudios in vivo con modelos animales,
obteniéndose resultados condroprotectores muy positivos (Amiel et al., 2003; Fonsi
etal., 2020). Asimismo, en medicina humana se ha evaluado la efectividad de su
administracion intraarticular, comparandolo con la administracion de
corticoesteroides. Los resultados sugieren un mayor efecto de la terapia con
glucocorticoide hasta las 4 semanas de duracidn; sin embargo el tratamiento con HA
demostr6 mayor eficacia a largo plazo (4 a 26 semanas). Por todo ello, parece que la
coadministracién de ambos agentes presentaria un efecto sinérgico realmente util
para el manejo de la OA en la clinica (Bannuru etal, 2009). En la especie canina,
recientemente se ha publicado un estudio que evalu6 la administracion intraarticular
de HA y/o triamcinolona en perros de trabajo con OA de cadera. Los resultados
mostraron efectos beneficiosos tras la administracion de los tratamientos,
especialmente, tras su administracion conjunta, evidenciando mejoras significativas
en las escalas de dolor evaluadas (Alves etal, 2020). Sin embargo, seria
recomendable la realizacion de mas estudios con un nimero mayor de pacientes, asi
como la inclusién de métodos de evaluacién mas objetivos. En medicina equina, la
administracion de HA ha demostrado ser eficaz en la reduccién de la cojera asociada a
la OA en caballos. En cuanto a su combinacion con otros farmacos, no hay evidencia
cientifica de que su administracién conjunta con otros farmacos antiinflamatorios sea
mas eficaz para reducir la cojera que su administracion de manera individual (da
Silva Xavier et al., 2021).

Actualmente, cada vez mas estudios preclinicos y clinicos defienden su actividad
modificadora de la enfermedad, ademas de su probada eficacia y seguridad en el
tratamiento del dolor asociado a OA (Altman et al., 2015).

6.5 BIFOSFONATOS

Los bifosfonatos (BPs) son analogos sintéticos de los pirofosfatos inorganicos que
inhiben la funcion de los osteoclastos para reducir la resorcion 6sea. Su uso principal
esta relacionado con el tratamiento de patologias en las que se observa un aumento
considerable de la tasa de recambio 6seo como la osteoporosis, neoplasias 6seas y la
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enfermedad de Paget. Adicionalmente, los BPs han sido propuestos como posibles
DMOADs, debido a su posible impacto positivo sobre el cartilago articular asociado a
una mejor calidad en el hueso subcondral (Castafieda etal, 2012; Karsdal etal,
2014). Sin embargo, los estudios clinicos realizados en medicina humana han
mostrado resultados inconsistentes (Spector etal, 2005; Bingham etal, 2006;
Buckland-Wright etal, 2007). En relaciéon a esto, como un intento de aclarar su
efectividad en el manejo de la OA, se publicaron algunas revisiones sistematicas en las
que se evaluo el efecto de estos farmacos en pacientes afectados por OA de rodilla.
Los BPs parecen mostrar limitados efectos en el control del dolor y la capacidad
funcional, asi como ninguna mejoria a nivel radiografico (Davis et al., 2013; Vaysbrot
etal,, 2018).

Numerosos estudios preclinicos, han analizado el posible efecto beneficioso de las
terapias antirresortivas, inhibiendo la remodelacion del hueso subcondral y
mejorando la mineralizaciébn y estructura del hueso trabecular, lo que,
consecuentemente, se ha relacionado con un descenso del dafio a nivel del cartilago
articular. Especificamente, se han observado respuestas positivas en los
compartimentos cartilaginoso y 6seo en varios estudios experimentales tras la
administracion de alendronato (Hayami et al., 2004; Jones et al., 2010; Sniekers et al,,
2010; Shirai etal.,, 2011; Zhang etal.,, 2011), acido zoledrdnico (Strassle etal., 2010;
She etal,, 2017), pamidronato (Koh et al, 2010) y risedronato (MacNeil et al., 2008;
Jones et al., 2010; Permuy et al., 2014). Por el contrario, en otros estudios preclinicos
no se han observado efectos modificadores de la enfermedad, al no ser capaces de
prevenir la erosidn articular (Ding et al., 2008a; Moreau et al,, 2011; Thomsen etal,
2013; Bagi etal., 2015a) ni la formacion de osteofitos (Doschak et al.,, 2004; Moreau
etal,, 2011; Bagi et al., 2015a; Khorasani et al,, 2015).

Aunque el efecto de los bifosfonatos ha sido ampliamente evaluado en las ultimas dos
décadas, la evidencia de su eficacia continda siendo deficiente. Asimismo, las
diferencias entre estudios preclinicos y entre estos y algunos ensayos clinicos
continuan estando presentes. Por todo ello, su mecanismo de accién y efectividad en
la OA no estan claros todavia. Ademas, existe una evidente falta de evidencia cientifica
en la evaluacion de la efectividad de estos farmacos a largo plazo, y solo algunos
estudios preclinicos han investigado sus efectos por encima de los 6 meses de
tratamiento (Thomsen et al,, 2013; Dearmin et al., 2014).

En cuanto a su uso medicina veterinaria, su aplicabilidad clinica es limitada. Algunos
autores han reportado su uso en la especie canina y felina, en el manejo del dolor
asociado a algunas neoplasias 6seas como el osteosarcoma y otros tumores 0seos
invasivos (Wypij y Heller, 2014; Hoddinott etal.,, 2019), y en el tratamiento de la
hipercalcemia no neoplasica (Daniels y Sakakeeny, 2015). En la actualidad no hay
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estudios clinicos que evaluen su efectividad en el manejo de la OA en animales de
compaiifa. Sin embargo, estudios experimentales con perros han evidenciado efectos
positivos en la disminucion de los signos clinicos y de los cambios estructurales
asociados ala OA (Moreau et al,, 2011; Pelletier et al., 2011).

