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RESUMO

7z

Introducién e obxectivo: A artrose € unha alteracion tisular nas
articulacions sinoviais caracterizada principalmente pola destrucion da
cartilaxe. Actualmente os tratamentos céntranse en aliviar a dor, por iso
xurde cada vez mais terapias alternativas baseadas en principios activos
naturais. Os fucoidanos, polisacéridos presentes en algas pardas e alguns
invertebrados, son un bo candidato para ser unha destas terapias
alternativas contra a artrose polas suas propiedades antiinflamatorias,

antioxidantes e antifibréticas atopadas noutras patoloxias.

Metodoloxia: As células articulares cultivaronse baixo diferentes doses de
fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus, Undaria pinnatifida e
Macrocystis pyrifera. A continuacion, valorouse as stUas capacidades para
modular a inflamacién inducida por IL-13 a través da expresion xénica de
II-6, 1-8 e Cox-2, da liberacién extracelular de IL-6 e da localizacién por
inmunoflourescencia de NF-kB. O estrés oxidativo e a resposta antioxidante
dos fucoidanos foi avaliada mediante a producion de NO e HO-1,
respectivamente. Por Ultimo, o seu papel fronte a activacion da fibrose
sinovial inducida por TGF-B foi estudada a través de ensaios de
proliferacion, invasion e cicatrizacién, asi como a expresion xénica dos

compofientes da matriz extracelular (colaxeno | e Ill) e plod2.

Resultados: Os resultados mostran a capacidade dos fucoidanos para
modular procesos catabdlicos comunmente observados nas células
articulares artrésicas. Destaca Undaria pinnatifida como antiinflamatorio,
antioxidante e antifibrotico. Ainda asi, tanto Fucus vesiculosus como
Macrocystis pyrifera modulan tamén certas rutas metabolicas nos dous
tipos celulares estudados: Fucus vesiculosus reduce significativamente a
liberacién de NO en sinoviocitos e Macrocystis pyrifera reduce a liberaciéon
de IL-6 en condrdcitos. Finalmente, observouse que a dose 5ug/ml é a mais
efectiva para exercer actividades antioxidante en todos os fucoidanos,

mentres que a dose 30 pug/ml mostra unha maior capacidade antifibrética.
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Conclusion: Os fucoidanos testados Fucus vesiculosus, Undaria
pinnatifida e Macrocystis pyrifera tamén actian como antiinflamatorios,
antioxidantes e anti-fibréticos a distintos niveis metabdlicos nas células
articulares artrésicas. Polo tanto, 0os nosos resultados suxiren os fucoidanos
son potenciais tratamentos alternativos contra os fenotipos catabdlicos

celulares dados nas células artrésicas.

RESUMEN

Introduccion y objetivo: La artrosis es una alteracion tisular en las
articulaciones sinoviais caracterizada principalmente por la destruccion del
cartilago. Actualmente los tratamientos se centran en aliviar el dolor, por
es0 aparecen cada vez mas terapias alternativas basadas en principios
activos naturales. Los fucoidanos, polisacaridos presentes en algas pardas
y algunos invertebrados, son un buen candidato para ser una de estas
terapias alternativas contra la artrosis por sus propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y antifibréticas encontradas en otras

patologias.

Metodologia: Las células articular se cultivaron bajo diferentes dosis de
fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus, Undaria pinnatifida y
Macrocystis pyrifera. A continuacion, se valor6 sus capacidades para
modular a inflamacién inducida por IL-1f3 a través de la expresion génica
de II-6, II-8 y Cox-2, de la liberacion extracelular de IL-6 y de la localizacion
por inmunoflourescencia de NF- kB. El estrés oxidativo y la respuesta
antioxidante de los fucoidanos fue evaluada mediante la produccién de NO
y HO-1, respectivamente. Por ultimo, su papel frente a activacion de la
fibrosis sinovial inducida por TGF-8 fue estudiada a través de ensayos de
proliferacion, invasién y cicatrizacion, asi como la expresion xénica de los

componentes de la matriz extracelular ,
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Resultados: los resultados muestran la capacidad de los fucoidanos para
modular procesos catabolicos comunmente observados en células
articulares artrosicas. Destaca Undaria pinnatifida como antiinflamatorio,
antioxidante y anti-fibrético. Aun asi, tanto Fucus vesiculosus como
Macrocystis pyrifera modulan también ciertas rutas metabdlicas en los dos
tipos celulares estudiados: Fucus vesiculosus reduce significativamente en
sinoviocitos la liberacién de NO y Macrocystis pyrifera reduce liberacion de
IL-6. Finalmente, se observo que la dosis 5ug/ ml es la mas efectiva para
ejercer actividades antioxidante en todos los fucoidanos, mientras que la

dosis 30 pg/ml muestra una mayor capacidad antifibrética.

Conclusion: Los fucoidanos analizados Fucus vesiculosus, Undaria
pinnatifida y Macrocystis pyrifera también actian como antiinflamatorios,
antioxidantes y anti-fibréticos a distintos niveles metabdlicos en las células
articular artrosicas. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los
fucoidanos son potenciales tratamientos alternativos contra los fenotipos

catabdlicos celulares dados en las células artrésicas

ABSTRACT

Introduction and objective: Osteoarthritis (OA) is a tissue alteration in the
synovial joints characterized mainly by the destruction of cartilage. The
current treatments are focused on relieving pain. Thus, there is a growing
interest on alternative therapies based on natural active ingredients.
Fucoidans, polysaccharides extracted from brown algae and some
invertebrates, are a good candidate to be one of these alternative therapies
against OA due to their anti--inflammatory, antioxidantedant and antifibrotic

properties found in other pathologies.

Methodology: Articular cells were cultivated under different doses of

fucoidans. Their biological propierties were evaluated to modulate IL-1p-
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induced inflammation through 1I-6, 1I-8 and Cox-2 gene expression, IL-6
extracellular release and NF-kB translocation. Oxidative stress and
antioxidantedant response were evaluated by the production of NO and HO-
1, respectively. Finally, profibrotic pathways were activated in synoviocytes
by TGF- through proliferation, invasion and wound repare, as well as gene

expression of matrix.

Results: results show the ability of fucoidans to modulate catabolic
processes commonly observed in OA articular cells. Undaria Pinnatifida
stands out as anti--inflammatory, antioxidantedant and antifibrotic. Even so,
both Fucus vesiculosus and Macrocystis pyrifera also modulate metabolic
pathways in the both cells studied: Fucus vesiculosus significantly reduces
the levels of NO relased in synoviocytes, and Macrocystis pyrifera reduces
the levels of IL-6 relased. Finally, we observed that the 5ug/ml dose is the
most effective antioxidantedant, while the 30ug/ml dose shows a higher

antifibrotic capacity.

Conclusion: Fucoidans analyzed, Fucus vesiculosus, Undaria pinnatifida
and Macrocystis pyrifera also act as anti--inflammatory, antioxidantedants
and anti-fibréticos to different metabolic levels in OA joint cells. Therefore,
our work suggest that the fucoidans are a potential alternative treatments

against catabolic phenotype in OA articular cells.

\



1. INTRODUCCION

1.1 A articulacioén: Articulaciéns sinoviais.

Os 6sos do noso corpo e do resto dos mamiferos mantefien a stia cohesion
entre eles grazas a un conxunto de tecidos. A este conxunto daselle o nome
de articulacién. Ainda que o termo fai unha maior referencia ao sistema
locomotor, € importante destacar que hai articulacions con moi diferente
grado de movemento. As articulacions clasificanse en 3 tipos segundo a
natureza dos tecidos que a compofien: fibrosas, cartilaxinosas e sinoviais.
As de menor ou escasa locomocién corresponden as articulaciéns de tecido
conxuntivo de tipo fibroso e sen cavidades articulares. Podemos atopalas
entre 0s 0sos que forman o cranio. Seguindo na escala ascendente de
mobilidade, as articulacions cartilaxinosas son semi-mobeis e sen cavidade
articular. Os discos intervertebrais estan unidos por este tipo. E, por ultimo,
o mais sofisticado, as articulacion sinoviais, con alta capacidade de
movemento, con cavidade articular e con cartilaxe hialino recubrindo as
superficies 6seas ! (FIGURA 1).

A articulacion sinovial componse por diversos tecidos e sustancias que
dotan a esta dunha gran motilidade. Esta articulacibn organizase en
capsula externa, membrana sinovial, cavidade sinovial co liquido sinovial,
cartilaxe hialino, ésos e ligamentos. A articulacion mais complexa do corpo
humano é o xeonllo (FIGURA 1), a sua funcion principal € soportar o peso
do corpo mentres corre, camifia ou estd de pé, polo que debe ser moi
estable. Hai tres 6sos que se unen no xeonllo: o fémur, a tibia e a rotula,
entre ambos 6sos localizase o menisco, que evita a friccion de ambos e
amortece as forzas de compresion que se producen ¢ saltar. A cartilaxe
cubre as cabezas dos 6sos e a sua funcion é absorber as presions
exercidas sobre ela. Toda a articulacion esta recuberta pola capsula
articular, cuxa capa interna denominase membrana sinovial. Nesta capa
producese o liquido sinovial, que lubrica a articulacion e a nutre. A
estabilidade do xeonllo esta determina tamén da pola accién dos masculos

e os ligamentos incrustados nos distintos 6sos 2.
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FIGURA 1. (A) Tipos de articulacions sinoviais, : Periostio
localizadas no: A cébado (a) , ombreiro (b), cadeira ks ",' Médula 6sea
GRIA
(c), boneca da man (d) e columna vertebral (e). Imaxe R amarela

Capsula

extraida e modificada de Richard L. Drake, 2015 (B)

Estrutura da articulacién sinovial do xeonllo. Imaxe Membrana sinovial

Cavidade sinovial

extraida e modificada de Anthony Mescher, 2016 3 4
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1.2 A Cartilaxe nas articulacions sinoviais

Unha das capas comuns de todas as articulaciéons do corpo (articulaciéns,
discos intervertebrais, traquea ou nariz) € a cartilaxe. A cartilaxe € un tecido
conectivo viscoelastico, avascular e aneural polo que necesita o aporte
nutritivo que lle proporciona o liquido sinovial. A cartilaxe pode presentarse
en 3 formas diferentes dependendo da localizacion: fibrocartiliaxe, cartilaxe

elastica e hialino.

