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Resumen

La OA es una de las enfermedades mas prevalentes e incapacitantes del mundo
desarrollado. En una articulacion con OA todos los tejidos articulares se ven afectados,
pero la degeneracion del cartilago articular es el punto clave en el desarrollo de la
patologia. El cartilago articular es un tejido conectivo especializado compuesto por una
pequefia proporcion de células, los condrocitos, que son responsables de la sintesis y el
mantenimiento de la MEC. Entre los factores que contribuyen a la progresion de la OA
se encuentra un proceso inflamatorio persistente que resulta en niveles anormalmente
elevados de citoquinas tales como la IL-1p y la IL-6, de prostaglandinas,
fundamentalmente la PGE,, y de metaloproteasas de matriz tales como la colagenasa 3
(MMP13) o la estromelisina (MMP3). También se produce un incremento de especies
reactivas de nitrogeno y de oxigeno, que someten a las células a un aumento de estrés
oxidativo y desencadenan la muerte celular de los condrocitos. Globalmente, todos estos
mediadores actlan destruyendo la MEC de manera irreversible.

Actualmente no existe ningun tratamiento que cure o cuando menos detenga la
progresion de la OA y los tratamientos existentes (combinacion de terapia fisica y
terapia farmacol6gica analgésica e anti-inflamatoria) tienen efectos secundarios
indeseados.

Un tratamiento en exploracion es la balneoterapia con aguas minero medicinales
sulfuradas, pero se desconoce el mecanismo de accién por el cual alivian la
sintomatologia de patologias como la OA. EIl H,S, que es el componente principal de
estas aguas, ha sido identificado recientemente como un gas endogeno (se produce en el
organismo a traves de la enzimas CBS, CTH y MPST) y como un mediador de la
inflamacién. La relacion entre el cartilago y el H,S es el aspecto clave en el que se ha
centrado esta Tesis. Se ha comprobado la presencia de las enzimas de produccién de
H.S en los tejidos de la articulacion (membrana sinovial, hueso subcondral y cartilago)
y al cuantificar su biosintesis se ha encontrado que en el cartilago OA se produce menos
H.S que en cartilago sano. Esto es consecuencia, cuando menos, de una menor
expresion de MPST en este tejido.

Ademas, se han utilizado diferentes dosis de dos compuestos, el NaSH, que produce
H.S de manera instantanea, y el GYY4137, que lo hace gradualmente, para administrar
H.S de manera exdgena a condrocitos y cartilago OA. Se ha comprobado que ambos,
pero sobretodo el GY'Y4137, son capaces de revertir el proceso inflamatorio y reducir el
estrés oxidativo en las células, asi como prevenir el desequilibrio anabolico-catabdlico
en la MEC.
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Resumen

Colectivamente nuestros resultados sugieren que la administracion exdgena de H,S
resulta beneficiosa en la OA porque la articulacion OA presenta unos niveles inferiores a
la articulacion sana. Esto proporciona evidencias cientificas que apoyan el hecho
empirico de que las aguas mineromedicinales sulfuradas mejoren la sintomatologia de

los pacientes con OA.
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Summary

Osteoarthritis is one of the most prevalent and incapacitating diseases of the developed
world. All the tissues of the affected joint are involved, but cartilage degradation is the
key event in the progression of the disease. Articular cartilage is an specialized
connective tissue with a small proportion of cells, chondrocytes, that are responsible for
the synthesis and maintenance of the extracellular matrix. Prominent among the
intervening factors that contribute to OA is a persistent inflammatory process that
results in abnormally high concentrations of pro-inflammatory cytokines such as IL-1p,
IL-6, of prostaglandins, mainly PGE,, and metalloproteinases such as collagenase 3
(MMP13) and stromelysin (MMP3). There is also an increase in reactive nitrogen and
oxygen species that subject cells to increased oxidative stress resulting in increased
chondrocyte apoptosis. Collectively, all these mediators act to destroy the extracellular
matrix irreversibly.

As of now there is no cure for OA and current treatments (combined physical and pain
and anti-inflammatory therapy) have undesirable side effects.

Balneotherapy, and in particular the use of sulfurous thermal waters, is currently being
explored as a treatment for OA. However, the mechanisms that could explain why these
treatments reduce OA symptoms are not known. Hydrogen sulfide, the active
component of these waters, has been recently identified as an endogenous gas (it is
produced in the body by the enzymes CBS, CTH and MPST) and as mediator in
inflammation.

The relationship between H,S and cartilage has been the central topic of this
Dissertation. The presence of the three H,S synthesizing enzymes has been
demonstrated in synovium, subchondral bone and cartilage, and the quantification of
H.S biosynthesis in cartilage has shown its levels to be reduced in OA with respect to
normal tissue. This is the result of, at least, the reduced expression of MPST in this
tissue.

In addition, different doses of two compounds, NaSH, that produces H,S
instantaneously and GYY4137, with slow H,S production, were used to exogenously
supply H,S to OA chondrocytes and cartilage. It was shown that both compounds, but
especially GYY4137, were able to reduce the inflammatory response and to reduce the
oxidative stress affecting the cells, as well as to prevent the anabolic-catabolic
disequilibrium in the cartilage matrix.

Overall, our results suggest that exogenous administration of H,S has a beneficial effect

in OA because the OA joint suffers from lower than normal H,S levels. This provides
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Summary

scientific evidence supporting the empirical fact that sulfurous thermal waters provide

relief for patients with OA.
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Resumo

A artrose é unha das enfermidades mais prevalentes e incapacitantes do mundo
desenvolvido. Na articulacion con OA todos os tecidos estdn afectados mais a
dexeneracion da cartilaxe articular € o punto clave no desenrolo da patoloxia. A
cartilaxe articular ¢ un tecido conectivo especializado composto por unha pequena
proporcion de células, os condrocitos, que son os responsables da sintese e mantemento
da MEC. Entre os factores que contriblen & progresion da OA atdpase un proceso
inflamatorio persistente que resulta en niveis anormalmente elevados de citoquinas tales
coma a IL-1B, a IL-6, de prostaglandinas, fundamentalmente a PGE,, e de
metaloproteasas de matriz tales coma a colaxenasa 3 (MMP13) e a estromelisina
(MMP3). Tamén se produce un incremento das especies reactivas de nitroxeno e
osixeno, que someten as células a un aumento de estrés oxidativo, e desencadean a
morte celular dos condrocitos. Globalmente, todos estes mediadores actuan destruindo a
MEC de maneira irreversible.

A data de hoxe non existe ningln tratamento que cure ou polo menos detefia a
progresion da OA e os tratamento existentes (combinacions de terapia fisica e terapia
farmacoloxica analxésica e anti-inflamatoria) tefien efectos secundarios indesexados.

Un tratamento en exploracion é a balneoterapia con augas mineromedicinais sulfuradas,
pero descofiécese 0 mecanismo de accion polo cal melloran a sintomatoloxia de
patoloxias coma a OA. O H,S, que é o compofiente principal destas augas, identificouse
recentemente coma un gas endéxeno (producese no organismo a través das enzimas
CBS, CTH e MPST) e coma un mediador da inflamacion. A relacion entre a cartilaxe e
0 H,S é o aspecto clave no que se centrou esta Tese. Comprobouse a presenza das tres
enzimas de producion de H,S nos tecidos da articulacién (membrana sinovial, 0so
subcondral e cartilaxe) e ao cuantificar a sta biosintese atopouse que na cartilaxe OA se
produce menos H,S que no tecido normal. Isto é a consecuencia cando menos dunha
menor expresion de MPST neste tecido.

Ademais, utilizaronse diferentes doses de dous compostos, 0 NaSH, que produce H,S de
maneira instantanea, e o0 GYY4137, que o fai gradualmente, para administrar H,S de
maneira esdxena aos condrocitos e a cartilaxe artrosicos. Comprobouse que ambos,
mais sobre todo o0 GY'Y4137, foron capaces de reverter o proceso inflamatorio e reducir
0 estrés oxidativo nas células, asi coma previr o desequilibrio anabdlico-catabélico na
MEC.

Colectivamente, os nosos resultados suxiren que a administracion esoxena de H,S

resulta beneficiosa na OA porque a articulacién OA presenta uns niveis inferiores &
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articulacion sa. Isto achega evidencias cientificas que apoian o feito empirico de que as

augas mineromedicinais sulfuradas melloran a sintomatoloxia dos doentes con OA.
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Artrosis

1. ARTROSIS

1.1. Epidemiologia y coste socio-econdémico de la artrosis

La artrosis (osteoarthritis, OA) ademas de ser una de las enfermedades reumaticas mas
dolorosas es, asimismo, la artropatia mas frecuente en la poblacién. Esto es asi hasta el
punto de que méas del 70% de la personas mayores de 50 afios tiene signos radiol6gicos
de OA en alguna articulacion.

Las estimaciones mundiales son que el 9,6% de los hombres y el 18% de las mujeres
mayores de 60 afios padecen OA sintomatica. De hecho, estudios radiolégicos
realizados en pacientes mayores de 45 afios de las poblaciones europeas y
estadounidenses revelan que el 14,1% de los hombres y el 22% de las mujeres padecen
OA de rodilla, aunque en general, la OA es méas prevalente en Europa y en Estados

Unidos que en el resto del mundo (1).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ademas, se encuentra entre las
cuatro primeras enfermedades que reducen los afios de vida, ajustados por calidad. En
Espafa, la OA de rodilla y cadera tienen una elevada prevalencia, del 10,2% y 4%
respectivamente. La Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) calcula que el
tratamiento de estas patologias supone en Espafia un coste anual superior a 4.738

millones de euros, equivalente al 0,5% del producto interior bruto (PIB) (2,3).

El Colegio Americano de Reumatologia (American Collegue of Rheumatology, ACR)
define la OA como un grupo heterogéneo de condiciones que conducen a sintomas y
signos articulares, los cuales se asocian con defectos en la integridad del cartilago
articular, alteraciones relacionadas con el hueso subcondral y con cambios en los

margenes articulares (1).

Aunque la OA es una enfermedad en la que participa la articulacién afectada al
completo, el aspecto mas caracteristico es la destruccion progresiva del cartilago
articular. Esta destruccion se atribuye a menudo al desgaste natural, sin embargo, la
relacion que existe entre envejecimiento y OA supone que el primero aumente la
susceptibilidad al desarrollo de la OA, aunque por si mismo no la causa. De hecho, son
muchos los factores implicado en la OA, razones por las que se la considera una
patologia de origen multifactorial.
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1.2, Aspectos basicos: La articulacion diartrodial

Las articulaciones se clasifican en distintos tipos de acuerdo con la naturaleza del
material que separa los huesos. Concretamente la articulacion diartrodial es una

articulacion sinovial, caracterizada por tener una gran movilidad (Fig. 1).

Misclo Cuadriceps

Membrana Sinovial

Liquido Sinovial

Menisco

Cartilago Articular

Ligamento

Peroné de la Patela

Tibia

Fig. 1: Ejemplo de una articulacion diartrodial: Anatomia de la rodilla.
Figura tomada de http://nyp.org/espanol/library/orthopaedics/kneepain.html.

Estas articulaciones poseen una cavidad articular y las superficies 6seas de contacto,
denominadas superficies articulares, estan recubiertas de cartilago hialino con formas
comparables a superficies geométricas, casi siempre concordantes, que encajan

reciprocamente.

Las articulaciones sinoviales constan de elementos de proteccion, de amortiguacion, de

adaptacion y de estabilizacion.

Entre los elementos de proteccion encontramos la capsula articular, que cierra la
cavidad articular extendiéndose hasta las zonas é6seas de la articulacion. Esta capsula
estd formada por un manguito fibroso en la zona externa, que le aporta resistencia, y por
la membrana sinovial en contacto con la cavidad articular en la zona interna,
responsable de la produccion del liquido sinovial. Esta membrana sinovial es, ademas,

uno de los tejidos que interviene en los procesos inflamatorios ya que sus células, los
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sinoviocitos, son capaces de comportarse como células presentadoras de antigeno y de
producir citoquinas (interleuquina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (tumor necrosis
factor, TNF)...etc) (4).

Los elementos de amortiguacion fundamentales son el cartilago, del que hablaremos
mas adelante, y el liquido sinovial que, ademas de poseer la caracteristica de los
liquidos y no ser comprimible, lubrifica la articulacion y nutre al cartilago articular

como funciones principales.

En cuanto a los elementos de adaptacion nos referimos a aquellos elementos
fibrocartilaginosos que permiten que las articulaciones sean totalmente congruentes,
concretamente los rodetes articulares, como el existente en la articulacién

escapulohumeral, en el hombro o los discos articulares, como los meniscos de la rodilla.

Y por ultimo, los elementos de estabilidad articular son aquellos tendones, ligamentos y
recubrimientos fibrosos que aportan un medio de unién a las articulaciones y que
pueden ser tanto intracapsulares (como los ligamentos cruzados de la rodilla) o extra
capsulares (ligamentos de refuerzo, la membrana fibrosa de la capsula o los tendones de

la musculatura adyacente).

1.3. El cartilago articular

El cartilago articular es un tejido conectivo especializado, compuesto por matriz
extracelular (MEC) y por un reducido nimero de células, los condrocitos. Estas células
son las responsables de la sintesis y mantenimiento de la matriz y representan menos del

1-2% del volumen total del cartilago.

La MEC esta compuesta por un 70-80% de agua distribuida de forma desigual. Su
concentracion es mas elevada en la superficie y va disminuyendo gradualmente a
medida que aumenta la profundidad (4). El 20-30% restante son proteinas, y entre ellas
encontramos aquellas que le aportan al cartilago sus caracteristicas biomecénicas y
morfologicas, convirtiéndolo en un tejido excepcional y dificil de reproducir. Estas
proteinas se pueden clasificar en tres grandes grupos: el colageno (COL) (50%), los

proteoglicanos (30-35%) y otras proteinas de la matriz (15-20%) (4).

1.3.1 Matriz extracelular: Colageno

El principal coladgeno presente en el cartilago articular es el colageno de tipo I,

constituyendo un 90% de la totalidad de colageno de la MEC. El 10% restante son
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pequerfias cantidades de colagenos “menores”, de los tipos I, V, VI, IX, X, XI, XIl'y
XIV. De estos colagenos, el colageno tipo XI corresponde a un 10% en el feto y un 3%
en el cartilago articular adulto. Igual ocurre con el colageno de tipo IX, del que hay un
10% en el cartilago inmaduro y del 1-5% en el adulto (5). A pesar de esto, los colagenos
tipo IX y XI son relativamente especificos del cartilago, mientras que el resto se

distribuye por otros tejidos conectivos.

El colageno Il es caracteristico del cartilago articular adulto, aunque también esta
presente en otras estructuras como el humor vitreo del globo ocular. Es un colageno
consistente en una triple hélice compuesta por tres cadenas alfa idénticas, que se
sintetiza como pro-colageno en el interior de las células en dos formas, tipo A,
presente en células condroprogenitoras y tipo 1B, expresado en condrocitos maduros
(6). EI diametro de cada fibrilla es variable en las diferentes zonas de cartilago articular,
presentando un menor diametro en las zonas superficial y media con relacion a la zona

mas profunda.

La sintesis del coldgeno comienza en el interior de las células cuando, a través del gen
COL2A1, se sintetiza pro-colageno tipo Il (11A y 11B) en el citosol de las mismas. Este
es liberado al exterior de las células donde se transforma en moléculas de
tropocolageno, las cuales se disponen en fibrillas y éstas, a su vez, forman fibras con
otros colagenos (IX y XIl) que son estabilizadas por uniones cruzadas interfibrilares.
Estas uniones cruzadas interfibrilares confieren una mayor estabilidad estructural y
posiblemente, una menor susceptibilidad a la calcificacion y, ain mas, posibilitan una
mayor eficacia de la interaccion del colageno con los proteoglicanos de la matriz lo que

ayuda a mantener el elevado contenido de agua del cartilago (5).

En la MEC, las fibrillas de coldgeno forman un entramado tridimensional a modo de
mallas, orientado para descargar las fuerzas de traccion y proporcionar asi resistencia a
la tensién. Se ha sugerido que el colageno tipo IX, que contiene una cadena de
condroitin sulfato, actia como intermediario entre las fibras de colageno tipo Il y los
proteoglicanos, contribuyendo de esta manera a aumentar esa estabilidad estructural de
la MEC (7).
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1.3.2 Matriz extracelular: Proteoglicanos

Los proteoglicanos son macromoléculas sintetizadas por los condrocitos, constituidas
por una proteina central a la que se unen, de forma covalente, un tipo especial de
glucidos del tipo polisacaridos, denominados glucosaminoglicanos (GAGS). Entre estos
encontramos &cido hialurénico, condroitin sulfato (CH-S), dermatan sulfato, heparan
sulfato y queratan sulfato (KS). Los mas representados en el cartilago son el condroitin-

4-sulfato, el condroitin-6-sulfato, el dermatan sulfato y el KS.

El &cido hialurdnico, tnico GAG que no esta sulfatado, tiene la funcion de enlazar entre
si los diversos proteoglicanos formando voluminosos agregados de éstos que van a

ocupar los espacios entre las redes de fibrillas de colageno.

Existe una enorme variedad de proteoglicanos, dependiendo del tipo y longitud de la

proteina central, asi como de la cantidad y longitud de los GAGs asociados a ella.

Estos proteoglicanos tienen una estructura interna que consta de cinco dominios: dos de
tipo fibroso y tres globulares denominados G1, que actua en la adhesién celular, G2 y
G3 que participan en el reconocimiento celular asi como en la adhesion y estabilizacién
de la MEC.

Entre la diversidad de proteoglicanos que suponen las distintas cadenas de GAGs y las
variedades en la proteina central encontramos uno que es caracteristico y muy

predominante en el cartilago articular: el agrecano.

El agrecano (agg) (Fig. 2) esté codificado por el gen ACAN en humanos. Esta proteina
es una parte muy importante de la matriz del cartilago ya que ayuda a resistir la
compresion del mismo en la carga. Es un proteoglicano con grandes hidratos de
carbono, un total de 2.316 aminoacidos de longitud y se puede expresar en multiples
isoformas. Los GAGs que lo forman son el CH-S y el KS que se unen a un ndcleo
proteico extendido. Sus tres dominios globulares G1, G2 y G3 estan implicados en la
agregacion a través del acido hialuronico, la adhesion celular y la apoptosis de

condrocitos.
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AGRECANO

Pareja de azlcares
repetidos

Glicosaminoglicanos

mmmm  Polipéptido central Queratan sulfato
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Fig. 2: Estructura del agrecano.
Imagen tomada de http://www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar3sa.htm.

Actualmente, la sintesis y degradacion del agrecano, al igual que la del colageno I1, son
objeto de estudio por su participacion en el deterioro del cartilago durante la OA.
Ambos son dos de los marcadores mas importantes debido a las diferencias existentes

entre el cartilago normal y el OA, en el que se encuentran muy disminuidos.

1.3.3 Matriz extracelular: Otras proteinas

El cartilago articular, ademas de colageno y proteoglicanos, posee pequefias cantidades
otras proteinas en la MEC que interaccionan entre si. Las méas conocidas son la ancorina
y ancorina Il, la condronectina, la fibronectina y la cartilage oligomeric matrix protein
(COMP) (4).

La ancorina es una proteina situada en la superficie de los condrocitos y participa en las
interacciones entre las células y la matriz, actuando como mecanorreceptores y
transmitiendo determinadas fuerzas desde las fibras de colageno hasta los condrocitos.
Se cree que la fibronectina puede contribuir al mantenimiento de la estructura del
cartilago a través de su interaccion con componentes como el colageno tipo Il. La
COMP es una proteina muy abundante en el cartilago de crecimiento y que,
probablemente participa en mecanismos de reparacion tisular y en la regulacion del

crecimiento celular.

1.3.4 Componente celular: Los condrocitos

Los condrocitos son la dnica poblacion celular del cartilago articular y, al mismo
tiempo, solo representan un 2% de la totalidad del cartilago (8). A pesar de ello, estas

células tan minoritarias son las responsables de que la MEC del cartilago articular se
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mantenga en condiciones fisioldgicas regulando los procesos anabdlicos y catabolicos

que ocurren en ella.

Los condrocitos varian en tamario, posicion, forma y nimero en las diferentes capas del
cartilago articular, y su actividad estd condicionada por factores genéticos y
ambientales, por fuerzas electrocinéticas y mecénicas, y por la presion de los fluidos (9).
Dentro de la MEC cada condrocito ocupa un espacio denominado laguna, formando el
condron, que es el condrocito contenido en la laguna y rodeado de MEC. A pesar de que
estas células estan embebidas y aisladas dentro de sus lagunas y de la MEC,
recientemente se ha descubierto que los condrocitos tienen la capacidad de comunicarse
a traves de proyecciones intercelulares y uniones gap (10).

La reduccion del nimero de células con el envejecimiento del cartilago y la produccién
alterada de la MEC por estas células contribuyen a la patogénesis de la destruccion del
cartilago y a la aparicion de la OA. De hecho, la densidad celular de un cartilago
envejecido es de aproximadamente la mitad que la de uno joven, y esta baja celularidad
del cartilago que se da con la edad no esta limitada a zonas de carga, sino que también

sucede en cartilago que no esta sometido a carga, como el cartilago hialino aritenoides.
1.3.5 Estructura del cartilago articular

La composicidn y organizacion del cartilago, asi como su actividad metabolica varia en
funcion de la profundidad del mismo, distinguiéndose cuatro zonas concretas y
diferenciadas (Fig. 3 y Fig. 4):

- Zona superficial o zona I: Es la zona de “rozamiento” de la articulacion, y
supone hasta el 10-20% del espesor total del cartilago. Se caracteriza por tener
una poblacion de condrocitos pequefios, aplanados y colocados de forma
paralela a la superficie articular. Lo mismo ocurre con las fibras de colageno de
esta zona, que, segin la mayoria de los autores, transcurren paralelas a la
superficie (11), si bien en algunos estudios se propone una morfologia mas
compleja con orientaciones oblicuas de las mismas (12). En su parte mas
superficial esta zona tangencial posee una pequefia capa desprovista de células
denominada lamina splendens, que protege al cartilago de la abrasién a la vez
que transmite las fuerzas de compresion desde la superficie a los margenes del

cartilago. Esta zona superficial es muy importante en el proceso de la OA, ya que
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cuando se degrada da comienzo una fase exponencial del empeoramiento de la
enfermedad (12).

Zona media de transicion o zona Il: Es la continuacion de la anterior y contiene
un mayor porcentaje de proteoglicanos distribuidos de forma homogénea. Los
condrocitos son mas grandes, esféricos y estan distribuidos de forma aleatoria.
Las fibras de coldgeno cambian su direccion y se vuelven oblicuas al entrar en

esta zona.

Zona profunda, radial o zona Ill: Los condrocitos son mas elipticos y forman
columnas de 2-6 células orientandose perpendiculares con respecto a la
superficie articular. Las fibras de colageno que eran oblicuas en la zona de
transicion siguen cambiando su direccién para orientarse de forma paralela a las
columnas de células y asi, igualmente perpendiculares a la superficie articular.
Zona de cartilago calcificado o zona IV: Los condrocitos son mas escasos, estan
mas esparcidos e hipertréficos, aunque en su mayoria son viables. La matriz esta
calcificada con sales de calcio y la cantidad de proteoglicanos es mucho mas
reducida.

Entre la zona profunda y la calcificada se encuentra lo que se denomina “frente
de calcificacion” o tidemark, que se perfila como una linea cuando se tifie con

las técnicas habituales.

ZONA DE SUPERFICIE
ARTICULAR

=T \ .4y GAPA SUPERFIGIAL
A . W7 . CAPAINTERMEDIA
- - .

© AL O TRANSICIONAL

CAPA PROFUNDA
—TIDEMARK
12418 ) GAPA GALCIFICADA
- ; ; }— HUESG SUBGONDRAL
g }- HUESO ESPONJOSO

Fig. 3: Estructura del cartilago articular
De la pagina web: http://es.slideshare.net/leconca/6-biomecanica-de-cartilago.
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Cartilago articular

Cartilago calcificado { ' : -
g I > QPR
Hueso Subcondral-—"| I &
Y \
Hueso esponjoso—f—» f P \ ,'i\\;,

Fig. 4: Corte histoldgico de cartilago y hueso en un platillo tibial.
Tincion con hematoxilina — eosina (H-E) (4X).

1.3.6 Propiedades biomecanicas del cartilago articular

El cartilago articular es un tejido avascular y aneural que estd constituido por una
poblacion celular escasa rodeada por MEC, cuyos componentes mayoritarios son el
agua, coladgeno y proteoglicanos. La interaccion entre el agua y los proteoglicanos
proporciona al cartilago su caracteristica viscoelasticidad y su resistencia a las fuerzas
de compresion, actuando como un amortiguador hidrodinamico, mientras que el

colageno amortigua las fuerzas de tension ayudando a aumentar su resistencia.

En general, las articulaciones sufren multitud de fuerzas, presiones, tracciones y
torsiones, que aumentan hasta 10 veces en movimientos tales como correr y saltar. En
condiciones normales, el cartilago debe soportar dichas fuerzas, ayudado por las partes
blandas periarticulares, donde también se distribuyen las fuerzas y por la contraccion
muscular, y transmitirlas y distribuirlas al hueso subyacente. Esto hace que el cartilago
posea unas propiedades fisicas Unicas como tejido conjuntivo que dependen, en Ultima
instancia, de la organizacion y mantenimiento de los componentes de la MEC vy, por

tanto, del buen funcionamiento de los condrocitos.

El cartilago sano es un tejido sometido a una constante presiéon. Las fuerzas de
compresion sobre €l producen un efecto de arrastre en el cual el agua se desplaza de la
MEC a la cavidad articular, y la morfologia de las fibras de colageno permite que éste
se comprima. Cuando la presion desaparece, el agua retorna a la matriz y se produce

una recuperacion del cartilago (4). Este proceso, ademas de ser fisioldgico, es necesario

11
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para el mantenimiento del cartilago, ya que este movimiento de liquido es lo que hace
que los condrocitos se nutran de forma eficiente. Sin embargo, cuando existe un exceso
de presiones aplicadas a una articulacion o por el contrario, cuando hay una
inmovilizacién completa, el metabolismo de los condrocitos se reduce y se produce un
desequilibrio entre la destruccion y el mantenimiento de la matriz, dandose unas tasas

elevadas de la primera que pueden suponer el inicio de la OA.

1.4. Otros tejidos de la articulacion: Tejido 6seo

Al igual que el cartilago, el hueso esta formado por células y una MEC

predominantemente colagena, aunque en este caso, el colageno principal es de tipo 1.

Sin embargo, en el hueso encontramos vascularizacién, inervacion y diferentes tipos
celulares (osteoblastos, osteocitos y osteoclastos), ademas, segun la orientacion y
formacion de la MEC encontramos dos estructuras 6seas morfologicamente diferentes,

el hueso esponjoso y el hueso compacto.