6.5.1 Risedronato

El risedronato (RIS) es un bifosfonato nitrogenado que presenta un efecto inhibidor
de la resorcidn Osea osteoclastica. Se trata de uno de los BPs mas estudiados en
medicina humana y su uso principal es el tratamiento de la osteoporosis
postmenopausica, la osteoporosis inducida por esteroides y la enfermedad de Paget
(Buckland-Wright et al.,, 2007). Sin embargo, en lo ultimos afios se ha producido un
creciente interés en evaluar su aplicacién en la OA, potenciado por los hallazgos de las
implicaciones del hueso subcondral en la patogénesis de la enfermedad articular
(Karsdal et al., 2014).

Los efectos del RIS han sido ampliamente evaluados en investigacién preclinica con
modelos animales. En relacién a esto, en algunos estudios experimentales se ha
observado que su administracion en etapas tempranas de la enfermedad favorece la
conservacion del cartilago articular al reducir los cambios en el hueso subcondral
(MacNeil etal., 2008; Jones etal., 2010; Permuy etal.,, 2014). Por el contrario, en el
estudio de Thomsen et al., (Thomsen et al., 2013), el tratamiento con RIS durante 6
meses no logro reducir el dafio del cartilago articular en la evaluacion histolégica, ni
la esclerosis de la placa 6sea subcondral, pero disminuyd los niveles seroldgicos de
CTX-IL. En otros casos, la administracidon de RIS en conejo como modelo quirdrgico de
OA, no evidenci6 efectos condroprotectores ni redujo la formacion de osteofitos, pero
mostré una mayor conservacion de las propiedades estructurales del hueso
periarticular (Doschak et al., 2004, 2005).

En cuanto a los estudios clinicos realizados en el hombre, ninguno ha demostrado un
claro efecto modificador de la enfermedad, aunque se han descrito mejorias leves de
los sintomas clinicos, descenso de marcadores seroldgicos de degradacion del
cartilago (Spector etal., 2005; Bingham et al.,, 2006) y una mejor conservacién de la
estructura del hueso subcondral y trabecular (Buckland-Wright et al., 2007; Iwamoto
etal., 2010). Sin embargo, los resultados observados entre los diferentes estudios
mostraron valores muy heterogéneos, y su actual funcion como posible DMOAD
continua siendo controvertida.

Entre sus principales efectos secundarios se han descrito dolor abdominal, ostealgia y
artralgia. Asimismo, su administracion a largo plazo se ha relacionado con una mayor
fragilidad 6sea asociada a la inhibicidn del recambio 6seo y la posible acumulacién de
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microdafios. En relaciéon a esto, un estudio experimental en perros mostré que el
tratamiento con risedronato durante un afio, suprimi6 significativamente Ia
remodelacion intracortical 6sea, aumentd la acumulaciéon de microdafios y redujo
algunas propiedades biomecanicas del hueso (Mashiba et al., 2000). Sin embargo en
otro estudio posterior, se observd que la administracion a dosis clinicas durante un
afio de risedronato o alendronato, favorecié la acumulacidon significativa de
microdafios a nivel vertebral, pero esto se vio compensado por el aumento del
volumen 6seo y la mineralizacion, de modo que no hubo un deterioro significativo de
las propiedades mecanicas a nivel 6seo (Allen et al., 2006).

6.6 DERIVADOS CANNABINOIDES

Actualmente, se han empezado a investigar los efectos del uso de derivados
cannabinoides para el manejo del dolor en medicina humana y veterinaria. El
cannabidiol (CBD) es un cannabinoide no psicotropico que ejerce efectos
inmunomoduladores, antihiperalgésicos, antinociceptivos y antiinflamatorios,
actuando como un antagonista alostérico no competitivo de los receptores
cannabinoides (Zhornitsky y Potvin, 2012). Los receptores cannabinoideos se
encuentran ampliamente distribuidos por el sistema nervioso central y periférico y
estan también presentes en la membrana sinovial (Richardson etal., 2008). Aunque
actualmente su interés comercial y su uso en animales de compafiia ha
experimentado una creciente popularidad, lo cierto es que existe poca evidencia
cientifica sobre su dosificacion oral segura y eficaz. En relacion con esto, sus efectos
clinicos y su farmacocinética han sido evaluados en perros con OA a una dosis de 2
mg/kg cada 12 horas. Los resultados mostraron una disminucién significativa del
dolor tras el tratamiento, asi como un aumento de la actividad fisica en comparacién
con el placebo. Aunque los propietarios no identificaron ningun efecto secundario, la
bioquimica sanguinea evidencié un aumento de la fosfatasa alcalina durante el
tratamiento con CBD. Asimismo, su vida media tras administracion oral fue solo de 4-
5 horas como maximo (Gamble et al.,, 2018).

La administracion transmucosa oral de estos tratamientos, ha demostrado presentar
ciertas ventajas respecto a otras formas habituales de administracién farmacolégica,
relacionadas con su facilidad de uso, rapida absorcion y evitacion del primer paso
hepatico o la degradacién intestinal (Messenger et al., 2016). En relacion a esto y con
objeto aumentar la biodisponibilidad del CBD, un estudio clinico en perros con OA,
evalud el efecto de su administracion transmucosa oral como terapia coadyuvante en
el manejo del dolor asociado a la OA (Brioschi et al., 2020). Los resultados obtenidos
mostraron que los animales que recibieron el cannabidiol adicionalmente al
tratamiento multimodal evaluado (AINE + gabapentina + amitriptilina) mostraron
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mejorias significativas en las escalas del dolor comparado con los animales que no
fueron tratados con el CBD. La coadministracion de CBD con otras terapias
farmacologicas parece resultar util en el manejo de la OA, al permitir disminuir las
dosis de los farmacos empleados y por lo tanto, disminuir la gravedad e incidencia de
aparicion de efectos secundarios indeseables. Asimismo, se ha observado que los
perros presentan una alta tolerancia a su administracién, lo que unido a su facilidad
de uso, lo convierte en una alternativa muy interesante para el manejo a largo plazo
de esta enfermedad (Gamble et al., 2018; Brioschi et al., 2020).