A cartilaxe hialino recubre os 6sos das articulacién sinoviais. O compofiente
principal deste tecido é a auga, que actla como amortecedor de presions.

Outros compoiientes son os proteoglicanos, glucosaminoglucanos, acido
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hialurénico, ou colaxeno. Asi mesmo, o 50% do peso seco da cartilaxe &
colaxeno Il (FIGURA 2). 56

Nesta cartilaxe estan embebidos os condrdcitos, o Unico tipo celular deste
tecido (FIGURA 2), os cales son o0s responsables da sintese dos
comporfientes da matriz extracelular (CME) tales como o colaxeno Il e

proteoglicanos. >°

A

Zona superficial — = g - ”’ — Paralelo

Zona media — ., — Isotrépico

Zona profunda —. [ N — Perpendicular

— Oso subcondral

Condrocito @
Colaxeno .-

FIGURA 2 (A) Estrutura da cartilaxe hialino. Estratificada en 3 zonas sobre o 6so
subcondral: superficial, media e profunda. A disposicidon do coldxeno e condrécitos varia
segundo o estrato. (B) Imaxe histoldxica da cartilaxe tinguida con safranina-O. Nela
observase os condrdcitos tinguidos en negro (Ch) rodeados pericelularmente dun
glucocalix (Pg) e unha cépsula (Pc). De vermello estd coloreado a matriz territorial e

interterritorial (TM e IM). Imaxes extraidas de Camarero-Espinosa et al., 2016 6

1.3 O tecido sinovial nas articulaciéns sinoviais

O tecido sinovial é un tecido conectivo presente exclusivamente nas
articulacions sinoviais. O tecido sinovial € o encargado de lubricar e limitar
a friccion e desgaste da cartilaxe ademais de manter a composicion e
volume do fluido sinovial. A membrana sinovial presenta invaxinacions ao
longo da sua extensién e dividese en dlas capas, a intima e sub-intima
(FIGURA 3). A membrana intima presenta dous tipos celulares que se
distinguen pola sua morfoloxia e funcién. Atopamos por tanto sinoviocitos

tipo A, pouco abundantes (20%) responsables da fagocitosis, e o0s
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sinoviocitos tipo B ou fibroblastos (70%), responsables de segregar acido
hialurénico, colaxeno, fibronectina e outros CME. Por outra banda, a capa
sub-intima conecta directamente coa cdpsula articular. Esta componse por
vasos sanguineos e linfaticos, elementos do sistema inmune como

macrofagos ou mastocitos, e fibras elasticas.

O liquido sinovial é producido polos sinoviocitos tipo A. Este fluido contén
citoquinas, factores de crecemento, glicidos, lipidos, proteinas e CME
dirixidos ao mantemento dos condrOcitos e da matriz extracelular da
cartilaxe. Polo tanto, a membrana sinovial xoga un papel importante no
mantemento da articulacion, polo que un fallo na sua funcionalidade ou na
sUa estrutura poden desencadear artropatias como a artritis reumatoide ou

artose

FIGURA 3. Corte histoléxico de

.[' A S S e Do una  membrana  sinovial,

| T oS . e \ tinguida con hematoxilina-eosina
2 = 5 S R R / a 20 aumentos. Revestimento de
i el L o\ \ sinoviocitos (S) na capa intima (1).

SI 4 ’ ' , A capa sub-intima (SI) formado
A por tecido conxuntivo laxo (T

(6 A conj) con secciéns capilares (C).

L ; y : / Imaxe extraida e modificada de
Ea et al., 2008 10

1.4 A artrose

A artrose ou osteoartritis (OA) é unha alteracion nas articulacions sinoviais
fundamentada principalmente no catabolismo da cartilaxe. A artrose pode
afectar as estruturas préximas, como poden ser o 0so subcondral, tecido
sinovial, ligamentos, musculo ou menisco (FIGURA 4). A artrose esta
causada por moitos factores (factores xenéticos, inflamatorios, mecanicos
ou metabdlico) que inician un desequilibrio no catabolismo e anabolismo do

tecido cartilaxinoso 11-13,
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Na actualidade, non existen farmacos que curen a artrose, pero hai
medicamentos que son Utiles para controlar a dor e mellorar a
funcionalidade da articulacion de doentes con artrose: analxésicos,
antiinflamatorios, condroprotectores e terapia intraarticular. Todos estes
tratamentos tefien baixos efectos secundarios. O problema é a
incompatibilidade destes farmacos con outros receitados a persoas

maiores, por exemplo os anticoagulantes 4.

FIGURA 4. (A) Tecidos do xeonllo afectados
pola artrose: atrofia muscular, re-modelaxe

6sea e esclerose, destrucion da cartilaxe,

Atrofia
muscular

Remodelamentc  dan0 nNOS meniscos. Imaxe extraida e
oseo e

esclerose modificada de Blanco, 2018 15 (B) Cortes

Destrucion da
cartilaxe

hipertrofia sinovial, disfuncion dos ligamentos ou

histoloxicos da cartilaxe (esquerda) e do
tecido sinovial (dereita) normais e
artrésicos. Imaxes extraidas e modificadas de
Kong et al., 2017 16
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1.4.1 Inflamacién nos tecidos articulares artrosicos

A inflamacion é unha resposta inmune a patéxenos ou anomalias nas
células e que xoga un papel importante na artrose. A inflamacion eleva os
niveis de citoquinas proinflamatorias que activan o sistema inmune innato
composto por células fagociticas como macrofagos ou neutrofilos. IL-1, 1I-6
ou o factor de necrosis tumoral (TNFa) son unhas destas citoquinas
responsable da estimulacion destas células. Estas citoquinas activan nas
células rutas inflamatorias coma a modulada por NF-kB, (factor nuclear
potenciador das cadeas lixeiras kappa das células B activadas). NF-kB é
un factor nuclear que se atopa secuestrado no citoplasma e que transloca
0 nucleo en presenza destas citoquinas para activar a transcricion de xenes

involucrados en respostas proinflamatorias e catabdlicas. 1718

O mantemento da cartilaxe basease nun balance metabdlico equilibrado
nos condrdcitos. O fenotipo dos condrdcitos poder variar segundo as
condicions fisioléxicas ou de estrés: fenotipo condroblastico (expresa os
tipos de colaxeno Il e 1ll), fenotipo anabdlico (mantefien e rexenera o CEM
sintetizando colaxeno Il e proteoglicanos), un fenotipo catabdlico (expresa
encimas proteoliticas en resposta a factores proinflamatorios como el TNF-
a, interleucina IL-1 ou éxido nitrico (NO)), un fenotipo hipertrofico (expresa
colaxeno X e é caracteristico da zona profunda da cartilaxe) e finalmente o
ualtimo fenotipo, o fibroblastico (repara o cartilaxe expresando colaxeno |I).
Na artrose observase un aumento do fenotipo catabdlico dos condrdcitos,
gue ademais de expresar citoquinas proinflamatorias, producen un elevado
namero de metaloproteasas. As metaloproteasas son sintetizadas por
condrdcitos en resposta a estimulos inflamatorios, incluindo IL-1 B, TNF-a
e NO. Unha das familias de metaloproteasas mais relevantes na artrose e
a colaxenasa 3 (MMP-3) que degrada o principal compofiente da cartilaxe,

o colaxeno 11.1°

A inflamacion tamén xoga un papel importante na membrana sinovial, o cal
caracterizase por un tecido altamente vascularizado e hiperplasico. Estes

procesos poden finalmente, 6 non ser controlados, derivar en fibrose
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(FIGURA 4). Unha das consecuencia destes cambios na membrana
sinovial € un aumento do nimero de leucocitos e macréfagos en resposta
a adhesion das citoquinas aos receptores de membrana dos sinoviocitos °.
Os receptores do sinoviocito son un dos principais mecanismos de
modulacidon das respostas proinflamatorias, tales como os receptores de
interleucinas IL-1, que inducen un efecto catabdlico mediante a producién
de interleucinas (IL-6, IL-8, IL-15) ou prostaglandinas (PGE2). As
prostaglandinas poden ser sintetizadas polas duouas isoformas da
ciclooxigenasa, COX-1 (constitutiva) e COX-2 (inducido por citoquinas

como IL-1) 2021,

Pola contra, as citoquinas IL-4, IL-10 e encimas coma a Hemoxigenasa-1
(HO-1) actian como mediadores antiinflamatorios, contrarrestando o
efecto catabdlico tanto no sinovio coma na cartilaxe. O equilibrio entre a
liberacion de mediadores proinflamatorios e as respostas antiinflamatorias
xogan un papel importante no balance entre a formacion e destrucion da
matriz extracelular dos tecidos. Na artrose este equilibrio vese danado

afectando 6 bo funcionamento dos tecidos (FIGURA 5) 8
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FIGURA 5. Relacion entre a inflamacién sinovial e a artrose. A inflamacién sinovial
provoca unha degradacion do cartilaxe (artrose) mediada por citoquinas proinflamatorias
como IL-1,IL-6, IL-8 0 NO. Imaxe extraida de Mathiessen y Conaghan, 2017 °
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1.4.2 Estrés oxidativo nos tecidos articulais artrosicos

O estrés oxidativo dase como consecuencia dun desequilibrio entre a
producion e a destrucion das especies reactivas de osixeno (ROS). Unha
sintese descontrolada de ROS poder provocar danos nas mitocondrias, nos

lipidos de membrana, nos acidos riboxidonucleicos e nas proteinas 2.