Concretamente, adyacente a la estructura del cartilago hialino en las articulaciones
sinoviales existe una pequefia capa de hueso compacto, la placa subcondral, que reposa
sobre la red trabecular de hueso esponjoso de la epifisis. En ambos tipos de hueso, igual
que ocurre con el tejido cartilaginoso, son las propias células de hueso, los osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos, los encargados del mantenimiento de la MEC. En este caso,
concretamente los osteoclastos, son las células responsables de la reabsorcion Osea
mientras que los osteoblastos sintetizan matriz, quedando imbuidos en ella vy

convirtiéndose en osteocitos (13).

Aunque en principio el tejido éseo no es un tejido en contacto con la articulacion, los
estudios de las Gltimas décadas realizados sobre la patogénesis de la OA incluyen al
hueso como un tejido muy involucrado en el proceso. En él se producen muchas
alteraciones, como consecuencia o inclusive causa de esta enfermedad, tales como la

esclerosis 0sea, la formacion de osteofitos o de quistes dseos (14).

Obviamente, la degradacion del cartilago articular es el mecanismo principal de
progresion de la OA. Sin embargo, tanto estudios in vitro como en animales demuestran
que la inhibicion de la actividad osteoclastica en el hueso reduce de forma significativa

la escala histopatoldgica de la OA (Manking score), y que los cambios en el hueso
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subcondral, tales como su esclerosis, suceden en paralelo con el desarrollo de la OA
(15,16).

De hecho, yendo mas alla, en los dltimos afios se ha comprobado que los tratamientos
frente a la degradacion 6sea, como la calcitonina, o los estrégenos, también tienen un

efecto positivo inhibiendo la degradacién del cartilago (17).

Todos estos estudios aportan evidencias de que en la etiopatogenia de la OA el cartilago
articular no es el Unico tejido involucrado, aportando pruebas de que existe una fuerte

relacion entre el hueso y la OA.

1.5. Otros tejidos: Membrana sinovial

La membrana sinovial es una membrana clara y transparente que forma la capa interna
de la capsula articular, adhiriéndose a la capa externa, la membrana fibrosa. Se
encuentra normalmente, ademas, revistiendo a los ligamentos intraarticulares, de tal

forma que estos quedan excluidos de cavidad articular.

Como su propio nombre indica, la membrana sinovial es la responsable de la sintesis del
liguido sinovial que bafia la articulacion, que, como mencionamos previamente,

lubrifica la articulacion y nutre al cartilago articular como funciones principales.

A diferencia del cartilago articular, la membrana sinovial posee abundantes vasos
sanguineos y una abundante inervacion, y su superficie esta constituida por células

sinoviales o sinoviocitos entre fibras de colageno.

En una articulacion normal, la membrana sinovial es muy delgada, de un tono
blanquecino rosaceo y secreta de forma equilibrada el liquido sinovial, manteniendo asi
un sistema de fluidos intraarticular que previene frente a las fuerzas de compresion y

que nutre al cartilago.

En el proceso OA, de forma habitual, se encuentra una membrana sinovial inflamada,
hipervascularizada, engrosada y algunas veces enrojecida. Como también
menciondbamos anteriormente, los sinoviocitos son capaces de comportarse como
células presentadoras de antigeno y de producir citoquinas (IL-1, TNF...etc.) (4). Sin
embargo, la membrana sinovial también sintetiza citoquinas anti-inflamatorias (IL-4,
IL-10, IL-13), que disminuyen los niveles de prostaglandina E, (PGE,) y la liberacion

de IL-1, TNFa y las metaloproteasas de matriz (Matrix metalloproteinases, MMPS).
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1.6. Proceso degenerativo articular

1.6.1 Etiopatogenia de la artrosis

La degeneracion del cartilago articular es el episodio clave en el desarrollo de la OA 'y
tiene una etiologia multifactorial. Entre los factores involucrados en su destruccién
destacan los factores mecanicos y los mediadores bioldgicos, dos causas ligadas la una a
la otra y que no se pueden tratar de manera independiente. Por un lado, las
articulaciones en las que mas se padece OA, la cadera y la rodilla, soportan el peso del
cuerpo y estan sometidas a cargas mecanicas repetidas y localizadas. En una situacion
normal, la anatomia y fisiologia de la articulacién son capaces de disipar estas cargas
sin que se produzcan alteraciones. Sin embargo, cuando éstas son muy repetitivas o de
alta intensidad, producen dafios microscopicos en la matriz del cartilago articular, dafios
que los condrocitos son capaces de reparar, pero que, si el proceso continla, terminan

de forma irreversible en la degradacion del tejido (Fig. 5).

Fig. 5: Anatomia macroscopica y microscopica del cartilago sano y OA.
Las imagenes histoldgicas estan tefiidas con H-E y tomadas a 4 aumentos.

También, las lesiones focales, debidas normalmente a dafios traumaticos, pueden
progresar en OA si no reparan bien y, normalmente, debido a su tamafio, no lo hacen.
Otra opcion, es que, bajo factores mecanicos normales, ya exista una alteracion quimica
de la articulacion, lo cual contribuye a una pérdida de liquido sinovial. Por otro lado, la
sintesis de una gran variedad de mediadores bioldgicos de la inflamacion por parte de
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los condrocitos y los sinoviocitos aumenta los procesos catabolicos y se suma de forma

sinérgica a los procesos mecanicos, agravando el desgaste articular (8).

Debido a estos efectos (mecanicos y bioldgicos), se ha demostrado que el cartilago OA
es hipocelular (debido a un aumento de muerte celular por apoptosis), esta sometido a
un aumento de estrés oxidativo y presenta una elevacion de marcadores inflamatorios y
catabdlicos. Esto, a la postre, conduce a un desequilibrio entre los mecanismos de

reparacion y destruccion del tejido, dando lugar a su destruccidn progresiva.

En concreto, existe un consenso en multiples estudios de que en una articulacion con
OA se pueden encontrar cantidades elevadas de mediadores inflamatorios sintetizados
por los condrocitos, tales como diversas citoquinas pro-inflamatorias (Fig. 6) como la
IL-1B, la IL-6 o el TNFa, el 6xido nitrico (nitric oxide, NO) y la PGE;, entre otros (4).

)
Synovial &
membranex »'
Capsule —
A ) ©
Pannus ¥/ Osteoblasts Chondrocytes

Fig. 6: llustracién de los mediadores de la OA.

En una articulacion con OA se encuentran niveles aumentados de diversos marcadores
inflamatorios, tales como la IL-1pB, el TNFa, el NO y las especies reactivas de oxigeno (reactive
oxygen species, ROS), entre otros. Imagen tomada y modificada de la ref (18).
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1.6.2 Lainflamaciony la artrosis

Clasicamente la OA no se ha considerado una enfermedad inflamatoria debido a la
escasez de neutrofilos presentes en las articulaciones afectadas, y a que, salvo en una
OA avanzada, no existe una infiltracion y proliferacion leucocitaria en el liquido
sinovial (19,20). Ademas, el hecho de que el cartilago sea avascular y aneural supone la
ausencia de las manifestaciones representativas de la inflamacion descritas por la tétrada
de Celsius. Sin embargo, en los Gltimos afios los avances en biologia celular y molecular
han demostrado que comparado con el cartilago normal, el cartilago OA muestra una
sobreexpresion de diversos marcadores pro-inflamatorios, tanto a nivel de expresion

génica como de sus niveles proteicos, como se puede ver en la Fig. 7.

mRNA (copy number)

IL-18 : I I [
1L-6
IL-8
TACE
ADMP-2
GAG A

b)
J1L-18
PGE,

NO
MCP-1
IL-8
IL-6
IL-1p
TNFa | | B

0 20 40 60 80 100
Units

Fig. 7: Expresion génica y proteica de cartilago normal frente a OA.

a) PCR a tiempo real en cartilago normal (rojo) y OA (azul). b) Produccion espontanea de
mediadores de la inflamacion en cartilago normal (rojo) y OA (azul). Tomada de la referencia
(19).

La IL-1B es la molécula pro-inflamatoria por excelencia en el proceso OA, y su efecto
lesivo sobre esta patologia se conoce desde principios de los afios 80 del siglo XX (21-
25). En resumen, la IL-1p favorece los procesos catabdlicos en la articulacion, siendo
capaz de estimular su propia sintesis, la de otras interleuquinas pro-inflamatorias como
la IL-6 y la IL-8, ademas de MMPs, colagenasas y agrecanasas (26,27). Por otro lado,

otra de las consecuencias del aumento en la expresion de IL-1f es la activacion de la
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isoforma inducible de la sintasa del NO (iNOS), aumentando los niveles de NO y la

estimulacion de la sintesis de eicosanoides (PGE; en particular).

Normalmente, este aumento de la PGE; es el resultado de la sobreexpresion de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), que conduce a una sintesis aumentada de la enzima sintasa
microsomal de la prostaglandina E (mPGES-1) (Fig. 8). Sin embargo, el efecto de la
PGE; en el cartilago aun tiene algo de controversia, y es que aunque ejerce efectos
beneficiosos en el cartilago sano (N), favoreciendo la sintesis de proteoglicanos y
promoviendo la produccion de colageno tipo Il, es perjudicial en cartilago OA,

desplegando efectos contrarios (28,29).

En cuanto a otro malo conocido, el TNFa., afecta de forma similar al condrocito que la
IL-1B (30), incluidas la estimulacion de las MMPs y la disminucién de la sintesis de
proteoglicanos. Sin embargo, a la misma concentracion, la IL-1p es de 100 a 1.000
veces mas potente que el TNFa, aunque ambas citoquinas tienen efectos sinérgicos
(19).

En sintesis, lo que es evidente es que hay una interrelacion importante en la
sobreproduccion de mediadores de la inflamacion y, aunque no existe una manifestacién
clinica evidente del proceso a nivel celular y gendmico, existe un proceso inflamatorio

claro.

Acido Araquidonico

[ Prostaglandina G,

T

[ Prostaglandina H-
‘ PGl, HPGD2 [PGFZG { TX ‘

Fig. 8: Resumen esquematico de la ruta de sintesis de PGE,.
TX: Tromboxano.
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1.6.3 Catabolismo y anabolismo

Como se definio previamente, el cartilago articular es un tejido conectivo de sostén
cuyas caracteristicas derivan esencialmente de la naturaleza de su MEC. La formacién
del cartilago comienza con la diferenciacion de células mesenquimales en
condroblastos, que son las células precursoras propias del cartilago. Estos condroblastos
se dividen y sintetizan la MEC hasta obtener el cartilago maduro, momento en el cual se
convierten, finalmente, en condrocitos. A pesar de ser las Unicas células del cartilago,
los condrocitos son los responsables de mantener la integridad de la MEC, ya que,
aungue no tienen la funcion de sintetizar y crear matriz como hacian siendo
condroblastos, si son los responsables de mantener sus componentes y el equilibrio de
un cartilago articular en continuo desgaste debido al movimiento articular, a la friccion

y al soporte de cargas.

La creencia general actualmente es que los condrocitos cambian su fenotipo en
respuesta a estrés quimico o mecanico, y de hecho, se han propuesto diferentes
fenotipos en estas células (17). El fenotipo catabdlico, con una expresion aumentada de
enzimas proteoliticas; el fenotipo anabdlico capaz de regenerar la MEC, secretando
colageno tipo Il y proteoglicanos y otros fenotipos como el hipertrofico, el des-

diferenciado y el condroblastico.

Desde un punto de vista catabdlico, el elemento mas importante en la degradacion del
cartilago articular son las proteasas y aunque existen diversas familias de éstas, las mas
destacadas son las MMPs. Estas proteinas son endopeptidasas de las que, actualmente,
se han descrito 28 tipos, capaces de degradar diferentes sustratos como colégenos,
proteoglicanos, gelatina o fibronectina (31). Las MMPs pueden clasificarse en funcién
de su preferencia por los sustratos, dividiéndose en colagenasas (MMP1, MMP13),
gelatinasas, estromelisinas (MMP3) y otras. Estas endopeptidasas, en condiciones
normales se hallan en el cartilago adulto en muy baja cantidad, sin embargo sus niveles
se elevan en determinadas patologias en las que se dan procesos de destruccion de la
MEC, como lo es la OA (30).

1.6.4 Estrés Oxidativo; Especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno

El oxigeno molecular (Oy) es esencial para la supervivencia de los seres humanos y, en
general, de todos los organismos aerobicos. ElI metabolismo energético aerdbico se basa

en la fosforilacion oxidativa, un proceso fundamental por el cual la éxido-reduccion
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energética del transporte electronico mitocondrial es finalmente convertida en Adenosin
trifosfato (ATP). Los organismos aerdbicos utilizan O, como aceptor final de electrones
durante la fosforilacion oxidativa mitocondrial, sin embargo, metabolitos de O,
parcialmente reducidos y altamente reactivos, incluyendo el anién superéxido (Oy),
perdxido de hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH"), se pueden formar dentro de
las células (32). Estos radicales libres de oxigeno, poseen uno o mas electrones
desapareados. Eso los vuelve inestables y con tendencia a buscar el equilibrio
deshaciéndose o acaparando un electron con las moléculas con las que entran en
reaccion, haciéndolas a su vez inestables (33). La accién destructiva de los radicales
libres se dirige hacia los lipidos de las membranas celulares, acidos nucleicos y
proteinas produciendo consecuentes alteraciones estructurales y celulares que son la
base de diferentes enfermedades incluyendo envejecimiento celular prematuro, cancer,

enfermedades cardiovasculares, diabetes, OA o artritis reumatoide (33).

Estos metabolitos de O, reactivos o radicales libres de oxigeno son por lo general
colectivamente conocidos como especies reactivas del oxigeno (ROS). Su
generacion en un medio bioldgico expone a los organismos vivos a lo que se conoce
como la “paradoja de oxigeno”, ya que por un lado el oxigeno es necesario para la vida,
pero también es potencialmente peligroso ya que las ROS pueden convertirse facilmente
en una fuente de dafio tisular, como fue reconocido por los primeros pioneros de la

investigacion de los radicales libres (34-38).

Sin embargo, como una consecuencia natural de esta paradoja, los organismos aerébicos
han desarrollado mecanismos y estrategias evolutivamente conservados para controlar
cuidadosamente la generacion de ROS y mantener la homeostasis redox. Una de estas
estrategias es la produccion de enzimas anti-oxidantes como la catalasa, la glutation

peroxidasa o la superoxido dismutasa (32).

Existen ademas otras formas de proteccion a través de moléculas como el acido
ascorbico, el glutation reducido o el acido drico que tienen la capacidad de actuar como
reductores frente a los radicales libres de oxigeno y también en los sistemas tiorredoxina
y glutarredoxina que actuan como agentes reductores oxidandose de forma reversible
(32).

Otro elemento del estrés oxidativo es el NO. Es un radical gaseoso descubierto en los

afios 80, sintetizado en el organismo a partir de L-arginina por una familia de tres
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enzimas llamadas sintasas del NO (NOS). Estas enzimas se clasifican, en funcion de su
localizacion y sintesis, en: la sintasa del NO constitutiva (cNOS), que cuando esta
localizada en neuronas se denomina nNOS y en células endoteliales eNOS y la sintasa
del NO inducible (iNOS) que esta asociada a la respuesta inmune y como su nombre

indica se sobreexpresa como respuesta a diversos estimulos (39,40).

Se ha demostrado que, debido a sus propiedades eminentemente destructivas en
cartilago articular, el NO puede ser un mediador muy importante en la lesion articular
cronica de la OA (41). En este sentido, inhibe la sintesis de agrecano, aumenta la
actividad de las MMPs, incrementa la susceptibilidad de los condrocitos a oxidantes
como el H,O;, y contribuye a la resistencia a los efectos anabdlicos del factor de
crecimiento insulinico (insulin growth factor, IGF) (41). Por otro lado, se ha
demostrado que los condrocitos OA expresan INOS y producen NO de forma
espontanea, y que las cantidades en el liquido sinovial en pacientes con OA o artritis
reumatoide son significativamente mayores que en pacientes sanos (42). Ademas, existe
también evidencia de que la produccion de NO esta intrinsecamente ligada a la sintesis
de la PGE;, y que el aumento de esta prostaglandina, una de las moléculas mas
relacionadas con el proceso inflamatorio en cartilago OA, esta también implicado en la
desregulacion o incremento de diversos procesos en el tejido articular tales como el

catabolismo tisular, el dolor, la apoptosis celular y el aumento de las MMPs (40,43).

1.6.5 Activacion de la inflamacion artrosis

Algo que queda patente en los mdltiples estudios y revisiones realizadas (19,29,44) es
que existe una diferencia significativa en la expresion de algunos genes, como se Vvio en
la Fig. 7, principalmente aquellos que regulan mediadores como la PGE», o el NO, o

citoquinas como la IL-6, IL-8 0 la IL-1.

Las vias de activacion, por las cuales se produce un aumento o una disminucion de la
expresion de los genes que se modulan en la OA, vienen dadas a través de una serie de
rutas de sefializacién o transcripcion que pueden ser estimuladas por sefiales en el
citoplasma celular. En concreto, la estimulacion de los condrocitos con la IL-13, la
citoquina més importante del proceso OA, supone una activacion en estas células de dos
rutas principales, por un lado la ruta de sefializacion de quinasas reguladas por sefiales

extracelulares (extracellular signal-regulated kinase, ERK) y por otro, la del factor de

20



Artrosis

transcripcion nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NFxB) (45).

NFxB se encuentra en la mayoria de las células, y esta involucrado en la activacion de
una gran cantidad de genes, en respuesta a inflamacion, infeccién y otras situaciones de
estrés celular. De forma fisioldgica esta proteina se encuentra inerte y secuestrada en el
citoplasma de células no estimuladas, y se transloca al nucleo para reprogramar la
expresion génica cuando la célula se ve expuesta a un estimulo frente al que es capaz de
responder. En mamiferos, existen cinco tipos de factores de transcripcion NFkB, por lo
que podriamos decir que, en realidad, NFxB es una familia de proteinas. Estas son RelA
(también denominada p65), RelB, c-Rel, NFxBI (0 p50) y NFxB2 (0 p52). Estas dos
ultimas son sintetizadas como precursores p105 y p100 respectivamente y requieren de
un proceso proteolitico para convertirse en las unidades funcionales p50 y p52,
respectivamente (46). La posicion citoplasmatica de NFxB, es controlada por un
conjunto de proteinas inhibitorias (Inhibidores de kappaB, IkBs) que, en presencia de un
estimulo extracelular son degradadas dejando en libertad a NFxB para translocarse al
nucleo, donde regula la transcripcion génica de enzimas y citoquinas proinflamatorias
tales como INOS, COX2 o IL-6..

1.6.6 Tratamiento actual de la artrosis

Actualmente, el tratamiento de la OA es multidireccional y principalmente sintomatico.
No existe un tratamiento definitivo en ninguno de sus mdaltiples ambitos, ni
farmacoldgico, ni fisico, ni con medicina alternativa, que cure o cuando menos detenga
la progresion de la enfermedad. Las personas que la padecen ligan su vida a una serie de
pautas, como la pérdida de peso para aliviar los factores mecanicos, el manejo de terapia
fisica supervisada, y la aplicacion de terapia farmacoldgica analgésica y
anti-inflamatoria. Entre esta Gltima, se incluye el uso de anti-inflamatorios no
esteroideos (AINESs), con una buena efectividad pero nocivos efectos adversos, los
farmacos de accion lenta ( symptomatic slow action drugs for osteoarthritis,
SySADOA:) vy la terapia intra-articular, todos ellos con una eficacia inconsistente.
Recientemente también se han aprobado y se estan utilizando algunos agentes de accion
central y terapia biologica, sin embargo, en ambos casos, si bien la eficacia es buena, los
efectos adversos son mayores de lo esperado (47). En general, cuando la OA es severa 'y
el paciente supera los 60 afios el tratamiento mas usado es el reemplazamiento de la

articulacion por una protesis mediante artroplastia.
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2. EL SULFURO DE HIDROGENO

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es un gas conocido por su olor caracteristico a huevos
podridos y que, hasta mediados de los 90, se consideraba principalmente toxico para el
ser humano y dafiino para el medio ambiente. Sus mecanismos de accion fueron
completamente desconocidos hasta las Ultimas décadas del siglo XX (48-50), y lo Gnico
destacado eran los estudios realizados a mediados y finales de siglo, que demostraban su
toxicidad en mamiferos fundamentalmente por via inhalatoria, afectando a 6rganos

como el pulmon, el cerebro y el corazén.

Sin embargo, a finales del siglo XX, se descubrié que el H,S es un gas producido de
forma enddgena en los tejidos. Se sintetiza a partir del aminoécido L-cisteina a través de
una serie de enzimas cuya expresion y regulacion molecular en diversos tejidos ha sido
caracterizada por varios grupos (51,52). Al igual que el NO y el mondéxido de carbono
(CO), el H,S ha sido recientemente identificado como una molécula de sefalizacion
gaseosa, un mediador enddgeno de la inflamacion (53) y como un potencial compuesto

citoprotector (54).

De esta forma el H,S ha sido el tercer gas en la historia identificado como “compuesto
gasotransmisor” (55). Con el mismo pedigri toxico que ya caracterizé al NOy al CO y
tras la demostracion de la presencia de H,S en el sistema nervioso en la década de los
90 (56), los estudios y publicaciones en torno a este gas han tenido un crecimiento

exponencial que aun continua en nuestro tiempo (57).

2.1. Bioquimica del sulfuro de hidrogeno

Este gas, en solucidon acuosa, se comporta como un &cido débil disociandose en el
protén H* y el anién hidrosulfuro (HS), que a su vez, se disocia en H' y S como

podemos ver en la siguiente reaccion (58):

H,SH' + HS «2H" + S~

A temperatura ambiente y bajo un pH fisioldgico (7,35 — 7,45), el 20% del H,S persiste
en la forma no disociada y el 80% restante como el anion HS". De esta forma, en
condiciones fisioldgicas, coexisten cantidades significativas de H,S y HS". Dado que en
la actualidad se desconoce si s6lo una de ellas 0 ambas especies son las responsables de
los efectos bioldgicos del H,S, en esta tesis el término H,S se utiliza para hacer
referencia a estas dos especies.
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Por el contrario, los niveles presentes de S* en estas condiciones son inapreciables ya
que para la correcta disociacion del HS™ se necesitan valores de pH superiores a los
fisiolégicos.

El H.S es altamente lipofilico, razén por la cual atraviesa con facilidad las membranas
celulares y es capaz de llegar a la mayoria de los tejidos del organismo y, por ejemplo,
el HS", que como hemos visto es la especie de sulfuro prevalente, tiene afinidad por los
nacleos celulares uniéndose a los centros metalicos de ciertas moléculas como la zona
de unidn del oxigeno a la hemoglobina (58). Esto le confiere al H,S un alto potencial

bioldgico.
2.2. Elsulfuro de hidrégeno en el cuerpo humano

2.2.1 Sintesis

Los estudios de la sintesis del H,S a nivel endégeno en los tejidos de mamiferos
apuntan a dos vias diferentes, la enziméatica y la no enzimatica (58). La forma no
enzimatica, aunque menos importante, viene de la reduccion del azufre elemental a H,S
utilizando reductores que provienen de la oxidacion de la glucosa, como el lactato, u
otros como el NADH (nicotinamida adenina dinucle6tido hidrogeno), NADPH

(nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) y el glutation.

Con respecto a la via enzimatica, el H,S se sintetiza a nivel enddgeno
fundamentalmente a través de tres enzimas, la cistationina beta sintasa (CBS, EC
4.2.1.22), la cistationina gamma liasa (CTH, EC 4.4.1.1) y en menor medida por la
mercaptopiruvato azufre transferasa (MPST, EC 2.8.1.2) (59). EIl sustrato de estas
enzimas es un aminoacido, la L-cisteina, que se encuentra tanto en alimentos como en

otras proteinas y que también puede ser sintetizado a través de la L-metionina (Fig. 9).

Desde hace décadas se conoce el proceso de produccion del H,S a través de estas
enzimas, como ya describieron Stipanuk y Beck en 1982 (60). Actualmente son muchos
los grupos que han estudiado su expresion en los tejidos de mamiferos, concluyendo que
CBS es la enzima predominante en cuanto a la produccion de H,S en el cerebro y
sistema nervioso y estd presente en higado, rifion, ileo, utero, placenta e islotes
pancreaticos (59). La CTH es capaz de producir H,S, tanto a traves de cisteina en un

70% como de homocisteina en un 30% y se expresa en higado, rifién, ileo, utero,
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cerebro, islotes pancreaticos y placenta (61), ademas de ser caracteristica del sistema

vascular y de su musculo liso (58,61).

Existen factores tanto endogenos como exogenos, capaces de mediar la actividad de
CBS y CTH. Por ejemplo, en el cerebro, la actividad de la CBS viene regulada por el
calcio y la calmodulina, y los factores que producen un aumento del calcio intracelular
aumentan la sintesis de H,S a través de esta enzima (58). Igual ocurre con el NO, y es
que los niveles aumentados de este producen un aumento en los niveles enddgenos de
H.S (62). Sin embargo, los factores que actlan sobre la sintesis de H,S no lo hacen de
igual manera en todos los tejidos, y su expresion puede ser muy diferente en funcion de
la localizacion de las enzimas (62).

La tercera enzima mencionada, MPST, a diferencia de las otras dos que estan
unicamente en el citosol, se encuentra tanto en el citosol como en las mitocondrias (63)
y cataliza la via anaerobia de la conversion de la cisteina junto con la cisteina
aminotransferasa, transportando iones sulfuro a grupos tiol (-SH) y formando el H,S
(63). Esta enzima se localiza en rifion, higado, corazon, pulmones, timo, testiculos,
cerebro y eritrocitos (61,64).

H,S

S%4 pyruvate

Keto Amino
acid acid RSH RsH
CySR + 0 @ M 3-Mercaptopyruvate RSSHA—-RSSR -
+

Pyruvate

50,7
Cystine
SSC\);,"’ "+ pyruvate
\
\
Thiocysteine + pyruvate + NH, 3\

HS*’)@B/ Ecoaz 55042
3 T //\\
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(s ]
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Fig. 9: Sintesis del H,S a partir de la L-cisteina.

La reaccion 1 esta catalizada por la cisteina aminotransferasa, las reacciones 1A, 1By 1C por la
MPST, la reaccién 2 por la CTH y la 3 por la CBS. RSH. Tiol: RSSH, persulfuro; RSSR,
disulfuro (60).
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2.2.2 Mecanismo de liberacion del sulfuro de hidrégeno

El H2S en el organismo se puede encontrar en dos formas diferentes. Por un lado, se
encuentra en forma “libre” en liquido extracelular y plasma, con temperatura de 37°C y
pH 7,35 — 7,45 existe un equilibrio constante descrito anteriormente: H,S«—>H" + HS". Y
por otro lado, podemos encontrar H,S “inmovilizado” o almacenado mediante su union
a otras moléculas para su posterior liberacion en respuesta a estimulos fisioldgicos. Asi,
en el organismo podemos encontrar un amplio rango de atomos de azufre unidos
covalentemente a otro atomo de azufre formando los llamados compuestos de “azufre
sulfano”. Estos compuestos, sintetizados en mamiferos a través de la ruta anaerobia de
la cisteina a través de enzimas que incluyen, entre otras, la CBS, CTH y MPST,
incluyen maltiples formas entre las que encontramos los tiosulfatos, persulfuros,
trisulfuros, politionatos y el azufre elemental (Fig. 9). En todos estos compuestos se
encuentra almacenado sulfuro, que es liberado en forma de H,S en condiciones
reductoras como el exceso de glutation (GSH) o en situaciones de alcalinidad celular
(65).