6.7 NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN OSTEOARTRITIS

En la actualidad, se estan evaluando una gran cantidad de agentes terapéuticamente
prometedores en la investigacion experimental con OA. El objetivo fundamental
continia siendo el desarrollo de terapias capaces de revertir el dafio articular
asociado a la OA y prevenir su progresion (Schulze-Tanzil, 2021). En este sentido, las
terapias regenerativas han demostrado ser una de las opciones terapéuticas mas
prometedoras de los ultimas afios, participando en fendmenos de reparacion y
remodelacion y mostrando efectos muy positivos a nivel del mantenimiento de la
estructura y mejora de la funcidn articular (Carrillo, 2020). Estas terapias han sido
ampliamente investigadas tanto en medicina humana como veterinaria, e incluyen
diversas técnicas de implantacion de tejidos como los injertos de periostio,
pericondrio y los trasplantes de condrocitos, asi como el uso de terapias celulares con
capacidad condrogénica como el plasma rico en plaquetas (PRP) y las células madre
mesenquimales (MSC) (Cuervo et al., 2014).

Otras de las terapias innovadoras que se estan investigando en la actualidad incluyen
el desarrollo de nuevos tratamientos de viscosuplementacion, como formulaciones de
acido hialurénico con mayor contenido en HA y mayor estabilidad, con objeto de
lograr mayores efectos a largo plazo (Oliveira etal, 2018). También se han
identificado nuevos factores de crecimiento, hormonas, anticuerpos y compuestos
nanoparticulares capaces de inhibir la actividad inflamatoria dentro de la
articulacion. Por otro lado, existe un creciente interés en el desarrollo de terapias
génicas y el estudio de diversos inhibidores y reguladores genéticos implicados en la
patogénesis de la OA (Schulze-Tanzil, 2021).

Todos estos nuevos enfoques terapéuticos suponen una esperanza para el
tratamiento de la OA debido a su creciente potencial en términos de seguridad, alivio
del dolor y mejora de la funcionalidad articular, asi como a sus efectos positivos en la
regeneracion del cartilago. Sin embargo, se precisan estudios experimentales que
permitan responder muchas de las incégnitas que todavia existen en relacion a su
farmacodinamia y sus efectos a largo plazo (Roseti et al,, 2019).
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6.7.1 Plasma rico en plaquetas

El PRP es un hemoderivado autdlogo que contiene plaquetas altamente concentradas
y varios tipos de factores de crecimiento, asi como citoquinas, quimiocinas y
proteasas, capaces de activar diferentes vias de sefializacidn celular que promueven
la reparacion tisular. En el caso de su efecto sobre el cartilago articular, se ha
observado que la administracion de PRP puede modular la regeneracion del cartilago
y retardar la progresion de la OA, al estimular la migracién, proliferacién y
diferenciacion de células madre, la homeostasis articular y su lubricacion (Sakata y
Reddi, 2016). En funcién de sus diferentes caracteristicas, existen numerosas
variantes de PRP, siendo una de las mas utilizadas el plasma rico en factores de
crecimiento (PRGF), que se caracteriza por presentar una concentracion plaquetaria
moderada y ausencia de leucocitos (Anitua et al., 2005).

En medicina humana, se ha demostrado que la administracion intraarticular de PRP
alivio el dolor por OA de los pacientes y ademas, redujo las respuestas inmunitarias
humorales y celulares, que condujeron a efectos beneficiosos sobre los parametros
histolégicos. Estos resultados sugirieron que el PRP puede ser un agente terapéutico
potencial para la OA de rodilla (Huang et al., 2018a).

En relacién a los estudios preclinicos, sus efectos han sido evaluados en varias
especies. En el caso de la especie canina, un estudio preclinico en perros a los que se
les realiz6 la induccion quirurgica de la OA mostr6 que la inyeccion intraarticular de
PRP tenia efectos beneficiosos sobre la enfermedad a nivel clinico e histolégico, y que
esto se veia potenciado tras la administracion conjunta con células madre
mesenquimales (Yun et al.,, 2016). Del mismo modo, un ensayo clinico en perros con
displasia bilateral de cadera demostr6 que una Unica administracién intraarticular de
PRGF fue eficaz aliviando el dolor asociado a la OA y mejorando la funcién articular de
los animales. Adicionalmente, se observo que cuando se combinaba la infiltracion de
PRGF con ejercicios de rehabilitacion, los efectos positivos podian mantenerse hasta
180 dias después de la administracion del tratamiento (Cuervo etal, 2020). No
obstante, en la actualidad no hay consenso en cuanto a la duracién de los efectos
observados y los resultados obtenidos entre los diferentes estudios contindan siendo
muy heterogéneos, estando esto probablemente relacionado con la alta variabilidad
de protocolos de obtencion de los PRP y métodos de evaluacion (Ha et al., 2019), por
lo que son necesarios estudios que evalden la eficacia de estos tratamientos en
diferentes especies a lo largo del tiempo.
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6.7.2 Células madre mesenquimales

En los ultimos afios las MSC han demostrado diversos efectos beneficiosos en el
tratamiento de la OA, generando una posible esperanza en la mejora del manejo de
esta compleja enfermedad, conformando una nueva area de investigacion en rapido
crecimiento. Se ha demostrado que las células madre tienen afinidad por el tejido
articular dafiado y que tienen capacidad de participar en la reparacion tisular
articular (Agung et al., 2006). Sin embargo, los resultados en relacion a la duracién de
sus efectos contintan siendo controvertidos. En el caso de la especie canina, algunos
autores han referenciado una duracién maxima de su efecto menor a tres meses
(Vilar et al,, 2014) y menor a seis meses (Vilar et al., 2016a).

