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RESUMEN

Las adipoquinas son proteinas producidas principalmente por los adipocitos del
tejido adiposo blanco (TAB). En las enfermedades reumaticas, las adipoquinas estan
entre los factores mas importantes relacionados con la obesidad que promueven la
inflamacion o la autoinmunidad. Muchas de ellas son producidas por los propios
condrocitos del cartilago articular y acttan localmente en la homeostasis del cartilago.
El conocimiento de las acciones de las adipoquinas es todavia incompleto. Por ello, el
objetivo principal de las dos primeras partes de esta tesis fue estudiar el papel de dos
nuevas adipoquinas, la progranulina (PGRN) y WISP-2, en el metabolismo del cartilago
articular.

Los bifenilos policlorados no similares a dioxina (NDL-PCBs) son
contaminantes orgéanicos persistentes que se acumulan en el tejido adiposo causando
supresion de la inmunidad y disrupcion endocrina. Diversos estudios sugieren que los
PCBs pueden estar implicados en la patogénesis de la artrosis. Las alteraciones en los
mecanismos de muerte celular programada (apoptosis) estan estrechamente relacionadas
con la degradacion de la matriz extracelular del cartilago articular. La identificacion de
inductores de la apoptosis es de suma relevancia para entender la patogénesis y/o
progresion de la artrosis. Asi, el objetivo de la tercera parte del presente trabajo fue
evaluar el efecto de tres NDL-PCBs sobre la viabilidad celular y la induccién de la

apoptosis en los condrocitos.



RESUMO

As adipoquinas son proteinas producidas principalmente polos adipocitos do
tecido adiposo branco (TAB). Nas enfermidades reumaticas, as adipoquinas estan entre
os factores mais importantes relacionados coa obesidade que promoven a inflamacion
ou a autoinmunidade. Moitas delas son producidas polos propios condrocitos da
cartilaxe articular e actian localmente na homeostase da cartilaxe. O cofiecemento das
acciéns das adipoquinas é ainda incompleto. Por iso, o obxetivo principal das duas
primeiras partes desta tesis foi estudar o papel de dldas novas adipoquinas, a
progranulina (PGRN) e WISP-2, no metabolismo da cartilaxe articular.

Os bifenilos policlorados non similares a dioxina (NDL-PCBs) son
contaminantes organicos persistentes que acumulanse no tecido adiposo causando
supresion da inmunidade e disrupcién endocrina. Diversos estudos suxiren que os PCBs
poden estar impricados na patoxenese da artrose. As alteraciéns nos mecanismos de
morte celular programada (apoptose) estan estreitamente relacionadas coa degradacion
da matriz extracelular da cartilaxe articular. A identificacion de inductores da apoptose
é de suma relevancia para entender a patoxénese e/ou progresiéon da artrose. Asi, 0
obxetivo da terceira parte do presente traballo foi evaluar o efecto de tres NDL-PCBs

sobre a viabilidade celular e a induccion da apoptose nos condrocitos.



ABSTRACT

Adipokines are proteins produced mainly by adipocytes of white adipose tissue
(WAT). In rheumatic diseases, adipokines are among the most important factors related
to obesity that promote inflammation or autoimmunity. Many of them are produced by
articular cartilage chondrocytes themselves and act locally in cartilage homeostasis. The
knowledge of adipokines actions is still incomplete. Therefore, the main objective of the
first two parts of this thesis was to study the role of two novel adipokines, progranulin
(PGRN) and WISP-2, in articular cartilage metabolism.

Non-dioxin-like polychlorinated biphenyls (NDL PCBs) are persistent organic
pollutants that accumulate in fatty tissues causing immune suppression and endocrine
disruption. Several studies suggest that PCBs may be involved in pathogenesis of
osteoarthritis (OA). Alterations in the mechanisms of programmed cell death
(apoptosis) are strongly related to the degradation of extracellular matrix (ECM) in the
cartilage of OA subjects. Identification of apoptosis inducers is of paramount relevance
to understand the pathogenesis and/or progression of OA. Thus, the aim of the present
study was to assess the effect of several NDL PCBs on chondrocytes viability and

apoptosis induction.
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Introduccion

1. LA ARTICULACION

El aparato locomotor es el sistema encargado de facilitar el movimiento y esta
formado por los huesos, las articulaciones, los musculos, los tendones y los ligamentos.
La articulacion se define anatbmicamente como la union entre dos 0 mas huesos por sus
superficies de contacto. Las estructuras articulares estan dispuestas de tal modo que
distribuyen el estrés mecanico de forma Optima, minimizando asi los procesos de
friccion y desgaste.

El grado de libertad de movimiento de una articulacion esta determinado por la
naturaleza de la union entre los huesos y la forma de las superficies articulares que los
componen. De acuerdo con la naturaleza del material que separa los huesos, las
articulaciones se clasifican en fibrosas (huesos unidos directamente por tejido
conjuntivo fibroso, no poseen cavidad articular), cartilaginosas (huesos unidos por
cartilago, sin cavidad articular) y sinoviales (poseen cavidad articular, y por tanto, tejido
sinovial). En funcion del grado de movilidad se distinguen articulaciones con movilidad
nula o escasa (sinartrosis), poco moviles o semimdviles (anfiartrosis) y de gran
movilidad (diartrosis).

Las articulaciones sinoviales son las mas numerosas en el cuerpo humano (egj. el
codo, el hombro, la rodilla, la cadera). Se caracterizan por la presencia de una cavidad
articular que les confiere gran libertad de movimientos (1). Los elementos que las

conforman se describen a continuacion (Figura 1).

1.1. Estructura de las articulaciones sinoviales

a. Cavidad articular: limitada por los cartilagos articulares y la capsula articular.
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b. La capsula articular: es el elemento de proteccidén que reviste toda la cavidad
articular uniendo los huesos de la articulacion. Presenta una capa externa fibrosa y una
capa interna sinovial. La membrana fibrosa es muy resistente y poco eléstica. La
membrana sinovial es una membrana delgada, transparente y vascularizada adherida a la
cara profunda de la membrana fibrosa. Presenta los sinoviocitos y es la encargada de
secretar el liquido sinovial.

c. El liquido sinovial: es un liquido transparente y viscoso formado por un filtrado
del plasma y muy rico en mucina encargado de lubrificar la articulacion, ademas de
nutrir y oxigenar al cartilago.

d. Elementos de contacto y deslizamiento: son el cartilago articular y el menisco.

e. Elementos de estabilidad articular: son los ligamentos y tendones.

f. Almohadilla de grasa infrarrotuliana: también denominada almohadilla de
Hoffa, es una region de tejido graso situada por debajo del tenddn rotuliano con

funciones lubrificantes y de absorcion de impactos.

Periostio

| Membrana
sinovial

Almohadilla
de grasa

Membrana
sinovial

Cartilago
articular

+ Capsula articular
/

Cavidad Menisco

e /5 articular
k) ¢ ’ 4/\ |
¢ // Cépsula
Ce

™ Ligamento rotuliano

Cavidad articular
articular .
Ligamento

intracapsular

Figura 1. Estructura de la articulacion sinovial. (a) Representacién esquemética de una
articulacion simple. (b) Vista en seccion simplificada de la articulacion de la rodilla. Modificado de

).
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2. EL CARTILAGO ARTICULAR

En el cuerpo humano se encuentran tres tipos de cartilago: el cartilago hialino, el
cartilago elastico y el cartilago fibroso o fibrocartilago. El cartilago hialino se localiza
fundamentalmente en las superficies de los huesos en las articulaciones sinoviales, de
ahi, que también se le conozca con el nombre de cartilago articular. Es un tejido
conectivo especializado, avascular, aneural y alinfatico constituido por dos elementos,
un componente celular (los condrocitos) y otro extracelular (la matriz). Presenta un
aspecto blanquecino brillante y, con un grosor de entre 1 y 5 mm, es capaz de resistir a
fuerzas de compresion. Sus propiedades fisicas de resistencia y elasticidad se deben a la
integridad vy la estructura de la matriz. Es un tejido con un nivel bajo de tasa metabdlica
comparado con otros, como puede ser el masculo. Sin embargo, se revela como un
tejido con una estructura elaborada y altamente organizada, con complejas interacciones

entre los condrocitos y la matriz, responsables del mantenimiento del tejido (3).

2.1. Componentes del cartilago articular

El cartilago articular contiene Unicamente un 2-5% de componente celular
(condrocitos), mientras que el restante 95-98% del volumen del tejido es matriz

extracelular (MEC).

2.1.1. La matriz extracelular (MEC)
La MEC esta constituida por una fraccion liquida (70-80%) y un armazén sélido
(20-30%) de macromoléculas que proporcionan al cartilago sus caracteristicas

biomecanicas especificas.
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El agua constituye la fraccion liquida de la matriz. Su distribucion es desigual
dentro del tejido, en la capa superficial representa el 80%, mientras que en la profunda
solamente el 60%. Su presencia es crucial para mantener las caracteristicas de
elasticidad, flexibilidad y capacidad para reducir el rozamiento y distribucién de las
presiones del cartilago al interactuar con las macromoléculas de la MEC.

El armazon de macromoléculas estructurales se compone de colagenos (50%),
proteoglicanos (30-35%) y otras proteinas de matriz que representan el 15-20% restante

(TablaI).

Tabla I. Componentes de la matriz extracelular (MEC).

PROTEINAS DE

COLAGENOS PROTEOGLICANOS MEMBRANA OTRAS MOLECULAS
Tipo Il Agrecano CD44 Acido hialurénico
Tipo VI Versicano Sindecano-3 Fibronectina
Tipo IX Fibromodulina Anexina V YKL-40
Tipo XI Biglicano Integrinas Matrilina-3
Tipo XII Decorina Discoidina COMP
Tipo XIV Condroadherina Asporin

COMP (Cartilage oligomeric matrix protein, proteina oligomérica de la matriz cartilaginosa).

En el cartilago coexisten diferentes tipos de colageno (11, VI, IX, XI, XII, XIV);
sin embargo, el 90-95% es de tipo Il. Este tipo de colageno se organiza segun un
entramado tridimensional a modo de malla, orientado para descargar las fuerzas de
traccion y proporcionar asi la resistencia a la tension (3).

Los proteoglicanos son macromoléculas constituidas por un eje central proteico
al cual se unen cadenas de glucosaminoglicanos (GAG). El agrecano, compuesto en su
mayoria por el GAG condroitin sulfato, es el proteoglicano mas comun. Otro GAG, el
acido hialuronico, enlaza a través de un enlace proteico diversas moléculas de agrecano,

formando asi agregados (Figura 2).
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La MEC también varia en relacién con el condrocito, distinguiéndose tres
regiones (Figura 2): la pericelular, rica en proteoglicanos y proteinas no colagenas que
facilita la adhesién del condrocito a la matriz; la territorial, dispuesta a modo de capsula
alrededor del condrén; y la interterritorial, formada por fibras de colageno, siendo la
capa que ocupa un mayor volumen (4).

Matriz pericelular Matriz territorial Matriz interterritorial

Fibronectina

I/TVXI
g8
=<
]

N
-

Sindecano J |

Coldgen,

__ Colageno Ily XI

Decorina

Colégeno VI

Colageno IX

Condroadherina

Agregados de agrecano

® Proteinas
< / deunién

a 3 ~ O
{\A.‘ Acido

/ hialurénico
N \

()

19\'
Proteina central

Condroitin sulfato

Agrecano

Figura 2. La matriz extracelular. Representacion esquematica de la organizacion de la matriz en el

cartilago articular. Modificado de (4).

2.1.2. El condrocito

El condrocito es el Unico tipo celular presente en el cartilago articular. La unidad
funcional del cartilago es el condrén, formado por el condrocito, la laguna (lugar
ocupado por el condrocito en la MEC) y la matriz pericelular (5). Cada condrocito se

encuentra aislado dentro de la matriz pericelular, donde crea un microambiente

19



Introduccion

especializado al ser responsable de la sintesis y mantenimiento de la MEC (6). Sin
embargo, recientemente se ha descrito la presencia de proyecciones citoplasmaticas en
el cartilago articular que comunican fisicamente condrocitos localizados en lagunas
distantes (7).

Los condrocitos varian en tamafio, forma y nimero dependiendo de la region del
cartilago. Los condrocitos en la zona superficial son de menor tamafio, aplanados y se
encuentran en mayor densidad que en las zonas mas profundas del cartilago.

Desde un punto de vista ontogénico, los condrocitos proceden de una célula
precursora de origen mesenquimal. A medida que la célula se diferencia, varia su
fenotipo y expresa distintos tipos de genes marcadores de formacion de matriz. Asi, las
células condroprogenitoras, inmediatamente posteriores a la precursora mesenquimal,
expresan colageno tipo IlI; los condrocitos proliferativos, colagenos tipo Il, IX y XI
ademas de agrecano, y los condrocitos hipertréficos, colageno tipo X, osteocalcina,
fosfatasa alcalina y MMP-13 (8).

En relacion a su actividad metabdlica, los condrocitos presentan una elevada
actividad anabolica en las fases de crecimiento, sintetizando distintas enzimas, factores
de crecimiento, citoquinas y componentes de la MEC. Sin embargo, esta actividad es

limitada en el cartilago maduro, al igual que la capacidad de division celular (3).

2.2. Estructura del cartilago articular

El cartilago articular maduro es un tejido altamente heterogéneo. Se distinguen
cuatro zonas, desde la superficie hasta la profundidad, en funcién del tamafio, forma y
numero de los condrocitos; asi como del contenido de la MEC, lo que le confiere

diferentes propiedades mecéanicas (9,10) (Figura 3):
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a. Zona | (superficial o tangencial): constituye el 10-20% de grosor del cartilago.
En ella, los condrocitos son mas pequefios, aplanados y estan situados de forma paralela
a la superficie articular. Presenta una elevada concentracion de fibras de colageno
dispuestas en paralelo a la superficie, lo que le proporciona una gran resistencia a la
erosion.

b. Zona Il (media o de transicion): representa entre el 40 a 60% del grosor total.
La morfologia de los condrocitos y la composicion de la matriz es intermedia entre la
zona superficial y la profunda. Existe una mayor presencia de proteoglicanos, y un
descenso en el nimero de fibras de colageno, que en esta capa se disponen de forma
oblicua a la superficie, lo cual facilita soportar las fuerzas de compresion.

c. Zona Il (profunda o radial): ocupa el 30% del grosor, donde los condrocitos
son menos numerosos, mas elipticos, formando columnas perpendiculares a la
superficie articular. Es rica en proteoglicanos y en fibras de colageno de mayor didmetro
que siguen la orientacion de las columnas de condrocitos. Presenta menor proporcion de
agua que la zona superficial.

d. Zona IV (cartilago calcificado): EIl limite entre esta zona y la anterior viene
delimitado por el frente de calcificacion o tidemark. Con presencia de condrocitos
hipertroficos y coladgeno tipo X, esta zona sirve de proteccion mecanica entre el

cartilago articular no calcificado y el hueso subcondral.
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Fibras de colageno
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Figura 3. Estructura del cartilago articular maduro. Representacion esquematica de las
diferentes zonas del cartilago, donde los recuadros muestran el didmetro y la orientacidn relativa de
las fibras de colageno (panel izquierdo). Corte histolégico de cartilago articular humano tefiido con
hemoxilina-eosina, donde los recuadros muestran a mayor aumento la zonacion (panel derecho).
Modificado de (9).

2.3. Propiedades y funcidn del cartilago articular

La funcidn principal del cartilago articular es proporcionar una superficie lisa y
de bajo coeficiente de friccion que permita el movimiento de la articulacion sin que se
produzca dolor. Para facilitar el movimiento, las superficies del cartilago se protegen
con una capa de lubricina y acido hialurénico, producidos ambos por los condrocitos y
los sinoviocitos, lo que permite que el movimiento se consiga gracias al deslizamiento

de las superficies articulares (11).
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La interacciéon entre el colageno, el agua y los distintos proteoglicanos que
forman la MEC confiere al cartilago articular sus funciones y propiedades fisicas y
mecénicas, siendo un tejido altamente resistente a la deformacion por fuerzas
compresivas (12). Esta resistencia a la deformacion se asocia principalmente con su
capacidad de eliminar el agua que hidrata a los proteoglicanos mientras estd sometido a
presiones para, posteriormente, recaptarla por 6smosis y recuperar sus dimensiones y
forma originales (13). Los agregados de agrecano poseen la capacidad de secuestrar
agua. Las cargas electronegativas de los azucares sulfatados hacen que las cadenas
laterales del mondmero se repelen unas a otras y atraigan agua. La asociacion de
moléculas de coladgeno confiere a estos sistemas fuerza tensional, restringe el

movimiento de los agregados de agrecano y limita la absorcion méaxima de agua.

3. EL CARTILAGO ARTICULAR EN LAS ENFERMEDADES REUMATICAS

Las articulaciones sufren alteraciones con elevada frecuencia. Una de las causas
puede ser el propio estrés mecanico al que esta sometida la articulacion, como resultado
de su funcion, lo que derivaria en alguna forma de artrosis. Por otro lado, los dafios
también se pueden deber a patologias inflamatorias articulares autoinmunes como la
artritis reumatoide. En este tipo de enfermedades reumaticas, el cartilago articular sufre
un gran numero de alteraciones que tienen como proceso final la degradacion
irreversible del cartilago (12).

La artrosis (OA, del inglés osteoarthritis) es una de las enfermedades reumaticas
asociada con la destruccion del cartilago. Se define por la OARSI (OA Research Society

International) como un trastorno que afecta a articulaciones mdviles caracterizado por
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estrés celular y degradacion de la matriz extracelular iniciado por micro- y macro-
lesiones que activan respuestas de reparacion que incluyen vias pro-inflamatorias de la
inmunidad innata. La enfermedad se manifiesta primero como una alteracion molecular
(metabolismo anormal en el tejido articular), sequida de alteraciones anatémicas y/o
fisiologicas (caracterizada por la degradacion del cartilago, la remodelacién del hueso
subcondral, la formacion de osteofitos, inflamacion articular y pérdida de la funcion
normal de las articulaciones), que pueden culminar en la aparicion de los sintomas de la

enfermedad (14) (Figura 4).
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esclerosis del
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Cartilago

Membrana

e Degradacion
sinovial

del cartilago

Degeneracion
del menisco

Hipertrofia e
inflamacion de la
membrana sinovial

Menisco

Formacion de
osteofitos

Figura 4. Caracteristicas de la patologi.a de la artrosis. Imagen modificada de (15).

La artrosis es la enfermedad reumatica mas frecuente en los paises desarrollados.
Afecta a alrededor del 12% de la poblacién occidental. Estudios de prevalencia
publicados en 2014, reflejaron que la mayoria de los individuos mayores de 65 afios
presentan evidencias de esta patologia (16). En Espafia, la artrosis de rodilla afecta al

10,2% de la poblacion adulta (5,7% en hombres y 14% en mujeres) (17). Los sintomas
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de la enfermedad generalmente se acompafian de dolor mecénico, rigidez articular y
pérdida de funcidn de la articulacién en las fases mas avanzadas.

Todavia hoy no estan claras las causas que originan esta enfermedad. Se sabe
que existe un componente mecanico, de desgaste del cartilago articular, al perderse en
los condrocitos el equilibrio entre los procesos anabdlicos (sintesis de matriz
extracelular) y catabdlicos (degradacion de matriz extracelular) que mantiene la
integridad de la MEC (18). Ademaés, diferentes estudios han sefialado una reduccion en
el nimero de condrocitos, debida en parte a procesos apoptoticos (6,19).

Como resultado de la degradacion de la matriz del cartilago, se generan
fragmentos de moléculas de la MEC que son liberados al fluido sinovial. Estos mismos
son capaces de inducir, tanto en el condrocito como en la membrana sinovial, la
produccion de citoquinas y 6xido nitrico (NO, nitric oxide), ademas de la sintesis de
metaloproteasas (20). También, se ha descrito que el condrocito puede reaccionar a la
liberacion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, damage associated
molecular patterns), las cuales han sido descritos como ligandos de receptores tipo Toll
(TLRs, Toll-like receptors) y receptores de productos finales de glicosilaciones (RAGE,
receptor for advanced glycation end products) (20,21). De este modo, se produce una
intercomunicacion entre los distintos tejidos que componen la articulacion que provoca
y perpetta una respuesta inflamatoria, a través de un gran numero de mediadores, que
acaban dafiando de forma irreversible a la estructura articular en su conjunto (22). A
continuacion se detallan los cambios mas importantes que tienen lugar en la articulacién

durante el proceso artrésico.
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3.1. Mecanismos de destruccion del cartilago

Entre los mecanismos implicados en la destruccion del cartilago articular
destacan los factores mecénicos y los factores bioquimicos.

a. Factores mecanicos: el estrés mecanico en un rango fisiolégico induce
la actividad anabdlica, produciéndose la renovacion de la matriz; mientras que un rango
superior al fisioldgico aumenta la actividad catabdlica, generandose una pérdida
progresiva de la MEC. Coémo el factor mecanico regula la actividad metabdlica del
condrocito no es del todo conocida; sin embargo, se han descrito mecanismos de
mecano-transduccion en el cartilago (23,24).

b. Factores bioquimicos: el elemento mas importante en la degradacion
del cartilago es la sintesis y actividad de diferentes tipos de proteasas. Las proteasas mas
estudiadas y relacionadas con el desarrollo de la OA son las metaloproteasas de matriz
(MMPs) y las proteasas ADAMTS (6).

Las MMPs mas importantes en el proceso artrosico son las colagenasas (MMP-
1, MMP-8 y MMP-13) y las estromelisimas (MMP-3 y MMP-10). La expresion de la
MMP-13 en el cartilago artrosico y su capacidad para degradar colageno tipo IlI, la
convierten en una de las enzimas mas importantes en la degradacion del cartilago en
pacientes con OA. La actividad proteolitica de las MMPs se regula a tres niveles: a nivel
de regulacién de la transcripcién génica, activacion del proenzima e inactivacion por
TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases), también capaces de inhibir a
ADAMTS-5 (25).

Las ADAMTS (a desintegrin and metalloproteinase with trombospondin motifs)

contienen a las principales agrecanasas (ADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMTS-5 y
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ADAMTS-9) responsables de la degradacion del agrecano de la MEC. ADAMTS-5 es

la predominante en el desarrollo de OA (26).

3.2. Procesos inflamatorios en el cartilago

Aunque la OA se ha considerado durante décadas como una artropatia no

inflamatoria, cabe destacar que mediadores pro-inflamatorios son producidos por

sinoviocitos y condrocitos durante el desarrollo de la enfermedad (Tabla I1). De hecho,

factores inflamatorios han sido detectados en el liquido sinovial de pacientes con OA,

aunque los niveles son mas bajos de los que se han encontrado en pacientes AR (27).

Tabla |1I.

Principales mediadores de la inflamacion.

Factores proinflamatorios producidos por los condrocitos y
los sinoviocitos durante la progresion de la OA.