2.2.3 Efectos fisioldgicos en el organismo

El H,S atraviesa facilmente las membranas celulares sin necesidad de proteinas
transportadoras ejerciendo una gran variedad de funciones en mdaltiples dianas
bioldgicas. Estas interacciones, sin embargo, pueden resultar en efectos citotoxicos o
citoprotectores, una variacion que depende fundamentalmente de las concentraciones
del H,S (59).

Los efectos de este compuesto estudiados hasta ahora apuntan a que la concentracion
que ejerce funciones protectoras esta dentro de un rango micromolar, y que estos bajos
niveles de H,S tienen unos efectos significativos en multiples sistemas fisiologicos y
también patologicos. Sin embargo, actualmente, donde mas referencias encontramos del
H,S es en el sistema nervioso y cardiovascular, probablemente debido a que este
compuesto esta intimamente relacionado con la regulacion de la presion arterial. Por
tanto tiene sentido que sea en estos sistemas donde parece ejercer los mayores efectos y

producir las alteraciones mas frecuentes.

En general, los estudios realizados demuestran que el H,S, a bajas concentraciones
(entre 50 y 160 uM) estd presente de forma enddgena en el cerebro humano. Estas

concentraciones fisiolégicas potencian la actividad del receptor N-metil-D-aspartato
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poniendo en marcha el mecanismo de induccién de la potenciacién a largo plazo (LTP),
por lo que se le acepta como neuromodulador a nivel del sistema nervioso central
(56,66).

Por otro lado, las investigaciones recientes, tanto en inflamacion como en estrés
oxidativo sobre células nerviosas, demuestran que las concentraciones bajas de H,S
exogeno tienen un efecto neuroprotector, aumentando los niveles de GSH inhibido por
glutamato (66-68). Por otro lado, Li et al. demuestran la importancia de las
concentraciones moderadas de H,S frente a concentraciones mas altas para obtener un

efecto citoprotector en isquemia cerebral (69).

En 1997 se demostro que el H,S tiene un efecto vaso relajante a nivel de arteria adrtica
de rata in vitro (70), lo que mas adelante en 2001, dio lugar a que se evidenciara que
concentraciones de 300 uM de H,S administrado intravenoso producen una disminucion
transitoria pero significativa de la presion arterial media. Ademas, también se concluy6
que esta relajacion esta causada por una disminucion en la resistencia de las arterias
debido a un bloqueo de los canales de potasio dependientes de ATP (KATPc) (71). En
este mismo estudio se mostrd una relajacion de la arteria aorta a concentraciones entre
18 y 60 uM. Aunque otros estudios reportaron unas concentraciones plasmaticas de H,S
en ratas de aproximadamente 10 uM (72), ellos encontraron niveles de

aproximadamente 50 uM.

Siguiendo esta misma linea, en 2004 se comprobé en un modelo de shock hemorragico
en rata, que la hipotension encontrada en dicho modelo se debe en parte a una
concentracion mas elevada de H,S con respecto a la concentracion basal, y que el
bloqueo de la sintesis de éste producia un aumento de la presion arterial media,

recuperandose también la frecuencia cardiaca (73).

2.2.4 Efectos sobre diferentes patologias

El rol del H,S en diferentes tejidos y patologias, a pesar de haber sido bastante
estudiado, todavia suscita bastante controversia. Y es que, aunque la mayoria de los
articulos publicados sugieren que conduce a una reduccion de agentes oxidantes e
inflamatorios (74,75), algunos autores encuentran un efecto pro-inflamatorio y téxico en
ciertas patologias (53,76).
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Concretamente se comprobo en pacientes sépticos que los niveles plasmaticos de H,S
en esta patologia aumentan de forma significativa de ~50 uM a ~150 uM (77), y que la
adicion de inhibidores de su produccion en un modelo endotdxico de sepsis en ratas
tiene un efecto protector frente al dafio inflamatorio producido por la adicién de
lipopolisacarido (LPS). Otros autores también describen efectos inflamatorios (74,78-
80). En células musculares de los vasos sanguineos se encontro que el H,S potenciaba la
produccion de iINOS y NO inducidos por IL-1p (81). También se describié un efecto
pro-inflamatorio al administrar NaSH en las patas de las ratas (79), la inhibicion del
H.S protegid a ratones frente a la pancreatitis aguda y el dafio pulmonar asociado (78) y
también en un estudio de dafio renal inducido por cisplatino se obtuvieron los mismos
resultados (80).

Por el contrario, la administracion exdgena y la produccién endégena de H,S también
han demostrado ser anti-inflamatorias. En un modelo de inflamacién pulmonar aguda
con &cido oleico en ratas, se encontro una disminucion de los niveles de H,S tanto en
plasma como en tejido pulmonar, y una reduccion de las interleuquinas 6 y 8 (junto con
un aumento de la 1L-10) (82) en la administracién conjunta de &cido oleico y H,S
(NaSH 56 uM). Esto sugiere un efecto anti-inflamatorio en el dafio pulmonar intrinseco,
como también se demostro (83) en un modelo de exposicion al humo de tabaco en el
que la administracion de NaSH (14 pg/kg) produce un efecto anti-inflamatorio,
disminuyendo, entre otras cosas los niveles de TNF« e IL-8 en ratas. Fiorucci et al. (84)
también encuentran que una dosis de NaSH de 10 uM/kg en ratas produce una
disminucion del 60-70% en el dafio de la mucosa gastrica, y que el H,S parece ser un
regulador fisioldégico de la microcirculacion gastrica. Otro estudié encontrd (85)
resultados en el mismo sentido en la induccion de colitis en ratas, concluyendo que la
inhibicién de la produccién del H,S tiene un efecto negativo sobre el desarrollo de la
enfermedad, y la pérdida de peso, el sangrado intestinal y la consistencia de las heces
mejoran con la adicion de H,S respecto a su blogueo.

2.2.5 Estudios del sulfuro de hidrégeno en las enfermedades reumaticas

A pesar de que los efectos del agua sulfurada sobre la OA estan descritos desde hace
tiempo, los estudios del mecanismo de accion y los efectos concretos del H,S en las
enfermedades reumaticas son relativamente recientes. En 2010, un relevante estudio

realizado por Whiteman et al. encontraron que, aunque los niveles de H,S son similares
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en plasma de pacientes sanos, pacientes con artritis reumatoide (rheumatoid arthritis,
RA) o con OA (~37 uM) existen diferencias significativas entre los niveles endégenos
de H,S en el liquido sinovial. Estos fueron mucho mayores en pacientes con RA (~62
uM) frente a pacientes con OA (~25 uM) (86). Ademas, un dato muy interesante es que
dentro del grupo de pacientes con RA aquellos que poseian el factor reumatoide positivo
tenian, comparativamente, los niveles méas bajos de H,S. En este estudio, el grupo de
Whiteman concluye que los niveles del H,S estan intimamente relacionados con el
proceso inflamatorio, sin saber aun si corresponde a un aumento pro-inflamatorio o anti-

inflamatorio.

Posteriormente se demostrd la expresion de las enzimas de produccion de H,S en
condrocitos y células madre mesenquimales diferenciadas a condrocitos y que el uso in
vitro de un compuesto liberador de H,S puede reducir la muerte celular inducida por
estrés oxidativo en estas células (87). Este estudio también sugiere que la sintesis del

H,S asociada a la inflamacion esta regulada a través de NFxB, p38 y ERK1.

Ya en 2013 Li et al. (88), cuyos estudios previos habian descrito un efecto inflamatorio
del H,S, utilizan otro compuesto liberador de H,S, el (p-methoxyphenyl)
morpholino-phosphinodithioic acid (GYY4137, GYY) en sinoviocitos y condrocitos
humanos, y en un modelo animal de OA en ratas. En el estudio in vitro concluyen que el
H.S tiene un efecto anti-inflamatorio inhibiendo NO, PGE;, TNFe, IL-6, INOS y
COX-2 y que uno de los blancos probables de actuacion del mismo es la inhibicion de
NF«B. In vivo, sus estudios llegan a la misma conclusion, aportando un dato interesante
y es que el GYY4137 tiene un buen efecto anti-inflamatorio cuando de administra de
forma terapéutica, una vez establecida la inflamacion, pero tiene efectos pro-

inflamatorios cuando se hace de forma profilactica.

2.3. Laaplicacion actual del sulfuro de hidrogeno: La balneoterapia

La historia de la civilizacion supone una mencion constante al agua, como forma de
vida, como parte de la sociedad y como método de curacién. En la era a.C casi todas las
ciudades del antiguo Egipto, Roma o Grecia disponian de un espacio publico dedicado

al agua con una importante funcién terapéutica.
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Tras un periodo de relativo abandono durante la Edad Media, en el Renacimiento
comienza a resurgir el uso de las aguas minerales alcanzando a finales del siglo XIX'y

principios del XX un gran auge.

En Espafia en 1939, al término de la guerra civil, la mayoria de los balnearios no
reabren sus puertas lo que supuso un duro mazazo al termalismo del que tardaria
décadas en recuperarse. En los afios 60, se produce un pequefio impulso de esta terapia,

sin embargo, la frecuencia de la utilizacion de los bafios sigue siendo escasa.

En la mayor parte de los paises de Europa incluyendo Rusia, los tratamientos en
balnearios son incorporados a las prestaciones sanitarias de la Seguridad Social a partir
de mediados de los afios 40 continuando hasta la actualidad con un amplio uso en la
terapéutica de las enfermedades reumaticas especialmente. La balneoterapia es definida
en los paises europeos como el uso de aguas minerales naturales, peloides naturales y
barros, fuentes naturales de diferentes gases (dioxido de carbono, hidrégeno sulfurado),
en la prevencion, tratamiento y rehabilitacion de diversas afecciones médicas. Se
utilizan las aguas minerales, peloides y gases bajo diferentes técnicas de aplicacion:

bafios, inhalaciones, ingestion y aplicacion de emplastos de peloides (89).

En Espafia a principios de 1990 la aparicion del programa IMSERSO (Instituto de
Mayores y Servicios Sociales) facilita el acceso de las personas mayores a tratamientos
en balnearios, lo que supone una renovacion necesaria de muchos establecimientos. A
partir de entonces aparece un incremento en el uso de los balnearios, tanto con fines

terapéuticos como con fines ladicos, incremento que ha continuado hasta nuestros dias.

Sin embargo, aunque como vemos su uso se remonta a la antiguedad, los estudios sobre
sus mecanismos de accion como método coadyuvante en el tratamiento de las
enfermedades, y en concreto en las enfermedades reumaticas, apenas tienen unos afos
(33,90-92).

Actualmente hay una gran cantidad de aguas mineromedicinales, clasificandose en
funcién de su origen, temperatura, mineralizacion, accion fisioldgica, actividad
terapéutica...etc. Una de las clasificaciones mas utilizadas en el ambito de la
balneoterapia se hace por su composicion quimica, pudiendo ser aguas de tipo
clorurada, sulfatada, bicarbonatada, sulfuradas, carbogaseosas, radiactivas o de

mineralizacion débil. A cada una de estas aguas se les atribuyen unas funciones
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diferentes dentro del organismo, siendo las cloruradas estimulantes, las bicarbonatadas

hepatoprotectoras y antiacidas y las radiactivas analgésicas, como ejemplos.

Algunas de estas aguas estan especialmente indicadas para el campo de la reumatologia,
como el agua cuyo principio activo es el H,S. En concreto, respecto a este agua se
pueden encontrar algunos estudios que sustentan sus efectos beneficiosos sobre la OA'y
otras enfermedades reumaticas, observandose no solamente una mejora sintomatica en
los pacientes sometidos a balneoterapia en aguas sulfuradas (91,93) si no también
disminucion de los marcadores de inflamacion y de degradacion del cartilago articular
(90,94).

2.4. Balneoterapiay sulfuro de hidrogeno: Actualidad en la artrosis

El efecto beneficioso de la balneoterapia en las enfermedades reumaticas se conoce
desde hace siglos, siendo utilizada como remedio terapéutico desde la antigiiedad en
diferentes paises y culturas. Actualmente, en varios paises europeos, la balneoterapia se
utiliza de una manera sistematica como método coadyuvante de tratamiento de las
enfermedades reumaticas en fase no aguda, por su eficacia en la resolucion de la
sintomatologia dolorosa y en la disminucion de la reaccion inflamatoria que acompafa
el proceso de deterioro y de destruccion cartilaginosa de estas enfermedades (90,91).
Sin embargo, como muchos estudios clinicos describen, la balneoterapia en aguas
sulfuradas, aunque efectiva por si sola, tiene aun mayor eficacia cuando se aplica en
conjunto con un tratamiento de peloterapia con peloides de componentes sulfurados o
con hidropinoterapia con agua sulfurada (90,95). La peloterapia, en patologia reumética
cronica, consiste en la aplicacion local mediante emplastos sobre las zonas afectadas, o
bien la inmersion de todo el cuerpo en el peloide a temperatura elevada (39-48°C), por
20-30 min, durante 12-15 dias de tratamiento. Aunque se le atribuye desde hace tiempo
una accion beneficiosa a los peloides en patologia reumética y enfermedades musculo-
esqueléticas, es a partir de 1990 cuando se llevan a cabo los principales estudios que nos
permiten empezar a comprender los mecanismos bioldgicos a través de los cuales se

producen sus acciones (96).

En los ultimos afios se han realizado estudios con resultados positivos en la mejoria de
la sintomatologia de la OA con balneoterapia (94,97-101) y la revision Cochrane,
realizada por Verhagen en 2007 (102), resuelve que los datos obtenidos hasta el

momento aunque no son concluyentes indican que este tratamiento podria ser efectivo.
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Ademas, centrandonos en los estudios realizados unicamente con aguas sulfuradas tanto
en balneoterapia, peloterapia, como en agua bebida en pacientes con OA revelan que
estas aguas aumentan los niveles de H,S en plasma tras los tres tipos de tratamientos en
conjunto (90) y que en general tienen un efecto anti-oxidante (90,103,104), mejoran la
movilidad y la calidad de vida de los pacientes (95).
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Justificacion e hipdtesis

La OA es una de las enfermedades mas prevalentes e incapacitantes del mundo
desarrollado. Si bien, en una articulacion afectada todos los tejidos intervienen, la
degeneracion del cartilago articular es el punto clave en el desarrollo de la patologia. El
cartilago articular es un tejido conectivo especializado compuesto por una pequefia
proporcion de células, los condrocitos, que son responsables de la sintesis de la MEC.
Esta matriz estd compuesta por una densa red de colageno tipo Il, proteoglicanos v,
principalmente, agua. Toda esta matriz es sintetizada por los condrocitos que, al

producirla, quedan embebidos en ella (2,4,105).

El desarrollo de la OA supone la degradacion de los tejidos articulares y, aunque su
etiologia aun no se conoce completamente y se sabe que son muchas las causas que
acttan en el proceso, la mayor parte de los factores que intervienen si son conocidos y
se utilizan como diana en el tratamiento de la OA. Entre ellos, se encuentra un proceso
inflamatorio persistente que acelera la degradacion del cartilago articular. En esta via
inflamatoria intervienen muchos factores, y el resultado final es la presencia de niveles
anormalmente elevados de citoquinas tales como la IL-1p y la IL-6, la sobreproduccién
de prostaglandinas, fundamentalmente la PGE; y la sobreproduccion de MMPs tales
como la colagenasa 3 (MMP13) o la estromelisina (MMP3) que, globalmente, actlan
destruyendo la MEC (40-43). Otro de los factores mas importantes es la produccion de
NO, que también contribuye a la degradacion del cartilago articular ya que actla
destruyendo la MEC y produciendo la muerte celular de los condrocitos y cuya
concentracion en articulaciones OA es mucho mayor que en articulaciones sanas, donde

su sintesis es minima.

En resumen, la OA esta caracterizada por una pérdida progresiva del cartilago articular
que afecta a la calidad de vida de quienes la padecen ya que resulta en un dolor intenso,
perdida de funcién de la articulacién afectada, inestabilidad, discapacidad fisica y, como
consecuencia, la imposibilidad de realizar una vida normal. Esta enfermedad afecta al
34% de la poblacion mayor de 65 afios en paises industrializados suponiendo un
impacto economico muy fuerte para un pais y, lo que es mas importante, una condicion

de discapacidad fisica y muchas veces emocional para una persona.

Actualmente no existe ningun tratamiento que cure o cuando menos detenga la
progresion de la OA. Los tratamientos existentes se basan en una combinacion de

terapia fisica y terapia farmacologica analgésica e anti-inflamatoria que, en muchos
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casos tiene efectos secundarios indeseados. Es mas, para muchos pacientes la
progresion de la enfermedad termina irremediablemente en la necesidad de una

operacion de reemplazo articular con una protesis.

Un tratamiento en exploracion actualmente es la balneoterapia, y mas concretamente, el
uso de aguas minero medicinales sulfuradas, si bien el mecanismo de accién por el cual
son capaces de aliviar patologias como la OA aun es desconocido. Sin embargo, el H,S,
gue es el componente principal de estas aguas, ha sido identificado recientemente como
un gas endogeno producido en el organismo a través de tres enzimas, la CBS, la CTH y
la MPST (59,61). Este gas pertenece a la misma familia de gases transmisores que el
NO y el CO, y como ellos, es un gas nocivo para el ser humano a concentraciones
elevadas, mientras que, segun recientes estudios tiene un efecto citoprotector a bajas

concentraciones (106,107).

Actualmente, si bien su papel aun no esta totalmente claro, hay algunos estudios que
apuntan a que tiene una funcién importante en procesos inflamatorios (75,108,109) y
que podria ser tanto una diana terapéutica como un tratamiento de eleccién en

enfermedades con caracter inflamatorio como es el caso de la OA.

Por todo esto, para desarrollar esta tesis, se han planteado las siguientes hipdtesis:

- El H,S se produce de forma endogena en los tejidos de la articulacion y en
tejidos con OA su produccion esta disminuida respecto a la situacion normal.

- El H,S en un compuesto que, administrado de forma exogena, es capaz de
disminuir los marcadores de la inflamacién en condrocitos articulares obtenidos
de articulaciones OA.

- La administracion exdgena de H,S también es capaz de proteger frente a la
evolucion del metabolismo catabdlico a los condrocitos articulares de

articulaciones OA y comportarse como un compuesto anti-oxidante.
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Objetivos

OBJETIVOS GENERALES

1.

Determinar la concentracion endégena de H,S en suero y su biosintesis en cartilago
de pacientes con OA y compararla con la de donantes sanos.
Analizar el efecto de la administracién exdgena de diferentes concentraciones de

H.S, in vitro, en el proceso de la OA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

10.

Determinar la concentracién de H,S en suero sanguineo.

Comparar los valores obtenidos en sueros de pacientes OA con los de donantes
sanos.

Cuantificar la biosintesis de H,S en cartilago articular de pacientes OA y compararla
con la de cartilago de donantes sanos.

Comparar la expresion de las enzimas CBS, CTH y MPST, productoras de H,S, en
cartilago articular, membrana sinovial y hueso subcondral de pacientes OA con la de
tejido de donantes sanos.

Estudiar el efecto del H,S exdgeno sobre el estrés oxidativo en condrocitos
articulares OA.

Determinar la capacidad anti-inflamatoria de diferentes concentraciones de H,S
exogeno en condrocitos OA sobre diferentes marcadores de la inflamacion.

Evaluar si la ruta NFxB puede estar implicada en los efectos de H,S exdgeno sobre
condrocitos OA.

Evaluar si las diferentes concentraciones del H,S exdgeno ejercen efectos
anti-catabolicos en condrocitos OA.

Analizar el efecto protector del H,S exdgeno frente a la degradaciéon de la MEC
articular en cartilago OA.

Analizar el efecto protector del H,S exdgeno frente a la degradacion de la MEC

articular en cartilago sano.
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Materiales y Métodos

1.

MATERIALES

Cultivos celulares

El medio de cultivo: Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM), el suero
bovino fetal (SBF) y la penicilina/estreptomicina (100 u/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina, P/E) se adquirieron en Gibco, Espafia.

Los frascos de cultivo y el resto de los fungibles plasticos para cultivo celular
que se utilizaron fueron de BD Bioscience, Espana.

El hidrosulfuro sédico (NaSH), la IL-1p, la tripsina 10x (5 g de tripsina porcina
+ 2 g de EDTA 4Na por litro de 0,9% NacCl), la colagenasa 1V, el salicilato de
sodio y el &cido ascorbico se compraron a Sigma-Aldrich Quimica S.A, Espafia.
El GYY4137 se adquiri6 a Santa Cruz Biotechnology, Alemania.

El estereomicroscopio que se utilizd para visualizar algunas muestras fue el
SMZ445 de Nikon, Espana.

Test de Viabilidad

El AlamarBlue® se adquirié a Invitrogen S.A., Espafia y el espectofotdmetro
utilizado fue el Nanoquant Infinite M200 de Tecan Ibérica Instrumentacion,

Esparia.

Andlisis de NO

El reactivo de Griess utilizado fue Enzo Life Science, Espaia.

El nitrito sédico (NaNO,) fue a Sigma-Aldrich Quimica S.A, Espafia.

Inmunoensayos y ELISAs

El inmunoensayo enzimatico (Enzymatic Immunoassay, EIA) para PGE, se
compré6 a GE Healthcare, Espafia y el de glucosaminoglicanos es un Kit
(Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay) de Biocolor, Reino Unido y los
ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (enzyme-linked immunosorbent

assay, ELISA) para MMP13 e IL-6 se compraron de R&D systems, Espafia.

Para deshidratar las muestras se utilizd una SpeedVac (Savant SPD121P
SpeedVac Concentratror, Thermo Scientific, Espafia) y la papaina es de
Panreac-Quimica, Espafia.

El acetato de sodio, el EDTA y la cisteina HCI utilizados para preparar la

dilucién de papaina de compraron a Sigma-Aldrich Quimica S.A.
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Medicion de H,S

El electrodo i6n selectivo utilizado para las mediciones de H,S fue el modelo
LIS-146AGSCM Micro sulfide ion electrode, Lazar Research Laboratory, Inc.
EEUU, acoplado a un medidor portatil de pH, voltaje y temperatura (Model
6230N Jenco Electronics, LTD Taiwan). EI Na,S utilizado para este proceso se

adquirio a Sigma-Aldrich Quimica S.A.

Andlisis de ROS

Para las citometrias de flujo se utilizo el citbmetro BD FACScalibur de BD
Bioscience, con el programa informéatico Cell Quest Pro de Beckton Dickinson,
Mountain View, EEUU. La solucién salina balanceada de Hank (HBSS) se
compré a Invitrogen S.A., Espafia y el | fluoroforo utilizado fue el

Mitosox™Red de Life Technologies, Espafia.

Analisis de la expresion génica por gRT-PCR.

Los reactivos y equipos utilizados para el analisis de la expresion génica fueron los

siguientes:

RNaseZap® y TRIzol® y Supersrcipt® Vilo™ cDNA Synthesis Kit Life
technologies.

QIAzol lysis reagent®, Qiagen, Espaiia.

Ultra-Turrax: IKA T10, Espaia.

Termociclador a tiempo real: LightCycler® 480 Instrument, LightCycler® 480
Probes Master, sondas Tagman y agua: H,O PCR Grade de Roche, Alemania.

Espectrofotémetro: NanoDrop™ Thermo Scientific.
Bioanalizador Agilent 2000 y Dnasa de Agilent Technologies Espafia.
Termociclador Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, Espafia.

Tinciones, inmunocitoquimicas (ICQ) e inmunohistoquimicas (IHQ) e

inmunofluorescencia (IF)
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Los anticuerpos utilizados de describen en la Tabla 1.
El anticuerpo de NF«B se adquiri6 a Santa Cruz Biotechnology, Alemania.

Los reactivos para inmunocitoquimica e inmunohistoquimica se adquirieron de

Dako, Espafia.
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- De los reactivos de tincién, la eosina, el sulfato aménico férrico, el cloruro

férrico, la fucsina &cida, el ponceau, acido fosfomolibdico y el azul de anilina,

ademas del hidroxido sodico eran de Merck, Alemania. La safranina O de

Sigma-Aldrich. La hematoxilina de Harris, el acido clorhidrico, el &cido picrico

y el &cido acético eran de Panreac Quimica S.A y la hematoxilina férrica fue de

Fluka, Espafia. EI DePex se compré a Gurr® VWR International Eurolab S.L,

Espafa y el Glycergel® a Dako, Espafia.

Tabla 1: Anticuerpos utilizados en las tinciones IHQ e ICQ.

Anticuerno Clon Casa Pre- Dilucién  Dilucién
P Isotipo comercial tratamiento (IHQ) (1CC)
COL-1
CoL | HELES Abcam® Proteinasa K 1:100 1:100
monoclonal IgG1
5B2.5 it
coLll ol Abcame ~ condroitinasa 1:25 1:25
monoclonal ABC pH 8,0
IgGlK
Mouse BC-3 Condroitinasa . .
Adg monoclonal 1gG Abcam® ABCpH 6,8 1:50 1:50
4B3/D10
K-S e Santa cruz Sin Pret. 1:100 1:100
monoclonal 19G; biotechnology
Mouse CS-56 Condroitinasa _ _
CH-S monoclonal IgM Abcam® ABC pH 6,8 1:100 1:100
Mouse SL-111D4 - Condroitinasa . .
MMP3 - 19G2b Millipore ABC pH 6,8 1:25 1:50
VIIIA2
MMP13 A Therm(_) Proteinasa K 1:50 1:40
monoclonal Scientific
19G1 «
i Policlonal iton X-
iNOS Rabbit Abcam® ~ THONX-100 o5, 1:500
policlonal 1gG al 0,1% 5min
Recombina
TRIS- EDTA
CBS TS nte Abcam® 1:500 -
monoclonal PH: 9
19G2a )
Recombina
TRIS- EDTA
CTH HieLEe nte Abcam® 1:500 -
monoclonal PH: 9
IgG1 '
H-11 TRIS- EDTA
MPST Mouse .Santa cruz 1500 )
monoclonall IgG1 biotechnology PH: 9
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2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras de tejido humano se obtuvieron, tras la adquisicion del
correspondiente consentimiento informado (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién
Biomédica), de pacientes sometidos a operaciones de sustitucion articular ocasionadas
por OA o fracturas, o de amputaciones supracondileas (generalmente ocasionadas por
problemas vasculares) realizadas en el Complejo Hospitalario Universitario A Coruiia
(CHUAC). Las muestras de suero sanguineo se obtuvieron de pacientes OA del Servicio
de Reumatologia del CHUAC o bien de voluntarios sin antecedentes de patologias
reumaticas, también tras la obtencién del correspondiente consentimiento informado. En
todos los casos se garantizé la confidencialidad de los datos identificativos de dichos
pacientes, de acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion
de Datos de Caréacter Personal. La denominacion de células o tejido OA hace referencia
a aquellos obtenidos de pacientes con OA diagnosticada y la denominacion de células o
tejido normal o sano (N) hace referencia a aquellos obtenidos de donantes sin

antecedentes de patologia artrosica y sin signos macroscépicos y microscépicos de OA.