Asimismo, uno de los objetos de investigacion mas actuales ha sido evaluar el uso de
células madre de tejido adiposo alogénico, es decir, células madre que provienen de
seres vivos de la misma especie. En investigacion preclinica, la inyeccion IA de células
madre alogénicas adiposas en un modelo experimental en rata, dio lugar a la
atenuacion de la degeneracion del cartilago articular sin producir ningun efecto
secundario (Mei etal.,, 2017). Asimismo, se evalu6 la utilizacion de células madre
alogénicas derivadas de la médula 6sea tras su administracion intraarticular en
combinacién con HA en un modelo ACLT en conejo. Los resultados mostraron efectos
condroprotectores y una reduccion de la progresion de la OA en el modelo in vivo
(Chiang etal., 2016). Indudablemente, la posibilidad de utilizacion de células madre
alégenicas, disponibles en bancos celulares, ha potenciado su uso, al reducirse sus
tiempos de obtencion. Ademads, supone una importante ventaja para el propio
paciente puesto que ya no debe someterse a un procedimiento quirurgico previo con
objeto de obtener tejido adiposo para su cultivo celular (Carrillo, 2020).

Aunque la inyeccion intraarticular de MSC es el método de administracion mas
estudiado, algunos estudios han referido la presencia de efectos citotéxicos del
liquido sinovial sobre las células madre en pacientes con OA (Kiefer et al.,, 2015). Por
todo ello, en la actualidad se estan investigando nuevas vias de administracion, como
la intravenosa y la intraperitoneal, aunque el nimero de estudios realizados todavia
es muy limitado y los resultados todavia estan lejos de ser claros (Zhang et al., 2015).
Por todo ello, aunque las MSC constituyen un tratamiento terapéutico prometedor en
el manejo de la OA, todavia existen cuestiones como su seguridad a largo plazo, la
duracion de su efecto, el volumen necesario para lograr resultados o su efecto tras la
administracion por via sistémica, que deben resolverse (Torres-Torrillas et al.,, 2019).
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6.7.3 Anticuerpos monoclonales anti-factor de crecimiento nervioso

Se ha demostrado que, en las articulaciones afectadas por OA, las células sinoviales y
condrocitos, liberan factor de crecimiento nervioso (NFG), que parece inducir dolor
articular a través de la sensibilizacion directa de los nociceptores (Ashraf et al., 2014).
Por todo ello, durante los ultimos afios los anticuerpos monoclonales (mAb) anti-NFG
han sido objeto de estudio e interés entre los miembros de la comunidad cientifica,
debido a su gran potencial en el manejo del dolor asociado a OA. Dentro de este grupo
farmacologico, el tanezumab fue el primer mAb anti-NFG que se evalu6 en un ensayo
clinico en el tratamiento del dolor en pacientes con OA de rodilla (Lane etal., 2010),
mostrando resultados muy positivos. Sin embargo, también se observaron efectos
adversos como dolor de cabeza (9% de los pacientes), enfermedades del tracto
respiratorio superior (7%) y parestesia (7%), por lo que la necesidad de nuevos
estudios que ayudasen a comprender los problemas de tolerabilidad y seguridad del
farmaco eran claramente imprescindibles. Asimismo, paraddjicamente la
administracion de estos farmacos también se relacioné con la aparicién de efectos
perjudiciales en la integridad articular, observandose en algunos casos descripciones
de fendmenos de evoluciéon rapida de OA y de osteonecrosis, por lo que la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de EEUU (FDA) decide en 2010
suspender la realizaciéon de ensayos clinicos con estos farmacos (Mullard, 2015). Tras
la evaluacién por parte de un comité de expertos de los eventos adversos reportados
en los ensayos clinicos en humanos con tanezumab y fulranumab, se determiné una
relacion dosis-respuesta y una clara asociacion de dichos efectos secundarios y la
administracion concomitante de AINEs (Hochberg, 2015).

En cuanto a los estudios preclinicos, estos farmacos habian demostrado una gran
eficacia analgésica y mejoras en la funcionalidad articular en los pacientes con 0A; sin
embargo, algunos resultados sugerian un posible dafio del sistema nervioso
auténomo observado en roedores y primates no humanos tras su administracion, por
lo que preventivamente la suspension de ensayos clinicos se alargé hasta finales de
2015, donde se inician de nuevo los estudios dirigidos al manejo del dolor refractario
de OA de rodilla y cadera con mAb anti-NFG, pero con la exclusion de pacientes en los
que existia una coadministracién con AINEs (Mullard, 2015; Miller etal, 2017). En
base a los resultados prometedores observados en medicina humana, el interés por
parte de la comunidad veterinaria en relacion a este nuevo grupo terapéutico
aumento considerablemente. Por todo ello, se han desarrollado versiones adaptadas
de mAb anti-NFG en la especie canina (Lascelles etal, 2015) y felina (Gruen etal,,
2016). En el estudio de Lascelles et al. (Lascelles etal, 2015), se observo que el
tratamiento con el mAb anti-NFG canino, disminuyo significativamente los indices de
dolor y movilidad evaluados por el propietario. También se determinaron aumentos
significativos del nivel de actividad medido objetivamente con acelerémetro. En
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cuanto a su administracion en gatos, la administracién de un mAb anti-NFG felino
presentd efectos beneficiosos, tanto en la movilidad de los animales como en el
manejo del dolor crénico asociado (Gruen et al,, 2016).

En lineas generales, parece que la justificacion para usar farmacos anti-NFG en el
manejo del dolor es bastante so6lida. La evidencia actual indica que la terapia con mAb
anti-NGF presenta efectos analgésicos positivos y es bien tolerada, tanto por perros
como por gatos que padecen dolor asociado a la patologia osteoartritica.
Adicionalmente, la eficacia de una inyeccion unica parece durar al menos de cuatro a
seis semanas. Por todo ello, le terapia con mAb anti-NGF podria constituir una
alternativa a las opciones de tratamiento farmacolégico disponibles actualmente
(Enomoto etal, 2019). En cuanto a si podrian utilizarse como terapia
complementaria a los AINEs, en lugar de utilizarse como alternativa en la OA canina y
felina, continda siendo incierto y se necesitarian mas estudios evaluando esta
circunstancia, asi como su administracion junto otras terapias farmacologicas y no
farmacologicas (Epstein, 2019).