Citoquinas

Quimioquinas

Eicosanoides

Oxido nitrico (NO)

Ligandos de TLRs

Adipoquinas

Catabdlicas: IL-1, TNF-a, IL-17, IL-18
Anabdlicas: TGF-B

Moduladoras: IL-6, IL-8

Inhibidoras: IL-10, INF-y

IL-8
MCP-1

Prostaglandinas: PGE,
Tromboxanos: Tromboxano A,
Leucotrienos: LTB,, LTC,

DAMPs
Alarminas: S100A4, A8, A9, y A1l

Leptina
Adiponectina
Lipocalina 2

Actualmente se cree que el desarrollo y la progresién de la OA involucran

también la inflamacion incluso en las primeras fases de la enfermedad. Estudios
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epidemioldgicos muestran un claro enlace entre la progresion del dafio del cartilago
tibio-femoral y la presencia de una membrana sinovial inflamada (la denominada
sinovitis) (28,29). Los cambios histolégicos observados en la membrana sinovial, tanto
en la fase temprana como en la fase tardia de la OA, incluyen indicios de sinovitis,
como la hiperplasia de la membrana, infiltracion de macréfagos y fibrosis. Aunque se
desconocen las causas de la inflamacion sinovial en OA, la hipdtesis mas acreditada es
que los fragmentos de cartilago precipiten en la articulacion y entren en contacto con la
membrana sinovial, que los reconoce como agentes extrafios al cuerpo. Como
consecuencia, las células sinoviales reaccionan produciendo mediadores inflamatorios,
que se acumulan en el fluido sinovial. Estos mediadores pueden activar los condrocitos
presentes en la capa superficial del cartilago, induciendo la produccién de MMPs y
perpetuando la destruccidon del cartilago. La sinovitis se asocia con el empeoramiento de
los sintomas de la OA, como el dolor, la rigidez y el hinchazén a nivel articular, asi
como una mayor rapidez en la degeneracion del cartilago (30).

Los procesos degenerativos de las articulaciones estan, en gran medida,
modulados por la actividad de citoquinas pro-inflamatorias y otros factores que inducen
modificaciones profundas en la fisiologia del condrocito, que tienen como consecuencia
procesos de desdiferenciacion, procesos apoptoticos y un aumento en la produccion de
MMPs.

En el tejido articular, las citoquinas se han clasificado segin su funcién en
catabolicas (pro-inflamatorias), anabdlicas, moduladoras e inhibidoras. El balance entre
citoquinas catabdlicas y anabdlicas determinara la integridad del cartilago (6).

Las citoguinas pro-inflamatorias méas importantes en la patologia artrésica son la

interleuquina 1 (IL1) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa). La IL1 parece estar
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asociada con la destruccion del cartilago y el TNFa con la activacion de la cascada
inflamatoria. Ambas son capaces de estimular su propia produccién y la de otros
mediadores inflamatorios (IL8, IL6), adem&s de incrementar la sintesis de enzimas
catabdlicas (MMPs), inhibir la sintesis de los inhibidores de estas mismas (TIMPs) e
impedir la sintesis de componentes de la MEC, como proteoglicanos y colageno II.
También se ha descrito que estimulan la sintesis de las isoformas inducibles de las
enzimas Oxido nitrico sintasa (iNOS) y ciclooxigenasa (COX2), aumentando asi la
sintesis 'y liberacion de oOxido nitrico (NO) y prostaglandinas catabdlicas,
respectivamente (20,31).

La IL1 lleva a cabo sus funciones mediante su unién especifica con un receptor
transmembrana tipo | (IL1RI) (32,33). Este receptor pertenece a la superfamilia de
receptores de IL1, también conocida como receptores similares a Toll (Toll Like
Receptors, TLR), entre los que estan los receptores para el LPS (32,34). Todos ellos
comparten un dominio Toll-IL1 receptor (TIR) y activan el mismo tipo de quinasas que
participan en la cascada de sefializacion empleada por la unién de IL1 al IL1RI (32). El
TNFa se une a dos receptores distintos, receptor de TNF tipo | (TNFRI) y receptor de
TNF tipo Il (TNFRII). La expresion de TNFRI estd aumentada en condrocitos y
fibroblastos sinoviales de pacientes con artrosis comparandolos con controles sanos
(35). Debido a esto, parece que TNFRI es el principal mediador de la actividad del
TNFa en tejidos articulares (36).

Ademas de las citoquinas pro-inflamatorias, otros mediadores bioldgicos
desempefian también un papel fundamental en el proceso inflamatorio, entre ellos, el
méas importante es el NO. EI NO es un radical libre que promueve procesos

inflamatorios y catabolicos, ya que induce apoptosis en condrocitos (37) y sinoviocitos
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(38), activa MMPs en el condrocito (39), induce la expresion de COX2 y la sintesis de
PGE;, (40), e inhibe la sintesis de coladgeno y proteoglicanos. La cantidad de NO
producida por el tejido artrésico estd en relacion directa con el grado de lesion del

cartilago (18).

4. LAS ADIPOQUINAS. MEDIADORES DE LA DEGRADACION Y DE LA INFLAMACION DEL

CARTILAGO ARTICULAR

Hasta la década de los 90, el tejido adiposo blanco (TAB) se consideraba
Unicamente como un tejido de almacenamiento de energia. Aunque era conocida la
secrecion de distintos tipos de moléculas por parte de los adipocitos, como el colesterol,
hormonas esteroideas o acidos grasos, la consideracion de este tejido como un 6rgano
endocrino se forjo tras el descubrimiento de la leptina en 1994, una proteina sintetizada
por el TAB (41). En los ultimos afios, se ha reconocido al TAB ser un verdadero 6rgano
endocrino, capaz de secretar una amplia variedad de moléculas pleiotropicas, las
denominados adipoquinas (42). El término adipoquina se aplica a moléculas
bioldgicamente activas producidas por los adipocitos del TAB que comparten unas
propiedades estructurales y funcionales con las citoquinas que participan mediante
mecanismos de accion endocrinos, paracrinos, autocrinos y yuxtacrinos en una amplia
variedad de procesos fisioldgicos y patoldgicos, incluidas la inmunidad y la inflamacién
(43). Sin embargo, estos factores pueden ser sintetizados por otros tejidos y participar
en funciones no relacionadas con las funciones tipicas del TAB (42).

Las adipoquinas contribuyen al “estado de inflamacion subclinico” que

presentan los individuos obesos y promueven una serie de aberraciones metabolicas que
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incluyen complicaciones cardiovasculares y enfermedades inflamatorias autoinmunes
que afectan a las articulaciones y a los huesos (43,44). Actualmente, se consideran a las
adipoquinas como representantes de una nueva familia de compuestos que actian como
elementos clave en la compleja red de mediadores solubles implicados en la
fisiopatologia de las enfermedades reuméticas. La obesidad, la condicion que ha
estimulado la investigacién sobre las adipoquinas en los ultimos afios, ha sido
considerada un factor de riesgo para la OA. Se ha descrito que la obesidad aumenta la
incidencia de OA, en particular en las articulaciones que soportan peso, como las
rodillas. Una hipotesis que prevalece es que la obesidad aumenta la carga mecéanica
sobre el cartilago articular, llevando a su degeneracion. Sin embargo, la obesidad
también se asocia con OA en las articulaciones que no soportan peso, tales como las de
los dedos, las manos y las murfiecas, lo que sugiere que factores metabdlicos contribuyen
a la alta prevalencia de OA en individuos obesos (45). Por ello se cree que las

adipoquinas pueden ser el nexo de unién entre la obesidad y OA.

4.1. La leptina. La precursora de la superfamilia de las adipoquinas

La leptina una hormona de 16 kDa que pertenece a la superfamilia de las
citoquinas de clase 1. Es sintetizada principalmente por los adipocitos, aunque también
se sintetiza en otros tejidos, como en el hueso (46) o el cartilago articular, donde es
producida por los condrocitos (47). Los niveles circulantes de leptina dependen
fundamentalmente de la cantidad de masa grasa y el indice de masa corporal. Sin
embargo, su expresion también estd regulada por el estado nutricional (48,49) o

mediadores inflamatorios (50). Actua a nivel central induciendo una disminucion de la
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ingesta y un aumento del gasto energético a través de la activacion de factores
anorexigénicos y la supresion de los péptidos orexigénicos (51).

Sin embargo, se ha demostrado que la leptina ejerce distintas funciones en
numerosos tejidos periféricos. Diversos estudios han evidenciado el papel catabolico y
pro-inflamatorio de la leptina a nivel de la articulacion (52-57), sugiriendo un posible
papel como biomarcador de enfermedades reumaticas como la artrosis o la artritis
reumatoide. El grupo NEIRID describi6 por primera vez el efecto pro-inflamatorio de la
leptina en los condrocitos. Demostré que la leptina en combinacion con interferén-y y
con IL1 era capaz de aumentar sinérgicamente la produccién de NO en condrocitos
(52,53). De la misma manera, la leptina, sola o en sinergia con IL1, aumentaba la
expresion de iINOS y COX2 y la produccion de NO, PGE,, IL6 y IL8 en el cartilago de
pacientes OA, sugiriendo que esta adipoquina era un factor capaz de aumentar la
produccion de moléculas pro-inflamatorias en el cartilago (40). Ademas, la leptina
aumenta la produccion de MMP-1, MMP-3 y MMP-13 en el cartilago de pacientes OA,
sugiriendo un papel catabdlico (57). Asimismo, la leptina puede perpetuar los procesos
de degradacion del cartilago al inducir la expresion de la molécula de adhesién vascular
VCAM-1, implicada en el reclutamiento de leucocitos en la articulacion inflamada (56).
Recientemente se observd que la leptina esta altamente expresada en la grasa
infrarrotuliana y en la sinovia de pacientes artrésicos en comparacion con individuos
sanos (58). Por otro lado, la falta de sefializacion de la leptina asociada a obesidad
extrema no implica un incremento en la degradacion del cartilago. Esto sugiere que la
obesidad per se no representa un factor de riesgo para la degeneracion de la
articulacion, es necesaria la accion de la leptina en el desarrollo de OA asociada a la

obesidad (59).
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4.2. La adiponectina. Una adipoquina con propiedades metabdlicas Unicas

La adiponectina, también llamada GBP28 (gelatin-binding protein 28), apM1
(adipose most abundant gene), Acrp30 (adipocyte complement related protein 30) o
AdipoQ, es una proteina de 30 kDa sintetizada mayoritariamente en el tejido adiposo
(60). Sus caracteristicas duales la convierten en una adipoquina singular. A nivel
sistémico presenta actividad anabdlica; sin embargo, a nivel local actdia como un factor
catabdlico, contribuyendo a la degradacion del cartilago y a su estado inflamatorio (54—
56,61,62).

Al contrario de la mayoria de las adipoquinas, los niveles de adiponectina estan
disminuidos en la obesidad y en el sindrome metabdlico, y se incrementan con la
pérdida de peso (63). Es mas, la adiponectina participa en el balance de la homeostasis
energética interrelacionando el metabolismo de carbohidratos y de lipidos (64). Se ha
demostrado que la adiponectina posee funcién anti-aterogénica (65), mejora la
sensibilidad a insulina y reduce la concentracion de acidos grasos circulantes al
incrementar la oxidacion de acidos grasos y la captacion de glucosa en el masculo y
reduce la sintesis de glucosa en el higado (66). Ademas, la adiponectina esta implicada
en la modulacidn de la respuesta inflamatoria, dado que atenda la respuesta inflamatoria
mediada por TNFa e inhibe la actividad fagocitica de los macrofagos (42).

Por otro lado, a nivel del cartilago articular, la adiponectina es capaz de
aumentar la secrecion de mediadores pro-inflamatorios como el NO, IL6, la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y las metaloproteasas MMP-3 y MMP-9 por
parte de los condrocitos (61,67,68). Ademas, recientemente se ha observado que, asi
como la leptina, la adiponectina también induce la expresion de VCAM-1 (56) y la

secrecion de IL8 (55) en los condrocitos, contribuyendo, respectivamente, a la
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infiltracion de leucocitos y al gradiente quimiotéactico presente en las articulaciones
inflamadas. Estos resultados sugieren que la adiponectina, de la misma manera que la

leptina, podria perpetuar el proceso de degradacion del cartilago.

5. NUEVAS ADIPOQUINAS IMPLICADAS EN EL METABOLISMO DEL CARTILAGO

ARTICULAR: PROGRANULINA.

Todo lo anterior hace pensar que las células del tejido adiposo en condiciones
fisioldgicas y patologicas secretan moléculas, que probablemente funcionen como
potentes moduladores de la respuesta inflamatoria en el cartilago y podrian contribuir,
en parte, a la degradacion del cartilago a través de la circulacion sistémica o local. Por
ello, en los ultimos afios, se ha venido estudiando nuevas moléculas producidas por los
adipocitos como potenciales adipoquinas. Asi, en el afio 2012, mediante analisis
protedmicos para buscar nuevas adipoquinas, se identifico a la progranulina como
potencial candidata (69).

La progranulina (PGRN) fue descubierta en 1990 como una glicoproteina
acrosomal, llamada entonces acrogranina, sintetizada durante la espermatogénesis (70).
La PGRN también es denominada como PCDGF (PC-cell derived growth factor) (71),
proepitelina (72), GP88 (73) o GEP (granulin—epithelin precursor) (74). Debido a su
naturaleza pleiotropica, es secretada por multiples tejidos y se expresa en una gran
variedad de tipos celulares, entre las que se incluyen células epiteliales, neuronas,
células hematopoyéticas, células del musculo esquelético (75), macréfagos (76),

condrocitos (77,78), tejido adiposo (69), o células endoteliales (79).
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Se ha descrito la implicacion de la PGRN en una amplia variedad de procesos
bioldgicos, como cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos (80,81), desarrollo
embrionario (82), cancer (83) y en diversas enfermedades de etiologia inflamatoria (84).
De hecho, el papel de la PGRN ha sido ampliamente estudiado en inflamacion, con
propiedades anti-inflamatorias en la artritis reumatoide (AR). Asimismo, sus
caracteristicas de proteccion y promocién del crecimiento son de particular interés en
enfermedades articulares como la OA (85). Recientemente, se ha identificado como un
factor estimulante de la condrogenesis, y es considerado un importante regulador de la

formacion y funcion de cartilago (86).

5.1. Estructura de la progranulina

La PGRN humana esta codificada por el gen GRN, localizado en el cromosoma
17921, que codifica para una proteina de 593 aminoacidos y 68,5 kDa (87,88), aunque
puede aparecer en Western blot con un peso molecular de 88 kDa debido a ser
altamente glicosilada. EI ortélogo murino (Grn) se localiza en el cromosoma 11 y
codifica para una proteina de 589 aminoacidos, con una homologia del 79% con la
proteina humana (88). La PGRN consiste en un péptido sefial para la secrecion N-
terminal de 17 aminoacidos y de siete repeticiones y media de dominios granulina (71).
Estos dominios estan compuestos por repeticiones en tandem de un motivo con 12
cisteinas (89). Cuando la PGRN es secretada, ésta puede ser procesada
proteoliticamente en las regiones de unién entre los dominios granulina por proteasas de
serina y treonina, como las metaloproteasas de matriz MMP-9 (90) y MMP-14 (91),

ADAMTS-7 (92), elastasa y proteinasa 3 (93). Como consecuencia, se liberan péptidos
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individuales de granulina de aproximadamente 6 kDa (Figura 5). El inhibidor de
proteasas secretadas por leucocitos (SLPI, secretory leukocyte protease inhibitor) se une
a la PGRN y previene su escision en granulinas pro-inflamatorias por la accion de la
elastasa de neutrofilos (81). Ademas del SLPI, la HDL/apolipoproteina A-l también se

une a la PGRN formando un complejo que suprime la conversion en granulinas (76).
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Figura 5. Estructura y procesado de la PGRN. Cada circulo representa un dominio granulina que

— = SLPI, HDL/ApoA-|

contiene el motivo de consenso de 12 residuos de cisteina, asi como el medio dominio de granulina
(medio circulo, p). La PGRN se puede escindir en los dominios individuales por MMP-9, MMP-14,
NE (Neutrophil elastase) y PR3 (Proteinase 3) y ADAMTS-7. Tanto SLPI como HDL/Apo Al se
pueden unir e inhibir la escision de PGRN. Modificado de (94).

5.2. La progranulina como nuevo ligando de los receptores de TNF-a.

Tanto la proteina precursora, la PGRN, como las granulinas tienen actividad
bioldgica, pero queda por dilucidar si los efectos sobre los diferentes tipos celulares
estdn mediados por un dnico receptor 0 mas bien por la interaccion con diferentes
proteinas de union. Para abordar esta cuestion, el grupo de Chuan-Ju Liu, empleando el

sistema de doble hibrido, realiz6 una blisqueda para la deteccion de proteinas de unién a
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PGRN, que condujo a la identificacion del receptor de TNFa (TNFR) como receptor
asociado a PGRN. La interaccion entre PGRN y TNFR fue confirmada por co-
inmunoprecipitacion en condrocitos humanos (95).

La importancia de la sefializacion de TNFa/TNFR reside en su papel clave en la
cascada de citoquinas pro-inflamatorias y en su dominio en la patogénesis de diversas
enfermedades, y en particular, de trastornos autoinmunes (96). Los farmacos bioldgicos,
como el etanercept, infliximab y adalimumab, son eficaces anti-inflamatorios
empleados en la terapia contra AR, ya que bloguean la accion del TNFa (97). El TNFa
actla a través de dos receptores distintos, TNFR1 y TNFR2. TNFR1 se expresa de
forma ubicua y media la cascada de sefiales pro-inflamatorias. En cambio, TNFR2, cuya
sefializacion ha sido menos estudiada, se encuentra predominantemente en las células
hematopoyéticas, y varios estudios han demostrado su papel en una respuesta anti-
inflamatoria (98).

Estudios de la cinética de union mostraron que la PGRN exhibe una afinidad de
union por el TNFR1 comparable con la del TNFa; en contraste, la PGRN se une al
TNFR2 con una afinidad 600 veces mayor que el TNFo (95,99). Notablemente, la
PGRN mostrd efectos anti-inflamatorios en varios modelos de artritis inflamatoria
mediada por TNFa, incluyendo artritis inducida por colageno y artritis espontanea en
modelos transgénicos de TNFa (86,100). Para identificar los dominios de unién de la
PGRN al TNFR se realizaron una serie de moléculas de PGRN con deleciones y se
analizaron las interacciones con TNFR. Las unidades de granulina (A, B, C, D, E, Fo
G) o las regiones de union no eran capaces de unirse a TNFR por si solas. Finalmente,
se identificaron tres fragmentos de granulina F, A, C y sus regiones de unién adyacentes

como responsables de la unién a TNFR. Probablemente, estos tres fragmentos imitan la
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estructura trimérica del TNFa cuando se une al TNFR (84). Basandose en estos
resultados, Tang et al. combinaron esos fragmentos para disefiar una proteina, llamada
Atsttrin (Antagonist of TNF/TNFR Signaling via Targeting to TNF Receptors), que sélo
contenia media unidad de las granulinas F, A'y C mas las tres regiones de union, y que
se une selectivamente al TNFR. Atsttrin presenta mayor efectividad en el tratamiento de
la artritis inflamatoria que la PGRN (95). En resumen, el hallazgo de la interaccion
PGRN-TNFR proporciona informacién molecular sobre el mecanismo subyacente de
las actividades anti-inflamatorias mediadas por PGRN, y presentan a la PGRN, y a su
derivado de Atsttrin, como la proxima generacion de farmacos para varios tipos de

enfermedades inflamatorias (85,86,101,102).

5.3. La progranulina en las enfermedades reumaticas

La PGRN juega un papel clave en la regulacion del equilibrio de la MEC
mediante la proteccion y la prevencion de la degradacion de los componentes integrales
del cartilago (12,103). La deficiencia de PGRN conduce a la aparicion de un fenotipo
similar a la OA en ratones envejecidos y en modelos de artritis inducida (103). Los
niveles de PGRN se han encontrado elevados en muestras de cartilago de pacientes con
OA 0 AR (78). Ademas, en pacientes con AR, los niveles de PGRN, tanto séricos como
del fluido sinovial, son significativamente superiores a los controles sanos de la misma
edad (104). Recientemente, se ha demostrado que los niveles de PGRN se incrementan
en el lugar de la inflamacion y estan asociados a la actividad de la enfermedad en

pacientes con AR (105).
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Figura 6. Modelo propuesto para el papel de la PGRN en el desarrollo de la artrosis.
Modificado de (103).
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El grupo de Chuan-ju Liu ha demostrado como la PGRN antagoniza al TNFa,
mediante la union a sus receptores, en modelos murinos de artritis inflamatoria (95).
Ratones deficientes en PGRN mostraron pérdida de la estructura del cartilago y un
fenotipo artrésico en aquellos de mayor edad, mientras que la administracion local de la
proteina recombinante PGRN atenuaba la degradacion de la matriz del cartilago en
modelos de OA inducida quirdrgicamente. En base a sus estudios, la PGRN juega un
papel protector en la progresion de la OA a través de mdltiples vias (Figura 6). En
primer lugar, la PGRN promueve el anabolismo de los condrocitos, ya que activa la
sefializacion de ERK1/2 y eleva los niveles de marcadores anabolicos como colageno Il
y agrecano, principalmente a través de receptores de TNFR2. En segundo lugar, la
union de la PGRN al TNFR1 impide la activacion de la via NF-kB por parte del TNFa,
el cual induce MMPs y ADAMTS, inhibiendo asi la degradacion del cartilago. Y en

tercer lugar, la PGRN interacta con la ruta Wnt/B-catenina, cuya activacion promueve
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la degeneracion del cartilago en OA. Se ha observado que ratones deficientes en PGRN
presentaban una activacién de la ruta Wnt/B-catenina (103). Adicionalmente, la PGRN
se define como condroprotectora en base a las evidencias que muestran la estimulacién
de la proliferacion y diferenciacion de los condrocitos cuando se sobre-expresada esta
proteina (106). La PGRN también actla en la osificacion endocondral de la placa de

crecimiento durante el desarrollo a través de TNFR2 (77,92).

6. NUEVAS ADIPOQUINAS IMPLICADAS EN EL METABOLISMO DEL CARTILAGO

ARTICULAR: WISP-2.

En el afio 2012, Dahlman y colaboradores describieron la regulacion del gen de
WISP-2 en obesidad y segun la region del tejido adiposo a estudio. Ademas, el analisis
in silico aportaba una alta puntuacion como potencial adipoquina. Asi, tras el analisis
del secretoma de adipocitos, identificaron a WISP-2 como una potencial adipoquina
(107).

WISP-2 fue descubierta como una proteina regulada al alza en la linea celular
epitelial murina C57NG tras la transformacion con Wnt-1 (108). De este hecho procede
su nombre, Wnt-1 inducible signaling pathway protein 2, aunque también es
denominada CCN5, ya que pertenece a la familia de proteinas CCN (109), o CTGF-L
(connective tissue growth factor-like protein) (110). Se trata de una proteina
matricelular de secrecion, altamente expresada en células madre mesenquimales y
preadipocitos (111). Ademads, se encuentra en células del mdsculo liso (112),
osteoblastos y condrocitos (113). Diversos estudios han descrito la implicacion de

WISP-2 en una amplia variedad de procesos fisiopatoldgicos, como el desarrollo
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embrionario, la diferenciacion y proliferacion celular, reparacion de tejidos, motilidad y
cancer (114). De hecho, Grinberg y colaboradores han descrito el papel de WISP-2
como un mediador clave en la activacién candnica de la ruta Wnt en preadipocitos,
manteniendo los adipocitos en estado indiferenciado, sugiriendo la implicacion de esta
adipoquina en el desarrollo de complicaciones metabolicas relacionadas con la obesidad

(115).

6.1. Estructura de WISP-2

El gen humano WISP2, se encuentra localizado en el cromosoma 20q12-20q13,
y codifica para la proteina WISP-2 de 250 aminoacidos y 27kDa. El ortélogo murino
(Wisp2) se localiza en el cromosoma 2 y codifica para una proteina de 251 aminoéacidos,
con una homologia del 73% con la proteina humana (108).