2.1. Obtencion de cartilago articular

Los explantes de cartilago articular se obtuvieron de las cabezas o condilos femorales y
platillos tibiales mediante reseccién con bisturi, primero formando laminas gruesas y
posteriormente cortando piezas cilindricas con un disco de biopsia de 4 o0 6 mm de

didmetro, en funcion de para qué experimento se fueran a utilizar.

2.2. Obtencion y cultivo de condrocitos

El aislamiento de los condrocitos se realizd segin el método descrito por Blanco et al.
(40). El cartilago aislado, se troce6 de forma mecénica, y se sometié a una primera
digestion con una dilucion 1:9 de tripsina-EDTA 10x en DMEM con P/E (tripsina 1X)
durante 15 min a 37°C. Tras eliminar la tripsina, se realizd una segunda digestién
enzimatica con 2 mg/ml de colagenasa tipo IV durante un minimo de 8 h en agitacién en
medio DMEM con 5% de SBF y P/E. Una vez finalizada la digestion, se centrifugé a
1800 x g, 10 min y las células se contaron, sembrandose en frascos de cultivo en medio
de expansion (ME, DMEM con 10% de SBF suplementado con P/E) y se cultivaron a
37°C en una estufa humidificada y con 5% de CO,. Una vez alcanzada la confluencia,
las células sembradas se expandieron a mayor superficie, separandolas del frasco con
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una dilucion 1:4 de tripsina 10x en suero salino y volviéndolas a resembrar en mayor

numero de frascos de cultivo. Todos los experimentos se realizaron en el segundo pase.

2.3. Obtencién de membrana sinovial

La membrana sinovial se obtuvo de rodillas procedentes de amputaciones
supracondileas mediante la diseccion manual y su separacion mediante bisturi del resto
de los tejidos articulares. A todas las muestras se les realiz6 un screening morfolégico
previo, realizando una tincion hematoxilina — eosina (H-E) a un pequefio fragmento de
la misma, para comprobar que el tejido era, de hecho, membrana sinovial. El resto de

tejido se congel6 en nitrogeno liquido para la extraccion de acido ribonucleico (ARN).

2.4. Obtencion del hueso subcondral

El hueso subcondral se obtuvo de los platillos tibiales provenientes de cirugia de
reemplazo articular. Se realizé la reseccion del cartilago articular remanente en la parte
superior y la eliminacién del hueso esponjoso de la parte inferior con la utilizacion de
un bisturi. La manipulacién del hueso se hizo en frio confirmando la completa
eliminacién de cartilago, hueso esponjoso, sangre y médula Osea mediante la

observacion con un estereomicroscopio.

2.5. Linea celular T/C-28a2

Para los experimentos de citometria se realizaron unas pruebas preliminares utilizando
la linea celular T/C-28a2. Se trata de una linea de condrocitos humanos inmortalizados

provenientes de articulacion costo-esternal (110).

2.6. Obtencion de suero sanguineo

El suero sanguineo humano se obtuvo de donaciones de sangre de voluntarios sin
sintomas ni historial de artrosis y de pacientes con artrosis diagnosticada en cualquier
articulacion. Para obtener suero sanguineo se extrajo sangre periférica de los donantes
en tubos con gel separador de suero Vacuette. Los tubos se centrifugaron a 900 x g

durante 10 min y se recogieron los sueros de la parte superior del gel.
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3. pUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE SULFURO DE
HIDROGENO ENDOGENO

3.1. Medicién de la concentracién de sulfuro de hidrégeno en suero sanguineo

humano

Para la medicion del H,S en sueros se utilizd un micro-electrodo ion-selectivo. El
electrodo proporciona medidas de voltaje que se pueden convertir en concentraciones de

H-S utilizando una curva de calibrado de Na,S.

Se prepararon los siguientes reactivos segun las instrucciones especificadas en el

electrodo:

- Tampdn anti-oxidante: 50 g de salicilato de sodio + 13 g de &cido ascorbico +
17 g de hidroxido de sodio enrasado a 125 ml de agua destilada (solucion stock).
Esta es una solucion basica, como recomienda el fabricante, para prevenir la
formacion del gas H,S a concentraciones toxicas. La solucion de trabajo se
prepard diluyendo la solucion stock en agua destilada en dilucion 1:4 y esta es la
que se utilizo para diluir tanto los estandares de la curva de calibrado como las

muestras.

- Soluciones para la curva de calibrado: Se prepar6 una disolucion stock 10 mM
de Na,S a partir de la cual se prepararon diluciones para una curva estandar con
concentraciones de 1 mM, 500 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 10 uM y 1 uM.

Las muestras de suero sanguineo se introdujeron en tubos de poliestireno y se diluyeron
con la solucion de trabajo del buffer anti-oxidante descrita previamente en una relacion
1:1. Los tubos se sellaron cuidadosamente con parafilm y se incubaron a 37°C durante
1 h. Pasado este tiempo se sumergio el electrodo selectivo en las muestras, obteniéndose
un valor de voltaje para cada una. Entre muestras el electrodo se lavd abundantemente
con agua destilada. Para estimar la cantidad de H,S producida se utiliz6 la curva de

calibrado.

Se compararon las concentraciones obtenidas en los sueros procedentes de pacientes

con OA con las de donantes sanos.

3.2. Biosintesis de sulfuro de hidrégeno en cartilago

El cartilago se extrajo tal y como se describié en el apartado 2.1 de obtencion y

procesado de las muestras, utilizando explantes de 6 mm de diametro. Estos se
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introdujeron en tubos de poliestireno con 200 ul de la solucion de trabajo del tampon

anti-oxidante descrita previamente.

Los tubos se sellaron cuidadosamente con parafilm y se incubaron a 37°C durante 2 h.
Pasado este tiempo se tomaron las medidas con el electrodo selectivo y se utilizd la

curva de calibrado correspondiente para calcular la concentracion de H,S.

Se compararon las concentraciones de H,S obtenidas de los cartilagos procedentes de

articulaciones artrdsicas frente a los procedentes de articulaciones sanas.

4, CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS IN VITRO

Las condiciones en las que se realizaron los distintos experimentos in vitro estan

resumidas en la Tabla 2. Los condrocitos utilizados se sembraron con la densidad

adecuada para cada experimento en ME, dejandolos 24 h de adaptacion previas a la
administracion de los estimulos. Los discos de cartilago también se dejaron en ME
durante 24 h antes de la estimulacion. Los estimulos se administraron en medio
deplecionado (MD, DMEM con 0,5% de SBF y P/E), excepto para los experimentos de

citometria de flujo que se administraron en HBSS sin calcio ni magnesio, y fueron:

e |L-1B: Los condrocitos y discos de cartilago se estimularon con una
concentracion de 5 ng/ml de IL-1pB en el medio de cultivo, para reproducir in
vitro las condiciones de la OA en su fase aguda.

e NaSH y GYY4137: Se utilizaron concentraciones de 50, 100, 200, 500 y
1000 uM de estos compuestos para intentar contrarrestar los efectos negativos

inducidos en las células o en el tejido por la IL-1p.

Con caracter general, las células se estimularon durante un tiempo de 48 h hasta el

analisis de los resultados. Las excepciones fueron las siguientes:

e El estudio del efecto de los compuestos de sulfuro sobre la viabilidad celular, en
el que las células se estimularon con NaSH y GY'Y4137 durante 24 h.

e El estudio de la translocacion de NFxB al nucleo de los condrocitos mediante
inmunofluorescencia, en el que el analisis se realizé 45 min post-estimulacion.

e El estudio de las propiedades anti-oxidantes por citometria de flujo, en el que las

células sélo se estimularon durante 15 min con GYY4137.
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e La cuantificacion de GAGs en sobrenadantes se midio a los 21 dias,
recogiéndolos y renovando los estimulos a los 3,7,14 y 21 dias. A los 21 dias se

cuantificaron los GAGs, ademas de en los sobrenadantes, en los discos de tejido.
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Tabla 2: Resumen de las condiciones experimentales de los distintos ensayos in vitro realizados.
Para todos los experimentos descritos en la tabla las células se incubaron en ME durante 24 h, el medio se cambid entonces a medio deplecionado (MD)
(DMEM con 0,5% SBF y P/E) (excepto para los experimentos de citometria de flujo, que se utiliz6 HBSS sin calcio ni magnesio) con las diferentes
concentraciones de compuestos de H,S (NaSH o GYY4137), 0 (Basal), 50, 100, 200, 500 y 1000 uM, y con o sin 5 ng/ml de IL-1p durante el tiempo de
incubacion adicional especificado en la tabla. ¢/p, células por pocillo.

Ensayo Densidad celular Cultivo Tiempo de incubacién Estimulos
Viabilidad celular 5.10* c/p Placa de 96 pocillos 24 h Basal y (NaSH 0 GY'Y4137)
L . _ Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
Cuantificacion de NO 5-10" c/p Placa de 96 pocillos 48 h
(NaSH o GYY4137)
o . _ ) Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
Inmunocitoquimicas (ICQ) 3-10" c/p Chamber-slides de 8 pocillos 48 h
(NaSH o GYY)
] . ) ) ) Basal y 5 ng/mL IL-1p +
Inmunofluorescencia (IF) 3-10"c/p Chamber-slides de 8 pocillos 45 min
(NaSH o GYY4137)
. _ Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
ElAsy ELISAS 5-10" c/p Placa de 96 pocillos 48 h
(NaSH o GYY4137)
5 _ Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
gRT-PCR 3-10° c/p Placa de 12 pocillos 48 h
(NaSH o GYY4137)
) ) ) 5 ) ) Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
Citometria de flujo 10 c/p Placa de 6 pocillos 15 min
(NaSH o GYY4137)
o . ] _ ] Basal y 5 ng/mL IL-1pB +
Cuantificacion de GAGs en tejido 2 discos Placa de 24 pocillos 21 dias

(NaSH o GYY4137)
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5. ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR

Para estudiar el efecto de los compuestos de sulfuro sobre la viabilidad celular de los
condrocitos se utilizd el test alamarBlue®, una técnica colorimétrica que evalua la
respiracion celular (Fig. 10). AlamarBlue® es un reactivo cuyo principio activo es el
resazurin, un compuesto no toxico, permeable a las células y de color azul. El
fundamento de este ensayo se basa en la capacidad de las células vivas de reducir el
resazurin a resorufin, de color rojo intenso que puede medirse a una absorbancia de
570 nm.

Para este estudio, los condrocitos se sembraron en una placa de 96 pocillos, a una
concentracion de 5-10* células por pocillo (c/p) en ME y, tras 24 h, se estimularon
durante 24 h con las concentraciones de 50 a 1000 uM en MD de cada uno de los

compuestos de H,S.

Tras este tiempo, se afiadio alamarBlue® al 10% (v/v) en cada pocillo, y se incubd
durante 4 h adicionales en oscuridad a 37°C y 5% de CO, Se utilizd un
espectrofotdmetro para cuantificar la reaccion colorimétrica a 570 nm con una longitud
de onda de referencia de 600 nm. Cada condicion se ensayé por duplicado. Este test se

realiz6 con n=3 donantes.

R - % & 1-4 hrs at 37°C \ - /
Reactivo Se aflade a las Incubaciona37°C Se mide la absorbanciaa  Procesado de los
AlamarBlue® células en cultivo 570 nm datos

Fig. 10: Resumen esquematico del ensayo viabilidad celular con alamarBlue®.
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6. TECNICA DE CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA
MEDIANTE gqRT-PCR

6.1. Extraccién de ARN:
6.1.1 Cartilago

Para la extraccion de ARN, el cartilago articular se congel6 en nitrégeno liquido en el
momento de su obtencidén y todo el procesado se realizd a 4°C para impedir su

degradacion. Este procesado se divide en los siguientes pasos.
Paso 1: Disgregacion del tejido

De cada muestra de cartilago articular se utilizaron de 100 a 130 mg que se machacaron
manualmente usando un mortero metalico. Antes de machacar cada muestra, el mortero
se limpié con RNAsas y se sumergio en nitrogeno liquido para mantenerlo frio durante
todo el proceso. El polvo de cartilago obtenido se introdujo en un eppendorf de fondo

redondo de 2 ml y se le afiadié 1 ml de Qiazol®.

Para disgregar mejor cada muestra y romper los trozos mas pequefios de cartilago
provenientes del mortero, el cartilago sumergido en Qiazol®, se pasé por un
disgregador Ultra-Turrax. Tras ello, esta mezcla se someti6 a agitacion circular durante
20 min a 4°C.

Paso 2: Aislamiento y recuperacion del ARN total

En el siguiente paso se realizd una separacion trifasica de ARN, ADN y proteinas
mediante la adicion de 0,2 ml de cloroformo, seguido de una centrifugacion a 12000 x g
durante 15 min, tras lo que se traspaso la fase con el ARN a un tubo QIAshredder de
Qiagen. Este tubo tipo eppendorf consta de una membrana que filtra los restos
insolubles y reduce la viscosidad. Se centrifugd entonces a 14000 x g durante 2 min,
recuperando el eluido. Este se lavo con etanol al 75% frio (4°C) vy el eluido se transfirié
a otro tubo RNeasy mini spin del kit. Los RNeasy mini spin se centrifugaron a 8000 x g
durante 15s, desechando el eluido y conservando lo retenido en la membrana. Se
afiadieron 700 ul de tampon RW1 al tubo y se repitid la centrifugacion, tirando el eluido
y afiadiendo 500 ul de tampdn RPE. Ambos tampones RW1 y RPE son especificos del
kit de extraccion de ARN. Tras centrifugar a 8000 x g 15 s, se volvieron a afiadir 500 pl

de tampon RPE y se centrifugaron los tubos a 8000 x g 2 min, tirando el eluido. Se
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afiadieron entonces 30 ul de agua para recoger el ARN en el eluido con una ultima

centrifugacion a 8000 x g durante 1 min.
6.1.2 Condrocitos (células)

Para la cuantificacion de la expresion génica de los experimentos in vitro, la células se
sembraron en placas de 6 pocillos con una densidad de 3-10° c/p. Pasadas 24 h del
sembrado, se co-estimularon durante 48 h con 5 ng/ml de IL-1B y las distintas
concentraciones de los compuestos de sulfuro, excepto para la condiciéon Basal, que no
se estimuld. Para extraer el ARN de las células tras el tiempo de estimulacion se utilizd
el reactivo Trizol®. Primeramente, se lavaron las células con PBS para eliminar los
restos de medio de cultivo y a continuacion se afiadieron 0,8 ml de Trizol® en cada
pocillo. Tras romper las membranas celulares con ayuda de la pipeta, se trasladé el
contenido de cada pocillo a un tubo eppendorf. Tras esperar 5 min a temperatura
ambiente, se hizo una separacion trifasica de ARN, ADN vy proteinas mediante la
adicion de 0,2 ml de cloroformo. Se agitaron los tubos y se centrifugaron a 12000 x g 15
min a 4°C, tras lo que se traspaso la fase con el ARN a otro tubo. Se afiadieron entonces
0,5 ml de isopropanol y 1 ul de glicégeno para precipitar el ARN. Una vez precipitado,
se descarto la fase isopropilica y se lavo el ARN con alcohol al 75% y absoluto, de
forma consecutiva. Una vez eliminados los restos de alcohol por evaporacion, se

resuspendid el pellet en 10 pl de agua.
6.1.3 Membrana sinovial

Para la extraccion de ARN de la membrana sinovial, el tejido se congel6 en nitrégeno
liquido en el momento de su obtencién y todo el procesado se realizé en hielo 0 a 4°C

para impedir la degradacion del ARN.

De cada muestra se utilizaron de 80 a 120 mg. Inicialmente se troce6 manualmente con
tijeras y posteriormente se procesé con el disgregador Ultra Turrax en Trizol®, hasta la
completa disgregacion macroscopica de la membrana. Los tubos se mantuvieron en
agitacion circular durante 20 min a 4°C y se comenzd la separacién de fases con
cloroformo, utilizando el mismo protocolo previamente descrito en la extraccion de

ARN de condrocitos (véase apartado 6.1.2).
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6.1.4 Hueso subcondral

Para la extraccion de ARN del hueso subcondral se siguio el Paso 1 de la extraccion a
partir de cartilago, tras lo que se continud de la misma manera que en la extraccién de

ARN de los condrocitos.

6.2. Cuantificacién y medidas de calidad del ARN

Se comprobd la pureza y concentracion del ARN con un espectrofotémetro nanodrop y
su integridad mediante un bioanalizador Agilent 2000. Con el espectrofotometro se
midieron las absorbancias (A) a 280 nm, 260 nm y 230 nm para valorar la concentracion
de ARN (A260), la contaminacion con proteinas (razon A260/A280) y la contaminacién
con sales y/o alcoholes (razén A260/A230). Con el bioanalizador se valoro la integridad
del ARN obtenido y se confirmd su concentracion, en base a la definicion de las bandas
electroforéticas correspondientes a las subunidades ribosomales 5S, 18S y 28S, y a la

intensidad de la fluorescencia emitida, respectivamente.

6.3. Sintesis de ADN complementario

Al ARN obtenido se le traté con 1,5 ul por cada 500 ng de ARN de la enzima DNasa
para eliminar el ADN genomico que pudiera contaminar la muestra. Para ello se incubo
el ARN con la enzima durante 10 min a 37°C. Para la retrotranscripcion en ADN
complementario (ADNCc) se utilizo el kit VILO™ y 500 ng de ARN (o bien todo el
ARN disponible si la cantidad era menor de 500 ng) en cada reaccién en un volumen
total de 10 ul en el termociclador.

6.4. Experimentos de gRT-PCR

Los experimentos de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un LightCycler®
480 Instrument, con LightCycler® 480 Probes Master y con sondas Tagman. Los
cebadores utilizados se disefiaron utilizando la aplicacion de Roche para disefio de

ensayos (www.universalprobelibrary.com). Los ensayos seleccionados se detallan en la

Tabla 3. Las reacciones de PCR consistieron en una pre-incubacion (95°C, 10 min),
(hasta) 45 ciclos de amplificacion incluyendo incubacién (10 s a 95°C), extension (30 s
a 60°C) y enfriamiento (1 s a 72°C), y una rampa final de enfriamiento (20 s a 40°C).
Cada reaccion contenia 2 pl de ADNc, 5 ul de LightCycler® 480 Probes Master, 0,35
ul de cebadores sentido y antisentido y 0,2 ul de sonda en una concentracién de 200
nM.
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Los niveles relativos de expresion se calcularon utilizando el programa qgBase+

(www.biogazelle.com/gbaseplus) y con un minimo de 2 genes de referencia.

Tabla 3: Lista de cebadores y sondas utilizados en los experimentos de gRT-PCR.
Sonda Amplicon

GEN Ref Seq (ARNm) Secuencias de los cebadores Posicion
n# (bp)
5’-gctgccaagctgaaattga-3’ 3562-3580
INOS NM_000625.4 68 73
5’-gatagcgcttctggctcttg-3° 3615-3634
5’-ctgggatgacaggcatgaat-3’ 1237-1256
PTGES NM_004878.4 83 69
5’-gactcacatgggagcectttt-3° 1286-1305
5’-tccatgttggtggactatgg-3’ 1366-1385
COX1 NM_000962.2 81 96
5’-gtggtggtccatgttcctg-3° 1443-1461
5’-cttcacgcatcagtttttcaag-3’ 707-728
COX-2 NM_000963.2 23 96
5’-tcaccgtaaatatgatttaagtccac-3’ 777-802
5’-gctgagtacaaaagtcctgatcca-3’ 548-571
IL-6 NM_000600.3 40 130
5’-ctgcagccactggttctgt-3° 659-677
5’-gctaacctttgatgctataactacga-3’ 834-859
MMP1 NM_001145938.1 7 75
5’-tttgtgcgcatgtagaatctg-3’ 888-908
5’-caaaacatatttctttgtagaggacaa-3°  1259-1285
MMP3 NM_002422.3 36 91
5’-ttcagctatttgcttgggaaa-3’ 1329-1349
5’-ccagtctccgaggagaaaca-3’ 909-928
MMP13 NM_002427.2 73 85
5’-aaaaacagctccgcatcacc-3’ 974-993
5’-tggtgctaatggcgagaag-3’ 2572-2590
coLln NM_001844.4 4 94
5’-cccagtctctccacgttcac-3’ 2646-2665
5’-cggtctacctctaccctaacca-3’ 2329-2350
ACAN NM_001135.3 38 93
5’-gagaaggaaccgctgaaatg-3’ 2402-2421
5’-aggagaagtgtcctggatgc-3’ 1051-1070
CBS NM_000071.2 17 97
5’-taggttgtctgctccgtctg-3° 1128-1147
5’-gcatttcaaaaacggaatgg-3’ 948-967
CTH NM_001902.4 61 100
5’-ctcatgctgtggatgagagg-3’ 1028-1047
5’-acatcaaggagaacctggaatc-3’ 739-760
MPST NM_021126 77 113
5’-gatgtggccaggttcaatg-3’ 833-851

6.4.5 Estabilidad de expresién de los genes de referencia

Para seleccionar los genes de referencia méas apropiados, se realizaron analisis de

estabilidad de expresion de una bateria de 6 genes de referencia utilizando de 5 a 10

56


http://www.biogazelle.com/qbaseplus

Materiales y Métodos

muestras de cada tipo utilizado (condrocitos, cartilago, hueso y membrana sinovial). Los
genes valorados fueron hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (hyponxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase, HPRT1), proteina ribosomal L13A (ribosomal
protein L13A, RPL13A), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH), proteina de union a la caja TATA (TATA box
binding protein, TBP), beta-actina (B-Act) y porfobilinégeno desaminasa (PBGD)
(Tabla 4). Para determinar los genes de expresién mas estables se utilizé el algoritmo
geNorm (111) y los genes de referencia que se obtuvieron para cada tipo de muestra

estan detallados en la Tabla 5.

Tabla 4: Cebadores y sondas empleados para la amplificacion de los genes de referencia.
Ref Seq

Sonda Amplicon

GEN (ARNmM) Secuencias de los cebadores Posicion it (bp)
5’-tgatagatccattcctatgactgtaga -3 434-460
HPRT1 NM_000194.2 22 127
3’-caagacattctttccagttaaagttg-5 535-560
5’-caagcggatgaacaccaac -3 199-217
RPL13A  NM_012423.2 28 95
3’-tgtggagcageatacctc-5~" 276-293
5”-agccacatcgctcagacac -3 41-59
GAPDH  NM_002046.4 60 66
3’-gcccaatacgaccaaatce-5” 88-106
5’-gcccatagtgatctttgcagt -3 104-124
TBP NM_003194.4 i i 67 139
3’-cgctggaactcgtctcacta-5 223-242
5’-agagctacgagctgcectgac -3 1048-1067
B-Act NM_001101.3 ,g JeAegagEReey ) 11 135
3’-ggatgccacaggactcca-5 1164-1182
5"-agctatgaaggatgggcaac -3’ 958-977
PBGD NM_000190.2 Jelalgaageaians 25 70
3’ -ttgtatgctatctgagecgtcta-5” 1005-1027

Tabla 5: Genes de referencia utilizados para los diferentes tipos de muestra.

MUESTRA GENES DE REFERENCIA UTILIZADOS
Condrocitos HPRT1y TBP
Cartilago HPRT1y TBP
Membrana sInovial HPRT1, TBP y RPL13A
Hueso TBP, B-ACT y RPL13A
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7. TINCIONES HISTOQUIMICAS, INMUNOHISTOQUIMICAS,
INMUNOCITOQUIMICAS Y DE INMUNOFLUORESCENCIA

Para los distintos estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos, los discos de cartilago
se fijaron en paraformaldehido 3,7-4% durante 24 h, se deshidrataron con alcoholes de
graduaciones crecientes (70°, 96° y absoluto) y se incluyeron en parafina. Para realizar
las tinciones se obtuvieron secciones de 4 pm con un microtomo, se desparafinaron
(10 min en estufa, 37°C), se aclararon con xilol (10 min) y se rehidrataron en una
secuencia de alcoholes decrecientes (absoluto, 10 min; 96° 10 min y 70° 10 min),
seguido de 10 min en agua destilada. Una vez que las secciones estuvieron rehidratadas

se procedid con los protocolos de las distintas tinciones.

7.1. Hematoxilina-eosina

La tincion de hematoxilina—eosina (H-E) permite valorar la estructura y morfologia
general de los tejidos. La eosina es un colorante acido que tifie estructuras del
citoplasma y la hematoxilina es un colorante basico que tifie el nucleo celular.
Reactivos:

- Eosina 0,7% en agua destilada.

- Hematoxilina de Harris.
Protocolo de tincion:
Inmersion en hematoxilina de Harris durante 5 min. Tras ellos se realiza un lavado con
agua destilada 5 min y de agua corriente. Se realiza una inmersion en eosina 1 min, se
deshidratan con pases (lavados breves) en alcohol (96° y absoluto), lavado en xilol
(10 min) y se montan DePex. El resultado es que los nucleos celulares se tifien de azul y

los citoplasmas de rosa.

7.2. Tricrédmico de Masson

la tincion con tricromico de Masson (TM) tifie las fibras de colédgeno, que tienen
afinidad por los colorantes acidos debido a su riqueza en grupos catiénicos.
Reactivos:
- Solucion de alumbre férrico: Sulfato amonico férrico al 5% en agua destilada.
- Solucion de hematoxilina de Weigert: Se mezclan las soluciones A 'y B a partes
iguales.

e Solucion A: 1g de hematoxilina férrica en 100 ml de alcohol absoluto.
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e Solucion B: 4 ml de cloruro férrico al 20% y 1 ml de &cido clorhidrico en

95 ml de agua destilada.

Solucion de acido picrico: Acido picrico a saturacion en alcohol de 96°.

Solucién de fucsina de Ponceau: 700 ml de la solucion A'y 450 ml de la B.
e Solucion A: 0,5 g de fucsina &cida, 1 ml de acido acético que se enrasan
a un litro con agua destilada.
e Solucion B: 1 g de Ponceau y 1 ml de acido acético que se enrasan a un

litro con agua destilada.

Acido fosfomolibdinico al 1%.

Solucién de azul de anilina: Acido acético al 2,5% y azul de anilina a saturacion.

Protocolo de tincion:

El portaobjetos se sumerge en el alumbre férrico durante 30 min, y tras ello en
hematoxilina férrica de Weighert, durante 10 minutos para continuar con la solucion de
acido picrico 6 min. Tras ello, la preparacion pasa por la fucsina de Ponceau 8 min,
seguido de acido fosfomolibdinico 5 min. Se continta con el azul de anilina durante
12 min. Tras el azul de anilina se lavan los portaobjetos en agua, se deshidratan con
pases de alcohol hasta xilol y se montan con DePex.

Cuando se utiliza este método el coldgeno adquiere un color azul intenso, el tejido

conjuntivo verde, los nucleos se tifien de azul-negro y el citoplasma de rosa.

7.3. Safranina O

La safranina O (S-O) es un colorante que indica la presencia de glucosaminoglicanos
sulfatados (tales como el condroitin sulfato y el queratan sulfato), haciendo que la
muestra adquiera mayor o menor intensidad de rojo en funcién de la cantidad de
glucosaminoglicanos presentes.
Reactivos:

- Acido acético al 1%: 1 ml de 4cido acético glacial en 99 ml de agua destilada.