Recientemente se han aprobado los primeros anticuerpos monoclonales inyectables
autorizados para su comercializacion en perros y en gatos. En el caso de la especie
canina, el bendinvetmab (Librella, Zoetis), ha demostrado resultados muy positivos
en el manejo del dolor en perros con OA y presenta un buen perfil de seguridad. En el
caso de la especie felina, el frunevetmab (Solensia, Zoetis) constituye el primer
anticuerpo monoclonal felinizado aprobado para el manejo del dolor asociado a la OA
en esta especie. No obstante, en ambos casos es necesarios el desarrollo de estudios
clinicos de farmacovigilancia post-comercializacion que permitan evaluar sus efectos
a largo plazo.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es evaluar el efecto a largo plazo del

tratamiento con bifosfonatos y farmacos sintomaticos de acciéon lenta sobre la

estructura del cartilago y el hueso subcondral en un modelo de osteoartritis

experimental en conejo. Para el desarrollo de este proyecto, se fijaron una serie de

objetivos concretos que corresponden a cada uno de los cinco capitulos que

componen esta tesis doctoral:

I

[1L.

IV.

Analizar la eficacia de los principales bifosfonatos utilizados en el tratamiento
de la osteoartritis en estudios preclinicos con modelos animales a través de
una revision sistematica de la literatura cientifica actual.

Evaluar el efecto a largo plazo del tratamiento con risedronato oral en los
diferentes tejidos articulares del modelo animal mediante la evaluacion
morfologica macroscopica de las rodillas, histologia cualitativa de las muestras
descalcificadas y el analisis microtromografico del hueso periarticular.

Determinar mediante histomorfometria cuantitativa el efecto a largo plazo del
tratamiento con risedronato en el cartilago y hueso subcondral y realizar la
caracterizacidon anatémica precisa en el conejo como modelo experimental de
osteoartritis en una fase avanzada de la enfermedad.

Analizar la eficacia de los principales farmacos de accion lenta utilizados en el
tratamiento de la osteoartritis en estudios preclinicos con modelos animales a
través de una revision sistematica de la literatura cientifica actual.
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V.  Evaluar el efecto a largo plazo del tratamiento con fArmacos de accidn lenta en
los diferentes tejidos articulares del modelo animal mediante la evaluacion
morfolégica macroscépica, histologia cualitativa y cuantitativa y analisis
microtomografico y comparar los resultados con los efectos del tratamiento

con risedronato.
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MATERIAL Y METODOS

1. MODELO ANIMAL Y CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 32 conejos machos albinos de raza
Nueva Zelanda (Granja San Bernardo, Navarra, Espafia) de 6-7 meses de edad y con
un peso medio de 4.5 Kg. Todos los procedimientos in vivo fueron aprobados por el
Comité Etico de la Universidade de Santiago de Compostela (Niimero de referencia:
01/16/LU-002, aprobado el 18 de Marzo de 2016) como un ensayo controlado
aleatorio con dos controles intersujeto para la comparacién de dos opciones de
tratamiento. Los procedimientos se realizaron de acuerdo con la normativa espafiola
y de la Unién Europea sobre el cuidado y uso de animales de investigacion (Ley
14/2007 y al Real Decreto 53/2013, y directrices de las normas UNE-EN ISO 10993-
3:2014 y 10993-2:2006). Ademas, para la realizacion de este trabajo se han seguido
las directrices ARRIVE (Kilkenny etal, 2010). Los animales se alojaron en el
Animalario de Experimentacion de la Universidade de Santiago de Compostela (Lugo,
Espafia) en jaulas enriquecidas para conejos (R-suite, Tecniplast, Varese, Italia) bajo
condiciones ambientales controladas. Los animales dispusieron de agua y comida ad
libitum. El enriquecimiento ambiental incluy6 el suministro de heno, fruta fresca,
rollos de papel y palos de madera. Todos los animales fueron evaluados diariamente
por personal formado y acreditado en el manejo de animales de experimentacion.
Para la realizacidn de los experimentos se establecieron todas las medidas posibles
para disminuir el dolor, malestar y estrés de los animales.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo el procedimiento quirtrgico, los animales fueron premedicados con
una combinaciéon de medetomidina (50 pg/Kg IM, Domtor, Esteve, Barcelona,
Espafia), ketamina (25 mg/Kg IM, Imalgene 1000, Merial, Toulouse, Francia) y
buprenorfina (0,03 mg/Kg IM, Buprex, RB Pharmaceuticals, Berkshire, Reino Unido).
La induccién y el mantenimiento anestésico se llevo a cabo con isoflurano (fraccion
inspiratoria ISO 2,5-4%, Isova-vet, Schering-Plow, Madrid, Espafia) utilizando una
mascarilla facial. Para la profilaxis antibiotica se administré enrofloxacino (5 mg/Kg
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SC Ganadexil 5%, Invesa, Barcelona, Espafia) y para el control del dolor, meloxicam
(0,2 mg/Kg SC, Metacam, Boehringer Ingelheim Espafia, Barcelona, Espafia), durante
7 dias.

Tras un periodo de cuarentena controlada de tres semanas de duracion, en 24 de los
animales se procedi6 a la induccion de OA quirurgicamente mediante ACLT y
meniscectomia medial parcial, consiguiendo con ello la desestabilizacion de la
articulacion de la rodilla y el desarrollo de la OA (Figura 3). Este procedimiento se
realiz6 de manera aleatoria en una de las rodillas, utilizando la articulaciéon
contralateral como control sano. A los 8 animales restantes se les realiz6 la apertura
de la articulacion sinovial pero sin realizar la ACLT ni la meniscectomia medial
parcial, conformando el grupo SHAM o de cirugia simulada. En el post-operatorio, se
permitid a los animales libertad de movimientos sin llevar a cabo la inmovilizacién de
las articulaciones.

Figura 2. Procedimiento quirtirgico. (A) Apertura de la capsula articular sinovial; (B) Seccién del ligamento

cruzado anterior (flecha negra).