As proteinas nitradas son unha das consecuencias dos danos provocados
por este estrés oxidativo. Estas proteinas andmalas provefien da sta
oxidacion por parte de radicais como os peroxidonitritos que son o resultado
da reaccion entre o 6xido nitrico (NO) e ROS. O NO é sintetizado pola Oxido
Nitrico Sintasa inducida (INOS) en presenza de citoquinas proinflamatorias
como IL-1, TNFa e interferons. Polo tanto, a inflamacién nas células
indirectamente provoca na célula un estrés oxidativo grazas 6 aumento do
NO. 23

1.4.3 Fibrose no tecido sinovial artrésicos

A fibrose sinovial caracterizase por unha acumulacién de células sinoviais
fibroblasticas (FLS) que producen grandes cantidades de CME formando
unha estrutura rixida denominada pannus (FIGURA 6). Un dos factores que
participan neste cambio na membrana sinovial é o Factor de Crecemento
Tumoral TGF-B. Este factor de crecemento activa unha cascada de
respostas que desencadean nun aumento da proliferacién, da deposicion
de CME (por exemplo, fibronenctina e, colaxeno | ou lll) e da capacidade
invectiva. TGF- tamén induce a inhibicion das metaloproteasas evitando

asi a destrucién do pannus. 24
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1.5 Potenciais dianas terapéuticas contra as enfermidades

reumaticas.

Na actualidade non existe ningun tratamento que reverta os danos
causados na articulaciéon pola inflamacion, estrés oxidativo ou a fibrose. As
investigacions recentes unicamente conseguiron aportar tratamentos
paliativos que reducen a sintomatoloxia pero non reverten estes procesos
26 (FIGURA 7). A necesidade de atopar un tratamento mais efectivo pero
que tamén sexa mais barato e con menos efectos secundarios levou a
moitos investigadores a buscar farmacos non sintéticos, terapias
alternativas naturais procedentes de animais, plantas, algas ou
microorganismos. Estes tratamentos ainda estanse a investigar e o seu
alcance ainda é paliativo, polo que o obxectivo a longo prazo é atopar novas

dianas naturais non so paliativas sendn tamén curabel.

Extractos de Andrographis paniculata 2’ ou Tripterygium wilfordii son un
destes exemplos de terapias alternativas 28. Os efectos destas plantas
inhiben a migracion e invasion das células da membrana sinovial. Outros
compostos extraidos tamén de plantas e con potenciais propiedades
antifibréticas son o Acido Betulinico 2, o Kaemferol 3° ou a Oxymatrina 32.
A Oxymatrina, é un alcaloide extraido da raiz de Sophora flavescens e ten

ademais propiedades antiinflamatorias, inhibe o factor de transcricion de
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xenes profibroticos catabdlicos NF-kB. Outros compostos antiinflamatorios
son o Resveratrol, un fenol natural presente en uvas e baias que tamén
modulan a resposta inhibindo a ruta COX2/PGE2 e a NF-kB 2. As algas
tameén presentan compostos cuxas propiedades son de gran interese no
campo da reumatoloxia. Macroalgas como Turbinaria ornata, destacan por
posuir compostos con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes e
inmunomoduladoras 23. In vivo, extractos de polisacaridos sulfurados de
baixo peso molecular (0,5KDa) extraidos da macroalga parda Cladosiphon
okamuranus conseguiron reducir os niveis de leptinas e IL-1 nos ligamentos
e no menisco artrésico-inducidos en ratas obesas 34. Estes polisacaridos

sulfurados son caracteristicos de algas pardas e denominanse fucoidanos.

En resumo, as novas dianas terapéuticas focalizanse, entre outras, no
control da inflamacién, na destrucién da cartilaxe ou na dor mediante

tratamentos naturais. 26:3°

Controlling inflammation: | Targeting articular cartilage:

TNF-a inhibitors (Adalimumab, MMP inhibitors (Aflapin®, Derivative 38,
Infliximab, DLX105) Pycnogenol®)

IL-1 inhibitors (AMG108, ADAMTS inhibitors (Aggrecanase-2,
Canakinumab, ABT-981, Anakinra, | CRB007, GSK2394002, AGG-523)
Gevokizumab) Growth factor (FGF18, TGF-B, BMP)

Methotrexate | Cathepsin-k inhibitors (Balicatib, MIV-
Polyphenols | 711)
Limonene = Whnt/B-catenin pathway inhibitors
Licofelone (Fluoxetine, SM04690, XAV-939)
VEGF inhibitors
DDRs and IKK inhibitors
Diacerein
NO inhibitors
Relieving pain: -
Selective COX-2 inhibitors (Etoricoxib,
celecoxib, vitacoxib) NOT FOR MEDICAL USAGE Targeting subchondral bone:
Tanezumab {] ! Stontum ranelate
Duloxetin ‘ Bisphosphonates (Zoledronic,
FX006 Risedronate, Clodronate, Alendronate,
Tapentadol Neridronate)

Calcitonin
Estrogen & Estrogen receptors

FIGURA 7. Dianas terapéuticas contra as enfermidades reuméticas centradas no
control dainflamacién, nador e no desgaste da cartilaxe e do 6so subcondral. Estas
dianas son inhibidores de mediadores que participan na artrose (IL-1, COX-2, factores de

crecemento como o TGF-B, ou metaloproteasas.). Imaxe extraida de Zhu et al., 2018 26

10
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1.5.1 Os fucoidanos. Estrutura e propiedades bioloxicas.

Os fucoidanos son polisacéridos con duas cadeas principais sulfatadas nos
carbonos 2 e 3. O principal monosacarido € L-fucosa-4-sulfato aos que se
engaden outros compofientes como &acido urénico, galactosa, xilosa,
manosa, ramnosa, glucosa ou arabinosa (FIGURA 8). Os fucoidanos
atopanse nas paredes celulares das algas pardas e en alguns
invertebrados marifios. Os fucoidanos son unha estrutura complexa que
diverxe quimicamente entre especies, e incluso entre individuos da mesma.
A rexién o habitat ou método de extraccidn son outros factores que inflien
na composicion. Por exemplo, a cantidade e a estrutura dos fucoidanos

varia entre estacions e entre especies segundo Fletcher et al., 2017 36

FIGURA 8. Estrutura molecular do fucoidano Fucus

vesiculosus. Imaxe extraida de Catarino et al., 2018 37

As algas pardas utilizan este composto como proteccibn contra o
desecamento, pero na clinica destacan por outras propiedades (FIGURA
9). De este forma os fucoidanos promoven ou inactivan distintas cascadas
involucradas na expresion de xenes do metabolismo celular tal y como se
mostra na FIGURA 10. Estes polisacaridos son polo tanto un potente
antiinflamatorio, pero ademais son bos anti-anxioxénicos , antioxidantes e
antivirais polo que estanse a estudar o seu uso contra o cancro,
enfermidades intestinais, sindromes metabdlicos, ou enfermidades 6seas
como a osteoporosis, entre outras 3840

Antitumor
Antioxidant

FIGURA 9. Propiedades bioléxicas R — ey T
. Antiviral
dos fucoidanos. Destacan nas Anti-inflammatory

Biological activities

patoloxias  articulares ~ por  Ser | offucoidan
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Alleviate metabolicsyndrome
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Polo tanto, tendo en conta estas propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes e antifibroticas dos fucoidanos observadas noutros estudos,
nos propofiemos con este traballo valorar as propiedades bioldxicas dos
fucoidanos extraidos de Fucus vesiculosus, Undaria pinnatifida e
Macrocystis pyrifera en células sinoviais e condrécitos de pacientes con

artrose.

Freeradicals Inflammatory stimuli Free radicles, allergens and
inflammatory mediators etc.

T, VF, VR, VT, T, VL UV O, VU, YV, VR, W, G VR, R, T, T, W, VAT, VR, P, TR, O, O, VW L WO VG WO N Y VW0 W, W, G OV TR, T8 W VTG, VIS O T, VTR, T, T, W VR, VRS, ¥, W TV, )

I Inhibition by fucoidan % Activation by fucoidan

FIGURA 10. Mecanismos de accién moleculares dos fucoidanos no interior das
células. Os fucoidanos inhiben as rutas de HO-1 e bloquean as ruta do NO a distintos
niveis, asi como a expresion xénica de distintos mediadores proinflamatorios coma as
metaloproteasas, COX-2, IL-1 ou ROS. Imaxe extraida de Klettner, 2016 38

2 OBXECTIVOS

Obxectivo  principal: Estudar e comparar as propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes e anti-fibréticas dos fucoidanos Fucus
vesiculosus, Undaria pinnatifida e Macrocystis pyrifera en células

sinoviais e condrécitos de pacientes con artrose.

12
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Obxectivos especificos:

e Valorar os niveis dos mediadores proinflamatorios IL-6, IL-8, COX-2
e NF-kB en condrdcitos primarios procedentes de doentes artrésicos
estimulados con IL-1 e os fucoidanos.

e Valorar os niveis dos mediadores proinflamatorios IL-6, IL-8, COX-2
en sinoviocitos primarios procedentes de doentes artrésicos

estimuladas con IL-1 e os fucoidanos.

e Estudar a producion do mediador de estrés oxidativo NO e a
expresion da encima antioxidante HO-1 en células sinoviais
estimulados con IL-13 e os fucoidanos.

e Valorar o efecto de TGF-B na proliferacion, a invasion e a producion
de CME coma o colaxeno tipo | e Ill, e PLOD2 nas células sinoviais

e a slia modulacioén cos fucoidanos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Recollida de mostras

Os condrocitos e sinoviocitos foron extraidos da articulacions artrosicas de
xeonllo e cadeira procedentes de operacions cirarxicas (fracturas e
reemplazamentos articulares) no Complexo Hospitalario Universitario de A
Corufia (CHUAC). O numero de doantes foron 7 (4 mulleres e 3 homes). A
idade media dos doentes é de 77+13 anos. Todos 0s procesos levados a
cabo durante a investigacion respectaron as condicidns éticas propostas
na Lei 14/2007 da Investigacion Biomédica e na Declaracion de Helsinki.
Todas as mostras foron anonimas e procesadas baixo o consentimento do

doante e xurado por escrito no consentimento informado (ANEXO 1)