- Solucion de safranina O al 0,1%: 0,1 g de safranina O en 100 ml de &cido

acético glacial.

- Solucion de hematoxilina férrica de Weighert: Como para la tincién de TM.
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Protocolo de tincion:

Los portaobjetos se sumergen en hematoxilina durante 7 min, tras lo cual se lavan 5 min
en agua destilada y se pasan a la S- O durante 15 min. A partir de ahi se deshidratan, se
aclaran y se montan con DePeX.

Con esta tincion los nucleos se tifien de negro y la MEC del cartilago se tifie de
tonalidad naranja-roja en funcién del contenido en glucosaminoglicanos, cuanto mayor

contenido mayor es la intensidad de la tincion.

7.4. Azul alcian — PAS

Técnica de PAS

Esta reaccion oxida los tejidos mediante el &cido periddico, o a veces el &cido crémico,
para aumentar el nimero de grupos carbonilo, es decir, grupos aldehidos o grupos
cetdnicos en los tejidos. Después se aplica el reactivo de Schiff que se une a esos grupos
y los detecta. Por ejemplo, polisacaridos simples como el glucdgeno, los
mucopolisacaridos neutros y las mucoproteinas son compuestos PAS positivos, en
cambio, los mucopolisacéaridos acidos (tales como el condroitin-4-sulfato y el &cido

hialuronico) son PAS negativos.

Teécnica del azul alcian
El azul alcidn (AA) es un colorante basico que se une a los grupos acidos de los
mucopolisacaridos &cidos, dando lugar a la formacion de un compuesto salino entre
ambos, sobre todo cuando el pH es suficientemente acido. A un pH de 2,5, que es el que
se ha utilizado, el azul alcian colorea los mucopolisacaridos acidos, los sulfatados y los
no sulfatados. En cambio, a un pH aproximado de 1, el azul alcian s6lo colorea los
mucopolisacaridos sulfatados y a un pH aproximado de 0,5 solamente los
mucopolisacaridos &cidos sulfatados més ionizables.
Reactivos:

- Solucion de azul alcian: 1g de azul alcian en 97 ml de agua destilada y 3 ml de

acido acético glacial.
- Acido periodico al 0,5% en agua destilada.

- Reactivo de Schiff.

- Bisulfito sodico al 2% en agua destilada.
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Protocolo de tincion:

Los portaobjetos se sumergen en azul alcian durante 30 min, tras lo que se lavan en
agua destilada y se cubren con &cido periddico durante 10 min. Se lavan de nuevo con
agua destilada y se pasan al reactivo de Schiff de 10 min a 1 h dependiendo de la
maduracion del reactivo y, sin lavar, se pasan al bisulfito sddico, 10 min. Tras este paso
se lavan en agua corriente caliente, después fria y se realiza una contra tinciéon con
hematoxilina para posteriormente montar con DePeX.

Con esta técnica, los mucopolisacaridos acidos se tifien de azul, los nucleos se observan
en una tonalidad violacea y los mucopolisacaridos neutros presentan una tonalidad rosa

fucsia debido a la reaccion con PAS.

7.5. Azul de toluidina

El azul de toluidina (AT) es un colorante metacromatico, es decir, que cambia de color
al tefiir determinadas estructuras. La estructura responsable del cambio recibe el nombre
de cromotropa, para distinguirla de las restantes que se colorean normalmente
(ortocromaticas). La metacromasia estd ligada esencialmente a la presencia de cargas
electronegativas dispuestas con un determinado patron de densidad en la superficie de
las estructuras cromotropas. La distancia minima entre éstas debe ser de 0,5 nm.
Reactivos:
- Tampon acetato a pH 4,2:
- Solucion A: 2,7 g de acetato de sodio en 100 ml de agua destilada.
- Solucion B: 1,1 ml de acido acético 0,5 M y 100 ml de agua destilada.
- Mezclar 30 ml de la solucion A (pH 4,2) y 90 ml de la solucién B.
- Solucion al 0,2% de azul de toluidina en tampdn a pH 4,2.
- Solucion acuosa al 4% de molibdato de amonio.
Protocolo de tincion:
Los portaobjetos se sumergen en AT 5 min y se lavan, primero con tampén de acetato
acetico a pH 4,2 y después con agua destilada. Después, se tratan con molibdato de
amonio 10 min, se pasan por el alcohol, xilol y se montan con DePeX.
Asi el AT cambia su color azul por un color rojizo al contactar con los proteoglicanos,
estructuras ricas en lugares aniénicos de la MEC. Sin embargo, los nucleos y los

citoplasmas adquieren la propia tonalidad del colorante, resultando azules.
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7.6. Tinciones inmunohistoquimicas

En las secciones de cartilago también se realizaron IHQ para la deteccion de
determinadas proteinas en el tejido. El protocolo se inicia asi que el tejido esta
rehidratado. La zona del portaobjetos donde esta el tejido se rodea con lapiz de aceite
para concentrar los reactivos encima del tejido. A continuacion se realiza, si es
necesario en funcion del anticuerpo utilizado, un pretratamiento enzimatico para la
desenmascaracion epitopo antigénica (Tabla 1), y se lava con PBS. Tras este lavado, se
inhibe la peroxidasa enddgena con la solucion de bloqueo durante 10 min y se repite el
lavado con PBS (10 min). Se incuba con el anticuerpo primario durante 1 h a
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se realizan tres lavados con PBS (10 min) y
se procede a la incubacidn con el anticuerpo secundario o el polimero marcado del kit
EnVision System-HRP (AEC) de Dako 1 h a temperatura ambiente. EnVision System,
HRP es una técnica de tincién en dos pasos. Este sistema estd basado en un polimero
marcado con HRP (peroxidasa) que se conjuga con anticuerpos secundarios. El
polimero marcado no contiene avidina ni biotina. En consecuencia, la tincién no
especifica resultante de la actividad de la avidina-biotina endégena queda eliminada o
significativamente reducida. Tras este paso se realizan de nuevo tres lavados con PBS
(10 min) y finalmente se revela la reaccion con 3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorada
(DAB; 1/50) durante 3-5 min, deteniendo la reaccion con agua destilada. A
continuacién se pasan los portaobjetos por hematoxilina de Harris, 2 min, se vuelve a
lavar en agua destilada y se deshidratan en una serie de alcoholes. Finalmente, se

aclaran en xilol y se montan con DePeX.

7.7. Tinciones inmunocitoquimicas

Las ceélulas se fijaron en acetona a 4 °C durante 10 min. Una vez fijadas, la accion de la
peroxidasa enddgena se bloqueo con la solucidn peroxidase blocking solution de Dako
Real™ durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacién se lavaron con
una solucion tampon de fosfato y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo
primario. Para determinar las interacciones antigeno-anticuerpo se utiliz6 el kit de

EnVision System-HRP de Dako de igual manera que en el apartado anterior.

Tras este paso, los portaobjetos se deshidrataron con alcoholes graduados, se
aclararon en xilol y se montaron en DePex. En todos los casos se incluy6 un control

negativo al cual no se afiadio el anticuerpo primario.
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7.8. Visualizacion de la translocacion nuclear de NFxkB p65 mediante

inmunofluorescencia

Los condrocitos se sembraron en chamber-slides con 3-10* c/p y se co-estimularon con
5ng/ml de IL-1B y las diferentes dosis de ambos compuestos de sulfuro (Fig. 11), tal

como se describi6 en la Tabla 2.

Basal 50 100 200 Basal 50 100 200
puMl uM uM uMl M uM
500 1000 500 1000

0 pM Ctrl - -

Fig. 11: Esquema de la estimulacion para el analisis de NF«B.
Todos los pocillos se estimularon con 5 ng/ml de IL-1p salvo el basal y el ctrl-. Se utiliz6 una
chamber-slide para analizar cada uno de los compuestos de sulfuro.

NaSH
GYY4137

A los 45 min de la estimulacion, los pocillos se lavaron con 500 ul de PBS y se fijaron

con paraformaldehido (4°C) y se siguio el siguiente protocolo:

1. Lavar tres veces con PBS (pH 7,4) y dejar 5 min cada lavado.

2. Pretratar con triton al 3% durante 5 min.

3. Lavar con H,O y PBS.

4. Poner el anticuerpo de NFxB, marcado con isotiocianato de fluoresceina

(fluorescein isothiocyanate/ FITC), dilucion 1:10, durante 8-12 h.

o

Lavar con PBS tres veces, 5 min cada una.
6. Tefir con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)
con dilucion 1:10000, media hora.

7. Montar con glycergel.

7.9. Analisis de las imagenes de microscopia

Los portaobjetos se visualizaron por microscopia optica o de fluorescencia en un
microscopio Olympus Dx61 equipado con una camara digital Olympus DP70 (Olympus
Espafia S.A., Barcelona) y utilizando el software analySIS (version D; Olympus,
Alemania).

En alguno de los experimentos realizados también se utilizdé el software Imagel
(http://imagej.nih.gov/ij/ ) para cuantificar la intensidad (positividad) de las tinciones en

las diferentes condiciones experimentales. En estos casos se realizaron dos fotografias
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representativas de cada condicion que se cuantificaron y se obtuvo la media de la
positividad de ambas.

Losporcentajes estan calculados con n=2 y son el promedio de positividad por cada 100
células cuando la tincion es intracelular y de la imagen general cuando la tincién

también es extracelular.

8. CU}ANTIFICACI()N DE LA PRODUCCION DE NO MEDIANTE LA
REACCION DE GRIESS

La reaccion de Griess es un ensayo quimico que detecta la presencia de nitritos. Este
método se basa en la reaccion del analito (el sobrenadante de las células estimuladas) en
medio &cido para formar una sal diazonio que, acoplada a las aminas aromaticas del
reactivo de Griess, produce un colorante azo de color rosa (diazotizacion de Griess).

Esta reaccion de color se puede detectar por espectrofotometria (Fig. 12).

IL-1B
Curva de Calibrado
50 100 200 500 1000 pgasql (tM NaNO)
pM pM pM pM pM

R Eie s

\ \

®
<
<
N
AN
w
Yy

*

Fig. 12: Cuantificacion de NO mediante la reaccion de Griess.
A la derecha se encuentran los pocillos de la curva de calibrado, realizada por duplicado, y a la
izquierda los de los sobrenadantes de las células por triplicado. Todos los pocillos estan
estimulados con IL-1f excepto los basales y la curva de calibrado.

64



Materiales y Métodos

Para realizar este estudio, los condrocitos se sembraron a una concentracion de 5-10” c/p
en una placa de 96 pocillos en ME. Pasadas 24 h, se co-estimularon con 5 ng/ml de
IL-1pB vy las diferentes dosis de uno u otro compuesto de sulfuro durante 48 h. A una de
las condiciones no se le afiadié ni IL-1p ni compuesto de sulfuro, estableciendo asi la
condicién basal. A las 48 h se recogieron 50 pl de sobrenadante por pocillo de cada
condicidn y se trasladaron a otra placa de 96 pocillos. A cada pocillo de esta placa se
afiadieron 50 ul de reactivo de Griess. La placa se incub6 durante 10 min en ligera
agitacion (para una buena mezcla del sobrenadante y el reactivo de Griess) y el
resultado de la reaccion colorimétrica se leyo a una densidad Optica de 570 nm. Cada
condicion se analiz6 por triplicado. Los datos de A obtenidos se convirtieron en
concentracion de nitritos utilizando una curva de calibrado realizada con
concentraciones conocidas de nitrito sodico y analizada simultaneamente con las

muestras a cuantificar.

9. ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS Y ELISAS

La produccion de la proteina PGE; se cuantifico mediante un inmunoensayo especifico
con una sensibilidad de 40 pg/ml. La metodologia de sembrado, estimulacion y
tratamiento fue la misma que para el analisis de la produccion de NO, tras lo que se
recogieron los sobrenadantes de cada una de las condiciones y se procedié al analisis de
la PGE, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante para sobrenadantes
celulares (Fig. 13). Los resultados obtenidos fueron analizados a una densidad dptica de
630 nm y los datos obtenidos comparados con una curva estandar realizada con

reactivos propios del kit.

Placa pre tratada  Adicion de 50 pl . Adicién de 50 pl Adicion de 50 pl
conel AC 1° de AC 2° de la muestra del sustrato

Goat M ouse

anti- anti- | | | | Se para la

mouse PGE; PGE-permddase | + TMB —_—

Ig / reaccion y se
wel | < / . /
% mide a 450 nm
wash 4
times
Incubar 1h Incubar 30 min

Fig. 13: Esquema de la técnica empleada para la deteccién de PGE; en los sobrenadantes
celulares.AC: Anticuerpo, TMB: tetramethilbenzidina
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También se estudiaron los niveles de la citoquina pro-inflamatoria IL-6 y de la MMP13
producidos por condrocitos OA co-estimulados con IL-13 y NaSH o GYY4137
mediante ELISA.

Reactivos:

- Anticuerpo de captura (720 pug/ml)

- Anticuerpo de deteccion

- Estandares

- Estreptavidina- HRP (horseradish peroxidase/ Peroxidasa de rabano)

- PBS

- Tampdn de lavado (0,05% Tween® 20 en PBS)

- Diluyente (1% de albumina bovina (BSA) en PBS)

- Solucion sustrato (1:1 Reactivo A 'y Reactivo B (R&D Systems # DY999))
- Solucion de parada (2N H,SO,)

Protocolo de ELISA:

Primero se diluyo, como especifica el fabricante, el anticuerpo de captura en la solucion
de trabajo (4 ug/ml de PBS) y se repartié en los pocillos que se iban a utilizar de la

placa de 96 pocillos, que se incubd a temperatura ambiente toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados con tampdn de lavado, se bloque6 durante 1 h
con el diluyente y se volvieron a lavar los pocillos tres veces con el tampon de lavado.
En ese momento, se afiadieron 100 ul de nuestra muestra o de estandar en su pocillo
correspondiente y se dejaron incubar 2 h a temperatura ambiente. Después de este
tiempo se realizaron otros tres lavados con el tampdn de lavado y se afiadié en cada
pocillo 100 ul del AC de deteccion. Se volvieron a realizar tres lavados y se incubd la

placa con 100 ul por pocillo de estreptavidina durante 20 min en oscuridad.

Se volvieron a lavar los pocillos, se incubaron otros 20 min en oscuridad con la solucion
sustrato y se paro la reaccion con la solucion de parada. A continuacion, se leyeron los
resultados a 450 nm y se referenciaron a la curva de calibrado realizada con las
diluciones estandares aportadas en el kit, para obtener las concentraciones de IL-6 y

MMP13 en los sobrenadantes celulares.
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10. CUANTIFICACION DE GLUCOSAMINOGLICANOS

Para estudiar si los compuestos de sulfuro podian ejercer efectos protectores en la MEC
del cartilago, se realizaron experimentos en los que se introdujeron discos de cartilago
en medio de cultivo y se estimularon con IL-1p y NaSH o GY'Y4137. Los explantes de
cartilago se prepararon con un sacabocados de biopsia y se incubaron en ME durante 24
h para su estabilizacion. Se estimularon entonces con 5 ng/ml y NaSH o GY'Y4137 (200
0 1000 uM) y se incubaron durante 21 dias en placas de 24 pocillos en una proporcién
de dos explantes por pocillo en 500 ul de medio. Los dias 3, 7, 10, 14 y 21 de cada
experimento se retiraron y congelaron los sobrenadantes, para analizarlos
posteriormente, y se renovaron los medios con los estimulos. Estos experimentos se

realizaron con cartilago de 4 donantes OA y 2 donantes normales.

La cuantificacién de GAGs se realiz6, tanto en los sobrenadantes como en los explantes
de cartilago, mediante el kit comercial Blyscan sulfated glycosaminoglycan assay que se
basa en la formacién de complejos entre los GAGs vy el reactivo de color 1,9-azul de

dimetilmetileno.

Reactivos

- Dye reagent
- Glycosaminoglycan standard (100 pg/ml)

- Agente de disociacion
Curva de calibrado

Se prepararon unas diluciones estandar con una concentracién conocida de GAGs a
partir del estandar del kit utilizando, tal y como recomienda el protocolo,
concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4, y 5 ug de GAGs y enrasando hasta 100 ul de agua

destilada en tubos de 1,5 ml.
Protocolo en sobrenadantes

Los 500 ul de cada sobrenadante congelado de cada tiempo se mezclaron (resultando un
total de 2,5 ml) y se utilizaron 20 ul de esa mezcla para realizar el analisis, enrasando a
100 ul con agua destilada. Se afiadi6 a cada tubo 1 ml de dye reagent, se agito la mezcla
durante 30 min y se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min. A continuacion, se retiro el
sobrenadante, observando la aparicion de un precipitado morado en el fondo del tubo.

Se afadieron 500 pl de agente de disociacion aportado en el kit, para disolver el
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precipitado y se volvid a centrifugar. Entonces se traspasaron 200 ul (por duplicado) a
una placa de 96 pocillos para su lectura en el espectrofotdbmetro a 656 nm. Los
resultados se expresaron en umoles de GAGs por g de tejido en relacion con los valores

obtenidos en la curva estandar.

Protocolo en explantes de tejido

Al terminar cada experimento se recuperaron los explantes de cartilago. Cada disco se
dividi6 en dos y una mitad se utilizO para realizar tinciones histoquimicas e
inmunohistoquimicas tras su inclusion en parafina y la otra para la cuantificacion de
GAGs. Cada mitad de tejido utilizado para este protocolo se pes6 en humedo y los
resultados se expresaron, como recomienda el fabricante del kit, en ug de GAG/mg de
peso himedo. El tejido se deshidratdé completamente en una SpeedVac y se realizd una
digestion con 1 ml de disolucion de papaina durante 18 h. La disolucion de papaina se
prepar6 mezclando 50 ml de tampdn buffer fosfato, 400 mg de acetato de sodio, 200 mg
de EDTA, 40 mg de cisteina HCI y 5 mg de papaina. Tras el tiempo de digestion, se
comprobd que el cartilago estaba totalmente digerido y la solucion se centrifug6 para
recoger el sobrenadante. A partir de aqui se siguié el mismo protocolo que para los
sobrenadantes.

Para analizar los resultados obtenidos de GAGs se considero que la suma de la cantidad
de GAGs en tejido y la cantidad de GAGs en los sobrenadantes suponia el 100% de la
cantidad de GAGs y se transformaron los resultados en % de GAGs retenido en el tejido
y % de GAGs liberados al sobrenadante, respectivamente.

11. METODOS: ANALISIS DE ROS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Para este estudio se cuantificaron los niveles de O,’, utilizando el fluor6foro

mitocondrial Mitosox ™Red, que reacciona de forma especifica con este anion.

Para estos experimentos primero se utilizé una linea de condrocitos inmortalizados, la
T/C-28a2, ya que el nimero de células a utilizar era muy elevado. Una vez comprobado
que el modelo de estudio era adecuado, se realizé con condrocitos de cultivo primario.
Para ambos casos, las células se sembraron a razén de 3-10° c/p en placas de seis
pocillos con ME. Tras un periodo de aclimatacion de 24 h, se estimularon con las
concentraciones de GYY4137 y NaSH las células T/C-28a2 y s6lo con GYY4137 los
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condrocitos de cultivo primario. En cada caso, dos pocillos no se estimularon y otro se

utilizé como control positivo, estimulandolo con H,0,.

Todos los estimulos se dejaron 15 min en medio HBSS sin calcio y sin magnesio en
estufa a 37°C. Pasados los 15 min, se les afiadié el Mitosox™Red a todos los pocillos en
una concentracion 5 uM, salvo a uno de los pocillos sin estimular que se utilizo para

definir la poblacion celular en el citdmetro de flujo.

Pasados 10 min de la adicion del Mitosox Red, las células se lavaron con suero salino,
se recogieron utilizando tripsina 2x para separarlas de las placas y tras neutralizar la
tripsina y centrifugar las células a 450 x g durante 10 min, se resuspendieron en PBS
frio y se analizaron en el citbmetro de flujo. Los resultados se procesaron con el

programa CellQuest.

12.  ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los experimentos, salvo que se indique lo contrario, se realizaron con tejido o
células de al menos tres donantes diferentes (n>3) y con duplicados o triplicados
técnicos en cada experimento. Los resultados estan expresados como media + error
estandar (EE) o como media e intervalos de confianza superior e inferior de las réplicas
bioldgicas. En los experimentos de qRT-PCR, las gréficas se representan como datos
individuales pero los valores de expresion relativa se calcularon con el software qBase
+ con la media geométrica de todos ellos y estan expresados como la media geométrica
+ EE. En este caso el andlisis estadistico también se realizé con el software gBase+.
Para el resto de los experimentos, el analisis estadistico se realiz6 con el software R
(version 2.15.2). Para los diferentes datos se realizaron analisis se varianza (ANOVA)
de una via seguidos de un test Tukey de comparaciones multiples, excepto en el caso de
que no pasaran el test de normalidad (Shapiro-Wilk) o el de homocedasticidad (test de
Bartlett o de Levene). En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0.05. En el caso de los resultados obtenidos para las diferentes
concentraciones de H,S en suero y la biosintesis de H,S en cartilago se realizaron
analisis de varianza univariante siendo el padecer o no OA la variable independiente y la
edad y el sexo de los donantes como cofactores, para descartar las influencias de estos
ultimos parametros en los resultados obtenidos En estos casos se realizé una prueba no

parametrica de Kruskal-Wallis seguido de un test de comparaciones multiples.
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Sulfuro de hidrégeno enddgeno

1. PRODUQCION ENDOGENA DE SULFURO DE HIDROGENO EN LA
ARTICULACION

1.1. Cuantificacion de la concentracién de sulfuro de hidrégeno en sueros

Como se describe en el apartado de material y métodos, el H,S se midié utilizando un
electrodo i6n selectivo y los resultados, obtenidos en mV, se compararon con una curva

de calibrado obtenida con estandares de concentracién de H,S conocida.

El suero obtenido de pacientes con OA contenia unos niveles de H,S (mediana [cuantil
25-cuantil 75]) de 45,02 [20,9-79,3] uM frente a 68,9 [16,4-95,1] uM en los pacientes

sanos (Tabla 6 y Fig. 14). ). Los datos demogréaficos de estos donantes estan incluidos

en la Tabla7. Se realiz6 un analisis de varianza univariante y no se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos OA y N (p=0.678). Dado que las medias
de edad de los dos grupos son bastante diferentes, para descartar que fuera un factor que
influyera en los resultados se incluy6 la edad junto con el sexo, como co-variables en el
andlisis univariante. El resultado fue que ninguno de estos dos parametros tuvo una

influencia significativa (p=0,783, p=0,589, respectivamente) en el resultado.

Tabla 6: Concentracion (uM) de H,S en suero normal y OA (media + EE).

uM hys en suero sanguineo
Media + EE Mediana [cuantil 25-cuantil 75]
OA (n=38) N (n=28) OA (n=38) N (n=28)
56,48 +7,24 72,18 +10,66 45,02 [20,9-79,3] 68,9 [16,4-95,1]

Tabla 7: Datos demograficos de los donantes de suero sanguineo para cuantificar H,S.
Pacientes OA (n=38) Donantes N (n=28)

Edad media en afios (rango) 68,3 (51, 92) 33,2 (23, 68)

Hombres/mujeres 6/27 5/23
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Fig. 14: Concentracion de H,S en sueros de pacientes OA y de donantes sanos.

Esta figura representa la mediana, los cuartiles 1 (25%) y 3 (75%) (cajas) y los maximos y
minimos de la concentracion de H,S en suero de pacientes con OA a la izquierda y sanos a la
derecha.

1.2. Biosintesis de sulfuro de hidrogeno en cartilago

Los resultados que se obtuvieron de mediciones de H,S liberado de discos de cartilago
de 6 mm de diametro estan en la Tabla 8 y en la_Fig. 15. Los datos demograficos de los
donantes de tejido estan en la Tabla 9. Igual que para los datos en los sueros, se realizd
un analisis de varianza univariante con la condicion patolégica (OA o sano), como
variable independiente y el sexo y la edad como co-variables, para ver si podian tener
alguna influencia sobre el resultado del analisis. Aqui si que se observaron diferencias
entre los valores obtenidos del cartilago OA (n=14) y del sano (n=6), siendo
significativamente mas bajos los niveles del primero. De nuevo, ni el sexo ni la edad

influyeron de forma significativa en este resultado (p=0.556, p=0.798, respectivamente).

Tabla 8: Biosintesis (umoles/mg de tejido) de H,S en cartilago normal y OA (mediat EE)

* p<0,05.
puM H,S por mg de tejido
Media £ EE
OA N
*0,10 £ 0,04 0,42 £ 0,09
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Tabla 9: Datos demogréficos de los donantes de cartilago para cuantificar el de H,S.

Pacientes OA

Donantes sanos

Edad media en afios (rango) 75,2 (53, 96) 73,2 (67, 80)
Hombres/mujeres 5/8 1/4
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Fig. 15: Biosintesis (umoles/mg de cartilago) de H,S en cartilago procedente de pacientes

OA y sanos.

Esta figura representa la mediana, los cuartiles 1 (25%) y 3 (75%) y los maximos y minimos de
la produccion de H,S en cartilago de pacientes con OA a la izquierda y sanos a la
derecha.*p<0,05 con respecto a la condicion sano.
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1.3. Andlisis de la expresion génica de las enzimas de sintesis de sulfuro de

hidrdgeno en cartilago, membrana sinovial y hueso subcondral
1.3.1 Cartilago

Se comparo la expresion génica de las tres enzimas relevantes en la sintesis de H,S en el
organismo, en cartilago OA frente a cartilago N (Fig. 16). En este andlisis se observo
que los niveles de expresion de CTH en el cartilago OA (n=15) y el cartilago N (n=4)
fueron similares (Fig. 16b), y que la expresion génica de CBS fue ligeramente inferior
en el cartilago OA (n=15), aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(Fig. 16a).

Lo més relevante fue la diferencia encontrada en la expresion génica de MPST, la
enzima mitocondrial, que en cartilago OA (n=14) se encuentra significativamente

disminuida, casi en un 80% (Fig. 16c), respecto a la expresion en el cartilago N (n=4).
1.3.2 Membrana sinovial

Igual que en cartilago, se comparé la expresion génica de las tres enzimas relevantes en
la sintesis de H,S en membrana sinovial procedente de articulaciones OA (n=6) frente a
las procedentes de articulaciones sanas (n=3). En este andlisis no se encontraron
diferencias significativas en la expresion génica de ninguna de las tres enzimas, CBS,
CTH o MPST, p>0.05 (Fig. 17).