3. TRATAMIENTOS

Los tratamientos se administraron por via oral a partir de la tercera semana tras la
cirugia y durante 24 semanas. Los animales fueron asignados aleatoriamente a uno de
los cuatro grupos (n=8 animales en cada uno). Los grupos de tratamiento fueron los
siguientes:

e Grupo de cirugia simulada (SHAM), tratado con 2 ml de solucién salina como
vehiculo (NaCl 0.9%).
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e Grupo control (CONT), tratado con 2 ml de solucién salina como vehiculo
(NaCl 0.9%).

e Grupo de tratamiento con risedronato (RIS), tratado con 2.5 mg/semana de
risedronato oral.

e Grupo de tratamiento con una combinacién de farmacos de accion lenta
(SYSADOA), en concreto los animales recibieron 250 mg/kg/dia de
glucosamina hidrocloruro, 150 mg/kg/dia de condroitin sulfato y 6.25 mg de
acido hialurénico).

Ademas, las articulaciones operadas conformaron los grupos de osteoartritis (OA) y
las articulaciones contralaterales no operadas, los grupos sanos (HT).

El tipo de bifosfonato y la dosis se seleccionaron basandonos en los resultados de un
estudio previo de nuestro grupo de investigacion (Permuy et al., 2014). Esta dosis de
RIS, corresponde a la dosis relativa utilizada actualmente para el tratamiento de la
osteoporosis humana, y se basa en la dosis clinica de 35 mg/semana asumiendo 60 Kg
de peso, y condiserando una biodisponibilidad oral del 0.6% (Allen etal., 2011). En
cuanto al tratamiento con la combinacién de SYSADOAs, la dosis administrada
corresponde a la indicada para el manejo de la OA canina en animales de hasta 10 Kg
de peso.

4. NECROPSIA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Tras la sedacién con ketamina (25 mg/Kg IM, Imalgene 1000, Merial, Toulouse,
Francia), y medetomidina (50 pg/Kg IM, Domtor, Esteve, Barcelona, Espafia), los
animales fueron sacrificados a las 27 semanas post-cirugia mediante una inyeccién de
pentobarbital sddico en la vena auricular lateral (100 mg/Kg IV, Dolethal, Vétoquinol,
Madrid, Espafia). Inmediatamente después de la eutanasia, se extrajeron las
articulaciones de las rodillas disecando el fémur y la tibia, libres de musculo y tejido
blando. Todas las muestras se conservaron en formal tamponado al 10%.

Las rodillas se clasificaron en 8 grupos: (1) rodillas operadas-grupo de cirugia
simulada tratadas con placebo (SHAM-0A, n=8), (2) rodillas no operadas-grupo de
cirugia simulada tratadas con placebo (SHAM-HT, n=8), (3) rodillas operadas-grupo
control tratadas con placebo (CONT-0A, n=8), (4) rodillas no operadas-grupo control
tratadas con placebo (CONT-HT, n=8), (5) rodillas operadas con tratamiento con
risedronato (RIS-0A, n=8), (6) rodillas no operadas con tratamiento con risedronato
(RIS-HT, n=8), (7) rodillas operadas con tratamiento con farmacos de accion lenta
(SYSADOA-OA, n=8), (8) rodillas no operadas con tratamiento con farmacos de accion
lenta (SYSADOA-HT, n=8) (Figura 4).

69



Silvia Ferndandez Martin

Cuarentenal ‘ Cirugia ‘ Tratamientos orales Sacrificio
l (24 semanas) l
l |

1
27

| SHAM-OA (n-8) |

Grupo SHAM | ] ]

; >
n=8 conejos le—— 1 I ¢ > ‘ SHAM-HT (n=8) ‘
2 ml salino
0 3 6
E— | | : S | CONT-0A (n-8) |
n=8 conejos le— < - > ‘ CONT-HT (n=8) ‘
2 ml salino
0 3 6 27
Grupo RIS I | I l > ‘ RIS-OA (n=8) ‘
n=8 conejos I I | I
o > —
—> e | RISHT(n=8) |
0 3 6 risedronato/semana 27
Grupo : | | | | SYSADOA-OA (n-8) |
sysapoA |} 1 — —
n=8 conejos «—> e | SYSADOA-HT (n=8) |
0 3 6 CS+6.25mgHA/dia

Figura 4. Disefio experimental. SHAM, grupo control de cirugia; CONT, grupo tratado con placebo; RIS,
grupo tratado con risedronato; SYSADOA, grupo tratado con una combinacién de farmacos de accion lenta;

OA, rodillas operadas; HT, rodilla contralateral sana.

5. EVALUACION DE LAS MUESTRAS
5.1 MICROTOMOGRAFIA COMPUTERIZADA

Todos las articulaciones femorotibiales, fueron escaneadas antes de ser procesadas
para histologia utilizando un micro-CT de alta resoluciéon (Skyscan 1172, Bruker
microCT NV, Kontich, Bélgica). La fuente de rayos X se ajust6 a 100 kV y 100 pA con
un tamafo de voxel de 12,85 pm y un filtro de aluminio/cobre (Al/Cu). La captura se
realizé con una rotacion de 360° con adquisicion de imagenes cada 0,4°. Las imagenes
posteriores se reconstruyeron con el software NRecon ® (Bruker microCT NV,
Kontich, Bélgica) utilizando el algoritmo descrito por Feldkamp (Feldkamp etal,
1984). Las imagenes reconstruidas se evaluaron con el software CTAn (Bruker
microCT NV, Kontich, Bélgica).

5.1.1 Formacion de osteofitos

Para el estudio del desarrollo de osteofitos, se midi6 el volumen total (TV, mm3), la
fracciéon de volumétrica 6sea (BV/TV, %) y la densidad mineral 6sea volumétrica
(vBMD, mg/cm3), utilizando como volumen de interés (VOI) una delineaciéon manual
de todos los osteofitos localizados a nivel femoral (Figura 5).
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Figura 5. Corte transversal de micro-CT indicando el VOI seleccionado manualmente (color amarillo) para

representar la formacién de osteofitos en los cdndilos femorales.