13
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3.2 Cultivo celular

Tal e como se describiu previamente '°, a mostra da cartilaxe articular
separouse do 0so0 mecanicamente e dixeriuse encimaticamente con
tripsina (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos) e colaxenasa tipo IV
(Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos). Os condrécitos xa libres
resuspendéronse en medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
(Lonza, Verviers, Bélxica) suplementado con 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Gibco, Life technologies, Pasley, Inglaterra) e penicilina e
estreptomicina (P/S) para evitar contaminacién bacteriana e funguica. Por
outro lado, a membrana sinovial separouse da articulacién e cortouse en
anacos pequenos. Estes anacos resuspendéronse nunha placa en medio
DMEM suplementado con 10% de soro bovino fetal SBF e P/S ata que as
células sinovias abandoaron o tecido e pasaron a superficie da placa. As
células xa illadas mantivéronse en cultivo durante semanas nunha estufa a
37 ° C cunha saturacion de dioxido de carbono (CO2) do 5%. Cando a
células chegaron a confluencia fixéronse subcultivos con tripsina (Gibco,
Life technologies, Pasley, Inglaterra). Os condrocitos usaronse para
experimentos no segundo subcultivo mentres que 0s sinoviocitos
empregaronse entre os subcultivos 3 e 8, e 0s sinoviocitos entre 3 e 8
veces. Antes de cada experimento depleccionaronse nun medio con menos
concentracion de SBF (DMEM 0,5% SBF) ata a confluencia (entre 24 e 48

horas).
3.3 Preparacion de estimulos: Fucoidanos, IL-1B e TGF- 8

Os fucoidanos empregados proceden de 3 especies diferentes de algas
pardas: Fucus: Fucus vesiculosus (20,7KDa) , Undaria pinnatifida
(51,7KDa) e Macrocystis pyrifera (176,4 KDa). As concentracions
ensaiadas foron 5 pg/mL e 30 yg/mL. A resposta inflamatoria simulouse
engadindo as células IL-18 (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos) na
concentracion 5 ng/ml e, para as respostas fibroticas engadiuse TGF-
(Abcam, Cambridge, Inglaterra) 10 ng/ml. Os medio de estimulacion foron

DMEM 0% SBF para condrdcitos e 0,5% SBF para sinoviocitos, agas no

14
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ensaio de ferida que se usou medio DMEM SBF 0% despois da ferida e no
ensaio de proliferacion DMEM 2% SBF-.

3.4 Analise da expresion xénica

Cultivdronse 250 mil células por pocillo en placas de 12 pocillos ata a
confluencia. Despois, estimularonse con fucoidanos, IL-1p /TGF-B durante
24 horas para os experimentos con condrécitos e 48 horas para o
experimentos con sinoviocitos. A andlise da expresion xénica das células
cultivadas comeza ca extraccibon e cuantificacion do ARN, a
retrotranscricion a ADN complementario (ADNc) e finalmente amplificanse

por unha reaccion en cadea da polimerasa a tempo real (QPCR).
3.4.1 Extracion do ARN

Seguindo o protocolo descrito 4!, o ARN extraeuse co Trizol reagent
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) que illa os acidos
nucleicos e lisa as células. Para a separacion de fases (acuosa-organica)
empregouse cloroformo. O ARN que quedou suspendido na fase acuosa
recuperouse con isopropanol e eliminouse os restos mediante lavados con

etanol e centrifugacions

3.4.2 Cuantificacion do ARN e eliminacién do ADN

A cuantificacién de ARN fixose nho NanoDROP ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific) e posteriormente concentraronse todas as mostras a 500 ng de
ARN. Os restos de ADN eliminaronse quentandose as mostras con ADNsa
no termociclador Gene Amp PCR system 9700 (Applied Byosistems,
California, Estados Unidos) a 37°C 30 minutos. A reaccion freouse
inactivando a encima con EDTA 65°C 10 minutos.

15
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3.4.3 Retrotranscripcion a cADN

Xa obtido o ARN libre de impurezas retrotranscribese para obter ADNc co
kit NZY First- Strand cADN Synthesis (Nzytech, Lisboa, Portugal). Seguiuse
0 protocolo desta casa comercial.

3.4.4 gPCR

As mostras co ADNc amplificaronse por PCR a tempo real con sondas
tagman, desefiadas especificamente para incrementar a especificidade. A
actividade exonucleasa 5-3'de a Tag polimerasa escinde a sonda xa
hibridada a secuencia diana. A sonda presenta en cada extremo un
fluoréforo e un quencher que cando estdn proximos este inhibe o
fluorocromo. A liberacion da sonda grazas a Tag polimerasa permite que o
fluorocromo escape do quencher e poida emitir sefial fluorescente. Este
sinal é recollida polo LightCycler 4800 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza).
A PCR midese en ciclos repetitivos: desnaturalizacion, hibridacion e
extension. A fluorescencia detectase na extensién. O ciclo no que o
aparello detecta por primeira vez sinal denominase CP, e é o dato que se
recolle para analizar a expresion xénica. Os datos foron normalizados
empregando un control de carga (HouseKeeping). O Housekeeping é un
xen que non esta modulado polos estimulos empregados. Os xenes
codificantes para HPRT e RPL13 foron os housekeeping empregados na
gPCR. HPRT foi o marcador referencia en sinoviocitos e RPL13 en
condrécitos. A secuencia dos cebadores empregados na gPCR madstranse
na TABOA 1.
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TABOA 1. Secuencia dos cebadores empregados na qPCR

XENE CEBADOR DIRECTO CEBADOR REVERSO
m CTTCACGCATCAGTTTTTCAAG TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC
GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA CTGCAGCCACTGGTTCTGT
GAGCACTCCATAAGGCACAAA ATGGTTCCTTCCGGTGGT
coL1At CTGGCCCCATTGGTAATGT ACCAGGGAAACCAGTAGCAC
- CTGGACCCCAGGGTCTTC CATCTGATCCAGGGTTTCCA
R crecccoammaTACATTGTAMA CCACAGTCGGGTCAGGAG
- CACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC TCCGGAGTAGGGGAGTCTTT
| HPRTI | CAAGCGGATGAACACCAAC TGTGGGGCAGCATACCTC

3.5 Analise dos niveis proteicos (Western Blot)

Cultivaronse 250 mil células por pocillo en placas de 12 pocillos ata a
confluencia. Despois, estimularonse con fucoidanos e IL-1B durante 24
horas. As células rompéronse cun tampon de lisis composto por un 98%
Tampon Tris HCI pH 8,8, 1% de PMSF e 1% dun cocktel de inhibidores de
proteasas. As mostras quentaronse a 100°C, centrifugaronse e se gardaron

a -20°C ata o seu procesamento.
3.5.1 Electroforese

As mostras novamente quentaronse a 100°C para permitir que as proteinas
perdan a conformacion e sexan mais accesibles 6 SDS do tampon de carga
(10 % SDS, 200mM Tris-HCI pH 6.8, 50 % glicerol, 0.1 % azul de
bromofenol e 10 % de B- mercaptetanol) previamente engadido. Logo, as
mostras corréronse nun xel de electroforese desnaturizante de
acrilamida/bisacrilamida (SDS-PAGE) 6 10%. As proteinas migraron do
polo negativo 6 positivo grazas 6 SDS que dota as proteinas das mostras
cunha carga negativa. A electroforese fixose nunha cubeta (Bio Rad,
California, Estados Unidos) a 80V 2 horas cun tampon de electroforese TAE
composto por Tris HCI, acetato e acido etilendiamino tetraacético (EDTA).

As bandas proteicas resultantes transferironse a unha membrana de

17



Efectos antiinflamatorios e antifibrdticos dos fucoidanos en células articulares artrdsicas

fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Millipore, Massachusetts, Estados
Unidos) preactivada con metanol. A efectividade da transferencia
comprobouse tinguindo a membrana cunha solucion de Vermello Ponceau

(Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos)
3.5.2 Inmunodetecion

A membrana bloquéase 1 hora e logo as proteinas de interese detectaronse
con anticorpos primarios incluidos na TABOA 2 diluidos en leite 0 5% toda
a noite. Logo, engadiuselles os anticorpos secundarios anti-coello e anti-
rato (tamén diluidos en leite) segundo a TABOA 2. As bandas detectaronse
por quimioluminiscencia co Luminata Classico Western HRP substrate
(Millipore, Massachusetts, estados Unidos,), no equipo Amersham imager
600 (GE Healthcare, Amershan, Reino Unido). A cuantificacion da
intensidade das bandas proteicas realizouse por densitometria co
programa informatico Image Quant 5.2 (GE Healthcare, Amershan, Reino
Unido). Os resultados foron normalizados medindo os niveis proteicos da
Tubulina (50 kDa). Empregouse a Tubulina porque a slUa sintese é

constante e non esta modificada polos estimulos (fucoidanos e IL-1()

TABOA 2. Diluciéns dos anticorpos empregados nainmunodetecion das proteinas

de interese: HO-1 e tubulina como normalizador de resultados.