Como miembro de la familia de proteinas CCN, WISP-2 comparte la estructura
modular caracteristica de esta familia (Figura 7). La mayoria de las proteinas CCN
presentan una sefial de secrecion N-terminal, o péptido sefial, seguido de 4 dominios.
Las seis proteinas CCN tiene dominios conservados con homologia de secuencia a
proteinas de union a factores de creciemiento similares a insulina (IGFBP, insulin-like
growth factor binding protein), factor de von Willebrand tipo C (VWC, von Willebrand
factor type C repeat), y trombospondina tipo 1 (TSR, thrombospondin type | repeat).
Sin embargo, WISP-2 carece del dominio carboxi-terminal (CT). Entre los dominios
VWC y TSR se encuentra una region altamente variable entre los diferentes miembros
de la familia CCN, la region bisagra, susceptible de degradacién proteolitica por MMPs

(116).
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Figura 7. Representacion esquematica de la familia de proteinas CCN. Se muestra la estructura
multimodular, con una sefial de secrecion N-terminal seguida de 4 dominios con homologia a
proteinas de unién a factores de creciemiento similares a insulina (IGFBP), el factor de von
Willebrand tipo C (VWC), trombospondina tipo 1 (TSR) y el dominio carboxi-terminal (CT, ausente
en WISP-2). Entre los dominios VWC y TSR se encuentra la region bisagra. Modificado de (117).

Aunque el receptor de WISP-2 se desconoce, como proteina de secrecion y
miembro de la familia CCN, cabria esperar que su actividad fuera mediada a través de
receptores de membrana. De hecho, las proteinas CCN se unen a receptores de
superficie, como intergrinas o los co-receptores LRPs (low-density lipoprotein receptor-
related proteins). Las proteinas CCN puede modular la ruta Wnt, en parte, mediante la
unién al co-receptor LRP6 (118), y, a pesar de la falta del dominio CT, recientemente se

ha demostrado la fosforilacion de LRP6 por WISP-2 en adipocitos murinos (115).

6.2. La ruta canoénica de Wnt

Dado que WISP-2 fue descrita inicialmente como una proteina inducida por
Whnt-1, multiples han sido los estudios para describir la relacion entre la ruta Wnt y la
funcion de WISP-2. A menudo, se emplea como marcador de la activacion canonica de
Whnt (119). Y es que los datos actuales estan a favor de una clara participacion de la ruta
Whnt en las enfermedades reumaticas.

La ruta candnica de sefializacion Wnt se activa por la union de proteinas Wnt,

como Wnt-1, Wnt-3a o Wnt-7b, a los receptores Frizzled y los co-receptores LRP5/6,
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causando que Dsh (dishevelled) fosforile e inactive a GSK3p (glucdgeno sintasa quinasa
3 beta, glycogen synthase kinase 3 beta). La inactivacion de GSK3p conlleva la
acumulacion intracelular de B-catenina, ya que ésta ya no estd marcada para su
degradadacion en el proteasoma por fosforilacion de GSK3B. El exceso de B-catenina
en el citoplasma se trasloca al nicleo donde se une a factores de transcripcion TCF/LEF
(T-cell factor/lymphoid enhancer factor), activando la transcripcion de los genes diana
(Figura 8). La fosforilacion de GSK3B es un paso clave, y la inhibicion de esta enzima
conduce a la estabilizacion de B-catenina y al inicio de la expresion de los genes diana

independientemente de la unién de proteinas Wnt los receptores.

&
5%

Degradacionde
Bcatenina

EXPRESION GENICA

Figura 8. La ruta canonica de sefalizacion Wnt. En estado apagado (Off), B-catenina se asocia al
complejo multiproteico formado por APC (Adenomatous Polyposis coli), axina y GSK3p y es
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fosforilada por éste Gltimo. Posteriormente es degradada via proteasoma. En estado activado (On),
las proteinas Wnt actlian a través de receptores Frizzled asociados al co-receptor LRP5/6 activando a
Dsh, que conduce a la inactivacién de GSK3p, que ya no puede fosforilar a -catenina. El exceso de
[-catenina en el citoplasma se trasloca al nucleo donde se une a factores de transcripcion TCF/LEF,
activando la transcripcion de los genes diana.

Recientes estudios en animales de experimentacion y en muestras clinicas
sefialan la implicacion de la ruta Wnt en la patologia de la OA (120). En muestras de
cartilago procedente de pacientes OA se encontraron elevados niveles de ligandos Whnt,
como Wnt-7b, y de genes diana de Wnt, como WISP-1 (120), y también del co-receptor
LRP5 y de B-catenina nuclear (121). Ademas, factores pro-catabolicos como la IL1B
inducen la expresion de varias proteinas Wnt, resultando en la activacion de B-catenina
(122), y la activacién de la ruta Wnt estimula la expresion de enzimas de degradacién de
la matriz del cartilago, como las MMPs (121, 122). Curiosamente, la inhibicion de la
sefializacion de B-catenina en condrocitos articulares causa un incremento de la
apoptosis celular y degradacion del cartilago en ratones transgénicos Col2al-ICAT
(125). Todo ello hace pensar que la activacion de la ruta canonica de Wnt conduce a un
exceso del catabolismo y, por tanto, a la degradacion del cartilago. Sin embargo, la ruta
Whnt es necesaria para el mantenimiento del cartilago articular, pero activada en exceso
es deletéra.

Ademas, en el desarrollo de la AR también se ha visto implicada la ruta Wnt,
en particular, en procesos de resorcion 6sea y destruccion del cartilago. Proteinas como
Whnt-1 se encuentran constitutivamente activas en AR (126). La activacion de Wnt
produce inflamacidn, proliferacién de la membrana sinovial y degradacion de la matriz

del cartilago similar a la observada en OA (127).
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6.3. WISP-2 en las enfermedades reumaticas

Hasta la fecha, poco se sabe sobre el posible papel de esta adipoquina en la
fisiopatologia del cartilago. Se ha demostrado que la expresién de WISP-2 se regula a la
baja en condrocitos de pacientes OA tras someterlos a estrés mecéanico (128). En un
estudio del patron de expresion de las proteinas CCN se encontré que WISP-2 se
expresa en altos niveles en la membrana sinovial de pacientes OA y AR (129), y
también se incrementa su expresion en muestras de grasa infrarrotuliana OA (130).

Por otro lado, WISP-2 se ha encontrado estrechamente relacionado con la

patogénesis de la artritis inflamatoria (131) y la modulacion del recambio 6seo (110).

7. MUERTE CELULAR EN EL CARTILAGO ARTICULAR

Los condrocitos, como Unico tipo celular presente en el cartilago articular, se
enfrenta a un ambiente avascular, donde el oxigeno y los nutrientes los obtienen por
difusion a través de una amplia matriz extracelular. En las ultimas dos décadas, diversos
autores han sugerido que la muerte y supervivencia de los condrocitos esta
estrechamente ligada a la integridad de la matriz del cartilago articular (132). La
homeostasis del cartilago estd mediada por los condrocitos residentes, y la pérdida de
estas células debido a procesos de muerte celular conlleva la degeneracion del cartilago
(132,133). Por consiguiente, la muerte celular de los condrocitos se ha postulado como
un evento crucial en la patogénesis de enfermedades degenerativas articulares, como la
OA. Inicialmente, se sugirio la necrosis como principal mecanismo de muerte de los
condrocitos. Sin embargo, los Ultimos estudios sefialan a mecanismos de muerte celular

programada, como la apoptosis (134-136).
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7.1. Tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis

Se han descrito varios tipos de muerte celular, principalmente dos: necrosis y
apoptosis (Figura 9). Aunque difieren en aspectos mecénicos y morfoldgicos, ambas

comprenden un espectro de eventos celulares que se superponen parcialmente.
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Figura 9. Representacion esquematica de la necrosis y la apoptosis. Adaptado de (137).
La necrosis es consecuencia de un incidente patologico. En contrapartida, la
apoptosis es una forma de muerte celular programada y puede ser tanto fisiolégica (por
ejemplo, durante el desarrollo) como patoldgica. Los principales criterios que

distinguen entre estos dos tipos de muerte celular se resumen en la Tabla Ill.
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Tabla I11. Caracteristicas distintivas entre necrosis y apoptosis.

Necrosis

Apoptosis

Caracteristicas morfoldgicas

Pérdida de la integridad de la membrana
Hinchazon del citoplasma y mitocondrias

Ligera condensacion de la cromatina

No cariolisis especifica

Lisis total de la célula sin formacidn de vesiculas

Membrana intacta

Encogimiento celular
Condensacion de la cromatina
Fragmentacion del nucleo
Formacion de cuerpos apoptoticos

Caracteristicas bioquimicas y rutas moleculares

e Desintegracion de los organulos por hinchazon e Permeabilizacion de la membrana
mitocondrial

e Pérdida de la homeostasis idnica e Liberacion de diversos factores al citoplasma
(citocromo c)

e Alteraciones de la membrana (exposicién de la
fosfatidilserina hacia el exterior)

Activacion de caspasas

ATP dependiente

Fragmentacion del ADN no aleatoria anterior

e Activacion de calpainas y cathepsinas °
e No requiere energia °
e Degradacidn aleatoria del ADN posterior al lisado

celular a la fragmentacion del citoplasma
Consecuencias
e Afecta a grupos de células contiguas e Afecta a células individuales

e Las células desintegradas son fagocitadas por e Fagocitosis de los cuerpos apoptoticos por

macrofagos macrofagos o células adyacentes

e Asociada a respuesta inflamatoria e No induce respuesta inflamatoria

La apoptosis puede ser activada por sefiales mitocondriales (via intrinseca) o
ligandos de muerte (via extrinseca) que convergen en la activacién de caspasas (Figura
10). La via intrinseca estd regulada por moléculas anti-apoptoticas (Bcl2, Bcl-XL) y
proteinas pro-apoptoticas (Bax, Smac/Diablo) que conducen a la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial. Se produce entonces la liberacidn del citocromo ¢ para formar,
junto con Apaf-1y la caspasa 9, el apoptosoma. La caspasa 9 se activa y activa a su vez
a las caspasas efectoras. Por otro lado, la via extrinseca implica la unién de ligandos

extracelulares (como TNFa, FasL o TRAIL) a los receptores de muerte (TNFR, Fas o
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TRAILR). Consecuentemente a la activacion del receptor de muerte, éste recluta
moléculas adaptadoras (como FADD) que unen a su vez a la caspasa 8. La caspasa 8 se
activa y activa a su vez a las caspasas efectoras, como la caspasa 3. En determinandas
ocasiones, la via extrinseca puede involucrar a la mitocondria, amplificando asi la sefial
original (138,139).

Via extrinseca Receptores
de muerte

Pro-caspasa 3 Caspasa 3 ?

Via intrinseca

( Smac/Diablo

 ——

Caspasa 9 Citocromo ¢
2 Apaf-1

Pro-caspasa 9

APOPTOSIS

Figura 10. Representacién esquematica de las vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis. La
induccidn de la apoptosis a través de receptores de muerte puede resultar en la activacion de las vias

extrinseca e intrinseca.

7.2. Estimulos pro-apoptéticos de los condrocitos

a. Lesiones mecanicas: Se ha demostrado que el estrés mecanico induce

muerte celular en condrocitos y degradacion de la matriz del cartilago (140-142). Los
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estimulos mecénicos liberan proteoglicanos de la matriz y éstos inducen la produccion
de moléculas inflamatorias o catab6licas como MMPs, IL1 (143) o NO (141).

b. El o6xido nitrico (NO): Los condrocitos artrdsicos producen NO
espontaneamente, y el cartilago normal libera altos niveles de NO en respuesta a
estimulos pro-inflamatorios (como IL1 o LPS). EI NO induce apoptosis Y,
recientemente, se ha descrito que lo hace a través de un mecanismo dependiente de
mitocondria, reduciendo la actividad del Complejo IV de la cadena respiratoria
mitocondrial y reduciendo el potencial de membrana mitocondrial (144-146). Sin
embargo, ninguno de los principales inductores de NO, como la IL1, inducen apoptosis
(147,148).

c. Estrés oxidativo: Ademas de inhibir la respiracion mitocondria, NO tiene
efectos adicionales en la mitocondria induciendo ROS (Reactive Oxygen Species,
especies reactivas de oxigeno) (149). Se ha propuesto que el balance entre NO y ROS
puede determinar el tipo de muerte del condrocito. Una baja concentracion de ROS
promoveria la apoptosis en presencia de NO, y altos niveles de ROS fomentaria la
necrosis. Los condrocitos OA presentan incrementada la produccion de ROS (150). Un
importante factor reductor del estrés oxidativo es la enzima superdxido dismutasa
mitocondrial (SOD2). La expresion de SOD2 esta disminuida en los condrocitos
artrosicos, lo que implica una menor capacidad anti-oxidante (151).

d. La mitocondria: Como ya se ha indicado en los anteriores epigrafes, la
mitocondria juega un papel clave en el desarrollo de la apoptosis. Se ha demostrado que
los condrocitos OA presentan una disfuncion mitocondrial. Este estado en el que la
actividad metabdlica estd reducida puede sensibilizar a los condrocitos frente a

estimulos apoptéticos (151,152).
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8. EXPOSICION A CONTAMINANTES AMBIENTALES Y ENFERMEDADES REUMATICAS.

Los PCBs

Los compuestos organicos persistentes (POPs, persistent organic pollutants) son
contaminantes quimicos organicos altamente tdxicos para los seres humanos. Los POPs
se caracterizan por ser persistentes en el ambiente, ya que no sufren degradacion;
pueden sufrir transporte de largo rango a través del aire y el agua, puesto que muchos
son semivolatiles; se bioacumulan en el tejido adiposo de organismos vivos, debido a su
alta lipofilia; y pueden presentar biomagnificacion, se acumulan en los niveles altos de
la cadena trofica (153). Aunque existen POPs de origen natural, la gran mayoria son
compuestos xenobioticos. Existen muchos tipos de POPs, pero en la Convencion de
Estocolmo de 2001 se decidid incluir doce de estos compuestos en una lista, conocida
como “la docena sucia”, como los mas importantes debido a su gran toxicidad y uso. La
mayoria son pesticidas e insecticidas, pero también se incluyen compuestos derivados

de procesos industriales (Tabla IV).

\Tabla 1V. POPs incluidos en el Convenio de Estocolmo 2001 como la “docena sucia”.
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POP Uso o fuente
Aldrin Pesticida en cultivos de maiz y algoddn
Clordano Pesticida de uso agricola
DDT Pesticida en el control de la malaria
Dieldrin Pesticida en cultivos de maiz y algodon
Endrin Pesticida en control de plagas de insectos y roedores
Heptacloro Insecticida de uso agricola y doméstico

Hexaclorobenceno (HCB)
Mirex

Toxafeno
PCBs

Dioxinas policloradas (PCDDs)

Furanos policlorados (PCDFs)

Pesticida y fungida empleado en semillas
Insecticida y retardante de fuego
Insecticida empleado en cultivos de algoddn

Empleados en la industria eléctrica y generado como
subproducto industrial y de la incineracidon

Subproducto de la incineracidn y procesos industriales

Subproducto de la incineracidn y procesos industriales
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Los bifenilos policlorados (PCBs, Polychlorinated Biphenyls) son
internacionalmente reconocidos como compuestos quimicos sintéticos pertenecientes al
grupo de POPs. Los PCBs han sido empleados a gran escala durante las primeras
décadas del siglo XX, y su produccion en el sector industrial alcanz6 el maximo en la
década de los 60, resultando en un estado de emergencia ambiental. En estudios de
humanos expuestos a PCBs, se han observado efectos nocivos sobre las funciones
neurolodgicas, en el sistema inmune, el sistema reproductivo o la funcién endocrina
(estos contaminantes, como las dioxinas, son conocidos también como “disruptores
endocrinos”) (154,155).

Hasta la fecha, a pesar de la adopcion de restrictivas normas, la exposicion
continta principalmente a través de: la dieta y, en particular, a través del consumo de
pescado contaminado y otros alimentos de origen animal o vegetal, donde estos
compuestos tienden a bioacumularse; la inhalacion de PCBs volatiles derivados de la
actividad industriales; y, por ultimo, aguas subterraneas o suelos contaminados, ya que
se encuentra niveles altos de PCBs en estas matrices abioticas debido a su larga vida
media (156). Sin embargo, no se conocen fuentes naturales de PCBs en el medio
ambiente. Asi, la principal fuente de exposicién a los PCB para los seres humanos es la
ingesta de alimentos contaminados, particularmente aquellos de origen animal. De
hecho, la exposicion humana diaria es, en el 90% de los casos, debido a alimentos
contaminados (90% de origen animal, especialmente pescado y productos lacteos)
(157,158).

Los PCBs agrupan a una familia de 209 congéneres que se divide en dos grupos
mayoritarios en funcion de su estructura quimica, los llamados similares a dioxinas

(DL-PCBs, dioxin like-PCBs) y los no similares a dioxinas (NDL-PCBs, non dioxin
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like-PCBs). Las mezclas de diferentes PCBs que se presentan en el medio ambiente son
evaluadas en base al analisis quimico de seis PCBs, los llamados PCBs indicadores
(nameros IUPAC 28, 52, 101, 138, 153 y 180). Estos compuestos se consideran
marcadores de la contaminacion causada por todos los congéneres de PCBs, ya que son
los compuestos predominantes en el ambiente y se biomagnifican en la dieta humana.
La suma de cinco de los PCBs indicadores (excluyendo el PCB 138 que es un
compuesto DL), representa el 50% del total de los congéneres NDL presentes en los

alimentos (159).

8.1. NDL-PCBs

Aunque los NDL-PCBs presentar menor toxicidad que los DL-PCBs, estos
compuestos son igualmente perjudiciales, ya que se encuentran en concentraciones
mucho mas altas que los congéneres DL en muestras sanguineas de humanos y animales

expuestos a través de la cadena alimentaria a los PCBs ambientales (160).

8.1.1. Estructuray propiedades fisico-quimicas de los NDL-PCBs

Las propiedades fisico-quimicas y los efectos téxicos de los NDL-PCBs
dependen de la estructura quimica. Los compuestos quimicos de la familia de los PCBs
comparten una estructura en comun, dos anillos de benceno unidos por un enlace C-C,
que varia en el grado de cloracion (Figura 11). Los NDL-PCBs presentan al menos una
de las posiciones orto (2, 2°, 6, 6°) con un atomo de cloro unido. Esto provoca que los
dos anillos se dispongan en planos diferentes y perpendiculares entre si. Por ello

también se denominan compuestos orto-substituidos o compuestos no coplanares (161).
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Figura 11. Estructura general de los PCBs. Se indican las posiciones

de sustitucién de los atomos de cloro.

En general, tanto los congéneres DL- como los NDL-, presentan baja solubilidad
en agua Yy alta lipofilicidad, son solubles en solventes organicos, muy estables frente a
cambios de pH, son poco volétiles y no inflamables, y sufren oxidacion y
fotodegradacion (162). Ademas presentan mayor densidad que el agua y su constante
dioeléctrica es baja. Por sus propiedades fisico-quimicas, los PCBs han sido empleados
en equipamiento industrial (equipamientos eléctricos, hidraulicos, etc.) y en productos
de consumo (plastificantes de pinturas, plasticos, productos de caucho, etc.) (163). Sin
embargo, estas mismas propiedades hacen que su degradacion enzimatica sea
extremadamente dificil. Asimismo, su caracter altamente lipofilico incrementa el riesgo
de bioacumulacion en la cadena trofica. Por ello, la manufacturacion de PCBs se

prohibio en la Convencion de Estocolmo de 2001 (164).

Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
O O Cl Cl O Q Cl Cl O O Cl
Cl Cl Cl Cl Cl Cl
PCB 101 PCB 153 PCB 180

Figura 12. Estructura quimica de los PCBs 101, 153 y 180. El grado de cloracion se incrementa
desde del PCB 101 hasta el PCB 180.
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En el presente trabajo se ha analizado el efecto de los NDL-PCBs 101, 153 y
180 (Figura 12), los cuales son tres de los seis PCBs indicadores. Desde el PCB 101
hasta el PCB 180 el nimero de atomos de cloro se incrementa progresivamente y, al
mismo tiempo, también se incrementa su lipofilicidad y, como consecuencia, su

capacidad de persistir en el ambiente.

8.1.2. Mecanismo de accion de los NDL-PCBs

La toxicidad de los PCBs depende de la posicion de los atomos de cloro. Como
consecuencia, los PCBs con sustituciones en la posiciones meta y para son coplanares
(son los congéneres DL-), con una estructura muy similar a la dioxina, lo que favorece
la unién al receptor de hidrocarburos aromaticos (AhR, Aryl hydrocarbon receptor), a
través del cual ejercen el efecto toxico. Por otro lado, los PCBs orto-substituidos
presentan una baja afinidad para el AhR, ya que la configuracion no coplanar impide la
interaccidn con el receptor. De hecho, a mayor nimero de sustituyentes de cloro, menor
es la afinidad por el AhR, por lo que estos compuestos pueden actuar como inhibidores
del AhR (165). Pese a no ser ligandos del AhR, cada vez hay més evidencias del posible
mecanismo de accién de los NDL-PCBs como ligandos de receptores nucleares como el
receptor X de pregnano (PXR, pregnane X receptor) y el receptor constitutivo de

androstano (CAR, constitutive androstane receptor) (166,167).

CYP3A E CYE -

#REs

Figura 13. Mecanismo de accién de los NDL-PCBs. EI PXR es un factor de transcripcion que
regula la expresién del gen CYP3A. Cuando los NDL-PCBs se unen al PXR, éste forma un
heterodimero con el RXR e induce la expresién de la enzima CYP3A4. Modificado de (168).
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El CAR puede actuar en consonancia con el PXR. Ambos receptores, tras la
uniéon de NDL-PCBs, forman un heterodimero con el receptor X del &cido retinoico
(RXR, retinoid X receptor), que se une a elementos de respuesta a xenobidticos (XREs,
xenobiotic response elements) localizados en las regiones promotoras de los genes diana
(Figura 13). Estos genes codifican para enzimas que metabolizan compuestos
xenobiodticos mediante procesos de oxidacion, como la enzima CYP3A4 (Citocromo
P450 3A4) (168,169). Ademas, la activacion de estos dos receptores, PXR y CAR,
puede modular la obesidad y el sindrome metabdlico (170).

Asimismo, los PCBs orto-substituidos producen otros efectos como el descenso
de los niveles de dopamina, alteraciones en los niveles de hormonas tiroideas y la unién
al receptor de estrogenos (171). Por ello, en contraste con los DL, los congéneres NDL
estan implicados principalmente en alteraciones de los sistemas de transduccion de

sefiales, neurotoxicidad, supresién inmunoldgica y disrupcion endocrina (172).

8.2. Exposicion a PCBs y disrupcion endocrina

Los disruptores endocrinos son substancias quimicas capaces de alterar el
sistema endocrino y la homeostasis interna. Tienen la capacidad de unirse a receptores
especificos con efectos agonistas o antagonistas, e incluso de interferir en las rutas de

sintesis y metabolismo de hormonas (173).

Los PCBs se acumulan en el tejido adiposo, el cual se reconoce actualmente
como un tejido endocrino. En los ultimos afios se han incrementado los datos sobre la
relacion entre la exposicion a PCBs y el aumento de la obesidad, asi como de
enfermedades relacionadas con la obesidad, tales la como diabetes tipo 2 (174-176).