5.1.2 Microestructura del hueso trabecular

El VOI seleccionado incluy6 200 cortes de tejido 6seo del fémur y 100 cortes de la
tibia. Los parametros del hueso trabecular se obtuvieron utilizando el software CTAn
y dibujando un VOI manual que incluia unicamente hueso trabecular. Los valores de
umbral para el hueso se establecieron finalmente entre 55 y 255. Los valores de
vBMD del hueso trabecular se obtuvieron comparando dos patrones de hidroxiapatita
escaneados en las mismas condiciones que las muestras. Se determinaron parametros
morfométricos estandar para describir la microestructura trabecular subcondral
(Pastoureau etal.,, 2010), incluyendo la fraccién volumétrica 6sea (BV/TV, %), el
grosor trabecular (Tb.Th, mm), la separacion trabecular (Tb.Sp, mm), el nimero de
trabeculas (Tb.N, mm-1) y el patron 6seo trabecular (Tbh.Pf, mm-1).

5.2 EVALUACION MACROSCOPICA

La evaluacion macroscdpica de cada muestra se llevd a cabo utilizando las guias de
valoracidn de la OARSI (Laverty et al.,, 2010). Tras la apertura de la cavidad articular,
se obtuvieron imagenes digitales utilizando un estereomicroscopio acoplado a una
camara digital (SZX12, DP71; Olympus, Japon). Se realiz6 una descripciéon en
profundidad de los cambios asociados a la OA observados alrededor del cartilago
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articular en los cdéndilos femorales lateral y medial (CFL y CFM), la meseta tibial
lateral y medial (MTL y MTM), ambos meniscos y la presencia de osteofitos. Los
cambios observados se clasificaron de la siguiente manera: la evaluacion del cartilago
oscilaba entre 0 (superficie lisa) y 4 (erosién completa del cartilago); los cambios
observados en los meniscos de 0 (normal) a 5 (presencia de fisuras completas) y, por
ultimo, la presencia de osteofitos de 0 (ausente) a 3 (grave).

5.3 EVALUACION HISTOLOGICA

Una vez realizado el estudio tomografico de la articulacion fermorotibial y la
evaluacion morfolégica macroscépica, se procedié a realizar la extraccion de las
muestras en los 4 compartimentos articulares (CFL, CFM, MTL, MTM). Para ello, se
practicaron varias secciones paralelas obteniendo dos cortes histolégicos por
compartimento. Ademas, se diseco un fragmento de membrana sinovial adyacente al
ligamento rotuliano de cada articulacion (Huang etal, 2015). La mitad de las
secciones se procesaron para la realizacién de histologia cualitativa en muestras
descalcificadas e incluidas en parafina y la otra mitad se proceso sin descalcificar con
inclusién en metacrilato y realizacion de ldmina delgada para la evaluacién
cuantitativa (Figura 6).

Figura 6. Representacion de los cortes histologicos en 16s condilos femorales y mesetas tibial lateral y medial.
De cada compartimento se obtuvieron dos secciones centrales paralelas para evaluacion histoldgica cualitativa

(*) y cuantitativa () (Las secciones histologicas (* o *) se alternaron de manera aleatoria). M, medial; L, lateral.

5.3.1 Histologia cualitativa

Las secciones de cartilago y hueso obtenidas se descalcificaron (Osteodec, Bio-Optica,
Milan, Italia), junto con las secciones de membrana sinovial, se incluyeron en parafina
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y se realizaron secciones de aproximadamente 6 pm con un micrétomo (Leica RM
2255, Leica Biosystems, Wetzlar, Alemania). Los cortes se tifieron con hematoxilina y
eosina (H-E). Todas las secciones histolégicas fueron capturadas utilizando un
microscopio dptico motorizado y un equipo digital de captura de imagenes (BX51,
DP71, Olympus Corporation, Japén). La gravedad de las lesiones de OA se clasifico
histolégicamente utilizando una escala de gradacién adaptada de la OARSI (Cook
etal., 2010; Laverty etal, 2010) (Tabla 2). La evaluacion histologica fue llevada a
cabo de manera ciega por dos personas experimentadas.

Tabla 2. Evaluacion histoldgica del cartilago articular y la membrana sinovial

CARTILAGO
Severidad de la patologia del cartilago

Volumen normal, superficie lisa e intacta 0
Ondulaciones en la superficie, fisuras en la zona superficial 1
Fisuras hasta la zona media y/o erosiones superficiales 2
Fisuras en la zona profunda y/o erosiones a través de la zona media 3
Pérdida completa del espesor del cartilago 4
Severidad de la patologia de los condrocitos

Normal 0

Pérdida de células superficiales o densidad ligeramente incrementada con “clusters” 1
ocasionales

Predominancia de pequefios “clusters” (2-4 células)

Predominancia de “clusters” grandes (=5 células) 3
Predominancia de pérdida celular (necrosis/apoptosis)

“Tidemark”

Intacto y distinguible

Pérdida y duplicacién pero distinguible

Pérdida de “Tidemark”, cruzado por vasos sanguineos 2
Total 10
MEMBRANA SINOVIAL

Caracteristicas de las células superficiales
1-2 capas de células
3-6 capas de células

> 6 capas de células 2
Hiperplasia

Ausencia de hiperplasia 0
Pequetias vellosidades 1
Hiperplasia en forma de dedos 2
Caracteristicas de los infiltrados inflamatorios

No infiltracion celular 0
Infiltracién inflamatoria de leve a moderada, pequenos foliculos linfoides 1
Infiltracién inflamatoria marcada y difusa, grandes foliculos linfoides 2
Total 6

Parametros evaluados en la evaluacion de cambios histopatologicos en las muestras incluidas en parafina.
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5.3.2 Histologia cuantitativa

La otra mitad de las secciones histologicas fueron procesadas segun el método
descrito por Donath (Donath, 1985). Las muestras fueron deshidratadas en grados
ascendentes de etanol, para posteriormente ser infiltradas e incluidas en una resina
de metacrilato fotopolimerizable (Technovit 7200-VLC, Heraus Kulzer GmbH,
Werheim, Alemania). Las secciones se cortaron y pulieron con una maquina pulidora
(EXAKT Apparatebau, Norderstedt, Alemania) hasta aproximadamente 40pm de
espesor y se tifieron con la tincion Lévai-Laczké (Laczko y Levai, 1975).