1.3.3 Hueso subcondral

Los resultados en hueso subcondral fueron similares a los encontrados en membrana
sinovial, ya que no se encontraron diferencias significativas en la expresion génica de
CBS, CTH o MPST entre el tejido OA (n=6) y el sano (n=3), p > 0,05 (Fig. 18).
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a) CBS
1,20 +

1,00 -
0,80 -
0,60 -

0,40 +

Expresion relativa

0,20 +

0,00 -

b) CTH

1,40 -

OA
1,20 +
1,00 +
0,80 ~
0,60 +
0,40 ~
0,20 ~
0,00 -
OA

c) MPST

Expresion relativa

1,20 -

1,00 -

0,80 -

0,60 ~

0,40 ~

Expresion relativa

0,20 -

m

N OA

0,00 -

Fig. 16: Expresion génica de las enzimas CBS (a) CTH (b) y MPST (c) en cartilago OA
frente al cartilago N. *p < 0,05 respecto a la condicion N.
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a) CBS
1,2 -
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b) CTH
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0,2 1

147 c) MPST

1,0 A

Expresion relativa

04 -

0,0 -
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Fig. 17: Expresion génica de las enzimas CBS (a) CTH (b) y MPST (c) en membrana
sinovial procedente de articulaciones OA frente a la procedentes de articulaciones N.
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1,0
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Expresion relativa
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0,0

1,6
1,4
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0,8
0,6
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0,2
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3,5
3,0
2,5
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1,0

Expresion relativa

0,5

0,0

a) CBS

b) CTH

c) MPST

OA

Fig. 18: Expresion génica de las enzimas CBS (a), CTH (b) y MPST (c) en hueso
subcondral procedente de articulaciones OA frente al procedente de articulaciones sanas

N.
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1.4. Analisis inmunohistoquimico de las enzimas de sintesis de sulfuro de

hidrogeno en cartilago

Los resultados de las IHQ de las enzimas en cartilago articular confirmaron los datos
obtenidos en el estudio de la expresion génica. Sin embargo, en la valoracion de estos
datos e imagenes hay que tener en cuenta que el anticuerpo utilizado se localiza, segin
el fabricante, Unicamente de manera intracelular, por lo que solamente se analiz6 su
positividad dentro de los condrocitos. Estas imégenes se cuantificaron haciendo doce
fotografias de cada preparacion y se cuantificaron solamente 5 células en cada imagen,
por lo que los datos de la Tabla 10 son la media + EE de 60 células.

SegUn nuestras preparaciones, la enzima CBS parece ser la mas escasa de las tres en el
cartilago. Aun asi, encontramos una clara expresion dentro de los condrocitos y, aunque
la diferencia no es significativa, en el cartilago OA parece que existe una tendencia a

que sus niveles sean menores (Fig. 19 y Tabla 10).

100 um ‘

Fig. 19: Imagenes representativas de la IHQ de CBS en cartilago sano (a) y OA (b).

Las iméagenes de la izquierda estan tomadas a 20x y la barra de calibracién representa 100 pum.
Las de la derecha estan tomadas a 100x y la barra de calibracion representa 20 um.
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En cuanto a la enzima CTH, también se observa patrén similar al encontrado en la
expresion génica ya que segun la cuantificacion los niveles de esta enzima son similares
en tejido sano y OA (Fig. 20 y Tabla 10).

Fig. 20: Imagenes representativas de la IHQ de CTH en cartilago sano (a) y OA (b).
Las imagenes de la izquierda estan tomadas a 20x y la barra de calibracién representa 100 pum.
Las de la derecha estan tomadas a 100x y la barra de calibracion representa 20 pM.

81



Resultados

Por ultimo, de nuevo encontramos diferencias significativas en los niveles de la enzima
MPST. Esta estd presente en cartilago sano en una proporcion similar a la CTH, sin
embargo, en cartilago OA se encuentra considerablemente disminuida (Fig. 21 y

Tabla 10).

Fig. 21: Imagenes representativas de la IHQ de MPST en cartilago sano (a) y OA (b).
Las iméagenes de la izquierda estan tomadas a 20x y la barra de calibracién representa 100 pum.
Las de la derecha estan tomadas a 100x y la barra de calibracion representa 20 um.

Tabla 10: Porcentaje de positividad medio de las enzimas a nivel intracelular en cartilago

sanoy OA.
Los valores se representan como media + EE. * p< 0,05 respecto a la condicion normal.

Normal OA
CBS 6,60 + 4,03 438+1,30
CTH 12,18 + 2,02 12,92 + 4,14
MPST 14,63 + 4,41 *5 72 +1,84
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2. EFECTOS DEL SULFURO DE HIDROGENO EXOGENO

En este apartado se estudiaron los efectos de los compuestos de sulfuro sobre diversos
parametros celulares. El objetivo era, por un lado, comprobar que los compuestos no
son toxicos para las células y por otro, ver si al simular las condiciones inflamatorias a
las que estan sometidos los condrocitos en la articulacion OA los compuestos de sulfuro
pueden ejercer efectos anti-inflamatorios, anti-catabdlicos y/o anti-oxidantes. Esto se
hizo co-estimulando las células con IL-1B y las distintas concentraciones de los

compuestos de H,S (ver Tabla 2).

2.1. Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrégeno sobre la viabilidad celular

Los efectos de la adicion de los compuestos de H,S, NaSH y GYY4137 sobre la
viabilidad de los condrocitos articulares OA se evaluaron con el método alamarBlue®.
Los valores obtenidos (n=3) se normalizaron con respecto a las condiciones basales a
las que se les adjudico un valor del 100%. No se observd ninguna diferencia
significativa entre la viabilidad de las células en la condicion basal y la de las células
expuestas a las diferentes concentraciones de ambos compuestos de sulfuro, NaSH y
GYY4137 (p>0,05) (Tabla 11).

Tabla 11: Viabilidad de los condrocitos expuestos a NaSH o GYY4137 medida con el
método alamarBlue®. Los resultados se presentan como la media con un intervalo de
confianza del 95% (limite superior LS - limite inferior LI), n=3.

Concentraciéon de NaSH o GYY4137

Basal =
L1 | 5opM 100pM 200uM 500uM 1000 uM
100,0 106,5 107,2 103,4 104,4 100,0 98,2
NaSH
(463-153,7) | (34,5-1814) | (54,0-156,7) | (438-1612) | (436-163,1) | (427-157,7) | (413-156,1)
100,0 106,5 98,9 94,9 93,7 98,6 99,4
GYY

(53,7-146,3) | (45,7-170,8) | (50,4-150,5) | (51,0-143,2) | (48,1-1435) | (54,1-143,8) | (50,2-149.4)
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2.2.

Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrdgeno sobre la morfologia celular

Para estudiar el efecto de los compuestos de H,S sobre los cambios morfoldgicos

inducidos por la estimulacion con IL-1p, se realizo una tincion con H-E (Fig. 22). Para

ést,0 los condrocitos se sembraron en chamber-slides y se estimularon con IL-1p y los

compuestos de H,S, tal como se describio en Material y Métodos. Se pudo observar que

al estimular los condrocitos con IL-1f se produjo un cambio en su morfologia. Se

observo una reduccion en su tamafio y una tendencia a replegarse ocupando menos

superficie de cultivo, (Fig. 22b). Con los tratamientos de sulfuro se moderan estos

cambios morfolégicos, incluso hasta casi desaparecer en las concentraciones mas

elevadas (Fig. 22 k-1). Se observo, por tanto, un efecto protector dosis-dependiente y

mas efectivo a las concentraciones de 200 a 1000 puM.
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Fig. 22: Tinciobn de H-E de condrocitos co-estimulados con IL-1f y las diferentes

concentraciones de los compuestos de sulfuro.

Se observa el efecto de la IL-1f en la morfologia de los condrocitos (b) frente a la condicion
basal (a) y comprobamos como a mayor concentracion de NaSH (c, d, e, fy g) 0 GYY4137 (h,
i, j, k y I) este cambio morfologico va desapareciendo. Fotos hechas a 20 x, la escala

representada en la imagen a representa 100 pm.
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2.3. Efectos del sulfuro de hidrégeno sobre el estrés oxidativo
2.3.1 Efecto sobre las especies reactivas de nitrégeno

Efecto sobre los niveles de 6xido nittrico

Se cuantificd la produccion de NO en condrocitos OA y normales co-estimulados con
IL-18 y NaSH o GYY4137 (Tabla 2), utilizando el reactivo de Griess. Como era de
esperar la estimulacion con IL-1B provocod un aumento de la produccion de NO en
ambos tipos de células (Fig. 23). Respecto a los efectos de los compuestos de H,S en las
células OA (n=7) se pudo observar para el compuesto NaSH un descenso significativo
para las concentraciones de 200, 500 y 1000 uM respecto a la condicion con solo IL-1
(Fig. 23a). Y lo mismo ocurrié con el GYY4137 con las condiciones 100, 200, 500 y
1000 uM (Eig. 23b). Cuando comparamos estos resultados con los obtenidos al realizar
el mismo experimento en condrocitos obtenidos de pacientes sanos (n=3), observamos
que, si bien hay una menor cantidad de NO de forma basal, la estimulaciéon con IL-1(
(Fig. 23a) también produce un aumento significativo de la produccién de 6xido nitrico
en estas células. El efecto del NaSH sobre este aumento es evidente, pero no es
estadisticamente significativo, mientras que los efectos de GYY4137 (Fig. 23b) son
similares a los observados en condrocitos OA, con un descenso dosis-dependiente y

significativo en las concentraciones de 200, 500 y 1000 uM.

Efecto sobre la expresion y sintesis de la enzima inducible sintasa del 6xido nitrico

La expresion de ARN mensajero (ARNm) de iNOS se cuantifico por gRT-PCR en
condrocitos OA (NaSH n=4, GYY4137 n=5) (Fig. 24 a y b). Correspondiéndose con los
efectos encontrados en los niveles de NO, la estimulacion con IL-1f supuso un aumento
en la expresion génica de iNOS y la administracion de las diferentes concentraciones de
los compuestos que producen sulfuro de hidrégeno atenud visiblemente esta
sobreexpresion de manera dosis dependiente, siendo las concentraciones mas elevadas
las méas efectivas. Sin embargo este efecto no resultd significativo en el analisis
estadistico debido a las diferencias de expresion entre los diferentes donantes a pesar de

que la tendencia era la misma en todos.

Para comprobar que esta disminucion en la expresion de ARNm se continuaba con una
disminucion en la sintesis de la proteina se realizaron inmunocitoquimicas de iNOS
(n=3) en condrocitos OA (Fig. 25). Con esta técnica pudimos observar de nuevo un

aumento de iNOS en la condicion con IL-1p (Fig. 25b) y cdmo sus niveles se atenuaban
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al administrar NaSH (Fig. 25 c, d, e, T v q) 0 GYY4137 (Fig. 25 h, i, |, k y I).

Curiosamente en este caso mientras que GYY4137 se mostrd6 marcadamente efectivo a

partir de 100 uM, NaSH mostré su mayor efectividad con la concentracion de 100 uM,

siendo las concentraciones mas altas menos efectivas.

100

® Normal
mOA

uM NO;

Basal 0 50 100 200 500 1000
uM de NaSH + 5 ng/ml IL-1p

100

GYY4137

® Normal
m OA

uM NO')-

Basal 0 50 100 200 500 1000

uM de GYY4137 + 5 ng/ml IL-1p

Fig. 23: Cuantificacion de los niveles de NO, en condrocitos OA y N estimulados con IL-1f
(5 ng/ml) y las distintas concentraciones de NaSH o GY'Y4137.
Se observo una reduccién dosis-dependiente al aumentar la concentracion de NaSH (a) y

GYY4137 (b). *p<0,05 con respecto a IL-1 en condrocitos OA. # p<0,05 con respecto a IL-1
en condrocitos normales.
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Fig. 24: Expresion génica de iNOS de los donantes individuales de condrocitos OA
estimulados con IL-1B y NaSH o0 GY'Y4137.

a) NaSH, b) GYY4137. Todas las condiciones estdn normalizadas al basal al que se le ha
adjudicado un valor de 1. Se observo un efecto dosis dependiente con ambos compuestos.
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a) Basal 20X b) IL-1B 20X ¢) IL-1B + NaSH 50 uM d) IL-1B + NaSH 100 uM

8,6+34 | 157+538 42+23

e) IL-1p + NaSH 200 uM f) IL-1B + NaSH 500 pM g) IL-1p + NaSH 1000 uM h) IL-1 + GYY4137 50 uM

10,529

12,4 +1,2

i) IL-1B+GYY4137100 uM ) IL-1B + GYY4137200 M k) |L-1B + GYY4137 500 uM 1) IL-1B + GY Y4137 1000 uM

Fig. 25: Imagenes representativas de las ICQ de iNOS en condrocitos OA.

Se observa una mayor expresion de iNOS en la condicion con IL-1 (b) con respecto a la basal
(@) y ambos compuestos, pero sobretodo GYY4137 (h, i, j, k y I) reducen esta expresion. En
cada esquina inferior izquierda de cada foto se representa la positividad en porcentaje de iNOS.

Las barras representan 200 pm.
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2.3.2 Efecto sobre las especies reactivas de oxigeno

Las propiedades anti-oxidantes de los compuestos de H,S se estudiaron utilizando
citometria de flujo. En estos experimentos las células se estimularon Gnicamente con los
compuestos de sulfuro y se estudié la produccion de ROS con el fluoréforo
Mitosox ™Red. Se realizaron unos experimentos preliminares (n=3) utilizando la linea

celular T/C-28a2, con la que se obtuvieron los siguientes resultados (Fig. 26):

- Los niveles basales del O, se ven reducidos con la administracion de GYY4137,
pero no con el compuesto NaSH.
- Ademas, la reduccion de ROS con GYY4137 parece ser dosis dependiente
alcanzando un efecto techo en 500 uM.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la linea celular, se estudiaron a
continuacion los efectos de solamente GY'Y4137 (50, 100, 200, 500 y 1000 uM) sobre
los cultivos primaros de condrocitos OA. Los resultados se presentan en la Fig. 27. Se
encontrd, al igual que con la linea celular, una reduccion dosis dependiente del O, que

fue significativa para las concentraciones de 200, 500 y 1000 uM.

v 28a
GYY4137

M. fluorescencia Anidn superoxido
o | N W S ol D ~ [ee]

Basal 50 100 200 500 1000

uM de NaSH o GY'Y4137

Fig. 26: Fluorescencia para el anién superoxido en la linea celular inmortalizada de
condrocitos TC28a2.

La linea celular fue estimulada con las diferentes concentraciones de los compuestos de sulfuro
y la fluorescencia correspondiente con los niveles de O,, se compar6 con la de la condicion
basal.
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Fig. 27: Fluorescencia para el anion superdxido en condrocitos OA estimulados con
diferentes concentraciones de GY'Y4137 frente a la condicion basal.
n=6, *p<0,01 respecto a la condicidn basal.

2.4. Efecto de los compuestos de H,S sobre marcadores de inflamacion
2.4.1 Efecto sobre la produccion de la citoquina 1L-6

Los niveles de proteina analizados mediante ELISA mostraron, como se esperaba, un
aumento significativo de la IL-6 con respecto al basal en la condicion estimulada con
IL-18 (Fig. 28). La co-estimulacion con ambos compuestos de H,S revirtid este
aumento. En el caso de GYY4137 se observd un efecto dosis dependiente que a
concentraciones iguales o superiores a 200 uM resulté significativo, mientras que NaSH
con 50 ya se alcanz6 una reduccién significativa produciéndose un efecto techo ya a

partir de esta concentracion.

250
200

©

21 150

3

> 100 —o—NaHS

% —B-GYY4137

[

Basal 0 50 100 200 500 1000

uM NaSH o GYY4137 + 5 ng/ml IL-1

Fig. 28: Niveles de IL-6 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1B y NaSH o0 GY'Y4137.
n=3. *p<0,05 con respecto a IL-1.
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Los resultados obtenidos respecto a la liberacion de la proteina a los sobrenadantes
celulares se correspondieron con los resultados encontrados en la expresion de ARNm
(Fig. 29). En este analisis se comprobd como la IL-13 aumentd la expresion génica de
IL-6 y la co-estimulacion con NaSH y GY'Y4137 supuso un descenso dosis dependiente
con un resultado estadisticamente significativo para la concentracion de 1000 uM de
ambos compuestos de sulfuro, con la que podemos observar que la expresion génica se

acerca a la encontrada en el basal.
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Fig. 29: Expresion génica de IL-6 en condrocitos OA estimulados con IL-1B y NaSH (a) o
GYY4137 (b). Todas las condiciones estan normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un
valor de 1. *p<0,05 con respecto a IL-1p.
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2.4.2 Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrdgeno sobre la produccién de PGE,

y sus enzimas de sintesis

La produccion de PGE; en las células estimuladas con IL-1B, se cuantificO en
sobrenadantes celulares utilizando un ensayo inmunoenzimatico especifico (n=3).
También se cuantificd la expresion génica de sus principales enzimas de produccion,
COX-1, COX-2 y PTGES en las células. Estas se sembraron y se estimularon como se

especificd en la Tabla 2.

Los niveles basales de PGE; en los condrocitos OA fueron de 0,25 (0,13-0,36) ng/ml. La
estimulacion con IL-1B produjo un incremento de esta proteina hasta 64,72 (41,78-
87,66) ng/ml. Las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 afiadidas a las
células junto con IL-1pB supusieron una disminucion significativa respecto a las células

estimuladas unicamente con la IL-1p (Fig. 30).
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Fig. 30: Niveles de PGE, en condrocitos OA co-estimulados con IL-1B y NaSH o
GY'Y4137.*p <0,05 con respecto a IL-1p. Se puede observar como la co-estimulacién de NaSH
y GYY4137 con la IL-1p evita el aumento de la PGE;,

En cuanto a la expresion de ARNm de las dos enzimas involucradas en la sintesis de la
PGE,, en condiciones patologicas, se encontr6 una importante reduccion dosis
dependiente para COX-2, respecto al incremento que se observo al estimular con IL-1.
Concretamente, el valor de la induccion de COX-2 con la IL-1p fue 97,5 (19,5-487,9)
veces la expresion basal, disminuyendo esta expresion hasta retornarla a valores
préximos a los basales 12,0 (1,6-89,13) y 7,6 (0,4-142,1) al co-estimular con NaSH y
GYY4137 1000 uM, respectivamente (Fig. 31) (n=4). Por otro lado, IL-1B también
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indujo un incremento de la expresion génica de PTGES (68,5 (19,8, 236,7) vs. Basal)

mostrando 1000 uM NaSH y GY'Y4137 unos valores considerablemente mas reducidos
16,3 (3,8, 69,2) y 31,7 (8,3, 120,7), respectivamente (n=4) (Fig. 32).
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Fig. 31: Expresion génica de COX-2 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1B y NaSH
(2)o GYY4137( b). Todas las condiciones estdn normalizadas al basal al que se le ha adjudicado
un valor de 1. #p<0,05 con respecto a la condicion basal.
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Fig. 32: Expresion génica de PTGES en condrocitos OA co-estimulados con IL-1p y NaSH
(@) 0 GYY4137 (b).
Todas las condiciones estan normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un valor de 1.
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Al analizar la expresion génica de la enzima fisiolégica COX-1, (n=5), se observo un
descenso al estimular los condrocitos con IL-1B que se revirtié parcialmente al afiadir

los compuestos de H,S (Fig. 33), aunque las diferencias no fueron significativas.
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Fig. 33: Expresion génica de COX-1 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1B y NaSH
(@) 0 GYY4137 (b).
Todas las condiciones estan normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un valor de 1.
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2.5.  Visualizacion de la translocacién de NF&B p65 por inmunofluorescencia.

Dado que la activacion del factor de transcripcion NFxB es una de las principales rutas
de iniciacion de la cascada de la inflamacion, nos planteamos si los compuestos de
sulfuro podrian ejercer los efectos anti-inflamatorios que acabamos de ver a través de
una inhibicién de la activacion de esta ruta. Por ello se realizd un ensayo de
inmunofluorescencia para comprobar si los compuestos de sulfuro afectaban a la
translocacion nuclear de la unidad p65 de NF«B. Lo que pudimos observar, plasmado

en la Fig. 34, fue lo siguiente:

- En la condicidn basal (Fig. 34a) la subunidad p65 se encuentra principalmente
en el citoplasma de las celulas, y la estimulacion con 5 ng/ml de IL-1B
(Fig. 34b) produce una clara translocacion al ntcleo celular, donde se observa un
aumento de la fluorescencia.

- Laco-estimulacién con las diferentes concentraciones de los compuestos de H,S
(NaSH Fig.34 c, d, e, fy gy GYY4137_Fig. 34 h, i, |, k y I) produjo una

reduccién en la intensidad de fluorescencia en el ndcleo celular, aunque no se

alcanzé la fluorescencia de la condicién basal.

Por tanto los efectos anti-inflamatorios del H,S estdn mediados, como minimo a través

de la ruta NF«B.
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¢) IL-1B + NaSH 50 uM

d)IL-1B + NaSH 100 uM e) IL-1B + NaSH 200 uM ) IL-1B + NaSH 500 uM

g) IL-1p + NaSH 1000 M h) IL-1B + GYY4137 50 uM i) IL-1B + GYY4137 100 uM

i) IL-1B + GYY4137 200pM k) IL-1B + GYY4137 500 puM 1) IL-1B + GYY4137 1000 uM

Fig. 34: Efecto de las diferentes concentraciones de H,S de NaSH y GYY4137 sobre la
localizacion intracelular de la subunidad p65 de NFxB.

Las imagenes estan tomadas en zonas representativas de los pocillos de la chamber-slide a 20x,
y con los mismos parametros de fluorescencia.
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2.6. Efectos de los compuestos de sulfuro de hidrogeno sobre el desequilibrio
anabolico-catabolico en la artrosis

Tras estudiar las propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes de los reactivos de H,S,
en este apartado nos propusimos estudiar sus propiedades anti-catabdlicas y
pro-anabdlicas en condrocitos OA, y sus posibles propiedades como protectores frente a
la destruccion de la MEC en cartilago. Para lo primero, se estudiaron los efectos sobre
la expresion génica de marcadores de catabolismo y anabolismo en los cultivos
celulares. En la segunda parte se realizaron experimentos con explantes de cartilago in
vitro y estimulados también con IL-1B y los compuestos de H,S, y se analiz6 la
liberacion de GAGs utilizando un kit comercial. También se examino el estado final de

la MEC a los 21 dias utilizando diversas tinciones histoquimicas e IHQ.

2.6.1 Efectos de los compuestos de sulfuro de hidrégeno sobre la produccién de las
metaloproteasas de matriz MMP1, MMP3 y MMP13

Dado su papel en la destruccion de la matriz cartilaginosa, se seleccionaron como
marcadores de catabolismo en el cartilago OA las MMPs de matriz 1, 3 y 13.
Inicialmente, se analizd su expresion génica por gRT-PCR en condrocitos OA
estimulados tal como se describid en la Tabla 2. Este andlisis revelo, por un lado, que la
IL-1B produce un aumento significativo de las tres MMPs a las 48 h de estimulacion,
siendo este efecto mas Ilamativo en MMP1 y MMP3 (Fig. 35y 36a y Fig. 35 y 36b). Por

otro lado, la co-estimulacién con NaSH y GYY4137 tuvo, a su vez, un efecto similar en

estas dos MMPs. Se observo un cierto efecto protector exclusivamente a partir de
concentraciones de 200 uM vy siendo la dosis mas efectiva para ambos compuestos la
mas elevada.

Para la MMP13, sin embargo, el efecto del H,S en su expresion génica es marcadamente
dosis dependiente (Fig. 35 y 36¢). En el caso de NaSH, se produjo un descenso muy
marcado con 50 uM, 100 uM y 200 uM (20, 40 y 60% respectivamente), en cambio al
aumentar a 500 y 1000 uM sélo se consiguié un 5% y 10% de reduccion adicional. Por
el contrario, con GYY4137 se observé poca diferencia entre las concentraciones de 50,
100 y 200 uM en las que hubo un descenso de entre el 20 y 30% respecto a IL-1p3,
mientras que con 500 uM y 1000 uM se acentud y la expresién génica de MMP13
disminuyé un total de 60 y 80% respectivamente. En el caso de las dos concentraciones

de 1000 uM las diferencias fueron significativas.
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Fig. 35: Expresion génica de MMP1 (a.1), MMP3 (b) y MMP13 (c), de cada uno de los
donantes en condrocitos OA estimulados con IL-1B y NaSH (a.1, b.1, y c.1). Todas las
condiciones estdn normalizadas al basal.
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Fig. 36: Expresion génica de MMP1 (a), MMP3 (b) y MMP13 (c), de cada uno de los
donantes en condrocitos OA estimulados con IL-1B y NaSH (a.2, b.2, y c.2). Todas las
condiciones estan normalizadas al basal. * p<0,05 con respecto a la IL-1.
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Estos resultados se complementaron realizando inmunocitoquimicas para MMP3
(Fig. 37) y MMP13 (Fig. 38) en los condrocitos estimulados. En ambos casos se pudo
ver una reduccién en la presencia de la proteina en las células, demostrando que las
concentraciones mas elevadas de los compuestos de sulfuro son efectivas para reducir la
presencia de MMP3 y MMP13 inducida por la IL-1B en los condrocitos OA.
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Fig. 37: Efecto de las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 sobre la proteina
MMP3.

Las imagenes estan tomadas en zonas representativas de los pocillos de la chamber-slide a 20
aumentos. Los porcentajes estan calculados con n=3 iméagenes y son el promedio de positividad
por cada 100 celulas. Podemos observar como los compuestos de sulfuro disminuyen
considerablemente la positividad de MMP3 producida por la IL-1p (b), siendo méas efectivos a
las dosis mas elevadas. La escala de la imagen a representa 100 pm.
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Fig. 38: Efecto de las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 sobre la proteina

MMP13.

Las imagenes estan tomadas en zonas representativas de los pocillos de las chamber-slides a 20
aumentos. Los porcentajes estan calculados con n=3 imagenes y son el promedio de positividad
por cada 100 células. Podemos observar como los compuestos de sulfuro disminuyen la
positividad de MMP13 producida por la IL-1B (b), alcanzando su mayor efectividad con
GYY4137 a200 uM y NaSH a 1000 uM. La escala de la imagen a representa 100 pum.
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A mayores, dado que los efectos sobre la MMP13 fueron los mas pronunciados en la
expresion génica y es la colagenasa mas importante en el cartilago se realiz6 también
una cuantificacion de sus niveles en los sobrenadantes celulares con un ELISA
especifico (Fig. 39) (n=3). Con estos ensayos se observd una disminuciéon dosis-
dependiente con un patron muy similar al de la expresion génica (Fig. 35) sobre todo en
el caso de GY'Y4137 (Fig. 36).

60
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=40 i |
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% 30 == NaSH
'g / * =B=GYY4137
S 20 *
c / 1 \!

10

0 J

Basal 0 50 100 200 500 1000

uM de NaSH o GYY4137 + 5 ng/ml I1L-1

Fig. 39: Niveles de MMP13 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH o
GYY4137.

Se puede observar como la co-estimulacion de NaSH y GYY4137 con la IL-1f reduce la
produccién de MMP13. *p< 0,05 respecto a la condicion estimulada Gnicamente con 1L-1f.