Estas evidencias sugieren un papel clave de estos quimicos en el control del

55



Introduccion

metabolismo adiposo. En particular, la hipotesis de los obesdgenos ambientales postula
que los PCBs pueden interferir con el proceso de lipdlisis, la sintesis de triglicéridos y la
diferenciacion de los adipocitos, asi como el incremento de la expresion de enzimas
implicadas en el metabolismo lipidico (177).

Sobre la base de estos estudios, La Merrill y colaboradores proponen que el
tejido adiposo, ademas de sus funciones metabdlicas y endocrinas, tiene diversas
funciones toxicoldgicas: puede almacenar una gran variedad de productos quimicos
xenobioticos, como los PCBs; constituye una fuente interna de los contaminantes
almacenados, que conduce a la exposicion continua de otros tejidos; y, por ultimo,
puede ser objeto de la accion de contaminantes que afectan a las funciones del tejido
adiposo, aumenta la inflamacion del mismo, y/o modula la diferenciacion de las células
precursoras de los adipocitos (178). Como consecuencia, los PCBs pueden ejercer un

efecto obesogénico si actua sobre el tejido adiposo.

8.3. Exposicion a PCBs y enfermedades reumaticas

Los NDL-PCBs se acumulan preferentemente en el tejido adiposo causando
inflamacion de bajo grado y disrupcion endocrina y metabdlica. Por otro lado, los
cambios metabdlicos debidos a la disfuncién del tejido adiposo han sido propuestos
como un mecanismo subyacente a la aparicion y progresién de enfermedades
reumaticas, como la OA. La obesidad es un factor de riesgo claro para la OA, ya que los
adipocitos producen adipoquinas, ademas de los efectos mecanicos (179,180). En
particular, se ha descrito la participacion de la leptina en la degradacion del cartilago

articular (40,52,53).
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Varios estudios han demostrado que los PCB, en su mayoria los congéneres
NDL, pueden regular positivamente los niveles de leptina, conduciendo a un efecto
obesogénico final (181,182). Muy recientemente, se demostrd que los PCBs 101, 153 y
180 son capaces de inducir disrupcion metabolica a través de la reduccion de la
respuesta del receptor de leptina. Ademas, estos NDL-PCB son capaces de inducir
significativamente IL-6 y TNF-o (183). Estas dos citoquinas participan como
mediadores de la respuesta inflamatoria en varias enfermedades reumaéticas, tales como
la OAy AR. Los disruptores endocrinos, como los NDL-PCBs, también ejercen efectos
inmuno-supresores (184), que podrian aumentar el riesgo de enfermedades
autoinmunes, tales como la AR.

Aunque existen evidencias de una posible participacion de los PCBs en la
fisiopatologia del cartilago, s6lo unos pocos estudios han analizado la relacion entre la
exposicion a estos contaminantes y patogénesis de las enfermedades reumaticas.

En 1968, un episodio de intoxicacion en el oeste del Japon (llamado “Yusho”, o
“enfermedad del aceite”), fue atribuido al consumo de aceite de arroz contaminado con
PCBs y PCDF. Los denominados “pacientes Yusho” mostraron inflamacion de las
articulaciones y artralgias (185,186). Otro episodio de intoxicacion similar ocurrié en
Taiwan en 1978. En la cohorte taiwanesa "Yucheng" hubo una incidencia de artritis
cuatro veces mayor que la observada en sujetos no expuestos (187). Recientemente, se
ha descrito una correlacion positiva entre los niveles de exposicién a los PCBs y la
incidencia de AR en mujeres (188). Estos estudios indican claramente que los PCBs
pueden jugar un papel importante en los procesos patogénicos de las enfermedades

reumaticas.
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Los condrocitos, como Unicas células presentes en el cartilago articular, son las
encargadas de preservar la integridad del propio cartilago. Por lo tanto, la muerte celular
de los condrocitos conduce a la degradacion del cartilago, caracteristica mas destacada
de la OA. Dado que la apoptosis es un evento critico en la patogénesis de la OA, la
identificacion de los inductores de este proceso se considera un elemento clave en la

comprensién de la patogénesis y/o progresion de la OA.
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Hipotesis y objetivos

Actualmente, se considera al tejido adiposo blanco como un 6rgano
multifactorial capaz de producir una gran variedad de moléculas pleiotropicas, las
denominadas “adipoquinas”. Ademas del tejido adiposo, las adipoquinas también estan
presentes en otros tejidos, como el cartilago articular y la grasa infrarrotuliana,
exclusivamente asociada a la articulacion. Son conocidas las diversas funciones que
desempefian las adipoquinas, como la leptina o la adiponectina, sobre el cartilago
articular. Entre ellas destacan la produccion de mediadores inflamatorios, como el 6xido
nitrico, y la sintesis de enzimas destructoras del cartilago, como las metaloproteasas de
matriz. Ademas, las adipoquinas se muestran implicadas en el estado inflamatorio del
individuo obeso, contribuyendo al desarrollo de alteraciones metabdlicas, inclusive
enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Todo lo anterior hace que, hoy en dia, las
adipoquinas se consideren como posibles factores de union entre los mecanismos
inflamatorios, la obesidad y las enfermedades musculo-esqueléticas, tales como la
artrosis, la osteoporosis o la artritis reumatoide.

Debido a la relevancia de las adipoquinas en el desarrollo de enfermedades
degenerativas articulares, como la artrosis, centramos nuestra atencién en el estudio de
nuevas adipoquinas para tratar de elucidar el papel que desempefia en la fisiologia del

nico tipo celular que compone el cartilago articular, el condrocito.

SECCION A: NUEVAS ADIPOQUINAS. LA PROGRANULINA

Recientemente se ha descrito a la PGRN como una nueva adipoquina con
propiedades anti-inflamatorias y condroprotectoras. Su accién la realiza a través de
interaccion con los receptores del TNFa, TNFR1 y TNFR2, suprimiendo la inflamacion

inducida por el TNFa y promoviendo el anabolismo en los condrocitos.
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La secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL1B, son mediadores
criticos en la fisiopatologia de la artrosis. La ILIB es liberada por sinoviocitos,
condrocitos y macréfagos que invaden las articulaciones inflamadas. La IL1J
desencadena una cascada de eventos que dafian del cartilago, como la produccién de
mas citoquinas pro-inflamatorias, la sintesis de factores catabdlicos y la liberacion de
mediadores inflamatorios. Por otra parte, se ha sugerido que la IL1p induce la expresion
de TNFa en condrocitos (189) y de sus receptores (190).

Dado que la respuesta inmune innata es importante en el desarrollo de la
artrosis, el papel de los receptores TLR, en concreto del TLR4, ha sido recientemente
estudiada (191). La activacion del TLR4 por el lipopolisacarido bacteriano (LPS)
implica la produccion de varias citoquinas pro-inflamatorias y adipoquinas que pueden
trabajar en conjunto en la degradacion del cartilago. Macrofagos deficientes en PGRN y
estimulados con LPS aumentan su produccién de citoquinas pro-inflamatorias. Ademas,
la PGRN inhibe de manera eficiente la sefializacion pro-inflamatoria inducida por LPS
en celulas endoteliales a través de la atenuacion de la ruta de NF-kB.

Sin embargo, hasta el momento no existen datos sobre el efecto de la PGRN en
la inflamacion inducida por IL1B o LPS en condrocitos.

Por lo tanto, los objetivos de esta seccion han sido:

1. Estudiar el efecto de la PGRN sobre la vitalidad de los condrocitos.

2. Estudiar la modulacion de PGRN durante el proceso de diferenciacion de los
condrocitos.

3. Estudiar la expresion basal de la PGRN en muestras de cartilago, grasa infra-

rotuliana y membrana sinovial de pacientes con artrosis.
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4. Estudiar la expresion de PGRN en condrocitos tratados con citogquinas pro-
inflamatorias.
5. Estudiar el efecto de la PGRN en la inflamacion inducida por IL1p o LPS en

condrocitos.

SECCION B: NUEVAS ADIPOQUINAS. WISP-2

Hasta la fecha, poco se sabe sobre el posible papel de WISP-2 en la
fisiopatologia del cartilago. Unicamente se ha demostrado que la expresion de esta
adipoquina se regula a la baja en condrocitos de pacientes OA tras someterlos a estrés
mecanico (128), y que se expresa en altos niveles en la membrana sinovial de pacientes
OA Y AR (129) y en muestras de grasa infrarrotuliana OA (130).

Sin embargo, no hay estudios en la literatura que evallen el papel de WISP-2 en
el metabolismo del cartilago. Por ello, nos propusimos estudiar el efecto de esta nueva
adipoquina sobre la fisiopatologia del condrocitos y el posible efecto en los procesos de
degradacion de la matriz extracelular mediante experimentos de pérdida de funcion.

Asi, los objetivos de esta segunda seccion fueron:

1. Estudiar la modulacién de WISP-2 durante el proceso de diferenciacion de los
condrocitos.

2. Estudiar la expresion de WISP-2 en condrocitos tratados con citoquinas y
adipoquinas pro-inflamatorias.

3. Comprobar el efecto del silenciamiento génico de WISP-2 en la respuesta

inflamatoria de condrocitos.
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4. Investigar el papel de WISP-2 en los procesos de degradacién de la matriz

extracelular que forman el cartilago.

SECCION C: CONTAMINANTES AMBIENTALES. NDL-PCBs

Los condrocitos, como Unicas células presentes en el cartilago articular, son las
encargadas de preservar la integridad del propio cartilago. Por lo tanto, la muerte celular
de los condrocitos conduce a la degradacion del cartilago, caracteristica mas destacada
de las enfermedades reumaticas, tales como la artrosis. Dado que la apoptosis es un
evento critico en la patogenesis de la artrosis, la identificacion de los inductores de este
proceso se considera un elemento clave en la comprension de la patogénesis y/o
progresion de dicha enfermedad.

Los NDL-PCBs son un tipo de contaminantes ambientales que se acumulan
preferentemente en el tejido adiposo, causando inflamacién de bajo grado y disrupcion
endocrina y metabdlica. Si bien muchos de los efectos sobre la salud humana causados
por la exposicion a los NDL-PCBs estan bien documentados, la posible relacion con
enfermedades reumaticas sélo se recoge en un namero limitado de estudios en humanos.

En base a lo mencionado anteriormente, en la presente seccion se pretende
describir los mecanismos celulares y moleculares que pueden alterar la viabilidad de los
condrocitos en respuesta a la exposicion de los compuestos contaminantes NDL-PCBs.

Los objetivos concretos de la tercera parte han sido:

1. Estudiar el efecto de la exposicion a NDL-PCBs sobre la vitalidad de los

condrocitos.

2. Estudiar el efecto de la exposicion a NDL-PCBs en la induccion de apoptosis en

condrocitos.
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3. Estudiar los mecanismos moleculares implicados en la respuesta a la exposicion

a NDL-PCBs.
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Materiales y métodos

1. CULTIVOS CELULARES

1.1. Linea celular murina ATDC5

La linea celular condrogénica murina ATDCS5 fue adquirida del RIKEN Cell
Bank (Tsukuba, Japan). Esta linea celular se aisl6 en el afio 1990 a partir de un cultivo
de terato-carcinoma con caracteristicas fenotipicas fibroblasticas durante su fase de
crecimiento (192). Posteriormente, se observd que la insulina (a una concentracion 10
ug/ml), sin alterar la velocidad de division de las células, permitia el crecimiento celular
aun después de la fase de confluencia e inducia la formacion de agregados similares a
los nodulos que se forman en el cartilago. Al tefiir esta linea celular con azul alcian se
comprobd que sintetizaba proteoglicano y colageno tipo I, ambos marcadores de
condrogenesis (193).

Ademas, se observo que las células ATDC5 se convertian en hipertroficas
cuando el crecimiento celular se detenia (193). La hipertrofia de los condrocitos se
caracteriza por la expresion de colageno tipo X, el aumento de la actividad de la
fosfatasa alcalina y la expresion de osteopontina, un marcador de diferenciacion
condrocitica terminal (194). Nuestro grupo de investigacion ha realizado diversos
trabajos donde se pone de manifiesto que la linea celular ATDC5 muestra un
comportamiento similar, tanto en estado desdiferenciado como en estado diferenciado,
al menos en términos de activacién de NOS2 (52,53).

Por tanto, la linea celular ATDCS5 se considera un modelo 6ptimo para el estudio
de los procesos de diferenciacidén del cartilago ya que permite estudiar de forma

controlada y, de ser necesario, regulada, el estado de diferenciacion celular.
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El mantenimiento de dicha linea celular se realiz6 en medio de cultivo
DMEM/Hams’ F12 suplementado con suero fetal bovino (fetal bovine serum, FBS) al
5%, L-glutamina, antibidticos (50 U/ml penicilina y 50 pg/ml estreptomicina), apo-

transferrina (10 pg/ml) y selenito sédico (3-10° M).

1.1.1. Diferenciacion de las células ATDC5

Para los ensayos de diferenciacion, las células se sembraron a una densidad de
1-10* células por placa Petri de 100 mm y se mantuvieron en cultivo durante 21 dfas. Se
empled medio de cultivo (DMEM/Hams’ F12 al 5% de FBS, L-glutamina, antibioticos,
apo-transferrina 'y selenito sddico) suplementado con insulina (10ug/ml),
reemplazandolo cada 2/3 dias durante los primeros 14 dias. Una vez pasado este tiempo,
las células se diferencian a condrocitos maduros (a partir del dia 15 expresan los
distintos marcadores que las distinguen como tales). En ese momento se sustituyo el
medio anterior por DMEM a-modificado suplementado con 5% de FBS, insulina, L-
glutamina, antibidticos, apo-transferrina y selenito sédico durante 7 dias mas para

obtener condrocitos maduros hipertréficos.

1.2. Linea celular humana T/C-28a

La linea celular de condrocitos humanos T/C-28a2 ha sido cedida amablemente
por la Dra. Mary B. Goldring (Laboratorio de Biologia del Cartilago, Hospital for
Special Surgery, Nueva York, EE.UU.). Esta linea celular ha sido aislada a partir de
condrocitos juveniles de costilla e inmortalizados mediante transfeccion retroviral de
condrocitos humanos con el antigeno T grande del virus Simian 40 (SV40-TAg, Simian

virus 40 large T-antigen). El cultivo de estas células T/C-28a2 se realizd en medio
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DMEM/Hams’ F12 suplementado con FBS al 10%, L-glutamina y antibiéticos (50

U/ml penicilina y 50 pg/ml estreptomicina).

1.3. Cultivo primario de condrocitos humanos

1.3.1. Obtencién de muestras de cartilago articular humano

Todas las muestras humanas han sido obtenidas previa firma del preceptivo
consentimiento informado por parte de los pacientes. Dicho consentimiento informado
se realizd segun la declaracion de Helsinki y el procedimiento de obtencion de las
muestras fue aprobado por el Comité Etico de Galicia de Investigacion Clinica. Se
necesito, ademas, conocer parte del historial clinico de los pacientes de tal forma que se
descartaron las muestras de pacientes tratados con glucocorticoides u otros farmacos
que pudieran afectar a los experimentos llevados a cabo con los condrocitos primarios,
ademas de pacientes con alguna otra patologia que puedes alterar el cartilago.

El cartilago articular se obtuvo de pacientes que, a causa del alto grado de
degeneracion del cartilago de alguna de sus articulaciones, fueron sometidos a recambio

articular, tanto de cabezas femorales como de platillos tibiales.

1.3.2. Aislamiento y cultivo primario de condrocitos humanos

El cartilago se separé del hueso subcondral con ayuda de un bisturi,
obteniéndose laminas finas de cartilago. Posteriormente, las secciones de cartilago se
lavaron, siempre en condiciones estériles, en medio sin suero, DMEM/Hams’ F12
suplementado con antibidticos (50U/ml penicilina y 50ug/ml estreptomicina). Se troce0
el cartilago y se incubd con una solucién de pronasa 1 mg/ml (Roche, Penzberg,
Alemania) en DMEM/Hams’ F12 con antibioticos durante 30 minutos a 37°C en

agitacion. Pasado ese tiempo, se retird la solucion de pronasa y se lavo el cartilago dos
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veces con PBS 1X. Posteriormente, se incub0 el cartilago ya lavado con una solucion de
colagenasa P 1 mg/ml (Roche) en DMEM/Hams’ F12 con antibiéticos y enriquecido
con 10% de FBS entre 12 y 16 horas a 37°C en agitacién constante. El producto de la
digestion se filtr6 a través de un colador de nylon de 40 um de tamafio de malla
(Corning, NY, EE.UU.). A continuacion, se centrifugd la suspension 10 minutos a 200
g. Después de la centrifugacion, se realizaron dos lavados en tampdn fosfato salino 1X
(phosphate buffered saline, PBS: NaCl 8 g/l, KCI 2 g/l, Na,HPO, 1.44 g/l, KH,PO, 0.24
g/l), se centrifugd nuevamente 10 minutos a 200 g después de cada lavado, y se
resuspendio en medio de cultivo completo (DMEM/Hams’ F12 suplementado con
antibioticos, L-glutamina y 10% de FBS) para su siembra en placas Petri de 10 mm de
diametro. Al dia siguiente de la siembra, se cambio el medio de cultivo para la
eliminacidn de las células circulantes que puedan crecer en suspension.

Para el mantenimiento en cultivo de los condrocitos primarios, se renovo el
medio de cultivo cada dos dias. En caso de ser necesario realizar pases a los
condrocitos, se procedié como en el apartado 1.4. Todos los experimentos se llevaron a
cabo con condrocitos primarios con menos de dos pases para evitar la desdiferenciacion

de los mismaos.

1.4. Mantenimiento y subcultivo celular

El mantenimiento de los cultivos celulares empleados, tanto de las lineas
celulares como del los cultivos primarios, se realizd en placas Petri de 10 mm de
diametro, reemplazando los medios de cultivo especificos para cada tipo celular cada 2-
3 dias, en una estufa de cultivo celular (incubador de CO, NuAire, MN, EE.UU.)

humidificada a 37°C con 5% de CO, Cuando las células alcanzaron el 80% de
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confluencia, aproximadamente cada 2-3 dias, se procedi6 al subcultivo celular. Para ello
se retird el medio de cultivo, se lavaron las células con 3 ml de PBS 1X y se despegaron
usando 1 ml de tripsina 500 mg/l - &cido etilenominotetraacético (EDTA) 200 mg/I
(Lonza, Verviers, Belgium) por cada placa Petri. Las células se dejaron 5 minutos a
37°C en la estufa de cultivo celular, después de lo cual se inactivo la accion de la
tripsina con 6 ml de medio de cultivo. La suspension celular se recogié en un tubo
estéril de 50 ml, se homogenizd y se procedi6 al recuento celular haciendo uso de una
camara Neubauer, distinguiendo células vivas de células muertas mediante el colorante

azul tripan. Finalmente, se sembraron a una densidad de 3-10° células por placa Petri.

1.5. Condiciones experimentales: tratamientos

En funcion del tipo de estudio a realizar, las se sembraron en placas de diferente
tamafio (Corning): placas de 6 pocillos para los andlisis de ARNm, western blot o
citometria de flujo; placas de 24 pocillos para la obtencion de los sobrenadantes; placas
de 96 pocillos para el ensayo de viabilidad por MTT. Cuando las células estuvieron
adheridas de forma estable (aproximadamente 6 horas después de sembradas) y
alcanzaron una confluencia de 80-90%, se cambi6 el medio de cultivo a un medio sin
FBS durante 12-16 h. La serodeprivacion (eliminacion de suero del medio de cultivo)
sincroniza el ciclo de crecimiento y la actividad metabodlica de las células, libera a los
receptores de membrana de sus respectivos ligandos y se evita las posibles
interferencias que puedan ocasionar los diferentes componentes del suero con los
tratamientos empleados. Transcurrido este tiempo, se incubaron las células en

condiciones basales o en presencia de los diferentes estimulos en medio sin FBS.
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2. DETERMINACION DE NITRITOS: ENSAYO COLORIMETRICO DE GRIESS

Para los experimentos en los que se realiz6 la determinacién de la produccion de
oxido nitrico por parte de la linea celular ATDC5 o de los condrocitos primarios, se
sembraron las células en placas de 24 pocillos, 80.000 células por pocillo en 1 ml de
medio de cultivo. Posteriormente se realizaron los distintos tratamientos a las dosis
previamente fijadas. También se recuperaron los sobrenadantes de los distintos
experimentos cuya finalidad era la obtencion de ARNm y/o proteina.

Una vez pasado el tiempo de tratamiento (24 o 48 horas) se retiro el medio de
cultivo, se centrifugd para eliminar la presencia de células en él y se procedio a la
determinacion de la produccién de oxido nitrico por parte de las células. Dicha
determinacion se realiz6 de forma indirecta, a través de la presencia de nitritos en el
medio de cultivo mediante el ensayo colorimétrico de Griess.

Para ello se emplearon dos reactivos [Sulfanilamida 1% en &cido fosférico al 5%
en agua (P/V) y a-naftilamina al 0.1% en agua (P/V)] mezclados en una relacion 1:1,
resultando el reactivo de Griess. Posteriormente se mezclaron volumenes iguales del
reactivo de Griess (50ul) y el medio de cultivo (50ul) donde se determina la cantidad de
nitritos por cada uno de los distintos tratamientos. Se hicieron mediciones en duplicado
por cada uno de los puntos. EI medio sin FBS se utiliz6 como blanco.

Los nitritos, el &cido nitroso, reaccionan con la sulfanilamida formando &cido 4-
diazobencenosulfonico, el cual reacciona con la a-naftilamina dando lugar a un
colorante rojo-violeta, sal de diazonio (Figura 14). La intensidad de color es mayor
cuanta mayor es la cantidad de nitrito en el medio de cultivo. Una vez pasados 5-10

minutos, se determind la cantidad de nitrito midiendo la absorbancia a 520-550 nm en
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sulfanilamida

H,NSO; NH, + NOZ'

H2NSO; N=N +
Q a-naphtylamina

acido 4-diazobencenosulfonico

H2N803©—N=N NH NH,

sal de diazonio

Figura 14. Reaccion de Griess. En la determinacion colorimétrica de nitritos segln
Griess, los nitritos (&cido nitroso) reaccionan con la sulfanilamida dando &cido 4-
diazobencenosulfénico. Este reactivo intermediario se condensa con la a-naphtylamina

formando un colorante rojo-violeta, acido diazoico.
un lector de ELISA evitando la formacion de burbujas que alterasen las lecturas de
absorbancia dentro de los pocillos.

A partir de las absorbancias obtenidas y, debido a la relacién linear existente
entre la absorbancia y la concentracion descrita por Lambert-Beer, es posible extrapolar
la concentracién de nitritos presente en el medio de cultivo interpolando las
absorbancias obtenidas en una curva estandar, previamente realizada a partir de distintas

diluciones de nitrito sodico (0 - 0.0625 - 0.125-0.25-0.5-1-2—4 — 6 pg/ml).
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3. ENSAYO COLORIMETRICO DE ACTIVIDAD METABOLICA: MTT

La viabilidad celular se cuantifico empleando el ensayo colorimétrico MTT
(bromuro de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma Aldrich, MO,
EE.UU.). El fundamento de este método se basa en que las células metabolicamente
activas, por accion de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales, tienen la capacidad
de escindir las sales de tetrazolio (soluble y de color amarillo) para formar sales
insolubles de formazan (de color parpura) (Figura 15). La sal de formazan absorbe luz a
una longitud de onda de 550 nm, detectable mediante un lector, lo que permite su

cuantificacion

/™ /™

A -
T \ Reductasa mitocondrial N\
N* §N
N =N
Br

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (E.Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-1,3-difenilformazan
(MTT) (Formazin)

S

Figura 15. Reaccion de formacidn de cristales de formazan a partir de MTT. La formacién de

formazan es indicativa de la viabilidad celular ya que se trata de una enzima mitocondrial.