Anticorpo 1° Anticorpo 2°
: Anti- Coello (GE
Anti- HO1 (Enzo)

Healthcare)

Dilucion 1:1000 Dilucion 1:1000
Anti- Tubulina (Sigma- .
: Anti- Rato
Tubulina Aldrich)

Dilucidén 1:2000 Dilucion 1:1000

3.6 Determinacion de NO

Cultivaronse 25 mil sinoviocitos por pocillo en placas de 96. Logo,
estimularonse con fucoidanos e IL-13 durante 48 horas. O reactivo de

Griess (Enzo, Life Science) detecta en soluciéon a presenza de nitritos
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organicos coma o Oxido Nitrico (NO). Os niveis de NO foron medidos por
absorbancia a 540 nm no NanoQuant Infinite M200 (Tecan, Mannedorf,
Suiza). Os datos obtidos foron estrapolados a unha curva estandard de
Nitrito Sédico (0,1-10 uM)

3.7 Determinaciéon de IL-6

Cultivaronse 25 mil células por pocillo en placas de 96 pocillos. Logo,
estimularonse con fucoidanos e IL-1B durante 48 horas. Retirouse o
sobrenadante previa centrifugacion e transferiuse a outra placa. Os
sobrenadantes gardaronse a -80°C. O IL-6 liberado nos sobrenadantes
detectouse mediante ELISA seguindo as instruciéns do kit comercial
DuoSet ELISA IL-6 (R&Dsystems, Mineapolis, Estados Unidos)
empregado. A absorbancia mediuse no NanoQuant Infinite M200 (Tecan,

Mannedorf, Suiza)
3.8 Inmunofluorescencia de NF-k@B

Cultivaronse 7 mil condrdcitos por pocillo en chambers de 8 pocillo. Logo,
estimularonse con fucoidanos e IL-1B durante 1 hora. Os cultivos fixaronse
en acetona e permeabilizaronse con PBS, Tween 6 0,2% e Triton. As
células incubaronse cun anticorpo monoclonal fronte a NF-kB (Santa Cruz)
diluido en PBS e ween 6 0,2% a unha relacién de 1:50 toda a noite. Despois
de repetitivos lavados incubouse o anti-corpo secundario anti--mouse
marcado con fluoresceina 30 minutos. Os nucleos foron tinguidos con 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) durante 2 minutos. Finalmente se montou en
glicergel (DAKO Real, Madrid, Espafia) e se visualizou 6 microscopio de

fluorescencia Olympus BX61 (Olympus Biosystems, Tokio, Japon)
3.9 Analise da capacidade prolifera

Cultivaronse 25 mil células por pocillo en placas de 96 pocillos ata a
confluencia. As células sinoviais foron estimuladas con fucoidanos e TGF-

B durante 48 horas en placas de 96 pocillos. A continuacion valorouse a
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proliferacion celular mediante o kit “BrdU Cell proliferation assay Kit" (Cell

signaling tecnology) e seguindo o seu protocolo.
3.10 Analise da capacidade invectiva

Cultivaronse 100 mil sinoviocitos por pocillo en placa de 24 pocillos con
fucoidanos e TGF-B. O ensaio de invasion realizouse en insertos de 8 pum
de poro sobre placas de 24 pocillos. O matrixel unha red proteica
xelatinosa que simula un tecido, incubouse 1 hora nos insertos para
facilitar a sua xelificacion sobre a membrana porosa do inserto. O cultivo
celular de sinoviocitos xa pretratado 48 horas cos fucoidanos e TGF-
levantaronse con tripsina e pasaronse 30 mil células/pocillo s insertos e
incubaronse 24 horas. Como quimio-atraente utilizouse unha diferencia de
concentracion de SBF no medio de cultivo. O medio sobre o pocillo levaba
un 10% de SBF e o medio no inserto un 0,5%. Transcorridas as 24 horas
as células retidas na membrana do inserto fixaronse con metanol e
tinguironse con violeta de metilo. As células superficiais non invectivas
eliminaronse cun hisopo mentres que as células que atravesaron o matrixel
foron fotografadas nun microscopio invertido e cuantificaronse no programa

informatico image.
3.11 Andlise da capacidade cicatrizante

Cultivaronse 50 mil sinoviocitos por pocillo en placa de 24 pocillos con
fucoidanos e TGF-B. Despois, estimularonse con fucoidanos e TGF-8
durante 48 horas. Transcorrida a estimulacién, raspouse a placa de cultivo
cunha punta de pipeta de 10 pl quedando asi unha ‘ferida’. A continuacion
as ceélulas incubaronse en medio sen SBF durante 24h. Se obtiveron fotos
antes no momento facer o raspado e as 24 horas. O peche da ferida foi

analizado medindo o &rea reducido no programa informatico imagej.
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3.12 Cuantificacion de colaxeno liberado

Cultivaronse 50 mil sinoviocitos por pocillo en placa de 96 pocillos con
fucoidanos e TGF-B ata a confluencia. Despois, estimularonse con
fucoidanos e TGF-B durante 48 horas. A tinguidura con Picosirus Red
(PSR) permite cuantificar relativamente a presenza de colaxeno formado
no cultivo celular xa que o PSR Unese especificamente a este CME e a
coloracion pode ser posteriormente cuantificada mediante a absorbancia a
550 nm nun espectofotébmetro 42. As células previamente fixadas en
metanol incubaronse 3 horas cunha solucion de PSR 6 0,1% (Sigma-
Aldrich, San Luis, Estados Unidos). Retirouse a solucién e lavouse o fondo
celular con &cido acético 6 0,1%. Finalmente engadiuse Hidréxido Sédico
0 0,1M e leuse a absorbancia no NanoQuant Infinite M200 (Tecan,

Mannedorf, Suiza) a 550nm.

3.13 Analise estatistico

Os datos expresaronse como a media + SD. A andlise estatistica dos datos
realizouse co programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla,
Estados Unidos) aplicando o test pareado con unha cola considerando

estatisticamente significativos valores de p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Resposta inflamatoria en condrocitos

4.1.1 Niveis relativos de expresion xénica dos mediadores
inflamatorios IL-6, IL-8 e COX-2

Como foi amplamente descrito, 1I-6, II-8 e PGE2 son mediadores que
actuan como indutores proinflamatorios . Con este experimento queremos
observar se os fucoidanos modulan a expresion dos xenes que codifican
para os mediadores II-6, 1I-8 e a encima que cataliza PGE2, COX-2 en
presenza ou ausencia do indutor proinflamatorio IL-13. Os resultados
obtidos representados na FIGURA 11 mostran que ningun dos fucoidanos
testados modulou a expresion xénica dos mediadores proinflamatorios
estudados, agas Mactocystis pyrifera, que estimulou a expresion de Cox-
2. Pola contra, demostrase o efecto inflamatorio de IL-13, o cal incrementou
a expresion de todos os xenes testados. Ademais, os fucoidanos non
modularon o efecto de IL-1B, a excepcidn de Undaria pinnatifida que

reduciu a expresion do xen Cox-2 nas células tratadas con IL-13

lI-6 -8

Niveis relativos de expresion
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>
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IL-1p IL-1p
Cox-2 FIGURA 11. Efecto dos fucoidanos na expresion dos
220 . . .
* mediadores proinflamatorios: IL-6, IL-8, e COX-2. Os
s 3 - -
* condrdcitos estimularonse durante 24 horas na presenza
I I
2t de IL- 1B e diferentes doses de fucoidanos procedentes
2 de Fucus vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e
20 ALl Macrocystis pyrifera (FM). A continuacion valorouse a
O ¥ .0 QS § Q.
FELEFEENELESES expresion xénica de I1-6, il-8 e Cox2 mediante gPCR. Os
IL-1B resultados exprésanse coa media = SD dos 3

experimentos. As expresion dos 3 xenes baixo o estimulo

de IL- 1P é significativa fronte s basais (* p<0.05).

22



Efectos antiinflamatorios e antifibrdticos dos fucoidanos en células articulares artrdsicas

4.1.2 Niveis de IL-6 liberados 6 medio extracelular

Para confirmar os resultados obtidos a nivel de expresion xénica, valorouse
0s niveis da citoquina IL-6 liberados 6 medio extracelular mediante ELISA
tal y como se mostra na FIGURA 12. Nas células estimuladas s6 con IL-1j3,
a liberacion de IL-6 foi significativa fronte 6 basal (* p<0.05 ). Nas células
non estimuladas con IL-1f, os fucoidanos non modularon a liberacion de
IL-6, agas Macrocystis pyrifera 30 yg/mL que a incrementou. A liberacion
desta citoquina co-relaciénanse coa sua expresion xénica. Por outra banda,
os fucoidanos reduciron a liberacion de IL-6, sendo so significativo Fucus
vesiculosus (# p<0.05 vs. IL-1B). En xeral, a liberacion de IL-6 foi

lixeiramente menor cas doses 5 ug/mL.

FIGURA 12. Efecto dos fucoidanos na

liberacion de IL- 6 6 medio. Os

IL-6 condrdcitos estimularonse durante 24

250 horas na presenza de IL- 18 e diferentes

doses de fucoidanos procedentes de

200

Fucus vesiculosus (FF), Undaria
150

pinnafitida (FU) e Macrocystis pyrifera

ng/ml

100 (FM). A continuacion detectouse a
liberacién de IL-6 mediante ELISA. Os
\3 Q\x@ NP Q Qx}?"‘?é’ resultados exprésanse coa media + SD

50+

\

00
\

S Q ‘\)"’ & \{9 dos 4 experimentos. IL-1B induce

significativamente (*p<0.05 vs. Basal).

IL-1B Fucus vesiculosus 5 pg/mL reduce

significativamente a inflamacion (#
p<0.05 vs. IL-1B).

4.1.3 Localizacion celular de NF-kS

NF-kGB é un factor de transcricion que se atopa secuestrado no citoplasma,
gue na presenza de estimulos proinflamatorios transloca 6 nucleo para
inducir a transcricion de citoquinas como IL-6, IL-8 ou COX-2. Tal e como
vimos na seccion anterior, a liberacion de IL-6 redldcese en todos o0s

fucoidanos ainda que s6 foi significativo para Fucus vesiculosus 5 pg/mL.
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Neste apartado quixemos ver se esta disminucion é debida a que os
fucoidanos actian sobre NF-kB. Mediante a inmunodetecion de NF-kG
detectamos a sua presencia mediante unha fluorescencia verde (FITC) e o
nacleo con unha fluorescencia azul (DAPI). As imaxes obtidas mostranse
na FIGURA 13. Na mostra con IL-1B, a emision verde e azul estan
solapadas no nucleo, esto significa que NF-kG esta translocando 6 nucleo.
Na condicién basal non existe este solapamento de emisions polo que NF-
kB ainda atopase secuestrado no citoplasma. Os condrdcitos tratados con
os fucoidanos retiveron a translocacion do factor sendo as células tratadas
con Undaria pinnatifida 30 ug/mL as que mais se aproximaron a emision

das células sen tratamentos.