Ademas, también se analizaron ambas MMPs en los discos de cartilago que estuvieron
21 dias en cultivo (Tabla 2, cuantificacién de GAGs en tejido). En el caso de la MMP3

se puede observar en la Fig. 40 que la condicion basal presenta una positividad muy
baja y la IL-1pB indujo la sintesis de esta MMP por parte de los condrocitos, ya que
aparece una fuerte positividad en el interior de los mismos. La adicién de NaSH (Fig. 40
byc)y GYY4137 (Fig. 40 d y e) produce una reduccion de esta positividad, aunque
GYY4137 parece ser més efectivo. En cuanto a MMP13 , la positividad fue mucho més
intensa tras 21 dias en cultivo con IL-1p (Fig. 41b). La estimulacion con los compuestos
de sulfuro disminuy0 la sintesis de esta MMP, sin embargo, s6lo en 1000 uM de ambos
compuestos vemos que desparece la positividad del tejido en el interior de los
condrocitos (Fig. 41).
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a) Basal c) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 uM NaSH

b) IL-1B

10,4 £3,2

Fig. 40: IHQ de MMP3 en la capa superficial de discos de cartilago co-estimulados con
IL-1p y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 dias en cultivo. Los
porcentajes estan calculados con n=3 iméagenes. La escala de la imagen a representa 100 pm.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1f + 1000 uM NaSH

77,8 +5,6 41,4+7,3

b) IL-1B e) IL-1B + 200 uM GY'Y4137 f) IL-1B + 1000 uM GY'Y4137

Fig. 41: IHQ de MMP13 en la capa superficial de discos de cartilago co-estimulados con
IL-1B y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 dias en cultivo. Los
porcentajes estan calculados con n=3 iméagenes. La escala de la imagen a representa 100 pm.
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2.6.2 Efectos sobre la sintesis de agrecano y colageno Il

Como marcadores de produccion de matriz en los condrocitos se seleccionaron el

agrecano y el coladgeno tipo Il. Se estudid su expresion génica en células OA

estimuladas con IL-1B y los compuestos de sulfuro, tal como se definié en la Tabla 2.

En el caso del agrecano (ACAN), se puede observar en la Fig. 42 que la IL-1p indujo

una reduccion de su expresion y que algunas concentraciones de NaSH (Fig. 42a) y

GYY4137 (Fig. 42b) contrarrestaron parcialmente este descenso. En el caso del COLII

(Fig. 43), el efecto de la IL-1p fue similar y unicamente las concentraciones

intermedias, sobre todo de NaSH, resultaron en una recuperacién de su expresion.
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Fig. 42: Expresion génica de ACAN en los donantes individuales de condrocitos OA co-
estimulados con IL-1B y NaSH (a) o GYY4137 (b). Todas las condiciones estan normalizadas
al basal al que se le ha adjudicado un valor de 1.
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Fig. 43: Expresion génica de COLII en los donantes individuales de condrocitos OA co-
estimulados con IL-1B y NaSH (a) o GY'Y4137 (b).
Todas las condiciones estan normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un valor de 1

También se analizo la presencia de las proteinas agrecano y colageno Il en los discos de
cartilago que estuvieron 21 dias en cultivo (Tabla 2). Tanto en el caso del col 11 (Fig. 44
y Fig. 45), como del agg (Fig. 46 y Fig. 47) se observé que la IL-1B indujo una

reduccién en la matriz del cartilago, sin embargo esta reduccion no se produce, e

inclusive los condrocitos sintetizan mayores cantidades en presencia de ambos
compuestos de sulfuro. También es destacable que la administracion de la IL-13 parece
no so6lo degradar el col 1l y el agg en la matriz, si no también inhibir su produccion en
las células, como se deduce de la falta de coloracion intracelular. La administracion
conjunta de NaSH o GYY4137 con IL-1p también mejora este aspecto, puesto que las

imagenes de estas condiciones revelan tincién intracelular.
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a) Basal

c) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

39,6 +78 T ¥

49,3+6,2

54,4 +9,1 ,

b) IL-18 e) IL-1B + 200 uM GY'Y4137 f) IL-1p + 1000 uM GYY4137

[

319+3/4 "

56,3+5,7

Fig. 44: IHQ de col 11 en la capa superficial de discos de cartilago OA co-estimulados con
IL-1p y diferentes concentraciones de NaSH o GYY4137 tras 21 dias en cultivo. Los
porcentajes estan calculados con n=3 iméagenes. La escala de la imagen a representa 100 pm.
Podemos observar como los compuestos de sulfuro protegen frente a la perdida de col 1l
inducida por la IL-1p, alcanzando su mayor efectividad a 1000 uM NaSH (d) y GYY4137 (f).

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 uM NaSH
b) IL-18 e) IL-1B + 200 uM GY'Y4137 f) IL-1B + 1000 uM GYY4137

Fig. 45: IHQ de col Il en la capa profunda de discos de cartilago co-estimulados con IL-1p
y diferentes concentraciones de NaSH o GY'Y4137 tras 21 dias en cultivo.

Las iméagenes estdn tomadas en zonas representativas del tejido a 40x. Podemos observar como
la IL-1p inhibe la sintesis de la proteina por parte de los condrocitos (b). Los compuestos de
sulfuro protegen frente a esta inhibicion, ya que en el resto de condiciones (c-f) se puede
observar que la presencia intracelular de col 1l se mantiene.
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a) Basal c) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 uM NaSH

29,7+22 | 25,6+ 3,8 . 36,1+2,0

b) IL-1B e) IL-1B + 200 uM GY'Y4137 f) IL-1p + 1000 uM GY'Y4137

185+6,7 24,1+56 30,9+3,.2

Fig. 46: IHQ de agg en la capa superficial de discos de cartilago co-estimulados con IL-1p
y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 dias en cultivo. Los porcentajes
estan calculados con n=3 imagenes. La escala de la imagen a representa 100 um. Podemos
observar como los compuestos de sulfuro protegen frente a la perdida de agg inducida por la IL-
1B (b), alcanzando su mayor efectividad a 1000 uM NaSH (d) y GY'Y4137 (f).

a) Basal ¢) IL-1B + 200uM NaSH d) IL-1p + 1000uM NaSH

b) IL-1B

—— 2 e [—
Fig. 47: IHQ de agg en la capa profunda de discos de cartilago co-estimulados con IL-1§ y
diferentes concentraciones de NaSH o GY'Y4137 tras 21 dias en cultivo.
Las imagenes estan tomadas en zonas representativas del tejido a 40x. Podemos observar como
la IL-1B inhibe la sintesis de la proteina por parte de los condrocitos (b). Los compuestos de
sulfuro protegen frente a esta inhibicion, ya que en el resto de condiciones (c-f) se puede
observar que la presencia intracelular de agg se mantiene.
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2.6.3 Efectos sobre la pérdida de GAGs en cartilago estimulado con IL-75

En estos experimentos se cultivaron discos de cartilago OA o normal in vitro y se
estimularon con IL-1B y NaSH o GYY4137 (200 y 1000 uM). Los explantes se
mantuvieron hasta 21 dias en cultivo y los sobrenadantes se recogieron a los 3, 7, 10, 14
y 21 dias para cuantificar la liberacion de GAGs. También se cuantificaron los GAGs
retenidos en el tejido al finalizar el experimento. Para la cuantificacion se utilizé un kit
comercial cuyo protocolo se describi6 en Material y Métodos. El objetivo era
comprobar si la co-estimulacion con los compuestos de sulfuro podria proteger al

cartilago de la pérdida de GAGs inducida por la citoquina.

Al analizar los resultados obtenidos (Fig. 48 y Fig. 49) pudimos ver que:

- En condiciones basales, las cantidades de GAGs que permanecen en el tejido
normal (Fig. 49 basal) y en el tejido OA (Fig. 48 basal) tras 21 dias son muy
similares con aproximadamente, 80% - 85% de GAGs remanentes en el tejido y
un 15% - 20% que se pierden al sobrenadante, aunque la retencion en cartilago
N es un poco mejor.

- La exposicion durante 21 dias a la IL-1p supone, para el tejido OA un relevante
descenso de la cantidad de GAGs en el cartilago y un aumento de la pérdida
hacia el sobrenadante. De hecho la cantidad de GAGs perdida al sobrenadante
es, en porcentaje, superior a la que permanece en el tejido. Ademas el efecto es
mucho mas pronunciado en el tejido OA que en el normal.

- La co-estimulacién con los compuestos liberadores de sulfuro, supone una
mejoria en todos los casos, aumentando la cantidad de GAGs retenida en el
tejido y protegiendo o inhibiendo su pérdida hacia el sobrenadante.

- Para el tejido normal (Fig. 49), parece que las dosis mas efectivas son 1000 uM
de NaSH y 200 uM de GYY4137, mientras que en cartilago OA la dosis mas
efectiva de NaSH es 200 uM y la de GYY4137 1000 uM.
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Artrdsicos
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Fig. 48: Porcentaje de GAGs retenidos en el cartilago OA y liberados al sobrenadante tras
21 dias de co-estimulacion con IL-1B y NaSH o GYY4137 in vitro.
En marrén y azul se representa el porcentaje en tejido y en gris el sobrenadante.

Normales

B % Tejido %Sobrenadantes
100 -~

83,9 69,5 76,6 71,9
90 1 61,9 76,9
80 -
70
38,1
60 30,5 581
50 ’
[ 23,4
40 [
30 16,1 s 2?’1 [ T
20 T e HE Bt i
10 E R e T
O i .. .. MR st
200 200

Basal 0 1000 1000

% GAGs

M NaSH nM GYY4137

5ng/mlIL-1B

Fig. 49: Porcentaje de GAGs retenidos en el cartilago sano y liberados al sobrenadante
tras 21 dias de co-estimulacion con IL-1f y NaSH o GYY4137 in vitro.
En marrén y azul se representa el porcentaje en tejido y en gris el sobrenadante.
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2.6.4 Efectos sobre el estado de la matriz extracelular del cartilago estimulado IL-/5

Analisis histoquimico e inmunohistoquimico

Al finalizar los experimentos de liberacion de GAGs, una mitad de un explante de cada
condicion se incluy6 en parafina. Estos bloques se utilizaron para estudiar diversos
componentes de la MEC usando tinciones histoquimicas e inmunohistoquimicas. Los
resultados se describen a continuacion. En las figuras se presentan imagenes
representativas de los discos de cartilago estimulados con IL-1f y las distintas
concentraciones de los compuestos de sulfuro, asi como los porcentajes de positividad
(media + desviacién estandar) obtenidos al cuantificar las tinciones (dos imagenes de
cada donante n=2, es decir, cuatro imagenes en total). Todas las cuantificaciones
obtenidas en este apartado, ademas de las de los GAGs en el apartado anterior se
encuentran resumidas en la Tabla 14 para el tejido OA y en la Tabla 15 para el tejido
normal.

Safranina O

En la tincion para GAGs en tejido OA observamos que los discos estimulados con IL-13
sufrieron una pérdida de GAGs pronunciada, aungue con diferencias entre los diferentes
donantes (n=2). También es llamativo que en la condicion basal se observo que la
region interterritorial, que rodea a los condrocitos, es méas positiva que el resto de la

matriz (Fig. 50a), mientras que en los discos estimulados con IL-1p esta positividad se

perdié (Fig. 50b).

Fig. 50: Tincién de S-O en cartilago OA tras 21 dias en cultivo en DMEM 10%.
a) Basal, b) estimulado con 5 ng/ml de IL-1p.

En las Fig. 51 y Fig. 52 se incluyen imagenes representativas de la tincion de S-O de

los discos de cartilago OA estimulados con IL-1p y las distintas concentraciones de los
compuestos de sulfuro. Se observo que las dosis de GY'Y4137 utilizadas protegieron al
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tejido de la pérdida de GAGs ocasionada por la estimulacion con IL-1p, mientras que en

el caso de NaSH solamente la concentracion més elevada ejercio este efecto.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

93,0+ 3,3

b) IL-1B

G- o

< e
on

89,8 + 10,2

Fig. 51: Tincion de S-O de cartilago OA tras 21 dias en las diferentes condiciones
experimentales. La escala representada es de 100 um.

a) Basal ¢) IL-1p + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 pM NaSH

b) IL-1B e) IL-1B + 200 uM GYY4137  f) IL-1B + 1000 uM GY'Y4137

Fig. 52: Tincion de S-O centrada en las células del cartilago OA tras 21 dias en las
diferentes condiciones experimentales. La escala representada es de 100um.
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En el caso del tejido sano (Fig. 53), también observamos una pérdida de GAGs en la
condicidén con IL-1pB (Fig. 53b) aunque mucho menos pronunciada, y todas las dosis de
los compuestos de sulfuro excepto 1000 uM de GY'Y4137 (Fig. 53f) parecen evitar esta

pérdida aunque la diferencia es pequefia.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-13 + 1000 uM NaSH

953+2,2

86,2 + 6,6 90,8 +6,0 i 824+18

Fig. 53: Tincién de S-O en cartilago N tras 21 dias en las diferentes condiciones
experimentales. La escala representada es de 100 um.

Azul de toluidina

En la tincion para componentes metacromaticos, entre los que se encuentra
principalmente el &cido hialurénico, no se observaron grandes diferencias a nivel de la
capa superficial y, tanto el efecto de la IL-1B como el de los compuestos de sulfuro eran
mas evidentes a nivel de la capa profunda del cartilago. En el tejido OA (Fig. 54) la
condicién con IL-1p (Fig. 54b) presenta una pérdida de tincion bastante pronunciada,
que es similar en las muestras de los diferentes donantes (n=2). Este proceso mejora con
ambos compuestos de H,S (NaSH Fig. 54 cy d y GYY4137 Fig. 54 e y f ) aunque
parece que la concentracion de 200 uM ya es totalmente efectiva para ambos. En esta

tincién, la region interterritorial practicamente pierde su positividad en la condicion con
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IL-1B y vemos como ademas los condrocitos dejan de ser positivos, mientras que con

NaSH y GYY4137,y ya a 200 uM estas dos regiones son muy positivas.

En el caso del tejido sano, observamos que entre la condicién basal (Fig. 55a) y la de
IL-1B (Fig. 55b) la pérdida es muy similar al tejido OA y de la misma manera la
recuperacion que producen los compuestos de H,S ya es efectiva a 200 uM (Fig. 55 c y
e), siendo la concentracion de GYY4137 1000 uM (Fig. 55 f) no es efectiva en estas

muestras.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

98,9+0,3 ; 985+1,3 98,8+2,0

b) IL-1B e) IL-1B + 200 uM GYY4137

65,7 +5,0 5 99,0+34 98,3+3,3

Fig. 54: Tincion de azul de toluidina en cartilago OA tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.
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a) Basal ¢) IL-1p + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

99,8 %35 . 95,7+0,1 99,3+0,1

b) IL-1B e) IL-1B + 200 uM GYY4137  f) IL-1B + 1000 uM GY'Y4137

99,8+ 0,1 b 69,0+ 5,8

Fig. 55: Tincion de azul de toluidina en cartilago N tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.

Azul alcian—PAS

La tincion de azul alcian—-PAS, es, quizd, uno de los resultados méas curiosos que
encontramos entre las diferentes tinciones, y es que, en todas las muestras de cartilago
OA (Fig. 56) observamos un aumento muy llamativo de la tincion de PAS en la
condicidn con sélo IL-1B (Fig. 56 b), concretamente en la zona profunda del cartilago y
con la region interterritorial muy marcada para esta tincion. Esto nos hace suponer que
existe un aumento en la produccion de hidratos de carbono, algo que no observamos en
las muestras de tejido sano, que después comentaremos. Las cuantificaciones de estas
imagenes estan en la Tabla 12. Por otro lado, observamos una ligera perdida de la
tincion de azul alcian en esta misma condicion, aunque posiblemente ademas quede

camuflada por la saturacion del PAS.

En las condiciones co-estimuladas con IL-13 y NaSH (Fig. 56 c y d) o GYY4137
(Fig. 56 e y f) observamos que la expresion de carbohidratos con la tincion de PAS

vuelve practicamente al estado basal, perdiéndose el marcaje en la region interterritorial

que se observé en la condicion estimulada solo con IL-1f. En este caso, no vemos una
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diferencia clara entre las diferentes dosis o entre NaSH y GYY4137. En cuanto a la

tincién de azul alcian, no parece recuperarse la situacién basal con ninguna de las

condiciones ensayadas.

a) Basal

b) IL-1B

Fig. 56: Tincién de azul alcian - PAS en cartilago OA tras 21 dias en las diferentes

¢) IL-1B + 200 uM NaSH

condiciones experimentales. La escala representada es de 200 um.

Tabla 12: Porcentajes de positividad de las tinciones AA y PAS de tejido OA tras 21 dias
de estimulacion (Tabla 2). Los valores estan expresados como la media + EE

d) IL-1B + 1000 uM NaSH

f) IL-1B + 1000 uM GYY4137
i"a"“‘ o

AA PAS
Basal 80,1 +13,.2 78+42
0 55,6 + 18,5 38,0+8,7
NaSH 200 uM 54,6 + 8,0 74+88
IL-18 NaSH 1000 uM 70,6 +11,8 10,8 +4,1
GYY4137 200 uM 67,4+ 18,3 79+20
GYY4137 1000 uM 66,7 = 10,1 8,729

Cuando analizamos el cartilago sano (Fig. 57 y Tabla 13), sin embargo, es cuando
comparativamente encontramos el dato mas interesante, y es que para estas muestras

estimuladas con IL-1pB la tincion con PAS no indica un aumento de la presencia de
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carbohidratos (Fig. 57b), si no que produce de forma similar una pérdida tanto de

mucopolisacaridos acidos como neutros.

Con los tratamientos con NaSH (Fig. 57 c y d) y GYY4137 (Fig. 57 e y f) se observa
una recuperacion con ambas tinciones, aunque la de azul alcian es mucho mas llamativa
que la de PAS. Ademaés, de nuevo, la concentracion de 1000 uM de GYY4137 parece

ser significativamente menos efectiva que los demas tratamientos.

a) Basal c) IL-18 + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

b) IL-1B

Fig. 57: Tincion de azul alcian-PAS en cartilago N tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 um.

Tabla 13: Porcentajes de positividad de las tinciones AA y PAS en tejido N tras 21 dias de
estimulacién (Tabla 2). Los valores estan expresados como la media + EE.

AA PAS
Basal 959+47 1,2+0,2
0 68,2 + 8,6 1,8+01
IL-1p NaSH 200 pM 946 +2,2 13+01
NaSH 1000 uM 93,0+6,0 1,0+ 0,6
GYY4137 200 pM 94,2+ 4,7 16+0,4
GYY4137 1000 uM 705+11,1 1,0+£0,1
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Tricrémico de Masson

Con la tincién tricrémico de Masson se observaron muy pocas diferencias entre las

distintas condiciones ensayadas (Fig. 58 y Fig. 59). Esta tincion refleja el contenido de
colagenos en las muestras. En general, el cartilago OA tras 21 dias de estimulacion con
IL-1pB (Fig. 58 b) es solo ligeramente menos positivo que la condicién sin estimular, y la
adicion de las diferentes concentraciones de NaSH (Fig. 58 c y d) y GY'Y4137 (Fig. 58

e y f) parece evitar esa ligera pérdida.

En cuanto a las muestras de cartilago sano (Fig. 59), los resultados fueron muy similares
a los del tejido OA. Ninguna de las muestras analizadas mostro diferencias claras entre
las diferentes condiciones. Lo Unico resefiable fue que una de las muestras de cartilago
sano presentaba una region interterritorial positiva en su condicion basal, positividad

que se perdia en el resto de condiciones.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

79874 92,4 +3,0

Fig. 58: Tincién de tricromico de Masson en cartilago OA tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.
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a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

e) IL-1B + 200 uM GYY4137  f) IL-1B + 1000 uM GY'Y4137

957+14

Fig. 59: Tincion de tricrémico de Masson en una muestra de cartilago N tras 21 dias en las
diferentes condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.
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Queratan — sulfato

En la inmunohistoquimica para queratan-sulfato (KS) en tejido OA (Fig. 60) observamos
que la condicion con IL-1p indica una pérdida de este GAG en todas las muestras (Fig.
60 b). Para todos los casos, la co-estimulacion de la IL-1 con NaSH (Fig. 60 ¢ y d)
supone una mejoria relevante y lo mismo ocurre con GYY4137 (Fig. 60 e y f), y, para
ambos compuestos parece que la mejor concentracion es la més elevada. Algo que llama
la atencion también es, de nuevo, la marcacion en la region interterritorial, que se pierde
de forma evidente en la condicién de la IL-1p pero se recupera con la co-estimulacion
con NaSH y GYY4137. Ademas, en la Fig. 60 también vemos como el KS estd mas
presente en las zonas de reparacion de los discos que se ven principalmente en NaSH
200 uM (c) y GYY 1000 uM (f) (marcadas con un cuadro) que en el resto de la MEC.

a) Basal ¢) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 uM NaSH
L e Ey o P L
| o 8 ® v e F3

\ \ b ’ (':§ o Py

[869:213 [ [ 521220 [REUNRINNRINN ©:2:91

b) IL-1B e) IL-1B +200 uM GYY4137  f) IL-1p + 1000 uM GY'Y4137

- 2y ~r . ‘. ‘
- — | S 2O

v |

Fig. 60: Inmunohistoquimica de KS en cartilago OA tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.
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En el caso del tejido sano (Fig. 61), observamos una ligera pérdida de KS en la

condicidén con IL-1pB (Fig. 61b), que se revierte con NaSH a 200 uM (Fig. 61c) y con las

dos concentraciones de GYY4137 (Fig. 61 d y e). Como vemos, a diferencia del resto

de tinciones, en este caso NaSH 1000 uM (Fig. 61d) no es eficaz para evitar la pérdida

de KS.

a) Basal

c) IL-1p + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH

'

95,8+0,9 i

e) IL-1B + 200 uM GY'Y4137

949+1,0 [ i

Fig. 61: Inmunohistoquimica de KS en cartilago N tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 um.
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Condroitin sulfato.

En la inmunohistoquimica para CH-S en tejido OA (Fig. 62) observamos que la
condicion con IL-1B presenta una pérdida de esta proteina bastante importante
(Fig. 62b).

Las diferentes concentraciones de H,S (NaSH Fig. 62 cy d y GYY4137 Fig. 62 e y f)
parecen aumentar los niveles de CH-S de la matriz. Ademas, para ambos compuestos

parece que el efecto beneficioso es dosis dependiente.

a) Basal c) IL-1B + 200 uM NaSH d) IL-1p + 1000 uM NaSH
e " T > ‘\-. ] o e 7 -y
K £ s <‘n,?¢ ,N ¥ . rf.;“A &w-; s
Q\lz ) ‘ ’ ' 0 - " g @ 3 d |
§ - T
0] s 5
& L8] . K 0‘
¢ %o o & w ‘;
by ¢ M ° ‘1'3
& 80 o .

. v A ’ y | 4 '}. ¢
94,7 0,1 B 6554 Co22+11 M
b) IL-1p €) IL-1B + 200 uM GYY4137  f) IL-1p + 1000 uM GYY4137

BT G R e
b

@ :
- i e iy

g » \W “ @ ‘(‘F ;f;
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13,6 £ 6,8 : 87971 952+1,1 8 ; £

Fig. 62: Inmunohistoquimica de CH-S en cartilago OA tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 um.

En el caso del tejido sano (Fig. 63), observamos que la tendencia es la misma que en el
resto de tinciones, salvando al KS. Una leve pérdida de tincién en la condicién con IL-
1B (Fig. 63b), una recuperacion dosis dependiente con el NaSH (Fig. 63 cy d) y con la
concentracion de 200 uM de GYY4137 (Fig. 63e). De la misma manera que en el resto
de las tinciones en cartilago normal (salvo, como mencionamos, el KS) la concentracién

de 1000 uM de GY'Y4137 no parece contrarrestar el efecto de la IL-1p (Fig. 63f).
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a) Basal

25,7%8,9

b) IL-1B

10,2 +6,0

c) IL-1p + 200 uM NaSH d) IL-1B + 1000 uM NaSH
Bt o
| :’ by &o S T ‘-“%;,5
: O o) com o 1%
i o
128+28 26,9+ 8,6 _

e) IL-1B + 200 uM GYY4137  f) IL-1B + 1000 uM GY'Y4137

30,9+10,0 05+6,0

Fig. 63: Inmunohistoquimica de CH-S en cartilago N tras 21 dias en las diferentes
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 um.
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Tabla 14: Resumen de los porcentajes de liberacion de GAGs y de positividad de las tinciones histoquimicas o inmunohistoquimicas en tejido OA

IL-1p
Basal
0 uM 200 uM NaSH 1000 uM NaSH 200 uM GYY4137 1000 uM GY'Y4137

GAGs tejido 79,9+ 9,46 45519 70,9451 69,3+ 6,1 61,4+40 748+ 11,6
GAGs sobrenadantes 20,1+95 545+1,9 29151 30,7 6,1 38,6 + 4,0 34,6 +11,6
Safranina-O 930433 14,0+23 0602 79,9+ 16,2 838457 89,8+ 10,2
Azul de toluidina 98,9+0,3 65,7+ 5,0 98,5+ 1,3 98,8420 99,0 £ 3,4 98,3+33
Azul alcian 80,1+ 13,2 55,6 + 18,5 54,6+ 8,0 70,6+ 11,8 67,4+ 18,3 66,7 10,1
PAS 78+42 38,0+ 8,7 74188 10,8+4,1 79420 8,729

Tricrémico de Masson 91,0+38 79,8+ 7,4 90,1 £2,1 90,04 0,2 90,5 45,8 92,4£30
MMP3 0502 10,4 £32 76136 4301 03+0,1 1,005

MMP13 40+1,0 84,2+ 8,2 778458 414+73 332429 125+35
Colégeno Il 396+79 49+1,0 49,3+6,2 54,4+9,1 319+34 56,3+5,8
Agrecano 29,7422 18,5+ 6,7 256+38 36,1+ 2,0 241+56 30,9+ 3,2
Queratan sulfato 86,9+ 21,3 8,0+50 82,1+ 22,9 842491 69,4+ 88 87,2+ 16,2
Condroitin sulfato 94,7 +0,1 13,6 + 6,8 86,9 +5,4 922+11 879+7,1 952+1,1
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Tabla 15: Resumen de los porcentajes de liberacion de GAGs y de positividad de las tinciones histoquimicas o inmunohistoquimicas en tejido N.

IL-1pB
Basal
0puM 200 ptM NaSH = 1000 pM NaSH = 200 uM GYY4137 | 1000 pM GYY4137
GAGs tejido 83,9 + 6,4 61,9+17,9 65,5 + 19,7 76,9 + 3.4 76,6 + 16,4 71,9+18,9
GAGs sobrenadantes 16,1 + 6,4 38,1+17,9 30,5 + 19,7 231 +34 23,4 +16,4 28,1+ 18,9
Safranina-O 95,8 +5,7 86,2 + 6,6 916+13 953+22 90,8 + 6,0 82,4+1,8
Azul de toluidina 99,8 +3,5 68,6 +1,2 95,7 +0,1 99,3+0,1 99,8 +0,1 69,0 +5,8
Azul alcian 95,9+ 47 68,2 £ 8,6 94,6 £22 93,0£6,0 94,2 £4,7 70,5+ 11,1
PAS 1,2+0,2 1,8+0,1 1,3+0,1 1,0+0,6 16+04 1,0+ 0,1
Tricrémico de Masson 96,0 + 3,9 95,714 97,127 94,6 +2,2 96,8 5,1 934120
Queratan - sulfato 959+1,7 83,8+35 95,8+0,9 80,5+224 89,3+1,9 949+1,0
Condroitin - sulfato 257+89 10,2 £ 6,0 12,8+28 26,9+ 8,6 30,9 + 10,0 0,5+6,0
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Discusion

En esta tesis se ha querido hacer una aproximacion al papel que juega el H,S en el
proceso de la OA, evaluandolo desde dos puntos de vista. Por un lado, como posible
agente causante que contribuye al desarrollo del proceso artrdsico y por otro, como
potencial agente terapéutico.