La reduccion del compuesto MTT depende de la actividad red-ox de la célula y
es reflejo de la funcién mitocondrial, por lo que se utiliza como indicador del estado
metabolico de la célula, ademas de como medida indirecta de la viabilidad o
proliferacion celular.

El ensayo se realizo en placas de 96 pocillos a razén de 8-10° células/pocillo.
Las células se privaron de suero durante 14-16 horas para posteriormente ser
estimuladas con los tratamientos adecuados. Cuatro horas antes de que finalizase el

tiempo de tratamiento, se afiadieron 10 ml de MTT (5 mg/ml) en pocillos que contenian
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100 ml de medio, resultando una concentracion final de 0.5 mg/ml. Tras 4 h de
incubacion a 37°C, se afiadieron 100 ml de agente solubilizante [SDS (Sodio dodecil
sulfato) al 10% en HCI 0.01M] para disolver las sales de formazan. Finalmente,
transcurridas 18 h de incubacion en el incubador a 37°C y 5% de CO,, se cuantificd la
reaccion colorimétrica en un lector de placas (Multiskan Plus; Thermo Labsystems,
Helsinki, Finlandia) a la longitud de onda de 550 nm. Los resultados se expresaron
como porcentaje de MTT metabolizado, considerando los valores de absorbancia

obtenidos en la condicion basal como el 100%.

4. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD: ACTIVIDAD DE LA LACTATO DESHIDROGENASA

(LDH)

Los niveles de LDH se utilizan como un indicador del estado celular, ya que
solo se libera LDH al medio cuando la integridad de la membrana celular ha sido
comprometida por procesos de muerte no programada. Con el fin de discernir entre
muerte celular programada (apoptosis) y muerte celular no programada (necrosis) se
utilizo este tipo de ensayo.

Para la determinacion cuantitativa de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en el medio de cultivo se sembraron las células en placas de 24
pocillos, 8-10* células por pocillo en 1 ml de medio de cultivo. Posteriormente se
realizaron los distintos tratamientos a las dosis previamente fijadas. También se
recuperaron los medios de cultivo de los distintos experimentos cuya finalidad era la
obtencion de ARNm y/o proteina. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se retird y

almacend el medio de cultivo a -20°C para el posterior procesado.
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Para realizar el ensayo, los sobrenadantes se descongelaron y se centrifugaron 1
minuto a 13000 rpm para eliminar posibles restos celulares del medio. A continuacién
se introdujeron 200 pl en tubos especificos para el sistema ADVIA® 1650.

El método para la determinacion cuantitativa de la actividad enzimatica de la
LDH se basa en que la LDH cataliza la conversion de piruvato en lactato en una
reaccion dependiente del dinucledtido reducido de nicotinamida adenina (NADH),
originando la oxidacion de NADH a NAD (Figura 16). La velocidad de la oxidacion,
que es directamente proporcional a la actividad de la LDH, se controla midiendo la

reduccion de la absorbancia a 340 nm.

LDH
PIRUVATO + NADH* —— LACTATO + NAD + H*

Figura 16. Reaccion catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA)

Se evalué la concentracién de malondialdehido (MDA) como sensor del dafio
metabolico producido durante la exposicion a NDL-PCBs. ElI malondialdehido se forma
por la peroxidacion lipidica de &cidos grasos insaturados como resultado de dafio
oxidativo, siendo empleado como marcador de estrés oxidativo. Las células fueron
sembradas en placas de 6 pocillos, con 2.5-10° células por pocillo en 1 ml de medio de
cultivo. Posteriormente se realizaron los distintos tratamientos a las dosis previamente
fijadas. Como control positivo, se trataron las células con H,O, 1 uM. Transcurrido el
tiempo de tratamiento, el MDA fue evaluado en los lisados celulares segin el método

descrito por Draper and Hadley (195).
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Para realizar el ensayo, se prepard una recta patron empleando concentraciones
conocidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMOP) en PBS. De cada muestra, 900 pL se
mezclaron con 2 mL de TCA (trichloroacetic acid, acido tricloroacético) 10%, se
centrifugaron 10 min a 1260 g, y seguidamente se afadieron 1.3 mL de TBA
(thiobarbituric acid, acido 2-tiobarbitdrico) 0.5%. Después de incubar las muestras
durante 20 min a 100 °C, se midi6 la fluorescencia de la mezcla con un
espectrofluorimetro (modelo LS-55; Perkin Elmer, MA, EE.UU.) a las longitudes de
onda de 530 y 550 nm para excitacion y emision, respectivamente. La concentracion de
MDA se calculé mediante analisis de regresion lineal de la recta patrén. Los valores se

expresaron como M MDA/mg proteina.

6. DETERMINACION DEL ESTADO ANTIOXIDANTE TOTAL, ESTADO OXIDANTE TOTAL

E INDICE DE EXTRES OXIDATIVO

El estado oxidativo se determind con el fin de evaluar un posible desequilibrio
del sistema de defensa antioxidante. Las células fueron sembradas en placas de 6
pocillos, con 2.5-10° células por pocillo en 1 ml de medio de cultivo. Después de 24 h
de exposicién a NDL-PCBs, se evaluaron tres parametros: el estado antioxidante total
(TAS, Total Antioxidant Status), el estado oxidante total (TOS, Total Oxidant Status) y
el indice de estrés oxidativo (OSI, Oxidative Stress Index). EI TAS y el TOS se
evaluaron en los lisados celulares empleando los kits apropiados (TAS assay kit y TOS
assay kit, Rel Assay Diagnostics®, Turquia) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante.

La determinacion del TAS se basa en que capacidad de los antioxidantes

presentes en la muestra de reducir el radical de color azul oscuro ABTS (2,2’-azinobis-
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3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) a la forma incolora reducida. La supresion de color
producida por los antioxidantes se mide a 600 nm, y es proporcional a su concentracion.
El ensayo fue calibrado con una solucion estandar de un antioxidante estable, Trolox
Equivalent, que es un analogo de la vitamina E. EI TAS, determinado segin el método
desarrollado por Erel (196), se expresé como umol Trolox Equiv./L.

Por otro lado, la determinacién del TOS se basa en la capacidad de los oxidantes
presentes en la muestra de oxidar el complejo de i6n-quelante de ion ferroso a férrico.
El ion férrico forma un complejo coloreado con el cromégeno del kit en un medio acido.
La intensidad del color, que se puede medir espectrofotométricamente a 530 nm, se
relaciona con la cantidad total de moléculas oxidantes presentes en la muestra. El
ensayo fue calibrado con una solucién estandar de H,O,. EI TOS (197), se expreso
como umol H,0, Equiv./L.

Finalmente, el OSI se calcul6 a partir de los valores de TAS y TOS obtenidos
siguiendo la siguiente férmula (198,199):

TOS (umol H202 Equiv./L)
0SI = : x 100
TAS (pmol Trolox Equiv./L)

7. ENSAYO DE APOPTOSIS CON FITC-ANEXIN V E IODURO DE PROPIDIO

El ensayo de apoptosis mediante doble marcaje FITC-Anexina V e ioduro de
propidio se utilizd para identificar la viabilidad de las células ATDC5 después del
tratamiento con NDL-PCBs y para evaluar procesos apoptoticos o necroticos inducidos
por parte de estos compuestos. Las células fueron sembradas (2.5-10° células por cada
pocillo) en placas de 6 pocillos y tratadas con los contaminantes ambientales durante

diferentes tiempos de exposicion. Transcurrido dichos tiempos, las células fueron
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procesadas segun las instrucciones del fabricante del kit empleado (Kit de deteccién de
apoptosis Anexina V-IP, BD Pharmingen™). Brevemente, las células fueron
centrifugadas, resuspendidas en PBS, marcadas con FITC-Anexina V e ioduro de
propidio y analizadas por citometria de flujo utilizando el canal 1 para Anexina V (FL-
1) y el canal 2 para ioduro de propidio (FL-2).

Durante la apoptosis temprana, la membrana plasmatica pierde asimetria
provocando que la fosfatidilserina se transloque desde la cara citoplasmatica de la
membrana a la cara externa, pudiendo ser detectado este cambio mediante la union
especifica de Anexina V a la fosfatidilserina. El ioduro de propidio (IP) se utiliza como
un marcador adicional de apoptosis, ya que s6lo penetra en células con la membrana
plasméatica dafiada en procesos de necrosis y apoptosis tardia. Se consideraron
necroticas las células positivas para FL-2 y negativas para FL-1. Las células positivas
tanto para FL-2 como para FL-1 se describen como ceélulas en apoptosis tardia. Y por
altimo, aquellas negativas para FL-2 y positivas para FL-1 se consideraron en apoptosis
temprana.

Apoptosis tardia
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Figura 17. Esquema interpretativo del ensayo de Anexina V e loduro de Propidio mediante
citofluorimetria de flujo.
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8. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA
8.1. Extraccion de ARNmM

Para los experimentos en los que se analizd la expresion génica, la extraccion de
ARN de cultivos celulares se llevo a cabo utilizando el reactivo TRIzol® y el kit de
extraccion de ARN NucleoSpin®.

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos, 2,5-10° células en cada pocillo.
Una vez adheridas de forma estable a la superficie de la placa, las células fueron
privadas de suero durante 12 horas. Transcurrido el tiempo pertinente de los
tratamientos se retiro el medio de cultivo y las células se lavaron 2 veces con PBS 1X.
Las células fueron lisadas directamente en la placa de cultivo afiadiendo 700 ul de
reactivo TRIzol® en cada pocillo y pasando el lisado celular varias veces a través de
una pipeta. El lisado obtenido se transfirié a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente se afiadieron 100
ul de cloroformo a cada muestra, se agitaron los tubos y se incubaron durante 3 minutos
a temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a 12000xg
durante 15 minutos a 4°C. A continuacion, se recogié la fase acuosa (fase superior
transparente) que contiene al ARN y se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 ml. Esta fase
acuosa se procesd con el kit de extraccion de ARN de NucleoSpin®, siguiendo las
instrucciones del proveedor. De este modo, se procedié a la adicién de un volumen
igual de etanol al 70%, se agitaron los tubos para garantizar una completa
homogeneizacion y se introdujo la mezcla resultante en la minicolumna del kit de
extraccion de NucleoSpin®. A continuacion se centrifugaron las minicolumnas a

11000xg durante 30 segundos a temperatura ambiente, consiguiendo de este modo que
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el ARN se adsorba en la membrana de silica que contiene la columna. Después se
incubd este ARN adsorbido en la columna con ADNasa que digirié cualquier posible
resto de ADN gendmico que pudiera quedar después del paso del TRIzol®. Finalmente
se eliminaron los restos de ADNasa alternando la adicion de solventes vy
centrifugaciones. Posteriormente se procedié a la elucion del ARN en el volumen
deseado de agua libre de ARNasas.

Para comprobar la calidad del ARN extraido y determinar su concentracion se
tomo6 1.5 pl de la solucion de ARN y se analiz6 con el espectrofotometro NanoDrop™
ND-1000. Solo se consideraron validos los ARNs que presentaron unos ratios de

absorbancia a 260/280 y 260/230 superiores a 2 y 1.7 respectivamente.

8.2. Retro-Transcripcion (RT) del ARNm

Después de la extraccion de ARN, la reaccién de retro-transcripcion (RT) sélo
se realizé a partir de ARNs que cumplieron los criterios de calidad mencionados en la
seccion anterior.

La RT se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se tomaron
entre 0.5 y 1 pg de ARN total. A continuacion se realizd una digestion del ADN
gendémico mediante incubacion con una ADNasa a 37°C durante 10 minutos. A la
mezcla obtenida de la digestion se le adiciond la mezcla de reactivos para la realizacion
de la RT siguiendo las instrucciones del kit de sintesis de ADN complementario
Verso™ (Thermo Scientific). La RT se realizé a 42°C durante 30 minutos. Después, se
aumentd la temperatura a 95°C durante 2 minutos para inactivar la enzima
retrotranscriptasa y para degradar el ARN. Una vez finalizada la RT el ADNc obtenido

fue conservado a -20 °C hasta su uso.
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8.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real

La reaccion de PCR (Polimerase Chain Reaction) se realiz6 siguiendo las
instrucciones del fabricante. Todas las reacciones de PCR; las del gen de interés, las del
gen normalizador asi como los controles negativos, se realizaron en duplicado. El
volumen final por cada reaccion de PCR fue de 25 pl. De estos 12.5 pl correspondieron
con la mezcla maestra, que contiene la enzima y los componentes necesarios para que
tenga lugar la reaccion (RT2 SYBR® Green gPCR Mastermix, SABioscience), 10.5 pl

al agua destilada, 1 pl de la RT y 1 pl de la mezcla de cebadores (Tabla V).

Tabla V. Lista de cebadores empleados.

RefSe Tamafio
Catdlogo Descripcidn Simbolo Unigene .q de Posicién
accession
banda
PPH09588A ADAM ADAMTS5  Hs.58324 NM_007038 170 7506-
metallopeptidase with 7527
thrombospondin type 1
motif, 5
PPM02946E Glyceraldehyde-3- Gapdh Mm.343110 NM_008084.2 140 309
phosphate
dehydrogenase
PPHO0150E Glyceraldehyde-3- GAPDH Hs.544577 NM_002046.3 175 1287-
phosphate 1310
dehydrogenase
PPH00171C Interleukin 1 beta IL1B Hs.126256 NM_000576 126 574
PPH00560C Interleukin 6 IL6 Hs.654458 NM_000600.3 98 816
PPHO0568A Interleukin 8 IL8 Hs.624 NM_000584,3 126 326
PPMO03675A Matrix Mmp13 Mm.5022  NM_008607.1 88 1114
metallopeptidase 13
PPH00121B Matrix MMP13 Hs.2936 NM_002427 61 1380
metallopeptidase 13
PPMO02928B Nitric Oxide Synthase 2, Nos2 Mm.2893 NM_010927 122 2728-
inducible 2748
PPM24687A Progranulin grn Mm.1568 NM_008175.4 121 1704
PPH02482B Progranulin GRN Hs.514220 NM_002087.2 130 1975
PPMO03113G  Tumor Necrosis Factor Tnf Mm.1293 NM_013693 110 749

alpha
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Tabla V. Lista de cebadores empleados.

RefSe Tamafo
Catdlogo Descripcidn Simbolo Unigene .q de Posicion
accession
banda
PPMO03087D Tumor Necrosis Factor  TnfrsflLA  Mm.474976 NM_011609.4 156 1461
Receptor Superfamily,
Member 1A
PPM02952F WNT1 inducible Wisp2 Mm.13828 NM_016873 135 1044
signaling pathway
protein 2
PPH00981B WNT1 inducible WISP2 Hs.592145 NM_003881 123 1257
signaling pathway
protein 2

Todas las reacciones de PCR, independientemente del tipo de cebador usado, se
realizaron con el mismo programa de PCR. El programa utilizado consistié en 1 ciclo de

10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

8.3.1. Cuantificacion relativa. Método AACt

Las amplificaciones fueron realizadas en el sistema de PCR en tiempo real
Mx30005P® (Stratagene), el cual permite la realizacion de cuantificaciones relativas.
En dicho anélisis, se asignd al ADNc control el papel de “calibrador” (al cual se le
asignd valor 1). Todos los resultados obtenidos en las distintas muestras fueron
comparados con el control de forma que la cuantificacion fuese relativa respecto al
valor del calibrador. Por cada ADNCc se realizaron 2 amplificaciones diferentes, una para
el gen de interés y otra para el gen normalizador (gen gque no varia su expresion en
funcion de los tratamientos y que se utiliza como control de carga). Ademas por cada
reaccion de PCR, también se realiz6 un control de fluorescencia inicial monitorizando la
fluorescencia emitida por el colorante ROX. Considerando la fluorescencia inicial y
asociando cada amplificacion del gen de interés con su correspondiente gen

normalizador, el software pudo corregir los resultados. De este modo se garantizé que

85



Materiales y métodos

las variaciones de expresién observadas eran debidas a los tratamientos y no a
diferencias de carga.

El método utilizado por el software para la cuantificacion relativa es conocido
como el método AACt, donde Ct es el ciclo a partir del cual la amplificacion empieza a
ser estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo. Debido a la inversa
relacion entre el Ct y la cantidad inicial de ADNc y teniendo en cuenta que en cada
ciclo de PCR se duplican las copias se puede representar el nivel de expresion de un gen
(L) como:

L= 2"C

Para compensar las diferencias de carga se normalizan el nivel de expresion del gen de
interés (GI) dividiendo entre la expresion de un gen normalizador (NOR). Esto se puede

representar como:

2—C¢(GD
—2 o) = 2=[Ct(GD—C¢(NOR)] — 9—-AC;
—Ct

Una vez normalizada la expresion del gen de interés se hace la cuantificacion relativa
con respecto al calibrador. De esta forma se determina el nimero de veces que varia la
expresion del gen de interés de una muestra respecto al control (calibrador). Para ello, se
divide la expresion normalizada del gen de interés en la muestra (GI) entre la expresion

del gen de interés en el control (CAL). Esto se puede representar como:

2 —ACt(GI)

S=AG(CAD) = 278AC . donde AAC, = AC,(GI) — AC((CAL)

8.3.2. Controles de calidad
Junto con las reacciones de PCR convencionales se realizaron 2 controles

negativos de amplificacion. EI primero es una reaccion en la que no se introduce ADNCc.
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El segundo control negativo consiste en una reaccion de PCR que se realiza a partir de
una retrotranscripcion en la que no se afiadid la enzima retro-transcriptasa. Estos
controles negativos informan de la posible contaminacién de los reactivos y del ARN.
Después de la PCR se realizaron 2 comprobaciones ulteriores. La primera
implica la realizacion de una curva de disociacién, que informa de la especificidad de
los cebadores, de la temperatura de disociacion del amplicon (relacionada con el
tamafio) y de la formacién de subproductos. EI programa de disociacién consiste en un
1 ciclo de 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 55°C y un ascenso de temperatura hasta
95°C, monitorizando a cada grado la fluorescencia. La segunda implica la electroforesis
en un gel de agarosa de los productos de PCR, que informa sobre el tamafio del

amplicén, de la presencia de subproductos y de la especificidad de los cebadores.

9. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA
9.1. Extraccion de proteinas

Para los experimentos en los que se analizd la expresion proteica, se realizo la
extraccion de proteinas totales. Para ello, las células se sembraron en placas de 6
pocillos, 2,5-10° células en cada pocillo. Se permitié la adherencia estable y se privaron
de suero durante 12 horas, después de las cuales se aplicaron los diferentes tratamientos.
Pasado el tiempo de tratamiento, se lisaron las células para la extraccion de proteina
total. Se retiré el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con PBS 1X a 4-
8°C. Una vez lavadas, las células se despegaron raspando la superficie de la placa con
30-50ul de tampon de lisis (Tris-HCI 50mM pH 7.5, NaCl 250mM, pirofosfato sodico

30mM, EDTA 0.5 M, Triton X-100 1%, NazsVO, 1mM, NaF 1M, PMSF 100mM, coctel
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inhibidor de proteasas 1X). Los lisados se transfirieron a tubos 1.5ml y se incubaron
durante 20 minutos en hielo, mezclando cada 5 minutos para favorecer la lisis. Los
lisados se centrifugaron a 20000xg durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante, que

contiene el lisado celular total, se transfirio a tubos de 1.5 ml y se guardé a -20°C.

9.2. Cuantificacion de proteinas. Método Bradford

Una vez obtenido el lisado celular, se cuantificd la cantidad total de proteina
mediante el método colorimétrico de Bradford que, enfrentando la absorbancia de una
muestra desconocida con la de una muestra con una cantidad de proteina conocida, nos
permitio extrapolar la cantidad de proteina en nuestras muestras. La recta estandar se
prepard partiendo de albumina bovina sérica (BSA) a una concentracion de Img/ml y
reactivo de Bradford 1X (obtenido diluyendo el reactivo comercial, 5X, en agua
destilada). A partir de esa concentracion de BSA, mediante diluciones seriadas, se
obtuvo la recta estandar (1, 2.5, 5, 10, 15 y 20 pg/ml de BSA). Se midieron las
absorbancias, de la recta estandar y de las muestras, a 595nm y se extrapold la

concentracion de proteina de las muestras.

9.3. Western blot

9.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamia con SDS (SDS-PAGE)

La separacion por electroforesis de las proteinas, previamente desnaturalizadas
(30ug de proteina en tampon de carga 1X [Tabla VII] calentadas 5 min a 100°C), se
realizd en un gel de poliacrilamida de 1.5 mm de grosor. El gel tuvo dos fases, una fase

superior (gel concentrador), que facilité la concentracidn de las proteinas antes de entrar
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en la fase inferior (gel separador), que separ0 las proteinas en funcién de sus pesos
moleculares.

Primero se preparo el gel separador al 10% o 15% de acrilamida/bisacrilamida
30% (BioRad) en funcién del tamafio de las proteinas a detectar (Tabla VI). Una vez
polimerizado el gel separador, preparamos el gel concentrador (Tabla VI). Mientras
polimerizaba éste, las proteinas fueron atemperadas para evitar la formacion de

precipitados de SDS.

Tabla VI. Composicién de los geles de poliacrilamida.

Gel separador Gel concentrador
10% 15%
H,0 4 ml 2.3 ml 2.7 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 3.3 ml 5ml 670 ul
Tris-HCI 1.5M pH8.8 2.5ml 2.5ml -
Tris-HCI 1M pH6.8 - - 500 pl
SDS 10% 100 pl 100 pl 40 pl
PSA 10% 100 pl 100 pl 40 pl
TEMED 4l 4l 4l
Volumen total 10 ml 10 ml 5 ml

SDS (sodium dodecylsulfate), PSA (persulfato amonico), TEMED (N,N,N’,N'-

Tetrametiletilendiamina)
La electroforesis se realiz6 a voltaje constante (100V) durante 1-2 h, en funcion
del porcentaje del gel, en una cubeta de electroforesis (BioRad) empleando un tampon

de migracion (Tabla VII).

9.3.2. Transferencia a membrana
Una vez separadas las proteinas, éstas se transfirieron a una membrana de
PVDF. Para ello la membrana habia sido hidratada usando metanol (30 segundos) y

posteriormente agua (5 minutos), reservandola en tampdn de transferencia (Tabla VII)
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hasta su uso. Asimismo, el gel se dej6 en tampdn de transferencia durante
aproximadamente 5 minutos.

La transferencia se realiz6 empleando un aparato de transferencia semi-seca
Trans-blot® Semi-Dry Transfer Cell (BioRad). En la base de dicho aparato se coloc6
papel Whatman hidratado en tampén de transferencia. A continuacion se colocé la
membrana de PVDF ya hidratada. Encima de la membrana se coloco el gel, al cual se le
habia retirado el concentrador. Finalmente, sobre el gel de electroforesis, se colocé otro
papel Whatman, también hidratado en tampdn de transferencia. Se evito la formacion de
burbujas entre ellos. Se procedid a la transferencia a amperaje constante (250 mA)
durante 1 hora.

Tabla VII. Composicién de los tampones empleados en Western blot.