FFS+IL-1B i e 1B el 1B

IL=18 L 1B i 1B

FIGURA 13. Representacion da localizacibn de NF-kB detectado por

inmunofluorescencia (FITC) despois de 1 hora de estimulacién. Os condroécitos
estimularonse durante 24 horas na presenza de IL- 1B e diferentes doses de fucoidanos
fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e Macrocystis
pyrifera (FM). Estudouse a localizacion de NF-kB por inmunofluorescencia mediante anti-
corpos marcados con FITC (verde). Os nucleos foron contra-tinguidos con DAPI (azul). As
imaxes foron obtidas a 20 aumentos no microscopio de fluorescencia Olympus BX61

(Olympus Biosystems, Tokio, Japon).
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4.2 Resposta inflamatoria en sinoviocitos

4.2.1 Niveis relativos de expresion xénica dos mediadores
inflamatorios IL-6, IL-8 e COX-2

Despois de observar os efectos antiinflamatorios dalguns fucoidanos sobre
os condrécitos, estudouse se estes resultados podian repetirse nas células
fibroblasticas do tecido sinovial, os sinoviocitos tipo B. Para elo,
primeiramente analizouse a expresion xénica dos mediadores
proinflamatorios II-6, 1-8 e Cox-2. Os resultados mostran que IL-1f induce
significativamente a expresion ddés xenes estudados. O igual que nos
condrdcitos, ningun dos fucoidanos estudados modulou a expresion xénica
dos mediadores proinflamatorios agas de novo Mactocystis pyrifera. Pola
contra o efecto inflamatorio de IL-13 foi modulado por Macrocystis pyrifera
30 pg/mL en todolos xenes. Ademais, destaca o efecto de Fucus

vesiculosus e Undaria pinnafitida 5 ug/mL sobre a expresion de 1I-6.
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FIGURA 14. Representacion do efecto dos fucoidanos na expresion dos
mediadores proinflamatorios: IL-6, IL-8, e COX-2. Os sinoviocitos estimularonse
durante 48 horas con IL- 1B e os fucoidanos; Fucoidano Fucus vesiculosus (FF),
Fucoidano Undaria pinnafitida (FU) e Fucoidano Macrocystis pyrifera (FM). A
continuacion valorouse a expresion xénica de II-6, il-8 e Cox2 mediante gPCR. Os

resultados exprésanse coa media dos 2 experimentos. + SD dos 2 experimentos.
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4.2.2 Niveis de IL-6 liberados ao medio extracelular

Os resultados obtidos da expresion xénica quixéronse comprobar mediante
0 estudo da liberacion 6 medio extraceluar da citoquina IL-6. Sen embargo
ningun fucoidano modulou a sla liberacion, tanto na presenza como na
ausencia de IL-18 (FIGURA 15). Non obstante, da mesma forma que nos
condrocitos, obsérvase que Macrocystis pyrifera promoveu a expresion por

si mesma a liberacién de IL-6 nos sinoviocitos.

IL-6 FIGURA 15. Efecto dos fucoidanos na
100- liberacion de IL-6 6 medio extracelular . Os
80 sinoviocitos estimuldronse durante 48 horas con
60— IL- 18 e diferentes doses de fucoidanos

40 procedentes de Fucus vesiculosus (FF), Undaria

5] pinnafitida (FU) e Macrocystis pyrifera (FM). A

& continuacion valorouse o niveis de IL-6 liberados

0&% @ “%&g? R oo_, ,\9\@ 6 medio. Os resultados exprésanse coa media

SD dos 3 experimentos.
IL-1B

4.2.3 Niveis do mediador de estrés oxidativo NO

No interior da célula a reaccion de ROS co seu entorno provoca unha
cascada de sinais que resultan nunha disfuncién ou morte celular. Un
destes mediadores do estrés é o NO, sintetizado por iINOS en presenza de
IL-18. Neste apartado do estudo, o obxectivo foi determinar se o efecto dos
fucoidanos era actuar como antioxidante reducindo NO. Os resultados
representados na FIGURA 16 mostran que en xeral os fucoidanos a unha
dose de 5 pg/mL mostran un poder antioxidante, con ou sen IL-1pB.
Unicamente Fucus vesiculosus 5 ug/mL reduce significativamente NO (#
p<0.05 vs. IL-1PB).
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FIGURA 16. Efecto dos fucoidanos na

liberacion de NO. Os sinoviocitos 6= "o
estimularonse durante 48 horas con IL- 1B

doses de fucoidanos procedentes de Fucus 4-

vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e 2

Macrocystis pyrifera (FM). Os resultados 24

exprésanse coa media = SD dos 3

experimentos. A continuacion valorouse o0s 0-

niveis de NO no medio co reactivo de Griess. eo""}“%«"’g&o “\h Q“"«"‘Q “\3

Unicamente Fucus vesiculosus 5 pg/mL T

reduce significativamente NO (# p<0.05vs. IL-

1B).

4.2.4 Niveis relativos do mediador antioxidante HO-1

No estudo anterior observouse que os fucoidanos administrados
modificaban os niveis de NO, alterando asi o0 estrés oxidativo na célula.
Debido a estes resultados, quixemos valorar os niveis da proteina HO-1,
estreitamente relacionada cos efectos antioxidantes na célula. Os
resultados deste estudo reflexan que IL- 1B bloquea a producién da encima,
e que os fucoidanos, agas Fucus vesiculosus, palian o efecto de IL- 1
(FIGURA 17). Ademais, e coincidindo cos resultados do estudo anterior, a
concentracion de 5 yg/mL foi a que mostrou unha maior recuperacion da

expresion de HO-1 en presenza de IL- 1.

- TUBULINA

HO-1

Basal FF5 FF30 FU5 FU30 FM5 FM30 IL-1 FF5 FF30 FU5 FU30 FM5 FM30
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FIGURA 17. Efecto dos fucoidanos na producion
proteica do antioxidante HO-1. Os sinoviocitos
estimularonse durante 48 horas con IL- 1B e diferentes
doses de fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus
(FF), Undaria pinnafitida (FU) e Macrocystis pyrifera (FM).

L u.-1|3—|

A continuacién cuantificouse as proteinas por Wester Blot.
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4.4Resposta profibrotica en sinoviocitos

4.4.1 Niveis relativos de expresion xénica dos mediadores
fibroticos: Collal, Col3al e Plod2b

Como consecuencia da reaccion inflamatoria prolongada pddese xerar na
membrana sinovial un tecido fibrético denominado pannus sinovial. O
pannus caracterizase por unha estrutura rixida formada por unha gran
acumulacion células sinoviais tipo fibroblasto. Estes sinoviocitos presentan
un fenotipo mais proliferativo e sintetizan mais matriz extracelular . Neste
apartado do traballo, analizouse primeiramente os niveis de expresion dos
xenes codificantes para algunha das proteinas mais abundantes da matriz,
o colaxeno | e lll. Ademais, estudouse a expresion do xen plod2 que
codifica para unha encima que cataliza a hidroxilacion dos residuos de
lisina nas secuencias do coldxeno. De esta forma, o coldxeno e mais
dificilmente degradable 3. Para inducir a resposta fibrética estimularonse
0s sinoviocitos con TGF-B, un inductor profibrotico ben caracterizado. O
obxectivo foi valorar a capacidade antifibrética dos fucoidanos e ver se
estes reducen a sintese de colaxenos e plod2. As células tratadas con TGF-
B mostran unha maior expresién deste xen (*p<0.05 vs. basal). Por outra
banda, os fucoidanos modularon en xeral este efecto, acadando a
significacién para ambos tipos de colaxeno con Undaria pinnatifida 5 ug/mli
(#p<0.05 vs. TGF-B). Pola contra, a expresion de Plod2 non foi modulado
polos fucoidanos/TGF-B. (FIGURA 8)
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FIGURA 18. Representacion do efecto dos 60-
fucoidanos na expresion xénica dos CME
sinovial. Os sinoviocitos estimularonse
durante 48 horas na presenza das diferentes 5

doses de fucoidanos procedentes de Fucus

Niveis relativos de expresion

vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e

4
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Macrocystis pyrifera (FM). A continuacion ©

valorouse a expresion  xénica  dos hakp

compofientes do CEM por gPCR. Os
resultados exprésanse coa media + SD dos 3 o
experimentos (# p<0.05 vs. TGF-B, *p<0.05 vs.

Basal)

4.4.2 Niveis relativos de colaxeno intracelular

Para verificar os resultados obtidos para a expresion xénica de colaxeno,
cuantificouse o colaxeno intracelular tinguindo as suas fibras con PSR. Os
resultados mostranse na FIGURA 20. Como era esperable, os niveis
inducidos por TGF-B foron significativamente maiores que na condicion
control (*p<0.05). Fucus vesiculosus 30 ug/mL e Macrocystis pyrifera 5
Mg/mL reduciron significativamente a producion de fibras de colaxeno
inducidas por TGF-g8 (# p<0.05).

29



Efectos antiinflamatorios e antifibrdticos dos fucoidanos en células articulares artrdsicas

FIGURA 19. Efecto dos fucoidanos na

] presenza de colaxeno intracelular Os
COLAXENO INTRACELULAR

o 1407 sinoviocitos estimularonse durante 72
% = » ) horas na presenza das diferentes doses de
§ fucoidanos  procedentes de  Fucus
% 1004 vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e
; 80 Macrocystis pyrifera (FM). A continuacion
2 s

& CESSEELS LESESES valorouse a presenza de fibras de colaxeno

~ s tinguidas co colorante PSR. Os resultados
exprésanse coa media + SD dos 3
experimentos (# p<0.05 vs. TGF-B, *p<0.05
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4.4.3 Grao relativo de proliferacién

Ademais de aumentar os CME, outra das caracteristicas observadas na
fibrose é o aumento do nimero de fibroblastos sinoviais, asi como a sua
migracion e invasion a outros tecidos. Os resultados do ensaio de
proliferacion méstranse na FIGURA 20. As células estimuladas con TGF-£8
proliferaron de media mais de 2 veces respecto 6 basal (*p<0.05). Ademais,
os fucoidanos lograron frear a proliferacion provocada por TGF- (# p<0.05)
sendo a dose 30 ug/ml a que exhibiu valores mais baixos.