Las secciones histolégicas fueron también capturadas utilizando un microscopio
Optico motorizado y un equipo digital de captura de imagenes (BX51, DP71, Olympus
Corporation, Japén). Para la realizacion de la evaluaciéon histomorfométrica
microscdpica se utilizaron los siguientes programas de analisis de imagenes: Cell-sens
1.5 (Olympus Corporation, Japon) e Image-Pro Premier 9.0.4 (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA). Todas las muestras fueron procesadas y evaluadas en orden
aleatorio por dos observadores experimentados, ciegos al tratamiento recibido.

Se realizaron las siguientes mediciones del grosor del cartilago y el hueso cortical
subcondral de cada compartimento de la articulaciéon femorotibial lateral y medial,
expresandolas como distancias medias (Figura 7) :

e Grosor del cartilago no calcificado (nCg.Th, um): definida como la distancia
media entre la superficie del cartilago articular y el “tidemark”.

e Grosor del cartilago calcificado (cCg.Th, um): definida como la distancia media
entre el “tidemark” y la placa dsea subcondral.

e Grosor total del cartilago (CgTh, um): definida como la suma del espesor de la
capa no calcificada y de la calcificada.

e Grosor del hueso cortical subcondral (SB.Th, um): definida como la distancia
media entre el inicio de la placa 6sea subcondral y el inicio del hueso
trabecular.

Ademas, se cuantifico el grado de fibrilacion de la superficie del cartilago. Este indice
de fibrilacion (FI) se evalud y calculé6 como la diferencia entre la longitud de la
superficie del cartilago (L) y una recta paralela con la misma linea de anchura (W).

Para la evaluacion del hueso trabecular, se definié una region de interés (ROI) en un
punto central incluyendo hueso trabecular subcondral subyacente al cartilago
articular con un tamafio de 2.5 x 1.5 mm en el fémur y 1.5 x 1.5 mm en la tibia. Los
parametros de hueso trabecular subcondral evaluados fueron: Area trabecular
subcondral (Tb.A, %), grosor trabecular (Tb.Th, mm), separacién trabecular (Tb.S,
mm) y namero de trabeculas (Tb.N, mm-1).
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Figura 7. Evaluacion histomorfométrica de las muestras calcificadas. nCg.Th, grosor del cartilago no

calcificado; cCg.Th, grosor del cartilago calcificado, Cg.Th, grosor total del cartilago; SB.Th, grosor del hueso

cortical subcondral.

6. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Durante el periodo de administracion de los tratamientos dos de los animales
fallecieron de manera inesperada, por lo que la evaluacion estadisitica de los
resultados se llevé a cabo en los siguientes animales: grupo SHAM (n=7), grupo CONT
(n=8), grupo RIS (n=8), grupo SYSADOA (n=7).

El tamafio muestral y el analisis estadistico se llevaron a cabo utilizando el software
SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Todos los datos se
expresaron como medias y desviaciones estandar (DE). La normalidad de los datos se
evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. La prueba de Levene se utilizé para
evaluar la igualdad de las varianzas de las variables normales y la comparacion
estadistica se realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA). El analisis post-hoc
se llevd a cabo aplicando el método de Holm-Sidak. En el caso de las variables no
normales, la comparacion estadistica se realizo mediante la prueba H de Kruskal-
Wallis y el analisis post hoc mediante la prueba de Dunn. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p < 0,05.
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CAPITULO YV

Los resultados del capitulo V titulado “Comparaciéon de los efectos de la
administracion a largo plazo de una combinacion de farmacos de accion lenta y
risedronato sobre la articulacion sinovial en un modelo experimental de
osteoartritis”, no se encuentran actualmente publicados.
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Capitulo V. Comparaciéon de los efectos de la administraciéon a largo plazo de
una combinacion de farmacos de accion lenta y risedronato sobre la
articulacion sinovial en un modelo experimental de osteoartritis.

5.1 ANIMALES

Durante el procedimiento no se observaron cambios en el comportamiento, peso ni el
estado general de los animales. Todas los procedimientos quirurgicos se realizaron
sin complicaciones y los tratamientos fueron bien tolerados. Dentro de los 32
animales incluidos en el estudio, un conejo perteneciente al grupo SHAM y otro del
grupo SYSADOA, fallecieron de manera inesperada.

5.2 EVALUACION MORFOLOGICA MACROSCOPICA

La evaluacion morfolégica macroscépica de las rodillas operadas evidencié que el
modelo quirdrgico indujo cambios articulares degenerativos, incluyendo la presencia
de erosiones y/o ulceraciones en la superficie del cartilago articular, erosion meniscal
y formacidn de osteofitos. En cuanto al analisis estadistico de las rodillas operadas se
determinaron cambios significativos entre el grupo de cirugia simulada (SHAM-0A) y
el resto de los grupos evaluados (CONT-0A, RIS-OA y SYSADOA-0A). Sin embargo, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los animales tratados
con placebo (CONT-0A) y los que recibieron el tratamiento oral con risedronato o la
combinacion de SYSADOAs (RIS-OA y SYSADOA-OA), con excepcion de los valores
obtenidos en el condilo femoral medial, donde el grupo tratado con risedronato
presentd un aumento significativo de las lesiones macroscépicas en comparacion con
el grupo de control. Sorprendentemente, los grados mas altos de OA se determinaron
en los grupos de tratamiento (RIS-OA y SYSADOA-OA) en todos los parametros
evaluados. En general, los cambios observados fueron ligeramente mas pronunciados
en el compartimento medial, donde se realizé la cirugia, que en el compartimento
lateral, aunque no se determinaron diferencias significativas. En la Figura 1 se
muestran los resultados de la evaluacién macroscépica de las rodillas operadas.

En cuanto a las articulaciones sanas (HT), no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos evaluados. Todas las articulaciones se clasificaron como normales o
sanas mostrando una superficie articular lisa, blanquecina y brillante, sin presencia
de osteofitos ni dafio a nivel de los meniscos.

Los resultados del andlisis macroscdpico de las rodillas sanas (HT) y enfermas (OA)
se recogen en la Tabla Suplementaria 1 (Anexos).
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