SDS 10%, Tris-HCI 200 mM pH 6.8, Glicerol 50%, Azul

Tampdn de carga 4x
de bromofenol 0,1% y B-mercaptoetanol 10%

Tris-Base 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0.1% pH 8.3,

Tampdn de migracion 10x . o
y posterior dilucidon con agua al 1x

Tampdn de transferencia  Tampdn de migracién 1x y metanol 20%

Tris-Base 20mM, NaCl 150mM y Tween-20 0.1%

Tampdn de lavado
(pH7.6)

Tampdn de bloqueo 5% de leche en tampdn de lavado

SDS 10%, Tris-HCl 2M pH6.8, B-mercaptoetanol y

Tampdn de estripado .
agua destilada

9.3.3. Inmunodeteccion

Una vez completada la transferencia, la membrana fue bloqueada usando como
tampon de bloqueo (Tabla VII). La membrana se dej6 en el tampo6n de bloqueo durante
1 hora a temperatura ambiente en agitacion continua. Una vez bloqueada se incub6 con

el anticuerpo primario (Tabla VIII) pertinente diluido en tampdn de bloqueo durante 1
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hora a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 °C en agitacion continua.
Pasado el tiempo de incubacion, la membrana se lavé (3 lavados, 10 minutos cada uno)
con tampdn de lavado (Tabla VII) a temperatura ambiente y en agitacion. Después de
los lavados se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en tamp6n

de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacion.

Tabla VIII. Lista de anticuerpos empleados.

. Peso .
Anticuerpo . 0 Anticuerpo Casa O
molecular Casa comercial Dilucidon . Dilucién
19 29 comercial
(kDa)
Bax 20 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
Bcl-2 28 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
Caspasa 3 35 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
Caspasa3 17 19 CellSignaling  1:1000  Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
procesada
COX2 75 Dako 1:200 Anti-ratén  GE Healthcare 1:5000
GAPDH 36 Sigma 1:30000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
MMP-13 48 Santa Cruz 1:500 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
NOS2 130 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
P38 38 Cell Signaling 1:1000 Anti-ratén  GE Healthcare 1:5000
p-P38 38 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:5000
PGRN 65 Santa Cruz 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:2000
VCAM-1 110 Cell Signaling 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:2000
WISP-2 27 Abnova 1:1000 Anti-conejo  GE Healthcare 1:2000

Transcurrido el tiempo de incubacion con el anticuerpo secundario, la membrana

se lavd de nuevo vy, posteriormente, se revel6 con Immobilion™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore). Se prepar6 una mezcla 1:1 de los
reactivos y la membrana se incubd durante 5 minutos en oscuridad y a temperatura

ambiente con dicha mezcla. Pasado el tiempo de incubacién, la membrana se secé y se
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introdujo en el sistema de adquisicion de imagenes EC3 imaging system (UVP®), que
esta formado por una camara oscura, una cdmara CCD refrigerada y un software para
analizar los resultados. La quimioluminiscencia fue detectada utilizando un protocolo de
integracion dindmica que permitié acortar el tiempo de exposicion de la membrana. Una
vez revelada la membrana, se retird el anticuerpo liberando nuevamente las proteinas
fijadas en la membrana para posteriores hibridaciones con otro anticuerpo, anti-
GAPDH, que fue empleado como control de carga. De esta forma confirmamos que las
diferencias de expresion de la proteina deseada en funcion de los distintos tratamientos
no eran debidas a diferencias en la cantidad inicial de proteina cargada en el gel. Para
retirar los anticuerpos se empled un tampon de estripado (Tabla VII). EI tampén se
precalentd a 55 °C y, posteriormente, la membrana se incubo en ese tampon durante 10-
30 minutos a 55 °C. Despues de esa incubacion, se lavé la membrana. Posteriormente se
incubd de nuevo en tampdn de blogueo. A partir de este momento la membrana estuvo
preparada para un nuevo proceso de hibridacion. Una vez usada, la membrana se liberd
de anticuerpo y se guardd en seco y a 4 °C para posteriores usos. En caso de ser re-
hibridada, la membrana tuvo que ser previamente hidratada (con etanol, agua y tampén

de transferencia).

9.3.4. Densitometria

Para cuantificar la cantidad de proteina detectada mediante Western blot, se
calculo la intensidad de la sefial obtenida por cada banda mediante el programa
informatico ImageJ 1.45s (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Este
programa asigna un valor arbitrario de sefial de quimioluminiscencia a una region de la
imagen seleccionada por el usuario, en la que reside la banda de la proteina de interés.

Posteriormente, se corrigen los valores obtenidos dividiendo este dato por el adquirido
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para su control de carga en el mismo experimento. Finalmente, los datos se expresaron
como numero de veces de la expresion proteica respecto de la condicion basal,

designada como 1.

10. SILENCIAMIENTO GENICO MEDIANTE ARN DE INTERFERENCIA

Para silenciar la expresion de diferentes genes, se emple6 la técnica del ARN de
interferencia (ARNi). Los ARNi son moléculas pequefias de ARN bicatenario
especificas para un ARNm diana. La hebra "antisentido’' del ARNi se ensambla en un
complejo proteico denominado RISC (RNA-induced silencing complex, complejo de
silenciamiento inducido por ARN), que utiliza la hebra de ARNi como guia para
identificar el ARNm diana complementario. EI complejo RISC media la degradacion
del ARNm complementario, bloqueando asi la expresion del gen. Los ARNi se
introdujeron de forma exogena en las células empleando un lipido cationico como
método de transfeccion.

Para ello, las células se sembraron en placas de 6 pocillos, 2,5-10° células en
cada pocillo. Transcurridas 24 horas, se procedio a la transfeccion con el ARNi
correspondiente (SITNFR y siWISP2, ambos de Integrated DNA Technologies) y el
lipido cationico siLentFect (BioRad). Brevemente, 1 hora antes de la transfeccion, se
cambid el medio de los pocillos por Opti-MEM (Invitrogen), un medio béasico sin
antibioticos. Empleando este mismo medio, se realizaron las diluciones
correspondientes de ARNi (concentracion final de 10nM) y siLentFect. Posteriormente,
a la dilucion de siLentFect se le afiadid la dilucion de ARNi y se incubd durante 20

minutos. Pasado este tiempo, se afiadio la mezcla a las células. Después de 48 horas, se
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comprob6 que la inhibicidn génica se hacia efectiva (mediante PCR a tiempo real) y se

procedio a los tratamientos correspondientes.

11. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en este trabajo se expresaron como medias + el error
estandar de la media (SEM, standard error of the mean) de al menos tres experimentos
independientes. Los resultados fueron analizados mediante el programa de analisis
estadistico GraphPad Prism®5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU.) en el
que se uso analisis de la varianza (ANOVA) seguido de un test de comparacion mdaltiple
Student-Newman-Keuls o0, en su lugar, Bonferroni. Un valor de p menor de 0.05

(p<0.05) se considero significativo.

12. REACTIVOS Y APARATOS

- 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMOP) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
- 6-bromoindirubin-3’-oxima (BIO) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Acido 2-tiobarbittrico (TBA) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Acido tricloroacético (TCA) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Acrilamida/bisacrilamida 30% - Bio-Rad Laboratories (CA, EE.UU.)
- Adiponectina recombinante humana - Biovendor (Alemania)

- Anticuerpo anti-COX2 - Dako (CA, EE.UU.)

- Anticuerpo anti-GAPDH - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Anticuerpo anti-WISP2 - Abnova (Taiwan)

- Anticuerpo secundario anti-conejo y anti-ratén - GE Healthcare (Reino Unido)
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Anticuerpos anti-Bax, anti-Bcl2, anti-caspasa-3, anti-caspasa-3 procesada, anti-
NOS2, anti-P38, anti-p-P38 y antiVCAML - Cell Signalling (MA, EE.UU.)
Anticuerpos anti-MMP13 y anti-PGRN - Santa Cruz Biotechnology (CA,
EE.UU.)

Aparato de transferencia semi-seca (Trans-blot® Semi-Dry Transfer Cell) - Bio-
Rad Laboratories (CA, EE.UU.)

Apo-Transferrina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

ARN de interferencia - Integrated DNA Technologies (10, EE.UU.)

Azul de bromofenol - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Azul tripan - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Cebadores para PCR - SABiosciences (MD, EE.UU.)

Cell Quest Pro: programa de andlisis de citometria de flujo - BD (NJ, EE.UU.)
Citometro de flujo FACScan - BD (NJ, EE.UU.)

Cloruro sédico - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Coladores de nylon de 40 um de malla - Corning (NY, EE.UU.)

Colagenasa P - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Dexametasona - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Diclorhidrato de naftilendiamina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
Espectofotdmetro NanoDrop 1000 - Thermo Scientific (MA, EE.UU.)
Glicerol - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Glicina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

GraphPad Prism 5: programa de analisis estadistico - GraphPad Software (CA,
EE.UU.)

IL1B recombinante humana - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
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IL1p recombinante murina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

IL6 recombinante murina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Image J 1,45s: programa para densitometria de imagenes - National Institutes of
Health (MD, EE.UU.)

Insulina - Novo Nordisk (Bagsvaerd, Dinamarca)

Kit de deteccion de apoptosis Anexina V-IP - BD Pharmingen, BD Bioscience
(NJ, EE.UU.)

Kit de deteccion quimioluminiscente para Western blot (Immobilion™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate) - Merck Millipore (Alemania)

Kit de extraccion de ARN y proteina NucleoSpin - Macherey-Nagel (Alemania)
Kit de retro-transcripcion (Verso cDNA Kit) - Thermo Scientific (MA, EE.UU.)
Kit para la determinacién de Estado Antioxidante Total (TAS) - Rel Assay
Diagnostics (Turquia)

Kit para la determinacion de Estado Oxidante Total (TOS) - Rel Assay
Diagnostics (Turquia)

Lector de ELISA Multiscan Plus - Thermo Labsystems (Helsinki, Finlandia)
Leptina recombinante humana - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

L-glutamina - Lonza (Verviers, Bélgica)

Linea celular condrogénica murina ATDCS - RIKEN Cell Bank (Tsukuba,
Japon)

Linea celular de condrocitos humanos T/C-28a2 - cedida por Dra. Mary B.
Goldring (Hospital for Special Surgery, NY, EE.UU.)

Lipido cationico siLentFect - Bio-Rad Laboratories (CA, EE.UU.)

LPS - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
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Medio DMEM a-modificado - Lonza (Verviers, Bélgica)

Medio DMEM/Hams’F12 - Lonza (Verviers, Bélgica)

Membrana de PVDF para tranferencia - Merck Millipore (Alemania)

Mezcla maestra para PCR: RT2 SYBR® Green/ROX gPCR Mastermix -
SABiIosciences (MD, EE.UU.)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) - Sigma
Aldrich (MO, EE.UU.)

Nitrito sédico - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

OptiMEM - Invitrogen (CA, EE.UU.)

Penicilina/estreptomicina -Lonza (Verviers, Bélgica)

Persulfato amonico (PSA) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

PGRN recombinante humana - Enzo Life Sciences (NY, EE.UU.)

PGRN recombinante murina - AdipoGen (Suiza)

Pronasa - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Reactivo de Bradford - BioRad Laboratories (CA, EE.UU.)

Reactivo TRIzol - Invitrogen (CA, EE.UU.)

SDS - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Selenito sodico - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Seroalbumina bovina - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

Sistema de adquisicidn de imagenes EC3 imaging system - UVP (CA, EE.UU.)
Sistema de electroforesis de geles de acrilamida - Bio-Rad Laboratories (CA,
EE.UU.)

Sistema de PCR en Tiempo Real Mx30005P - Stratagene (CA, EE.UU.)

Suero Fetal Bovino - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
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- Sulfanilamida - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- TEMED (N,N,N’,N'’-Tetrametiletilendiamina) - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
- TNFa recombinante humano - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- TNFa recombinante murino - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Tris Base - Sigma-Aldrich (MO, EE.UU.)

- Triton X-100 - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Tween 20 - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- Visfatina recombinante humana - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)

- B-Mercaptoetanol - Sigma Aldrich (MO, EE.UU.)
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SECCION A: NUEVAS ADIPOQUINAS. LA PROGRANULINA

1. Efecto de la PGRN sobre la vitalidad de los condrocitos

En primer lugar, para estudiar como afectaba el tratamiento con la hormona
PGRN a la vitalidad de los condrocitos, empleamos el ensayo colorimétrico MTT en
células de raton ATDCS5 en estado no diferenciado y en estado maduro, ademas de en
condrocitos humanos de la linea celular T/C-28a2. Asi pues, tal como se muestra en la
Figura 18, el tratamiento con concentraciones crecientes de PGRN durante 48 horas no

tenia efecto sobre la vitalidad celular.

A. B. C.
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Figura 18. Efecto de la PGRN sobre la vitalidad celular. Células murinas ATDC5 (panel A),
ATDCS diferenciadas (panel B) y condrocitos humanos T/C-28a2 (panel C) fueron tratados con
PGRN (100, 200, 500 ng/ml) durante 48 horas. La vitalidad fue analizada mediante el ensayo MTT,
como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos. Los resultados representan, en
porcentaje respecto al control, la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes con 8

observaciones individuales por cada tratamiento y experimento.

2. Modulacién de la PGRN durante la diferenciacion de los condrocitos

Para determinar las variaciones en la expresion génica y proteica de PGRN
durante la diferenciacion de los condrocitos, las células ATDC5 se diferenciaron

durante 21 dias siguiendo el protocolo descrito en el apartado de materiales y métodos.
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Como se puede apreciar en la Figura 19, la expresion del ARN mensajero de PGRN se
veia significativamente aumentada a lo largo de la diferenciacion de las células ATDC5
a 7, 14 y 21 dias, alcanzando el méaximo nivel de expresion en las células maduras (14

dias) e hipertroficas (21 dias). Este efecto también se observé a nivel de proteina.
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Figura 19. Expresion del ARNmy de la proteina de PGRN durante la diferenciacion de células
ATDCS5 después de 7, 14 y 21 dias. (Panel superior) Los resultados representan la media £ SEM de
al menos 4 experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al
control 0 dias (** p<0.01 vs. Control, *** p<0.001 vs. Control). (Panel inferior) Mediante Western
blot se determind la expresion proteica de PGRN. El anticuerpo para GAPDH fue usado como
control de carga. Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes.

3. Expresion de la PGRN en tejidos procedentes de pacientes sanos y artrdsicos

Dado que la produccién local de adipoquinas puede tener importantes
implicaciones patologicas en la homeostasis del cartilago articular, también se evalud la
expresion del ARN mensajero y los niveles de proteina de PGRN en condrocitos
primarios humanos, almohadilla de grasa infrarrotuliana o cuerpo de Hoffa y membrana
sinovial de pacientes con OA, y se compard esta expresion con la de donantes sanos.

Como se muestra en la Figura 20, tanto los condrocitos primarios, como la membrana
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sinovial y el cuerpo de Hoffa expresaron PGRN. Ademas, la expresion de PGRN fue
significativamente mayor en los condrocitos, tejidos sinoviales y Hoffa obtenidos de

pacientes con OA en comparacion con los obtenidos de donantes sanos.
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Figura 20. Determinacion de los niveles de ARN mensajero y proteina en tejidos articulares de
individuos sanos y pacientes con OA. (Panel superior) Las barras grises representan la media +
SEM de los resultados de expresidn génica de condrocitos, membrana sinovial y cuerpo de Hoffa
obtenidos de pacientes OA. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control sano
(*p<0.05 vs. Control). (Panel inferior) La expresion proteica de PGRN se determiné mediante
Western blot de 18 pacientes OA (edad 52-73, IMC medio de 28.4) y 6 donante sanos (edad 23-50,
IMC medio de 23.4). El anticuerpo para GAPDH fue usado como control de carga. Las imagenes

son representativas de las muestras empleadas.

4. Efecto de citoquinas pro-inflamatorias y agonistas de TLR4 sobre la expresion

génica de PGRN en células ATDCS5 diferenciadas

Para dilucidar el patron de expresion de PGRN en condiciones pro-
inflamatorias, se trataron células ATDC5 (diferenciadas durante 14 dias) con diferentes
dosis de TNFa, IL1B, IL6 y LPS, como un agonista de TLR4, durante 24 horas. Estas

células diferenciadas tienen fenotipo de condrocitos adultos maduros y, a pesar de su
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origen murino, tienen un comportamiento idéntico a las células humanas, al menos en
términos de expresion de mediadores inflamatorios (200). Como se muestra en la Figura
21, las células estimuladas con TNFa mostraron un marcado incremento en la expresion
del ARNm de PGRN a las dosis de 1 y 5 ng/ml (panel A). Se observé un efecto similar
cuando las células fueron estimuladas con ILIB (0,05 y 0,1 ng / ml; panel B). No
obstante, ni el tratamiento con IL6 ni con LPS tenian efectos significativos en la

expresion de PGRN (paneles C y D).
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Figura 21. Expresion relativa del ARNm de PGRN en células ATDC5 diferenciadas tratadas
con TNFa, IL1B, TL6 y LPS. Las células fueron tratadas durante 24 horas con diferentes dosis de
TNFa (panel A), IL1B (panel B), IL6 (panel C) y LPS (panel D). Las barras representan la media +
SEM como el nimero de veces que se modifica la expresion de PGRN respecto al control. Los

asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (** p<0.01 vs. Control).

104



Resultados

5. Efecto de la PGRN sobre la induccion del catabolismo en condrocitos humanos

tratados con IL1B

Con el fin de obtener mas conocimientos sobre la potencial actividad
farmacoldgica de PGRN, se trataron condrocitos primarios humanos con ILIB (10
ng/ml) en presencia o no de PGRN 200 ng/ml durante 48 horas. Como se muestra en la
Figura 22, los condrocitos primarios estimulados con ILIJ mostraron una fuerte
acumulacion de nitrito en comparacion con el control de células no estimuladas (Figura

22, panel A superior).
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Figura 22. PGRN suprime el catabolismo inducido por TL1f en condrocitos humanos. Las
células fueron tratadas durante 48 horas con 10 ng/ml de IL1, en presencia o no de 200 ng/ml de
PGRN. (Panel A superior) El sobrenadante del cultivo fue empleado para analizar la concentracion
de nitrito. Las barras representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes (**
p<0.01 PGRN+IL1pB vs. IL1p). (Panel A superior) Los lisados celulares se analizaron mediante
Western blot empleando los anticuerpos para NOS2, COX-2, MMP13 y VCAM-1. GAPDH fue

empleado como control de carga. Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos
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independientes. (Paneles B-E) Las graficas muestran el andlisis densitométrico del Western blot
(n=3; *** P<0.001 PGRN+ILIp vs. IL1p).

Sin embargo, el tratamiento con la proteina recombinante PGRN disminuia
significativamente la acumulacion de nitrito producida por el tratamiento con IL1J,
mientras que la PGRN per se no afectd a la produccion de nitrito basal. La inhibicion de
la acumulacion de nitrito fue confirmada por Western blot de la NOS tipo 2 (NOS2). La
PGRN fue capaz de inhibir la expresién de la proteina NOS2 (Figura 22, panel A
inferior y panel B). Ademas, dado que la PGRN ha sido propuesta como una molécula
que previene la destruccion del cartilago en la artritis inflamatoria mediada por TNFa,
se examinaron los niveles de los biomarcadores catabdlicos COX-2 y MMP13 en
condrocitos primarios estimulados con ILIB. Los niveles de proteina de COX-2 y
MMP13 se incrementaron significativamente después del tratamiento IL1B. Sin
embargo, PGRN disminuy0 significativamente la induccion de COX-2 y MMP13 por la
IL1B (Figura 22, paneles C y D). Por otro lado, dado que las citoquinas pro-
inflamatorias como IL1B y TNFa son capaces de regular la expresion de VCAM-1 en
cultivos primarios de condrocitos articulares humanos, se examinaron los niveles de
proteina VCAM-1 después del tratamiento con PGRN. Asi, el tratamiento con PGRN
producia una disminucion significativa de la expresion de VCAM-1 inducida por IL1J

(Figura 22, paneles Ay E).

6. PGRN reduce la expresién de NOS2 inducida por la IL1B y el LPS, al menos en

parte, a través del receptor TNFR1

Se ha descrito como la PGRN se une competitivamente a los receptores TNFR1

y TNFR2, bloqueando la accion inflamatoria del TNFa cuando interactia con el TNFR1
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y promoviendo el anabolismo del condrocito cuando se une al TNFR2 (95). En base a
los resultados anteriores donde la PGRN reducia la respuesta inflamatoria inducida por
la IL1pB, quisimos investigar si este efecto anti-inflamatorio estaba mediado por TNFR1.
Primero, corroboramos que la PGRN era capaz de modular los niveles de nitrito y la
expresion de NOS2 también en células ATDC-5 diferenciadas (Figura 23, paneles Ay
B). A continuacion, para determinar si el efecto anti-inflamatorio de la PGRN estaba
mediado por TNFR1, silenciamos el gen de TNFR1 empleando la técnica del ARN de
interferencia. Las células ATDC-5 maduras fueron transfectadas con el ARNi para
TNFRL1 (siTNFR1) y luego se estimularon con IL1p y LPS en presencia o no de PGRN
(Figura 23, paneles C y D). Como se observa en la figura, la ausencia de TNFR1

suprimia el efecto anti-inflamatorio de la PGRN.
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Figura 23. PGRN reduce la produccidon de nitrito y la expresion de NOS2 inducida por la IL1j
y el LPS en células ATDC-5 maduras, al menos en parte, a través de receptor TNFR1. (Paneles
Ay B) Las células fueron tratadas durante 48 horas con 0.1 ng/ml de IL1B (A) y 250 ng/ml de LPS
(B) en presencia o no de PGRN (200 ng/ml). El sobrenadante del cultivo fue empleado para analizar
la concentracién de nitrito. Las barras representan la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (** p<0.01 vs.
PGRN+IL1p vs. IL1). Los lisados celulares se analizaron mediante Western blot empleando el
anticuerpo para NOS2. GAPDH fue empleado como control de carga. Las imagenes son
representativas de al menos 3 experimentos independientes. (Paneles C y D) Las células fueron
transfectadas con un ARNi de control negativo (siC-) o el ARNi para el TNFR1 (siTNFR1), y
estimuladas con 0.1 ng/ml de IL1B (C) y 250 ng/ml de LPS (D) en presencia o no de PGRN (200
ng/ml). Los niveles relativos de ARNm de NOS2 fueron analizados mediante RT-PCR. Las barras
representan la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes (** p<0.01 PGRN+IL1j
vs. IL1B; PGRN+LPS vs. LPS).
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SECCION B: NUEVAS ADIPOQUINAS. WISP-2

1. Modulacién de la expresion de WISP-2 durante la diferenciacion de los

condrocitos

Para evaluar si los niveles de ARNm y proteina de WISP-2 variaban durante la
diferenciacion de los condrocitos, sometimos a la linea celular murina ATDC5 al
proceso de diferenciacion desde pre-condrocitos hasta condrocitos maduros e
hipertroficos, como se expuso en el apartado de materiales y métodos. Como se muestra
en la Figura 24 (panel A), la expresion del ARNm de WISP-2 se incrementaba durante
el proceso de diferenciacion. Este aumento era significativamente estadistico después de
7'y 14 dias de diferenciacion en comparacion con las células no diferenciadas (dia 0).
Sin embargo, la expresion de WISP-2 decaia a los 21 dias, cuando los condrocitos son
hipertroficos. Esta disminucion coincidia con el incremento de la expresion de MMP-13
en el mismo tiempo (21 dias) (Figura 24, panel B). Este efecto también fue evaluado en

términos de la expresion proteica, como se muestra en la Figura 24 (panel A inferior).
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Figura 24. Expresién del ARNm y de la proteina de WISP-2 durante la diferenciacion de
células ATDCS5 después de 7, 14 y 21 dias. (Panel A superior) Los resultados representan la media

+ SEM de al menos 4 experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas
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respecto al control 0 dias (* p<0.05 vs. Control, ** p<0.01 vs. Control). (Panel A inferior) Mediante
Western blot se determind la expresion proteica de WISP-2. El anticuerpo para GAPDH fue usado
como control de carga. Las imégenes son representativas de al menos 3 experimentos
independientes. (Panel B) Expresion génica de MMP-13. Los valores son la media + SEM de al

menos 4 experimentos independientes (*** p<0.001 vs. Control).