Proliferacion

Niveis relativos de proliferacion

> 2 D P D P
P LIS

< Q,\é'q CLESLES

T Terp
FIGURA 20. Efecto dos fucoidanos na proliferacion celular. Os sinoviocitos
estimuladronse durante 48 horas na presenza das diferentes con TGF-B e fucoidanos
diferentes doses de fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida
(FU) e Macrocystis pyrifera (FM). A continuacion valoruose a hiperplasia sinovial mediante
o kit BrdU Cell proliferation assay (Cell signaling tecnology). Os resultados exprésanse coa

media £ SD dos 4 experimentos (# p<0.05 vs. TGF-f3, *p<0.05 vs. Basal)
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4.4.1 Grao relativo de cicatrizacion

Outras das caracteristicas dos sinoviocitos tipo fibroblasto é a capacidade
de migrar. Os resultados mostran que se incrementou a migracion das
células pretratadas con TGF-B respecto o basal. O tratamento cos
fucoidanos lograron frear a cicatrizacion provocada por TGF-, agas Fucus
vesiculosus e Macrocystis pyrifera 5 pug/ml que a incrementou. Neste

sentido, non se observou relacion entre doses e entre fucoidanos.
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FIGURA 21. Efecto dos fucoidanos na capacidade de cicatrizacion. Os sinoviocitos
estimularonse durante 48 horas con TGF-B e fucoidanos procedentes de Fucus
vesiculosus (FF), Undaria pinnafitida (FU) e Macrocystis pyrifera (FM). A continuacuén

simulouse a ferida na placa e captaronse as imaxes a tempo 0 horas e as 24 horas.

4.4.4 Grao relativo de invasion

A capacidade dos sinoviocitos tipo fibroblasto de invadir valorouse
cuantificando as células que atravesaron o matrixel. Os resultados
mostranse na FIGURA 22. TGF- aumentou o numero de células invectivas
con respecto o numero observado nos basais. Todos os fucoidanos

conseguiron reducir a capacidade invectiva agas Fucus vesiculosus.
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A

= Eoail s aia FIGURA 22. Efecto dos fucoidanos na capacidade de

nsaio de invasion
3 invasion. Os sinoviocitos estimularonse durante 48 horas con
2 TGF-B e fucoidanos procedentes de Fucus vesiculosus (FF),
1 Undaria pinnafitida (FU) e Macrocystis pyrifera (FM). (A)
% n |l Representacion dos niveis relativos de proliferacién (B) Imaxes

N N ] ] o
€SS representativas das células que atravesaron o matrixel tinguidas

T6F-p — . .
L ¢ con violeta de metilo.

5. DISCUSION

A artrose ou osteoartritis € un sindrome localizado nas articulacions
sinoviais fundamentado principalmente no catabolismo da cartilaxe.
Actualmente os tratamentos céntranse en aliviar a dor, por iso xurde cada
vez mais terapias alternativas baseadas en principios activos naturais
derivados de animais, plantas, algas ou microorganismos. Os fucoidanos,
polisacaridos presentes en algas pardas e alguns invertebrados, son un bo
candidato para ser unha destas terapias alternativas contra a artrose polas
stas propiedades antiinflamatorias, antioxidantes e antifibréticas atopadas
noutras patoloxias*. Neste traballo, os fucoidanos testados, Fucus
vesiculosus, Undaria pinnatifida e Macrocystis pyrifera mostraron tamén
estas propiedades nas células articulares artrésicas bloqueando a
sinalizacién e liberacibn de mediadores proinflamatorios, e reducindo o
estrés oxidativo, mediante inhibir a liberacion de NO e promover a
expresion da encima antioxidante HO-1. Ademais, tamén observamos que
os fucoidanos inhibiron a activacion de vias profibroticas nos fibroblastos
sinoviais, atenuando a proliferacion e invasion celular ademais da sintese
de CME. Tomados no seu conxunto, estes resultados suxiren o uso dos
fucoidanos como unha potencial estratexia terapéutica e preventiva contra

a artrose.
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Estudos previos dentro do grupo verifican a viabilidade dos fucoidanos nas
células articulares. Ningun fucoidano foi citotoxico, ainda asi, a
concentracion de 100 ug/mL presentou valores mais altos de citotoxicidade
respecto as doses de 5 e 30 pg/mL. En consecuencia, neste traballo
prescindiuse da dose de 100 pg/mL e ensaiouse soamente coas doses 5

e 30 ug/mL.

Co obxectivo de determinar o efecto antiinflamatorio dos fucoidanos, no
noso estudo observamos que os fucoidanos procedentes de Fucus
vesiculosus e Undaria pinnatifida modularon por si mesmos a expresion
xénica e proteica dos mediadores proinflamatorios IL-6, IL-8 e COX-2 nos
condrécitos e sinoviocitos artrésicos. Pola contra, detectamos que
Macrocystis pyrifera induciu unha resposta proinflamatoria, incrementado
0s niveis de IL-6 e COX-2. Acorde cos nosos resultados, o efecto
proinflamatorio dos fucoidanos de esta especie foi tamén observado
noutros tipos celulares, por exemplo estimula a expresion das citoquinas
IL-6 e IL-8 en células dendriticas do bazo de ratos C57BL**, mentres que
os polisacaridos procedentes de Undaria pinnatifida non estimularon esta
expresion. Nos estudos sobre o efecto modulador dos fucoidanos sobre a
activacion de respostas proinflamatorias, detectamos que Undaria
pinnatifida foi o mais eficiente, reducindo a expresién dos xenes II-6, II-8 e
cox-2 nos sinoviocitos. Ainda que contrariamente, ningun dos fucoidanos

modulou a liberacién de IL-6 nestas células.

No caso dos condrécitos, Undaria pinnatifida tamén modulou a expresion
do xen Cox-2, como outros estudos xa tifian mostrado “°, e reduciu a
liberaciébn de IL-6 o igual que os fucoidanos procedentes das outras
especies testadas. Pola contra, os datos obtidos da expresion e liberacion
de IL-6 non se co-relacionan nas células estudadas na nosa investigacion.
A diferencia nos tempos de estimulacién para as avaliaciéns da expresion

xénica e liberacion da proteina poderia ser a causa destas discrepancias.

O efecto modulador dos fucoidanos sobre a liberacion de IL-6 atopada nos

condrécitos, pode ser explicada pola inhibicion da translocacion nuclear de
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NF-kB, e pola tanto da sua actividade transcricional proinflamatoria.
Previamente observouse a capacidade dos fucoidanos de Fucus
vesiculosus, nunhas doses similares as empregadas no noso estudo, para
inhibir a actividade de NF-kB inducida por lipopolisacaridos (LPS) en células
da microglia 6. Ademais, e coincidindo ca maior efectividade
antiinflamatoria, en termos xerais, de Undaria pinnatifida, os fucoidanos
procedentes de este especie mostraron unha mellor inhibicién da
translocacion de NF-kB. Estos datos suxiren que o bloqueo de esta via é
un dos mecanismos de accion dos efectos beneficiosos de estes

polisacaridos.

A capacidade antioxidante dos fucoidanos mediuse por duas vias. En
primeiro lugar, analizando os niveis de NO, e determinando que fucoidanos
actuaban mellor inhibindo a sUa sintese; e por outra banda, estudando a
presenza da encima antioxidante HO-1. HO-1, encima implicada no
catabolismo dos grupos Hemo, é regulada polo Factor de Transcricién
Nuclear Eritroide 2 (Nrf2). HO-1 tamén regula as reaccions re-dox mediante
a expresion citoprotectores e antioxidantes. Nas células sen estrés
oxidativo, Nrf2 permanece inactivo e bloqueado no citoplasma formando un
complexo coa suUa proteina inhibidora, Keapl, un regulador negativo de
Nrf2. 47-4°. Na nosa investigacion IL-1B inhibiu a expresién de HO-1 como
xa foi anteriormente descrito %% | Os fucoidanos administrados, agas
Fucus vesiculosus, recuperaron a sintese de HO-1, sendo as doses de 5
Mg/ml as mais efectivas. Na comparacion con estudos previos, observouse
gue en queratinocitos HaCaT, os fucoidanos aumentaron os niveis de
expresion e de proteina de HO-1 “8. Este aumento foi debido a unha

regulacion positiva de Nrf2 que se acumulou no nucleo.

A outra posible ruta na que poden interactuar os fucoidanos é mediante a
reducién do gas NO. O NO producese a través da conversion de L-arginina
a L-citrulina polas isoformas da encima NO sintasa (NOS). A forma inducida
é expresada principalmente en condiciéns de inflamacion ou infeccién 52. O
liquido sinovial procedente das articulacibns humanas sas contén valores

moi baixos de NO. Mentres que, as procedentes de doentes con artrosis ou
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artritis reumatoide posuen altas concentracions de NO. Este fendmeno
poder ser debido en gran medida a inducion nos sinoviocitos da sua sintese
por mediadores como IL-1f3, o cal nos observamos no noso estudo. En
relacion os fucoidanos, nés detectamos que, en xeral, estes polisacaridos

inhibiron a liberacion de NO inducida por IL-1p.

Tomados xuntos, os resultados sobre o efecto antioxidante dos fucoidanos
evidencian que a regulacion de NO e a expresion da encima HO-1, parecen
estar ligados xa que, as doses e especies de fucoidanos mais efectivas
coincidiron entre ambos ensaios, e en especial para Undaria pinnatifida 5
Mg/mL. Neste sentido, dun estudo previo na lifia celular de macrofagos
J774.1 | JA-4 tratados con interferon vy, detectouse que ambos compostos
estaban estreitamente relacionados. HO-1 actuaba como inhibidor de NO
cando este supera os limites criticos®3. Polo tanto, unha posible hipétese
0s nosos resultados poderia ser que os fucoidanos actian sobre o factor
transcricional Nrf2 promovendo a sintese de HO-1. O aumento de HO-1
reduce o exceso de NO liberado a causa do estrés oxidativo. Sen embargo,
mais estudos seran necesarios para comprobar a dependencia dos

fucoidanos no sistema Nrf-2/HO-1 para os seus efectos antioxidantes.