2. Efecto de citoquinas y adipoquinas pro-inflamatorias sobre la expresion génica

de WISP-2 en condrocitos humanos

Para dilucidar el patron de expresion de WISP-2 en condiciones pro-
inflamatorias, se trataron con las citoquinas TNFa e IL1B células de la linea humana
T/C28a2 y condrocitos primarios humanos. Ademas, se trataron las células T/C28a2 con
las adipoquinas leptina, adiponectina y visfatina. Como se muestra en la Figura 25, las
células estimuladas con TNFo 1 ng/ml durante 24 horas mostraron una reduccion
significativa de la expresion génica de WISP-2 (panel A y C). Un efecto més
pronunciado se observo cuando las células se trataron con IL1B 0.5 ng/ml durante 24
horas (panel B y D). Sin embargo, ni la leptina (800 nM), ni la adiponectina (10 pug/ml)

o la visfatina (500 ng/ml) tuvieron efecto sobre la expresion de WISP-2 (panel E).
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Figura 25. Expresion del ARNm de WISP-2 tras la estimulacién con citoquinas y adipoquinas
pro-inflamatorias de condrocitos humanos. Se trataron las células de la linea humana T/C28a2

con TNFa (panel A, 0.1 y 1 ng/ml) y con IL1B (parel B, 0.025, 0.1 y 0.5 ng/ml), y condrocitos
primarios humanos con TNFa 1 ng/ml (panel C) e IL1B 0.5 ng/ml (panel D). Ademaés, la linea
T/C28a2 fue tratada con leptina (800 nM), adiponectina (10 pg/ml) y visfatina (500 ng/ml) (panel
E). Todos los tratamientos se realizaron durante 24 horas. Los valores son las medias + SEM de al

menos 3 experimentos independientes (**P<0.01, ***P<0.001 vs. Ctrl.).

3. Elsilenciamiento génico de WISP-2 estimula el catabolismo de los condrocitos

En base a los resultados anteriores en los que se muestra la regulacion a la baja
de WISP-2 bajo condiciones pro-inflamatorias, se investigé el efecto del silenciamiento
del gen WISP2 soble la expresion de mediadores de la degradacion de la matriz del
cartilago articular. Como se muestra en la Figura 26, la supresion de WISP-2 conllevaba
el incremento en la expresion de MMP-13 (panel A), ADAMTS-5 (panel B) en

comparacion con las células T/C28a2 transfectadas con un ARNi control. Ademas de
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las enzimas degradativas del cartilago, los efectos catabdlicos de los condrocitos estan

mediados por diversas citoquinas y quimioquinas. Asi, el silenciamiento de WISP-2

regula al alza los niveles de ARNm de las citoquinas IL6 (panel C) e IL1B (panel E), asi

como de la quimioquina IL8 (panel D).

>
=
=
o
X
(o]

6' Fkk
—_—

o
@
3
2 44
@
k=i
£
£ 24
= 2
[1'4
P I;I

0 T T

siC- siWISP-2
C.
34 IL6
Fkk

@
@
®
g 2
@
2
£ —_
£ 14
=
[1'4
<

0 T T

siC- siWISP-2

MMP-13

GAPDH

ARNm (n° de veces)

L=]
1

=]
1

B
1

[ ]
1

siC- SiWISP-2

- o

IL8

1

siC- SIWISP-2

ARNm (n° de veces)

ARNm (n° de veces)

4 ADAMTS-5
34 —_
24
14
0 r T
siC- SIWISP-2
4- IL1p
—
34
24
14
0 T T
siC- siWISP-2

Figura 26. Efecto del silenciamiento génico de WISP-2 sobre marcadores catabélicos en

condrocitos. Condrocitos de la linea celular humana T/C28a2 fueron transfectadas con ARNi de
control negativo (siC-, 10 nM) o con ARNi contra WISP-2 (siWISP-2, 10 nM) durante 48 horas. Se
determind tanto la expresion génica (panel A izquierdo) como la expresion proteica de MMP-13
(panel A derecho). GAPDH fue empleado coomo control de carga. Los niveles relativos de ARNm

para los marcadores catab6licos ADAMTS-5 (panel B), IL6 (panel C), IL8 (panel D) e IL1B (panel

E) fueron determinados mediante RT-PCR. Los valores son la media + SEM de al menos 3

experimentos independientes (***P<0.001 vs. siC-).
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4. Efecto del silenciamiento génico de WISP-2 sobre condrocitos T/C28a2

estimulados con IL1B

Dado que la IL1B ha sido implicada en la degradacion del cartilago (201), se
determind el efecto del silenciamiento de WISP-2 sobre condrocitos T/C28a2
estimulados con IL1B. Como cabria esperar, el tratamiento durante 24 horas con IL1J
regulaba al alza los niveles de ARNm de MMP-13, ADAMTS-5, IL6 e IL8, mientras
que el silenciamiento de WISP-2 incrementaba aun mas la expresion inducida por IL1J

de estos mismos genes.

A. vMP-13
8¢
T e 1
20- FERK
. siC- SiIWISP-2
']
g 151 - IL1B - IL1B
@
2 10 MMP-13 C—
£ o —_—
E FRE
g 5 GAPDH |y e S —
C T ) ) )
I - Ll
siC- SIWISP-2
B. ADAMTSS . C. IL6 555 D. IL8
I w1 I 1 $8%
61 18- — 801 =
T 16' ; —_ TR
w m ) .
8 8 144 2 60
24_ . g 12- g Ea]
o — () - dededk 0
i =1 g ® 40-
£ £ 8- =
E 2 - E 6 £
= = =
4 r a4 x 204
< |= < : < .
ol . : : o1 1 : : 0Ly I
- g - ILig - g - L1 - Lg - L
siC- SiWISP-2 siC- SIWISP-2 siC- SIWISP-2

Figura 27. Efecto del silenciamiento de de WISP-2 sobre condrocitos T/C28a2 estimulados con
IL1p. Los condrocitos humanos T/C28a2 fueron transfectados con ARNi de control negativo (siC-,
10 nM) o con ARNi contra WISP-2 (siWISP-2, 10 nM) durante 48 horas, tras las cuales se estimul6
con IL1B (0.5 ng/ml) durante 24 horas. Se determiné tanto la expresion genica (panel A izquierdo)

como la expresién proteica de MMP-13 (panel A derecho). GAPDH fue empleado como control de
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carga. Los niveles relativos de ARNm para los marcadores catabolicos ADAMTS-5 (panel B), IL6
(panel C) e IL8 (panel D) fueron determinados mediante RT-PCR. Los valores son la media + SEM
de al menos 3 experimentos independientes (***P<0.001 vs. siC-; **P<0.001 siWISP-2 vs. SiWISP-
2+ IL1B; ***P<0.001 IL1B vs. SiWISP-2+ IL1p).

5. Efecto de la ruta candnica de Wnt sobre el catabolismo inducido por el

silenciamiento de WISP-2 sobre condrocitos T/C28a2

WISP-2 es un gen diana de la ruta Wnt y ha sido descrito como un activador de
la ruta candnica de Wnt en adipocitos (115). Para investigar la implicacion de la ruta
canonica de Wnt, se transfectaron condrocitos T/C28a2 con siWISP-2 y posteriormente
se trataron con IL1 en presencia o no del inhibidor selectivo de GSK3p BIO. Como se
muestra en la Figura 28, la activacion de la ruta canonica de Wnt mediante el empleo
del inhibidor BIO reducia significativamente la expresion de MMP-13 (panel A), asi
como la de ADAMTS-5 (panel B), IL6 (panel C) e IL8 (panel D). Ademas, el
tratamiento con BIO bloqueaba la induccién de la expresion génica de estos marcadores
catabdlicos por la IL1B. Cabe sefialar que la inhibicion de GSK3B con BIO casi
suprimia por completo la induccion mediada por IL1PB en células transfectadas con

SIWISP-2 de MMP-13, ADAMTS-5, IL6 e ILS8.
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Figura 28. Efecto de la ruta can6nica de Wnt sobre el catabolismo mediado por el
silenciamiento de WISP-2 en condrocitos T/C28a2. Los condrocitos humanos T/C28a2 fueron
transfectados con ARNi de control negativo (siC-, 10 nM) o con ARNi contra WISP-2 (SiWISP-2,
10 nM) durante 48 horas, tras las cuales se estimuléd con IL1B (0.5 ng/ml) durante 24 horas en
combinacién con BIO 1 uM. Se determind tanto la expresién génica de MMP-13 (panel A),
ADAMTS-5 (panel B), IL6 (panel C) e IL8 (panel D) mediante RT-PCR. Los valores son la media +
SEM de al menos 3 experimentos independientes (***P<0.001 vs. siC-; *P<0.01, **P<0.001
SIWISP-2 vs. SiWISP-2 + BIO; ***P<0.001 IL1B vs. siWISP-2 + IL1p + BIO).
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SECCION C: CONTAMINANTES AMBIENTALES. NDL-PCBs
1. Efecto de los NDL-PCBs sobre la vitalidad de los condrocitos

Inicialmente, decidimos estudiar como afectaba la exposicion de los NDL-PCBs
a la vitalidad de los condrocitos. Para ello empleamos el ensayo colorimétrico MTT que
permite analizar el estado reductor celular, el cual es reflejo de la funcién mitocondrial.
Asi pues, como se muestra en la Figura 29, observamos que la actividad metabdlica de
las células de ratén ATDCS5 vy las células humanas T/C-28a2 disminuia de manera dosis
dependiente tras el tratamiento con NDL-PCBs 101, 153 y 180 durante 24 horas (panel
Ay B). Ademas, el efecto era tiempo dependiente, ya que la reduccion de la vitalidad

era mas evidente después de 48 horas de exposicién a los quimicos (panel C y D).

125+ ATDCS 125 T/C-28a2

% vs. Control
% vs. Control

€ 1 510 1 510 1 5 10 (nM) € 1510 1 510 1 5 10 (eM)
PCB 101 PCB 153 PCB 180 PCB 101 PCB 153 PCB 180
C. D.
125 ATDCS TIC-28a2

% wvs. Control
% vs. Control

cC 1510 1 510 1 5 10 (WM} C 1. 510 1 510 1 _5 10 (nM)
PCB 101 PCB 153 PCB 180 PCB 101 PCB 153 PCB 180

Figura 29. Efecto de los PCBs 101, 153 y 180 sobre la viabilidad celular de condrocitos. Las
células de ratén ATDC5 fueron tratadas con PCBs (1, 5y 10 uM) durante 24 horas (A) y 48 horas
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(C). Las celulas humanas T/C28a2 fueron tratadas con PCBs (1, 5 y 10 puM) durante 24 horas (B) y
48 horas (D). La vitalidad fue analizada mediante el ensayo MTT, como se ha descrito en el apartado
de materiales y métodos. Los resultados representan, en porcentaje respecto al control, la media +
SEM de al menos 3 experimentos independientes con 8 observaciones individuales por cada
tratamiento y experimento. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control con
DMSO 0.1% (** p<0.01 vs. Control, *** p<0.001 vs. Control).

2. Caracterizacion molecular del efecto citotoxico de los NDL-PCBs en las células

murinas ATDC5

2.1. Determinacion de los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) tras la
exposicion a los NDL-PCBs
La alteracion del metabolismo celular es considerada como una fase previa a los
procesos de muerte celular. Por ello, los datos mostrados hasta el momento sugieren una
alteracion de la funcion mitocondrial. Para determinar si el efecto citotoxico observado
era debido a uno de los dos tipos principales de muerte celular, apoptotica o necrotica,
se realiz6 un ensayo para evaluar la acumulacion de LDH en el medio de cultivo de los
condrocitos tratados con NDL-PCBs. Las células liberan LDH como consecuencia de
alteracines en la integridad de la membrana celular. Por ello, la liberacion de la enzima
LDH se considera un marcador de necrosis, proceso de muerte celular que termina con
la lisis total de la célula. Como se puede observar en la Figura 30, y de acuerdo con los
datos previos de viabilidad celular, los niveles de LDH se incrementaban
significativamente de forma dosis dependiente tras una exposicion de 24 horas. Esto
indica que el proceso de necrosis estd presente tanto en los condrocitos murinos como

humanos.
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Figura 30. Efecto de los PCBs 101, 153 y 180 sobre los niveles de LDH. Las células ATDC5
(panel A) y las células T/C28a2 (panel B) fueron tratadas con los tres PCBs (1, 5y 10 uM) durante
24 horas. Tras el tiempo de exposicion, los sobrenadantes se recogieron y analizaron mediante el
ensayo LDH, como se ha descrito en el apartado de materiales y métodos. Los resultados
representan, en porcentaje respecto al control, la media = SEM de al menos 3 experimentos
independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control con DMSO 0.1%
(** p<0.01 vs. Control, *** p<0.001 vs. Control).

2.2. Induccidn de necrosis en las células ATDCS5 expuestas a NDL-PCBs

Continuando con el estudio de caracterizacion de la muerte celular, analizamos
el efecto de los NDL-PCBs sobre la apoptosis y la necrosis empleando el doble marcaje
FITC-Anexina V e ioduro de propidio (IP). Este ensayo nos permite discriminar entre
células apoptoticas (negativas para IP y positivas para Anexina V) y células necroticas
(positivas para IP y negativas para Anexina V). Con este doble marcaje también se
puede diferenciar entre apoptosis tardia y apoptosis temprana. Las células ATDC5 se
incubaron con los NDL-PCBs (1, 5 y 10 uM) durante 24 horas. A continuacion se
marcaron con Anexina V e IP y se analizaron mediante citometria de flujo. Como se
muestra en los histogramas de la Figura 31, los NDL-PCBs inducian necrosis y muerte

apoptotica tardia de manera dosis dependiente, indicado por el incremento del
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porcentaje de células. El efecto necrético mostrado por este método, confirma el efecto

necrético observado con el ensayo del LDH.
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Figura 31. Efecto necrdtico inducido por NDL-PCBs. Las células ATDC5 se trataron con los
PCBs 101, 153 y 180 (1, 5 y 10 uM) durante 24 horas, luego se marcaron con Anexina V (FL1) e
ioduro de propidio (FL2) y se analizaron mediante citometria de flujo, como se describe en el
apartado de material y métodos. El primer cuadrante (Q1, Anexina V—, IP-) representa las células
viables; el segundo cuadrante (Q2, Anexina V-, IP+) las células necroticas; el tercer cuadrante (Q3,
Anexina V+, IP+) las células en apoptosis tardia; y el cuarto cuadrante (Q4, Anexina V+, IP-) las
células en apoptosis temprana. Los resultados son representativos de al menos 3 experimentos
independientes.
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2.3. Activacion y procesado de caspasas por parte de los NDL-PCBs

Siguiendo con el estudio de la apoptosis, se procedi6 al analisis del procesado y
activacion de la caspasa 3. Esta enzima es clave en la transduccion y ejecucion de la
sefial apoptética inducida por diferentes estimulos. Se encuentra en las células como
precursores inactivos (pro-caspasa-3) que necesitan ser cortados para iniciar su
actividad. Mediante la técnica Western blot, se estudid el efecto de los NDL-PCBs
sobre el procesado de la caspasa-3. Como se puede observar en la Figura 32, los NDL-
PCBs provocaban el procesado de la caspasa-3 de manera dosis dependiente tras 3 horas
de exposicion, confirmando de esta manera la activacion de rutas apoptoticas por parte

de estos compuestos.
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Figura 32. Activacion de la caspasa-3 por la exposicion a NDL-PCBs. Las células ATDC5 fueron
tratadas con los PCBs 101, 153 y 180 (1, 5 y 10 uM) durante 3 horas. Mediante Western blot se
determind la expresion y procesado de la caspasa-3. El anticuerpo para GAPDH fue usado como
control de carga. (A) Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes.
(B) La grafica muestra el analisis de densitometria de las imagenes (n=3; diferencias significativas
respecto al control con DMSO 0.1% , *p<0.05 vs. Control, ** p<0.01 vs. Control, *** p<0.001 vs.
Control).
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2.4, Efecto de los NDL-PCBs sobre la expresion de proteinas pro- y anti-
apoptoticas
Para ahondar mas en la ruta apoptética, y guiados por los resultados previos
obtenidos por el grupo de Rosaria Meli, donde los NDL-PCBs inducian apoptosis a
través de la activacion de la via intrinseca (172), decidimos estudiar esta ruta de la
apoptosis. Con este fin, analizamos la expresion de dos proteinas de la familia Bcl-2, la
anti-apoptética Bcl-2 y la pro-apoptética Bax. Como se muestra en la Figura 33,
después de 3 horas de exposicion a los NDL-PCBs, observamos una alteracion de la
expresion proteica de Bcl-2 y Bax, la proteina Bcl-2 disminuia sus niveles y la proteina
Bax aumentaba de manera dosis dependiente. Ademas, el analisis densitométrico
mostraba un descenso significativo del ratio Bcl-2/Bax. Todo ello sugiere que la via
intrinseca juega un papel en la induccion de la apoptosis por parte de los NDL-PCBs

también en los condrocitos.
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Figura 33. Efecto de los PCBs 101, 153 y 180 sobre la expresion de Bcl-2 y Bax. Las células
ATDCS fueron tratadas con los NDL-PCBs (1, 5 y 10 uM) durante 3 horas. Mediante Western blot
se determind la expresidn de las proteinas Bcl-2 y Bax. El anticuerpo para GAPDH fue usado como
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control de carga. (A) Las imagenes son representativas de al menos 3 experimentos independientes.
(B) La grafica muestra el anélisis de densitometria de las imagenes (n=3; diferencias significativas
respecto al control con DMSO 0.1%, ** p<0.01 vs. Control).

3. Principales rutas implicadas en la apoptosis inducida por NDL-PCBs

Dado que la activacion de la MAP quinasa p38 puede conducir al incremento de
la expresion de Bax, asi como de la reduccion de Bcl-2, decidimos estudiar la
fosforilacion de esta quinasa en las células ATDC5 expuestas a NDL-PCBs durante 3
horas. Como muestra la Figura 34, los tres PCBs testados incrementaban la
fosforilacion de la quinasa p38 de manera dosis dependiente. Este efecto era
estadisticamente significativo a la dosis méas alta (10 uM).
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Figura 34. Efecto de los PCBs 101, 153 y 180 sobre la activacion de la quinasa p38. Las células
ATDCS fueron tratadas con los NDL-PCBs (1, 5 y 10 uM) durante 3 horas. Mediante Western blot
se determind la expresion y activacion de la quinasa p38 (P-p38, p38 fosforilada). El anticuerpo para
la proteina total p38 fue usado como control de carga. (A) Las imagenes son representativas de al
menos 3 experimentos independientes. (B) La grafica muestra el andlisis de densitometria de las
imagenes (n=3; diferencias significativas respecto al control con DMSO 0.1% , *p<0.05 vs. Control,
*** n<0.001 vs. Control).
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4. Estudio del estrés oxidativo en las células ATDC5 expuestas a NDL-PCBs

Dado que el método empleado para determinar la viabilidad, el ensayo MTT, es
una medida de la funcién mitocondrial, y que la via apoptética implicada era la ruta
mediada por la mitocondria (la via intrinseca), quisimos determinar si los mecanismos
de muerte celular inducidos por los NDL-PCBs también estaban asociados con la
induccidén de estrés oxidativo. Para ello, evaluamos el contenido de malondialdehido
(MDA) en los lisados de las células ATDC5 expuestas a estos quimicos. Como se
muestra en la Figura 35, todos los PCBs empleados inducian un incremento en los

niveles de MDA, siendo estadisticamente significativo a la dosis de 10uM.
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Figura 35. Efecto de los PCBs 101, 153 y 180 sobre los niveles de MDA. Las células ATDC5
fueron tratadas con los NDL-PCBs (1-10 uM) durante 24 horas, tras las cuales se determinaron los
niveles de MDA en los lisados celulares segln se describe en el apartado de material y métodos. Las
células tratadas con H,O, 1uM se emplearon como control positivo del ensayo. Los resultados
representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al control con DMSO 0.1% (** p<0.01 vs. Control, *** p<0.001

vs. Control).

Ademas, para establecer si el incremento de MDA por los NDL-PCBs estaba
asociado con un desequilibrio en el sistema antioxidante, también evaluamos el Estado
Antioxidante Total (TAS). Se observo una fuerte reduccién del TAS de manera dosis

dependiente en las células expuestas a los contaminantes. Por el contrario, pero en
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concordancia con los resultados anteriores, el indice de Estrés Oxidativo se incrementd
después del tratamiento con los NDL-PCBs también de manera dosis dependiente
(Figura 36).

Todo lo anterior corrobora la hip6tesis de que la exposicion de las células
ATDCS5 a estos contaminantes ambientales conduce a los condrocitos hacia el estrés

oxidativo, a través de la reduccion de su capacidad antioxidante.
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Figura 36. Evaluacién del estrés oxidativo en células ATDCS5 expuestas a los PCBs 101, 153 y
180. Las células ATDC5 fueron tratadas con los NDL-PCBs (1-10 uM) durante 24 horas. Las
células tratadas con H,O, 1uM se emplearon como control positivo del ensayo. El Estado
Antioxidante Total (panel A) y el indice de Estrés Oxidativo (panel B) se determinaron en los
lisados celulares segln se describe en el apartado de material y métodos. Los resultados representan
la media £+ SEM de al menos 3 experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al control con DMSO 0.1% (* p<0.05 vs. Control, ** p<0.01 vs. Control, ***
p<0.001 vs. Control).
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SECCION A: NUEVAS ADIPOQUINAS. LA PROGRANULINA

Los procesos inflamatorios juegan un papel clave en el desarrollo de las
enfermedades reumaticas como la artrosis (OA) y la artritis reumatoide (RA). Muchos
estudios han demostrado que las células del tejido articular, como los sinovicitos y los
condrocitos, producen citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y otros factores que
determinan la creacién de un entorno inflamatorio que contribuye a la degradacion
articular (20). Hasta la actualidad no existen medicamentos capaces de modificar los
procesos de degradacion del cartilago articular. El tramiento de la OA es paliativo,
reduciendo el dolor y la inflamacién. Sin embargo, ningin farmaco es capaz de frenar la
progresion de la enfermedad o regenerar el cartilago dafiado. Y como consecuencia, la
progresion del dafio de este tejido lleva frecuentemente a la intervencion quirdrgica
protésica. Por ello, la identificacion de moléculas capaces de modular tanto la respuesta
inflamatoria como los procesos que contribuyen al dafio articular ayudara al desarrollo
de nuevas terapias eficaces tanto en la prevencién como para el tratamiento de la
enfermedad.