En canto o papel antifibrético dos fucoidanos nos sinoviocitos, estudamos
as suas acciéns fronte as rutas clasicas activadas por TGF-B. Neste
sentido, unha das principais vias de iniciacioén das resposta fibréticas parte
dunha cascada complexa de sinalizacion que comeza na unién de TGF-f3
no receptor de membrana TGF-f tipo Il activando as rutas dependentes e
independentes de smad. TGF-8 modula a resposta prolifera, a cicatrizacion
de feridas, ademais de ser un potencial desencadeante da quimiotaxis e
deposicion de CME %%%, Estudos recentes demostran as propiedades
antifibréticas dos fucoidanos, inhibindo a union de TGF-8 6 seu receptor
celular (TGF-g tipo Il) blogueando asi a sinalizaciéon mediada por Smad2.
Acorde con estes achados, os resultados do noso traballo tamén
demostraron as propiedades antifibroticas dos fucoidanos. Os sinoviocitos
disminuiron a proliferacion celular, cun efecto dose dependente, sendo a

maiores concentracions do fucoidano, as que mostraron mellores
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respostas. Ademais, o niveis de colaxeno, principais compofientes da CME,
disminuiron significativamente con Undaria pinnatifida, sen embargo
fallaron para modular a expresion do xen que codifica para a hidroxilasa
que facilita o formacion dunha rede de colaxeno mais densa. Finalmente,
Macrocysts pyrifera e Undaria pinnatifida tamén reduciron a invasion e
migracion celular. Sumados a estes achados, nun estudo levados acabo no
noso grupo visualizouse que o marcador de fenotipo fibrético a-SMA
reduciuse significativamente en presenza dos fucoidanos, e principalmente
con Undaria pinnatifida. No seu conxunto, os resultados demostran que
Undaria pinnatifida 5 pg/ml semella ser o tratamento mais efectivo contra
a fibrose. En relacion, nun estudo centrado en células renais humanas
inmortalizadas HK2, o fucoidano de peso molecular 50 KDa (igual que o de
Undaria pinnatifida) inhibiu a union de TGF-B 6 seu receptor e polo tanto a
sua cascada de sinalizacion profibrética. Na mesma lifia, nun estudo en
células humanas do endotelio vascular (HU-VE-Cs) e do musculo (VSMC)
os fucoidanos de peso molecular medio (50 KDa) reduciron a hiperplasia e
migracion destas células dentro capa intima dos vasos sanguineos,

mediante as metaloproteasas Il. °7

En resumo, os resultados mostran a capacidade dos fucoidanos para
modular procesos catabdlicos comunmente observados nas células
articulares artrésicas. Destaca Undaria pinnatifida como antiinflamatorio,
anti--oxidante e antifibrético. Ainda asi, tanto Fucus vesiculosus como
Macrocystis pyrifera modulan tamén certas rutas metabodlicas nos dous
tipos celulares estudados: Fucus vesiculosus reduce significativamente en
sinoviocitos a liberacion de NO e Macrocystis pyrifera 30 pg/ml reduce a
expresion dos mediadores proinflamatorios. Finalmente, observouse que a
dose 5ug/ml € a mais efectiva para exercer actividades antioxidante en
todos os fucoidanos, mentres que a dose 30 pg/ml mostra unha maior

capacidade antifibrética.
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6. CONCLUSIONS

e En condrdcitos, Undaria pinntifida € o fucoidano que presenta un
maior efecto antiinflamatorio na expresion dos mediadores
proinflamatorios IL-8 e COX-2, na liberacion de IL-6 e na inhibicion de
NF-kQG inducida por IL-1p.

e En sinoviocitos, Macrocystis pyrifera 30 ug/ml é o fucoidano que
presenta un maior efecto antiinflamatorio na expresion dos mediadores
proinflamatorios agés na liberacion de IL-6. A liberacion non é modulada

por ningun dos fucoidanos.

e Undaria pinntifida 5 ug/mL é o fucoidano que presenta un maior
efecto antioxidante en sinoviocitos reducindo a liberacion de NO e
recuperando a producién de HO-1 tralo tratamento con IL-1f . En xeral,

a dose 5 pg/ml ten unha resposta antioxidante maior.

¢ O fucoidano de Undaria pinntifida 30 pg/mL ofrece un mellor potencial
antifibrético nos sinoviocitos inhibindo méis a expresion de coldxeno
inducida por TGF B. A dose 30 ug/m, en todos os fucoidanos testados
modula mellor a resposta fibrética en sinoviocitos, reducindo a

proliferacion, a migracion e a invasién celular.
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ANEXO I: COPIA DO MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA O DOENTE (versién castelan)

SERVIZO
N\ ] GALEGO
de SAUDE

D./ Dia.:
INTRODUCCION.

Se le propone participar en un proyecto de investigacion sobre
enfermedades del aparato locomotor que sera realizado por el Servicio de
Reumatologia del Complejo Hospitalario Universitario A Corufa, bajo la
direccion del Dr. Blanco. Este proyecto serd realizado en la Unidad de

Investigacion del C.H.U. A Corufia.
OBJETIVO DEL PROYECTO.-

El objetivo de este estudio se centra en estudiar los mecanismos que
participan en la patogénesis de las enfermedades del aparato locomotor.

DESCRIPCION DEL PROYECTO.-

Usted ha sido sometido a una intervencion quirtrgica en la que se le han
extraido tejidos articulares los cuales, siguiendo la normativa de eliminacién
de residuos bioldgicos, seran incinerados. Si usted decide participar en este
estudio, sus tejidos, en lugar de ser eliminados, seran enviados a la Unidad
de Investigacion del C.H.U. A Coruia para que se almacenen en el Banco
de Muestras de dicho Hospital para, posteriormente, realizar los estudios
de investigacion encaminados a conocer mejor por qué se producen

algunas enfermedades del aparato locomotor.
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Asi mismo se le solicita autorizacion para la extraccion de saliva o 10 ml de
sangre, siendo extraida esta ultima siguiendo el procedimiento rutinario

para efectuar analisis estandar de sangre.

RIESGOS.-
Usted no va a sufrir ningun tipo de inconveniente o riesgo fisico adicional al
de la propia intervencion quirdrgica a la que se le ha sometido, por consentir

la utilizacion de las muestras que se le han extraido durante la misma.

COMPENSACION.-

Usted no recibira ningun tipo de compensacién econémica o de cualquier
otro tipo por su participacion, independientemente de que los resultados de
los estudios que se van a realizar puedan dar lugar a patentes con fines

médicos.

CONFIDENCIALIDAD.-

Toda la informacion que se obtenga de analizar su muestra, asi como toda
la informacion clinica referente a usted utilizada en las investigaciones
futuras, sera considerada confidencial y tratada en consecuencia, de
acuerdo con lo establecido en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la Ley 14/2007,
de 3 de Julio de Investigacion Biomédica.

Para garanti-zar la confidencialidad de su identidad (asegurar que la
informacion de su muestra de sangre no se relaciona con su identidad), su
muestra solo ira identificada desde el mismo momento de la extraccion con

un cédigo.

Sélo este cbdigo, y nunca su identidad aparecera en las bases de datos
donde figure la informacion clinica o genética referida a usted. La relacion
entre su codigo y su identidad quedara custodiada por el personal

autorizado del equipo investigador, adoptandose las medidas necesarias
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para que tal informacidbn no esté disponible salvo para el personal

autorizado, el cual tiene el deber legal de guardar secreto.

De esta manera podemos asegurar que cualquier informacion que se
obtenga a partir de su muestra de sangre permanezca confidencial.
Es importante que entienda que existe la posibilidad de que sus datos y
parte de su muestra sean transferidos a otros equipos de investigacion que
trabajen en el mismo campo. En tal caso, se asegurara que estos datos
sean tratados con la misma confidencialidad descrita anteriormente.
Por otro lado, es posible que los resultados de las investigaciones sean
publicados en la literatura cientifica, pero entendiendo estos resultados
como los obtenidos de la totalidad de las muestras, no los resultados
individuales. Si este fuera el caso, su identidad permanecera

completamente confidencial y nunca formara parte de ninguna publicacién.

Con su aceptacién a participar en el proyecto, usted accede a que esta

informacion pueda ser transferida en las mencionadas condiciones.

NUEVOS HALLAZGOS Y RESULTADOS.-

Como ya se ha descrito, se adoptaran estrictas medidas de seguridad para
garanti-zar la confidencialidad de los resultados de los estudios realizados.
La evaluacion de los resultados se hard soélo por grupos (por ejemplo,
hombres / mujeres, grupos de edad, etc.) y no de forma individual. Debe
comprender que los resultados de valor que se pudieran obtener
provendrian del estudio de multiples muestras, y en ningan caso de la suya
exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, si es
que los hay, s6lo seran conocidas cuando se hayan completado los
proyectos de investigacion.
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Usted debe saber que, en cumplimiento de la Ley 14/2007, de 3 de Julio,
de Investigacion Biomédica, tiene derecho a conocer o no, la informacion

obtenida con el analisis de sus muestras.

En el caso de que usted decida no ser informado, la ley establece que
cuando la informacion obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio
para la salud de sus familiares bioldgicos, se podra informar a los afectados

0 a sus representantes legales.

PARTICIPACION VOLUNTARIA .-

- Su participacién en el proyecto de investigacion es totalmente voluntaria.
- Si firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar.
- Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier
momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos.
- Si decide retirar su consentimiento, su muestra sera destruida y sélo se
guardard la  informacién obtenida  hasta ese momento.
- Su no-participacion o retirada posterior del consentimiento no afectara en

modo alguno a su asistencia médica presente o futura.

OBTENCION DE INFORMACION ADICIONAL .-

Usted puede contactar con cualquier miembro del Servicio de
Reumatologia del C.H.U. A Coruiia si le surge cualquier duda sobre su
participacion en este proyecto o sobre sus derechos como paciente, en el
teléfono 981176399.

En todo momento se pondran los medios necesarios para facilitarle la

informacion mas adecuada.

47