La PGRN, recientemente descrita como adipoquina, ha sido sujeto de extensos
estudios en los ultimos afios. ElI papel de la PGRN en inflamacion solo ha sido
parcialmente definido (202). Aunque la PGRN es una de las principales moléculas anti-
inflamatorias, es posible que la PGRN tenga un doble papel en la inflamacion, ya que
podria ejercer funciones pro- o anti-inflamatoria dependiendo del tejido diana. Por
ejemplo, la PGRN inhibe la liberacion mediada por LPS de la citoquinas IL6, TNFa y
MCP-1 por parte de macréfagos (203), pero la PGRN es también la principal
adipoquina involucrada en la resistencia a la insulina inducida por dietas altas en grasas

mediante el aumento de la expresién de IL6, una citoquina pro-inflamatoria (69).
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Recientemente, la PGRN ha sido reconocida como un nuevo ligando de TNFR1/2. En
realidad, PGRN bloquea las rutas de sefializacion activadas por el TNFo mediante la
competicion con el propio TNFa por la unién a los receptores. Dado que la inflamacion
cronica en AR estd mediada principalmente por el TNFa (204), y se ha demostrado la
eficacia de la PGRN como agente bloqueante de los TNFR en modelos murinos de
artritis inflamatoria (95,205), se ha postulado a la PGRN como un novedoso posible
agente terapéutico en AR.

Sin embargo, en estos momentos no hay trabajos en la literatura que evallen la
accion de la PGRN sobre otros mediadores de la inflamaciéon presentes en la
degradacion del cartilago articular, como la ILIB o la activacion de TLR4 en
condrocitos. Anteriormente, Yin et al. demostraron que los macrofagos deficientes en
PGRN tratados con LPS aumentaban la produccion de citoquinas inflamatorias (203), y
Hwang et al. mostraron que la PGRN inhibia eficientemente la respuesta pro-
inflamatoria inducida por LPS en células endoteliales a través de la atenuacion de la ruta
de NF-kB, lo que sugiere sus beneficiosos efectos anti-inflamatorios (206). Por lo tanto,
hemos decidido estudiar el efecto de la PGRN sobre la expresion de mediadores
inflamatorios y factores catabolicos en condrocitos estimulados con IL1J o LPS. Esta es
la primera evidencia experimental de que la PGRN es capaz de reducir mediadores de la
inflamacion inducidos por IL1B o LPS en condrocitos humanos.

El grupo de Chuan-ju Liu publicé que la PGRN era una molécula clave cascada
abajo de la ruta de sefalizacion de BMP2, y que es requerida para la diferenciacion de
condrocitos mediada por BMP2 a través de la fosforilacion de Erk1/2 (77). En este
sentido, nuestro trabajo hace otra observacion novedosa, la expresion de PGRN

aumentaba durante el proceso de diferenciacion de las células ATDC-5 en condrocitos
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maduros. Estos datos sugirieren que esta adipoquina podria desempefiar un papel en los
complejos mecanismos del desarrollo y la diferenciacién de condrocitos, como bien
sugiere el trabajo de Chuan-ju Liu. La PGRN podria ser un marcador de la fase tardia de
diferenciacion condrogénica.

Por otra parte, la PGRN es necesaria para la induccién de osteoblastogénesis y la
formacién de hueso ectdpico mediada por BMP-2 (207). Ademas, en ratones carentes de
PGRN se observa la formacién de osteofitos y esclerosis ectdpica subcondral, indicando
alteracion del metabolismo 6seo en el cartilago y el hueso subcondral de éstos ratones,
lo que sugiere un papel para la PGRN en la regulacion del metabolismo del hueso
subcondral (103). En el estudio de la diferenciacion, también hemos observado niveles
elevados de PGRN en condrocitos hipertroficos, aquellos localizados por encima del
hueso subcondral. Esto esta en consonancia con los trabajos de Zhao et al. (103,207),
donde la PGRN se muestra necesaria para un correcto metabolismo dseo.

Aunque en la OA el principal tejido afectado es el cartilago y, por tanto, los
condrocitos, se ha demostrado que la OA afecta también a la integridad de mas tejidos
articulares como la sinovia, las almodillas de grasa o el hueso subcondral. Hoy en dia
podemos sin duda definir la OA como una patologia que afecta a toda la articulacion.
Por ello, decimos estudiar la regulacion de la expresion de la PGRN en diversos tejidos
articulares. Asi, mostramos por primera vez, la deteccion de ARNm y proteina de
PGRN en la grasa infrarrotuliana y en los tejidos sinoviales articulares. Ademas, la
expresion de PGRN fue significativamente mayor en los condrocitos, grasa y tejidos
sinoviales obtenidos de pacientes OA en comparacion con los obtenidos de donantes
sanos. Nuestros resultados estan en acuerdo con los datos anteriormente publicados por

Guo et al. donde muestran el aumento de PGRN, tanto a nivel de ARNm como de
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expresion proteica, en cartilago procedente de pacientes OA y AR en comparacion con
los controles sanos (78). Recientemente, se ha descrito la expresién de PGRN en otra
enfermedad degenerativa del cartilago, como la degeneracién del disco intervertebral.
Los niveles de PGRN también fueron elevados en los discos intervertebrales durante el
envejecimiento, y ratones que no expresaban PGRN desarrollaron un inicio temprano de
la degeneracion del cartilago intervertebral (208).

Aungue varias suposiciones postulaban que la PGRN podria estar fuertemente
influenciada por un "medio” inflamatorio, aqui mostramos una clara evidencia
experimental de que las citoquinas clésicas TNFa e IL1B son capaces de influir
fuertemente en los niveles PGRN en los condrocitos. Estos hallazgos sugieren que la
liberacion desde los tejidos articulares de TNFa e IL1B podrian inducir la expresion de
PGRN como una respuesta adaptativa al estado inflamatorio. Estos datos se
acompafiana de los resultados obtenidos en el analisis de la expresion de PGRN en los
diferentes tejidos articulares antes mencionados. Tanto la grasa infrarrotuliana como la
membrana sinovial o los condrocitos son fuente de citoquinas en el estado artrésico
(20). El aumento de la expresion de PGRN en los tejidos procedentes de pacientes OA
podria ser debida al aumento de citoquinas consecuencia del estado inflamatorio de
dichos tejidos respecto a los controles sanos.

Dado que la IL1p juega un papel fundamental en la patogénesis de la OA (209),
contrarrestar sus efectos pro-inflamatorios con PGRN podria ser una estrategia
terapéutica interesante. Asi pues, evaluamos si la PGRN era capaz de inhibir la
respuesta pro-inflamatoria mediada por IL1B. Nuestros datos muestran claramente que
la PGRN atenuaba marcadores inflamatorios inducidos por la IL1p, tales como la

produccion de NO, y la expresion de NOS2, COX2 y VCAM-1, asi como marcadores
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catabdlicos de la degradacion del cartilago, como la MMP13. Por otra parte, los
resultados mostraron una clara evidencia de que el efecto de la PGRN sobre la
induccion de NOS2 por ILIB era mediada, al menos en parte, a través de TNFRL.
Mediante la reduccion de la expresion de TNFR1 a través del método del ARN de
interferencia, el papel anti-inflamatorio de la PGRN fue totalmente bloqueado, lo que
sugiere que la PGRN esta actuando en la via de sefializacion del TNFa a través de la
unién al TNFRL. El trabajo de Tang et al. ya demuestra que el efecto anti-inflamatorio
de la PGRN se debe a la union competitiva de los TNFR y no al propio TNFa (95).
Nuestros datos confirman una vez mas este mecanismo de accion centrado en la
sefializacion del TNFa.

Recientes estudios sugieren la implicacion del receptor de tipo Toll-4 (TLR4), el
principal receptor para el lipopolisaccarido bacteriano (LPS) en la patogénesis de la
artrosis (21). La expresion de TLR4 en el cartilago aumenta durante el proceso de
desarrollo de la OA (210), y su activaciéon, mediante el tratamiento con LPS, induce
respuestas inflamatorias y catabolicas en los condrocitos, aumentando los niveles de
IL1B, TNFo, NOS2 y MMPs (211). En el trabajo reciente de Hwang et al. se muestra
como la PGRN es capaz de inhibir la sefializacion pro-inflamatoria mediada por LPS
mediante la atenuacion de la sefializacion de NFkB en células endoteliales (206). Aqui
también mostramos evidencias de la capacidad de la PGRN para inhibir la sefializacion
pro-inflamatoria mediada por LPS. Este efecto es probable que sea mediado, al menos
en parte, también a través de TNFR1. Blogueando la expresion de TNFR1 mediante
ARN de interferencia, el papel anti-inflamatorio de la PGRN fue totalmente blogueado.
Nuestros resultados estan en linea con los publicados por Hwang et al. en cuanto a la

inhibicién por parte de la PGRN del efecto inflamatorio del LPS; sin embargo, el
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mecanismo de accién en condrocitos difiere del estudiado en las células endoteliales, ya
que en condrocitos el efecto anti-inflamatorio depende, al menos en parte, de la
sefializacion del TNFa.

Por lo tanto, en el aspecto funcional, la actividad de la PGRN, y el incremento
en su expresion observado tras el tratamiento con ILIB y TNFa podria mediar y
sostener las vias pro-anabdlicos y anti-inflamatorias. Sin embargo, la relevancia de estos
datos en la fisiopatologia de la OA u otras enfermedades reumaticas cronicas debe ser

apoyada por datos clinicos que en la actualidad son inexistentes.

SECCION B: NUEVAS ADIPOQUINAS. WISP-2

La recientemente descrita como adipoquina, WISP-2, fue identificada como una
proteina inducible por Wnt-1 (108). A raiz de este hecho, varios trabajos han descrito la
relacion entre la ruta Wnt y la funcion de WISP-2.

En la Gltima década, se han acumulado datos que sugieren un papel clave de la
ruta Wnt en la fisiopatologia de las enfermedades reumaticas. La hiper-activacion de
ruta canonica de Wnt conduce al catabolismo y degradacion del cartilago y a la
diferenciacion a condrocitos hipertréficos. Sin embargo, la ruta Wnt es necesaria para el
mantenimiento del cartilago articular, pero en exceso es perjudicial. Ademas, factores
pro-inflamatorios, como la IL1B inducen la expresion de proteinas Wnt, resultado en la
activacion de la ruta (122).

Recientemente, se esta investigando el papel de la familia de proteinas CCN en
el desarrollo de la OA. Se ha encontrado una mayor expresion del ARNm de WISP-

1/CCN4 y WISP-2/CCNS5 en cartilago de rodilla de pacientes OA y RA comparado con
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individuos sanos, y de todos los genes CCN en muestras sinoviales OA y RA (129).
Ademas, nuestro grupo observé un incremento en la expresion de WISP-2 en grasa
infrarrotuliana OA en comparacién con controles sanos (130). WISP-1 es capaz de
regular la expresion de MMPs y agrecanasas en condrocitos y de inducir dafio en el
cartilago articular en modelos de OA (120). Sorprendentemente, WISP-3/CCNG6 reduce
la expresion de ADAMTS-5 pero regula al alza MMP-10 en condrocitos humanos
(212). En cuanto a la participacion de WISP-2 en la OA, actualmente no existen
enfoques en la literatura que evalten su accion sobre los condrocitos. Por tanto, hemos
analizado el efecto de WISP-2 en el catabolismo del cartilago a través del uso de
experimentos de pérdida de funcion.

En base al trabajo de Schutze et al., donde se estudia la expresion de WISP-2 en
el proceso de diferenciacion adipogénica, osteogenica y condrogénica a partir de células
madre mesenquimales (113), decidimos analizar la regulacion de la expresion de WISP-
2 durante la diferenciacion de los condrocitos ATDC5. Asi pues, hemos observado un
aumento de WISP-2 en las primeras etapas de la condrogénesis, y en contreto, un
aumento muy marcado en los condrocitos maduros, seguido por una fuerte disminucién
en la etapa hipertrofica. Contrariamente, en la diferenciacion de células madre
mesenquimales en condrocitos maduros e hipertréficos realizada por Schutze et al. no
se observa regulacion de la expresion génica de WISP-2 en los diferentes estadios. Esta
diferencia en la respuesta a la diferenciacion puede ser debida al hecho de emplear
diferentes tipos celulares (cultivo primario de células madre mesenquimales humanas,
empleadas por Schutze et al., frente a la linea de condrocitos murinos ATDC5 del
presente trabajo), lo que conlleva diferentes tratamientos de diferenciacion

condrogeénica. Cabe resaltar que la disminucion brusca de los niveles de WISP-2 en la
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ltima etapa de condrocito hipertrofico, respecto a la anterior fase, coincide con el
aumento significativo de la expresion de MMP-13, considerado un marcador claro de
esta Ultima etapa. Este hecho sugiere una relacion entre estos dos factores.

Multiples estudios describen la implicacion de las citoquinas en la destruccién
del cartilago; asi, IL1 es un bien conocido inductor de la expresion de MMP-13 (209).
A continuacion, hemos estudiado el efecto de dos citoquinas pro-inflamatorias clasicas
implicadas en las enfermedades reumaticas, TNFa e IL1p, sobre la expresion de WISP-
2 en condrocitos humanos y en la linea T/C28a2. WISP-2 es regulada por factores de
transcripcion que se inducen por inflamacion, activacion de la ruta Wnt e hipoxia,
procesos aumentados en la obesidad (111). Ademas, la IL1B induce la expresion de
proteinas Wnt, resultando en la activacion de la ruta (122), con lo que cabria esperar una
regulacion en la expresion de WISP-2 por IL1B, ya que es una proteina inducida por
Whnt-1. Por otro lado, con una activacion enddgena de Wnt/B-catenina alta, como ocurre
en determinadas lineas celulares tumorales, la expresion de WISP-2 es muy baja (115).
En preadipocitos, la activacion candnica de Wnt mediante inhibicion de GSK3p no
produce variaciones en el ARNm de WISP-2 a 24 horas (111). En contraste con otros
miembros de la familia CCN, como WISP3, que aumenta sus niveles en condiciones
inflamatorias (213), observamos que, tanto el TNFa como la IL1B, reducian la
expresion de WISP-2 en condrocitos humanos. Sin embargo, las clésicas adipoquinas
pro-inflamatorias, leptina y adiponectina, no modificaban la expresion de WISP-2.

A la vista de la disminucion de WISP-2 en condiciones inflamatorias, decidimos
investigar la capacidad de WISP-2 para modular la respuesta catabolica e inflamatoria a

través de experimentos de pérdida de la funcion. Asi, encontramos que el silenciamiento
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génico de WISP-2 aumentaba la expresion de enzimas degradativas del cartilago
(MMP-13, ADAMTS-5), citoquinas inflamatorias (IL6 e IL1p) y quimioquinas (IL8).

Dado que el silenciamiento de WISP-2 aumenta la expresion de MMP-13 e
IL1B, nos decidimos a estudiar si la pérdida de WISP-2 incrementaba sinérgicamente la
expresion de MMP-13 inducida por IL1B. Nuestros resultados mostraron un efecto
sinérgico de IL1p y el silenciamiento génico de WISP-2 tanto en la expresion de las
enzimas MMP-13 y ADAMTS-5 como en las citoquinas IL6 e IL8. Teniendo en cuenta
el aumento de estos factores catabolicos e inflamatorios cuando se disminuye la
expresion de WISP-2 mediante silenciamiento y el aumento de la expresion de WISP-2
en cartilago OA en comparacion con cartilago sano (129), la regulacion al alza de esta
adipoquina en OA podria implicar un intento de los condrocitos por compensar el
catabolismo con el fin de frenar la degradacion del cartilago.

WISP-2 es una proteina inducida por Wnt-1, por tanto, la activacion de la ruta
canonica de Wnt incrementa su expresion. Ademas, WISP-2 activa Wnt en células
mesenquimales, impidiendo el proceso de diferenciacion a adipocitos (115). Por ello,
hemos estudiado si la ruta de Wnt/B-catenina estaba implicada en el catabolismo
inducido por el silenciamiento de WISP-2. Trabajos publicados recientemente
demuestra la relacion entre la ruta Wnt y la regulacion de la expresion de MMP-13
(124,214). En contraste con el papel de la ruta de Wnt/B-catenina en condrocitos
murinos, Ma et al. ha proporcionado pruebas de la funcion anti-catabolica de esta via
mediante la inhibicion de la expresion de MMP-13 en condrocitos humanos. La
activacion de la via canénica de Wnt por BIO (un inhibidor de GSK3p) disminuye
significativamente la expresion de MMP-13 (124). Nuestros datos mostraron como el

tratamiento con BIO disminuia significativamente la expresion de marcadores
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catabolicos, en concordancia con los resultados de Ma et al (124). Ademas, la
activacion de Wnt/B-catenina disminuye hasta niveles basales la expresion de las
enzimas degradativas y las citoquinas inducidas por IL1B y/o el silenciamiento de
WISP-2.

Por tanto, tomando todos estos datos en contjunto se puede deducir que la falta
de WISP-2 podria afectar al estado de activacion de la ruta candnica de Wnt y resultar

en un incremento del catabolismo del cartilago (119).

SECCION C: CONTAMINANTES AMBIENTALES. NDL-PCBs

Los contaminantes organicos persistentes, como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos y los PCB, interactian con las células del sistema esquelético y afectan
negativamente a su desarrollo (215). Sin embargo, la relacion entre la exposicion a
contaminantes ambientales y la incidencia de enfermedades reumaticas ha sido
escasamente estudiada. Estudios sobre la contaminacion del aire y la artritis reumatoide
no logran esclarecer dicha asociacion (216). Solamente los PCBs estan asociados con la
artritis reumatoide y la artrosis (188).

Las alteraciones en los mecanismos de apoptosis de los condrocitos estan
fuertemente relacionadas con la degradacion de la matriz extracelular en el cartilago en
la patogénesis de la artrosis (19). Diferentes trabajos describen la induccién de muerte
celular por parte de los NDL-PCBs en distintas lineas celulares, como macréfagos
(172), células de higado, células de rifién (217) o células neuronales (218,219). Hasta la
actualidad no existen estudios en la literatura que evallen los efectos de los NDL-PCBs

sobre los condrocitos, y sélo recientemente, Lee y Yang han demostrado que el DL-
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PCB 126 ejerce un efecto pro-apoptético en los condrocitos mediada por la generacion
de ROS (220). Por lo tanto, en el presente trabajo se ha estudiado el impacto de los
NDL-PCBs 101, 153 y 180 sobre la viabilidad celular de los condrocitos. Este es el
primer estudio que muestra una reduccion dosis dependiente de la viabilidad de los
condrocitos de raton ATDC5 y de los condrocitos humanos T/C-28a2 tras la exposicion
a tres NDL-PCBs diferentes (PCB 101, PCB 153, y PCB 180) a través de la
participacion de mdltiples procesos que controlan la muerte celular: la apoptosis, la
necrosis y el estrés oxidativo.

Todos estos procesos de muerte incluyen un espectro de eventos celulares que se
superponen parcialmente (150). Por tanto, se tuvo especial cuidado para obtener
informacion sobre los mecanismos de muerte celular provocados por NDL-PCBs,
utilizando diferentes enfoques.

A fin de evaluar si los NDL-PCBs inducen apoptosis en los condrocitos, se
evalud la activacion de la caspasa-3. De hecho, la activacion de la via apoptotica, por la
escision proteolitica de la pro-caspasa-3, se considera un punto clave en la apoptosis y
un marcador de su induccion. Nuestros datos demuestran claramente que la exposicion a
NDL-PCBs aumentaba la expresion de caspasa-3 procesada, lo que sugiere que la
apoptosis también contribuia a la muerte celular de los condrocitos expuestos a NDL-
PCBs. La muerte celular programada esta mediada por las vias intrinseca y extrinsecas;
la via intrinseca, también denominada apoptosis mediada por la mitocondria, se regula a
través de miembros de la familia Bcl-2 (221). En particular, dos proteinas contrapuestas,
la anti-apoptética Bcl-2 y la pro-apoptética Bax, desempefian un papel clave en la

activacion de la via intrinseca (222). En nuestro estudio, se observé una disminucion del
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ratio Bcl-2/Bax, lo que sugiere que los NDL-PCBs activaban la via intrinseca de la
apoptosis.

Nuestros resultados estdn en concordancia con los trabajos publicados por An et
al. y Santiago et al., donde se describe la induccion de la apoptosis a través de la via
Bcl-2/Bax por exposicion a PCBs (223,224). En particular, en el estudio de Ferrante et
al., se demuestra la participacion de la via intrinseca de la apoptosis inducida por NDL-
PCBs en J774A.1 macrdfagos murinos (172).

Estudios anteriores han demostrado que la activacion de la MAP quinasa p38
puede conducir al incremento de la expresion de Bax, asi como de la reduccion de Bcl-2
y la liberacion del citocromo c al citoplasma (225-227). En nuestras condiciones
experimentales, se observd un aumento dosis dependiente en la fosforilacion de p38,
acompafiado de una disminucion del ratio Bcl-2/Bax, ante la exposicion a NDL-PCBs.

Multiples estudios sugieren que el estrés oxidativo podria ser otro componente
relevante en la patogénesis de la artrosis (228). En realidad, el estrés oxidativo produce
dafos en el ADN mitocondrial, lo que resulta en apoptosis y senescencia. Por lo tanto,
decidimos evaluar la potencial participacion del dafio oxidativo en la apoptosis inducida
por NDL-PCB. Nuestros resultados mostraron que la exposicion de los condrocitos a los
NDL-PCB produce un aumento del estrés oxidativo, a traves de la reduccion de su
capacidad antioxidante.

Aunque los datos mostrados en este trabajo necesitan ser validados en
experimentos in vivo, nuestros resultados sugieren un potencial papel de los
contaminantes policlorados en la patogénesis de la artrosis a través de la induccion de la

apoptosis de los condrocitos. Este hecho puede ayudar a definir las bases a través de las
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cuales los contaminantes ambientales pueden contribuir a la patogénesis y/o progresion

de enfermedades reumaticas.
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Conclusiones

SECCION A: NUEVAS ADIPOQUINAS. LA PROGRANULINA

1. La expresion de PGRN aumenta durante el proceso de diferenciacion de las
celulas ATDC-5 en condrocitos maduros.

2. La expresion de PGRN en grasa infrarrotuliana y membrana sinovial
procedentes de pacientes OA esta elevada en comparacion con los respectivos
tejidos de individuos sanos.

3. Las citoquinas TNFa e IL1B inducen la expresion de PGRN como respuesta
adaptativa al estado inflamatorio.

4. La PGRN limita la expresién de mediadores inflamatorios, moléculas de
adhesion y enzimas implicadas en la degradacion del cartilago en condrocitos
tratados con IL1B y LPS.

5. El efecto anti-inflammatorio de la PGRN esta mediado, al menos en parte, por

TNFR1.

SECCION B: NUEVAS ADIPOQUINAS. WISP-2

1. Laexpresion de WISP-2 varia durante el proceso de diferenciacion de las células
ATDC-5.

2. Las citoquinas TNFa e IL1B reducen la expresion de WISP-2 en la linea de
condrocitos humanos T/C28a2.

3. El silenciamiento génico de WISP-2 estimula el catabolismo de los condrocitos.

4. El efecto pro-catabolico de la falta de WISP-2 esta mediado, al menos en parte,

por la via canonica de Wnt.
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SECCION C: CONTAMINANTES AMBIENTALES. NDL-PCBs

1. Laexposicion a NDL-PCBs reduce la viabilidad celular de los condrocitos.
2. La muerte celular inducida por NDL-PCBs implica mecanismos de apoptosis,

necrosis y estrés oxidativo.

3. La induccion de la via intrinseca de la apoptosis esta mediada por la

fosforilacion de p38.
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