1. SINTESIS Y CONCENTRACION DEL H,S ENDOGENO EN LA OA

Aunque los tiempos en los cuales el H,S se consideraba Unicamente un gas toxico no
quedan tan lejos, actualmente es un hecho bien asentado en la comunidad cientifica que
este gas es también un compuesto endoégeno con numerosas funciones fisioldgicas.
Como molécula de sefializacion, puede modular la transmision neuronal, actuar como
relajante de la musculatura lisa, regular la liberacion de insulina y estd implicado en la
inflamaciéon (61). Sus dianas moleculares incluyen proteinas, enzimas, factores de
transcripcion y canales ionicos de membrana (112). Esto ha hecho que el H,S sea
aceptado, junto con el NO y el CO, como la tercera molécula gasotransmisora enddgena
(55). De hecho, estas tres moléculas comparten muchas similitudes, ademas de haberse
considerado Unicamente toxicos antes de descubrirse su existencia en el organismo; los
tres ejercen efectos vasodilatadores, afectan al metabolismo celular a través de, como
minimo, la citocromo C oxidasa, ejercen efectos anti-inflamatorios endégenos a bajas

concentraciones y resultan toxicos cuando se superan estos valores fisioldgicos (59).

En esta tesis, se ha querido comprobar si el sulfuro de hidrogeno podria jugar también
un papel en el proceso artrosico, de la misma manera que anteriormente se descubrid
que sucedia con el NO (40,113). Para ello nos planteamos caracterizar su biosintesis en
los tejidos de la articulacion y cuantificar su concentracién en el suero de pacientes con

OA, comparando estas medidas con las de controles sin artrosis.

Existe cierta controversia en la literatura respecto a los diferentes métodos para medir la
concentracion de H,S en muestras biologicas. La mayor parte de los estudios que han
evaluado los niveles de H,S en plasma o suero han utilizado un método
espectrofotométrico basado en el azul de metileno. Este ensayo implica la “fijaciéon” o
“atrapamiento” del sulfuro acuoso en las muestras bioldgicas con acetato de zinc para
prevenir pérdidas innecesarias de H,S. Con una acidificacion posterior, el H,S se libera
y, en presencia de N,N-dimethyl-p-phenylenediamine (DMPD) y de pequefias cantidades

de 6xido férrico, se produce el colorante heterociclico azul de metileno que se puede
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detectar facilmente con un espectrofotometro estandar a 670 nm. Es posible que este
ensayo espectrofotométrico mida la suma de las especies derivadas de H,S, tales como
HS o S%, que co-existen a pH fisiolégico y no de H,S per se. Sin embargo, los estudios
que han utilizado este método han sido Utiles para generar una cantidad considerable de
datos de partida y destacan la importancia emergente del H,S y sus especies asociadas.
Utilizando este método, la mayoria de los laboratorios han publicado niveles de H,S en
plasma de 121 uM de media (65,114), sin embargo es prudente mencionar que algunos
laboratorios han publicado resultados marcadamente diferentes utilizando las mismas
técnicas analiticas. Por ejemplo, dos estudios en ratas han sugerido que la concentracion
de H,S en plasma estaba por debajo del limite de deteccién del ensayo del azul de
metileno (115) o no detectaron liberacion de H,S a partir de homogeneizados de tejido
suplementados con L-cisteina (116). Estos estudios no contradicen necesariamente a la
mayoria, sino que sugieren que H,S esta secuestrado o transportado en el plasma o en
los tejidos, en lugar de liberarse como H,S libre. Adicionalmente existen otros métodos
de medicion de sulfuro de hidrogeno en sangre y muestras bioldgicas, como la
cromatografia de gases, el sensor amperométrico y la cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) (65,117,118) que es posible que hagan una estimacion mas exacta de
las concentraciones de H,S enddgeno, pero son bastante mas laboriosos y necesitan
equipos costosos. De hecho, un estudio publicado recientemente (118) valora las
diferentes formas de analisis del H,S exponiendo que en la mayoria de los estudios
publicados las concentraciones estan sobreestimadas. Esto es debido, segun dicen, a que
estos propios metodos alteran las concentraciones de H,S al requerir soluciones para
acidificar o alcalinizar el pH, o bien son poco sensibles a bajas concentraciones. De
hecho, resulta intrigante que las soluciones de H,S que se preparan en el laboratorio con
sales tales como Na,S o NaSH, en concentraciones similares a las que se han publicado
para plasma o suero, son caracteristicamente olorosas, mientras que la sangre, el plasma
0 el suero, que contienen H,S en esas concentraciones no huelen. Esto es otra evidencia
que sugiere que los métodos utilizados habitualmente podrian medir una forma de H,S
unido o secuestrado, en lugar de H,S libre.

Nuestro método de eleccion fue un microelectrodo iénico especifico (ISE) debido a su
facil manejo, su coste asequible y la capacidad de medir en tiempo real. No descartamos
que los valores absolutos que hemos obtenido en cartilago y suero puedan estar

ligeramente sobreestimados, ya que el tampon antioxidante utilizado podria aumentar
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las mediciones al liberar compuestos de sulfuro unidos a proteinas. En nuestro caso,
hemos realizado una comparacion entre los valores en tejido y suero de pacientes
artrosicos y las mediciones en pacientes sanos, con el mismo método, con lo que lo méas

relevante son las diferencias observadas entre los dos grupos.

Nuestras mediciones en los sueros dieron como resultado unos niveles de H,S (mediana
[cuartil 25-cuartil 75]) de 45,02 [20,9, 79.3] uM en los pacientes con OA frente a 68,9
[16,4, 95,1] uM en los pacientes N. Aunque la diferencia no es significativa (p=0,68).
Estos resultados difieren ligeramente de los encontrados por Whiteman et al. en plasma
de pacientes OA y normales, quienes encontraron niveles sensiblemente més bajos (36,2
[17,1-66,3] uM frente a 37,6 [27,4-41,3] uM, respectivamente, aunque tampoco
observaron ninguna diferencia entre ambos grupos. Sin embargo, sus estudios difieren
notablemente en la metodologia ya que por una parte utilizaron plasma en vez de suero,
congelaron la sangre previamente a su centrifugacion, y analizaron el H,S mediante
espectrofotometria. Aunque nuestros grupos OA y sano no estan pareados por edad, ya
que las medias de edad son bastante diferentes, el andlisis de varianza univariante
descartd que tanto la edad como el sexo tuvieran influencias significativas en los

resultados obtenidos.

Whiteman et al. si encontraron diferencias significativas en la estimacion de H,S en
liquido sinovial entre pacientes OA (25,1 [18,8-34,8] uM) y pacientes RA (62,41 [46,6-
95,5] uM). Por motivos obvios no se pudieron comparar estos valores con los de
controles sanos (86). Nuestros resultados si mostraron diferencias significativas en la
biosintesis de H,S en cartilago articular, con valores de 0,42 + 0,09 umoles/g para los
controles sanos frente a 0,10 = 0,04 umoles/mg para los cartilagos OA. Teniendo en
cuenta nuestros resultados en cartilago y los publicados en liquido sinovial, y el hecho
de que estas diferencias no se ven claramente reflejadas en las concentraciones de H,S
en sangre periférica, parece l6gico pensar que son el resultado de alteraciones en la
produccion de H,S local, en los tejidos articulares, y posiblemente alteraciones en la
expresion o la actividad de las enzimas de sintesis CBS, CSE o MPST dentro de la

articulacion.

En nuestros estudios, al analizar la expresion génica de las enzimas de produccion de
H,S en cartilago, membrana sinovial y hueso subcondral observamos que no hay

diferencias significativas en las dos enzimas citoplasmaticas, CTH y CBS, aunque
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parece haber una tendencia en cartilago OA a que CBS esté disminuida. La Unica
publicacidon que, hasta la fecha, ha estudiado estas enzimas en la articulacion utilizé
células tipo condrocito (células madre diferenciadas a un fenotipo condrocitico) y
condrocitos primarios (87). En ella demostraron la expresion de ambas enzimas en estas
células y la induccion de la expresion de CTH al estimular las células con IL-1p,
TNF-a, IL-6 0 LPS. La expresion de CTH también se ha visto inducida en el higado,
rifiones y pulmoén por LPS (77). Esto parece indicar que al igual que el NO, el H,S
podria tener una enzima fisiolégica y otra inducible. Sin embargo, no se hace ningun
analisis de MPST.

Teniendo esto en cuenta y a la vista de nuestros resultados, se observa que, aunque las
diferencias no son significativas, existe una tendencia, similar en los tres tejidos
analizados a que la enzima fisioldgica, CBS, se encuentre ligeramente disminuida en las
muestras OA y principalmente en el cartilago. Este resultado podria sugerir que la
expresion de la enzima responsable de la sintesis de H,S en tejido sano estaria
parcialmente inhibida con el desarrollo de la OA, pudiendo contribuir asi al desarrollo
del proceso degenerativo, sin embargo harian falta mas estudios en esta direccion. En

cuanto a la CTH no encontramos diferencias en ninguno de los casos.

Si encontramos diferencias significativas en la expresién de MPST, que es la Unica
responsable de producir H,S en la mitocondria (119), lo que concuerda con la teoria
emergente de que la disfuncion mitocondrial es un factor contribuyente a la OA (120-
125). Diversos estudios in vitro han demostrado que en condrocitos OA los complejos Il
y Il de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) tienen una menor actividad que en
los condrocitos normales (120) y que la disfuncion mitocondrial podria potenciar la
inflamacidn inducida por citoquinas en sinoviocitos y condrocitos articulares (123,126).

No es posible saber por el momento si la disfuncion mitocondrial podria ser la causa de
esta disminucion en la expresion de MPST vy, consecuentemente, de la bajada en los

niveles de H,S en cartilago o si, por el contrario es la consecuencia.

En resumen, al estudiar la produccion endégena de H,S comparando sujetos con OA y
sujetos normales encontramos que, efectivamente, en la OA la produccion de H,S en
cartilago estd disminuida, lo que parece ser una consecuencia, como minimo, de la
reduccion de la expresion de la enzima MPST en el cartilago afectado por esta

patologia.
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De hecho, son numerosos los ejemplos de otras patologias en las que se ha visto que la
biosintesis de H,S esta reducida. Por ejemplo, en modelos de animales con fallo renal
crénico (127), hipertension (128), diabetes (130) y enfermedades neurodegenerativas
(Alzheimer (131) y Parkinson (132)) se han encontrado concentraciones y/o la
biosintesis de H,S reducidas en el suero/plasma de los animales o en los tejidos
implicados. Y lo que es mas relevante, muchos de estos resultados se corresponden con
los obtenidos en estudios en humanos. En nifios hipertensos, los niveles de H,S en
plasma (51,9 + 6,0 uM; edad 10,48 + 3,2 afos) fueron inferiores a los del grupo control
(65,7 + 5,5 uM; edad 10,5 + 0,73 afios) (133). En pacientes con diabetes tipo Il, los
niveles de H,S eran significativamente menores comparados con controles pareados de
edad e indice de masa corporal, tanto en controles delgados como con sobrepeso, y los
niveles de H,S en el plasma de los controles con sobrepeso eran significativamente
inferiores a los de controles delgados, correlacionandose con la adiposidad (134). En
personas con Alzheimer, los niveles de H,S en plasma se correlacionaban con un
deterioro de la funcion cognitiva (135). También se ha encontrado una relacién
significativa entre los niveles de H,S en suero y el estadio de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (136).

Por otro lado, también hay algunos casos, generalmente de modelos de inflamacion
aguda, en los que los niveles y/o la biosintesis de H,S se encuentra aumentada. Por
ejemplo, en modelos de sepsis, los niveles de H,S en el plasma de los ratones tratados
con LPS estaban marcadamente aumentados (77) y en ratas, LPS indujo un aumento
significativo de la expresion y la actividad de CTH y CBS (108). También, al utilizar
ceruleina para provocar pancreatitis en ratones, se indujo la sintesis de H,S en el
pancreas (137). En estos casos, el uso del inhibidor farmacol6gico PAG mejor6 los
sintomas y/o redujo las concentraciones de H,S. Incluso en pacientes humanos con
sepsis también se encontraron concentraciones de H,S hasta 4 veces superiores a las de
los sujetos sanos (77). Sin embargo, recientemente se ha propuesto la teoria de que en
estos casos, el H,S tiene un papel anti-inflamatorio y es el intento de las células de

detener o contrarrestar la respuesta inflamatoria (53,86). Esta teoria esta por confirmar.

Dado que nuestros resultados sugieren que la biosintesis del H,S endbgeno esta
disminuida, nos planteamos entonces, siguiendo el esquema publicado por Rivers (76)

(Fig. 64), si podria haber una ventana terapéutica para el H,S, es decir, si podriamos
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encontrar dosis de H,S exogenas que tuvieran efectos positivos sobre las células

procedentes de tejido OA.

Are there direct mechanisms
of tissue protection from H,S?

— T

te thore & cathaloaical Are the endogenous levels of
P g H,S higher or lower than the

inflammatory
therapeutic pharmacologically
response” active window?
No  Yes ngher lower

Administration of a hydrogen Administration of a hydrogen

:3&?&':;"233&3;,:%%2{,?,?2 sulfide production or reception su[fide donor wi.Il resultin a
beneficial effect on the antagonist will result in a tissue- tlssue-prpteqtlon effect,
pathology protection effect, resulting in a 'resultmg in lower
lower immune response. Immune response

Preconditioning with a slow-
releasing hydrogen sulfide donor
may result in a beneficial lowering

of the immune response

Fig. 64: Diagrama de flujo sobre los posibles efectos citoprotectores y/o anti-inflamatorios

de la suplementacion de H,S en diferentes situaciones patoldgicas.
Tomada de la referencia y modificada de la referencia (76). Las flechas en azul resaltan nuestra

hipétesis.
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2. H,S EXOGENO COMO AGENTE TERAPEUTICO EN LA OA

Esta segunda parte, por lo tanto, se centr6 en el estudio de los efectos de la
suplementacion con H,S exdgeno. Para ello, se realizaron estudios in vitro utilizando
condrocitos (o cartilago) de articulaciones OA estimulados con una citoguina
pro-inflamatoria, la IL-1p, para simular el proceso inflamatorio crénico y reproducir lo
que sucede en los condrocitos (o tejido) OA in vivo. La IL-1p es el prototipo de
citoquina pro-inflamatoria en la articulacion OA, responsable de activar la sintesis de
eicosanoides y catalizar la produccion de las prostaglandinas, aumentar los niveles de
NO, potenciar la degradacion del cartilago e inclusive inducir la apoptosis celular
(20,28,29,138-141). Con este modelo, como era de esperar, la estimulaciéon con 5 ng/ml
de esta citoquina indujo en las células un aumento de los marcadores de estrés
oxidativo, inflamacion y catabolismo que se estudiaron, tales como NO, iNOS, O,
IL-6, PGE, Yy sus enzimas de sintesis COX-2 y PTGES, y las metaloproteasas MMP1, 3
y 13.

Para administrar el H,S exdgeno se seleccionaron dos compuestos, NaSH vy el
GYY4137, que liberan H,S al entrar en contacto con un fluido acuoso. EI NaSH es un
compuesto que produce una liberacién de H,S rapida y puntual (142,143). Se ha
utilizado en numerosos disefios experimentales para valorar los efectos del H,S en
diversas patologias (53). EI GYY4137 es un compuesto relativamente nuevo, cuyas
primeras referencias aparecen en 2008 (142). Tiene una farmacocinética totalmente
diferente a la del NaSH, ya que el H,S se libera de forma lenta y prolongada, de forma

mas similar a la sintesis enddgena de H,S a partir de sus enzimas de produccion (143).

Al estudiar la bibliografia sobre la utilizacion de estos compuestos en diferentes
modelos de Organos y patologias se comprobd que no existe un consenso en cuanto a la
dosis apropiada para que estos compuestos no solo dejen de ser toxicos, si no que
resulten beneficiosos para el organismo (53). Es decir, no existe de momento una
ventana terapéutica conocida. Por ejemplo, se han propuesto ventanas terapéuticas entre
25-200 uM en cardiomiocitos isquémicos (144), o entre 50-100 uM y 50-500 uM en
macréfagos, en funcion del compuesto que se utilice (143). Sin embargo, se comprobd
que el NaSH resultaba citotoxico para células endoteliales cerebrales a partir de 250 uM
(145), mientras que en astrocitos no sélo no era citotoxico, sino que presentaba efectos

citoprotectores incluso a una concentracion de 1000 uM (68). También en células madre
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mesenguimales (87) se encontraron indicios de toxicidad con NaSH a concentraciones
iguales o superiores a 25 uM, en comparacion con el GYY4137, que ni siquiera a la
concentracion mas alta, 250 uM, produjo dafio. En una linea de fibroblastos pulmonares
sanos se observo que dosis de 10 a 75 uM de NaSH resultaban citotoxicas (146). En
resumen, se deduce que el que se produzcan efectos citotdéxicos o no depende del tipo
celular estudiado y del compuesto y la dosis administrados (142,147-149), aungue en
general, la mayoria de los estudios eligen como dosis citoprotectoras aquellas por
debajo de 500 uM, siendo 1000 uM un limite relativo entre los efectos citoprotectores y

citotoxicos.

En nuestros estudios elegimos un rango de 50 a 1000 uM y comprobamos que, para
ambos compuestos de H,S, utilizados a estas concentraciones no produjeron muerte

celular ni toxicidad en los condrocitos.
2.1. Efectos del H,S sobre el estrés oxidativo

En los maltiples estudios realizados hasta el momento parece que los efectos del H,S se
producen mediante uno o varios de los siguientes mecanismos de accion, 1) la
interaccion con los sistemas redox del organismo, 2) la modulacion de la actividad de
los KATPc, 3) la alteracion de la expresion génica mediante la modulacion de factores

de transcripcion y 4) la inhibicién de la p38-MAPK (mitogen activated protein kinase).

Entre estos mecanismos de accion del H,S, el mas directo sea probablemente su funcion
como compuesto reductor y secuestrador de especies reactivas de nitrogeno (reactive
nitrogen species, RNS) y ROS. De hecho, el H,S reacciona con al menos cinco especies
reactivas diferentes, el NO (150), el O, (151), el perdxido de hidrégeno (H,0;) (152), el
peroxinitrito (ONOQ") (153) e hipocloritos (154), lo que supone la proteccion de

proteinas y lipidos del dafio inducido por estas moléculas (153,154).

Especies Reactivas de Nitrégeno

El NO es un radical gaseoso que interviene tanto en el proceso inflamatorio como en el
catabolico de la OA. Actualmente estd aumentado la evidencia de que los tres
“gasotransmisores” NO, CO y H,S interaccionan entre si, afectando a su
biodisponibilidad y reactividad, aunque la naturaleza exacta de esta interaccion ain no

estd muy clara (114).
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Nuestros resultados muestran una reduccion dosis dependiente tanto del NO como de
INOS, y tanto con NaSH como con GYY4137. En el otro estudio del que tenemos
conocimiento realizado con H,S y condrocitos (88) también se muestra una inhibicién
de su sintesis y de su enzima inducible de produccién. A mayores, en un estudio similar
con macrofagos, aunque concuerdan en cuanto a los resultados del GYY4137,
encuentran un efecto bifasico para el NaSH que nosotros no encontramos. Tras una
reduccién a concentraciones bajas, los niveles de NO vuelven a aumentar a
concentraciones mayores de 200 uM (143). Otro trabajo con macréfagos también
encontro que el H,S es capaz de inhibir la produccién de NO y la expresion de iNOS in
vitro (74), y también en un modelo de inflamacién pulmonar el H,S actda inactivando
INOS (83). A su vez, también se ha visto que el NO reduce la sintesis de H,S in vivo
(155) y que el NO inhibe la actividad de la CBS, uniéndose al grupo hemo de esta
enzima (156). Esto podria explicar por qué esta enzima esta ligeramente reducida en
cartilago OA contribuyendo a que los niveles de H,S en cartilago OA estan disminuidos.
Sin embargo, también se ha observado que la interaccion entre el NO y el H,S se
corresponde con un incremento en su produccion debido a un aumento de sus enzimas
de sintesis (71,81,157). Todos estos estudios demuestran que el NO y el H,S parecen
interactuar a varios niveles, por un lado pueden reaccionar directamente, cada uno de
ellos afecta a la produccion del otro y, ademas, alteran la expresion de sus respectivas
enzimas de sintesis. Por otro lado también podrian actuar a otros niveles sobre sus
respectivos metabolitos (156,158-160).

Ademas, algunos autores también sefialan que al actuar directamente sobre las especies
reactivas de oxigeno (ver mas adelante), el H,S disminuye el NO de forma indirecta
(59,150,153). En nuestro caso, la reduccion de este gas esta acompafiada por la
inhibicién del gen iNOS y por una reduccién también a nivel de proteina. Por lo tanto,
aunque no descartamos una contribucion a través de las reacciones redox que se puedan
estar produciendo, nuestro modelo in vitro sugiere que el H,S regula los niveles de NO
de forma directa mediante la inhibicion de la expresion génica y proteica de su enzima

inducible de sintesis.
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Especies Reactivas de Oxigeno

Las ROS se producen en la CRM. Se estima que esta produccién so6lo representa un
pequerfio porcentaje del oxigeno que se consume en la CRM. Es mas, la mitocondria esta
equipada con enzimas antioxidantes que eliminan las ROS. Sin embargo, en situaciones

de estrés celular, se produce una acumulacion de ROS.

El efecto citoprotector del H,S ha sido atribuido, en parte, a su efecto antioxidante
(66,67,161). Gracias a esto, parece ser muy beneficioso en patologias con un alto
contenido en ROS como ocurre en la lesién cardiaca isquémica. En los estudios en
modelos animales adjudican al H,S el poder de retrasar la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria, aumentar la expresion de genes que regulan el equilibrio
redox y en consecuencia reducir la acumulacién de productos de la oxidacion de los
lipidos de la que es responsable el HO, (152). En esta misma publicacion también
observan que el NaSH reduce los niveles del H,O, y del O, de manera dosis
dependiente en los cardiomiocitos. De hecho, algunos estudios sugieren que el anion
superoxido es, dentro de las ROS, la diana méas habitual del H,S. En nuestros resultados
observamos que el GYY4137 inhibe su produccion de manera dosis-dependiente,
siendo el efecto significativo a las dosis mas altas; mientras que con el NaSH, no
encontramos los mismos resultados. Esto concuerda con varios estudios en los que
también encuentran, tanto de forma directa como indirecta, una reduccion en los niveles
de ROS, y algunos también con NaSH (Tabla 16). Por ejemplo, en plaquetas (162)

encuentran que a mayor dosis de NaSH mayor es la inhibicion del O,

Tabla 16: Estudios en los gue NaSH exhibieron efectos antioxidantes.

Ref NaSH Efectos

144 H,S activé SOD para disminuir los niveles de ROS en
(144) 0 - 200pM cardiomiocitos de rata in vitro en un proceso de
isquemia/reperfusion.

(149) 100uM H,S protegi6 a una linea celular de osteoblastos frente al
dafio oxidativo inducido por H,0,,

(68) 0—100 pm H,S reverti6 el dafio oxidativo inducido por H,O, en
astrocitos corticales de rata.

145 H2S protegid a una linea de células endoteliales
(145) 0500 uM cerebrales de dafio oxidativo inducido por
hiperhomocisteinemia.

(162) 0,01 uM — 10 mM H2S inhibi6 la produccion del anion superéxido en
plaquetas de una manera dosis dependiente.
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Sin embargo, en otro estudio publicado sobre la toxicidad del H,S realizado en
hepatocitos los resultados son totalmente opuestos (163). Debido a su efecto inhibidor
de la citocromo C oxidasa en la CRM, los autores asumen que la adicién de H,S actuara
inhibiendo la formacion de ROS, sin embargo, lo que encuentran es un aumento dosis-
dependiente de ROS medido con 2’,7’diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA).

Esto se debe a que la oxidacion del H,S no es solamente una forma de ejercer su accion,
si no gue también es una de sus vias metabdlicas. Esta oxidacion del H,S ocurre en la
mitocondria y conecta su metabolismo con la CRM y por tanto, con la formacién de
ATP y ROS (164). La produccion de ROS se ve incrementada cuando se acumulan
especies reducidas de los complejos 1 y 111, lo que sucede cuando se inhibe la citocromo
C oxidasa, por ejemplo, con concentraciones elevadas de H,S. Para evitar la
acumulacion de H,S dentro de las células y por tanto, su toxicidad, la via de oxidacién
se activa a muy bajas concentraciones (10-20 nM), y se lleva a cabo mediante las
enzimas sulfuro quinona oxidorreductasa, persulfuro dioxigenasa, rodanasa (Rhd) y
sulfito oxidasa (Fig. 65) (164) cuyos productos de oxidacion son persulfuros, sulfitos,
tiosulfatos y sulfatos de los cuales el 90% se excretan por la orina (165). Sin embargo,
en muchas ocasiones, esto no es suficiente y determinadas concentraciones de H,S
provocan el efecto indeseado de aumentar los niveles de ROS. Este mecanismo podria
explicar por qué en nuestros estudios GYY4137 puede reducir ROS, mientras que

NaSH, que tiene una cinética de produccion de H,S diferente, no.

GSH
CTC e
= e 2-
s / 50
80,*
Cysteme S0« S0— SO:>« ETHE1- GSSH
% CSA T Sulfinylpyruvate GSH /
) Ac
Pyruvate ST/Rhd
H.S —SQR > AcSH —/\
GSH

Ac

Fig. 65: Esquema de la oxidacion del H,S en la mitocondria. SQR: sulfuro quinona
oxidorreductasa, Rhd: rodanasa. ETHE1L: persulfuro dioxigenasa
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2.2. Elsulfuro de hidrégeno y su efecto en el proceso inflamatorio

En general, el efecto del H,S en el proceso inflamatorio es controvertido. La
administracion exdégena de H,S demostrd ser pro-inflamatoria en varios casos (ver
Tabla 17). Por ejemplo, la inyeccion de NaSH en un modelo de raton de inflamacion y
edema periférico resultd en un aumento de la PGE; (79). También se observé un
aumento de TNF-« y dafio pulmonar al inyectar 14 uM/kg i.p (166) en otro modelo de
septicemia en ratones y, en un modelo de pancreatitis aguda en el mismo animal la
inhibicidn del H,S supuso una mejoria del proceso inflamatorio (78).

Tabla 17: Estudios en los que NaSH o GYY4137 exhibieron efectos pro-inflamatorios.
Modificado de la tabla de Whiteman et al (53).

Ref Compuestos Efectos

(167)s NaSH (0,1 — 1 mM) H,S indujo la expresion de citoquinas pro-inflamatorias

La administracidn previa de PAG inhibi6 el dafio y el

(168) NaSH (10 nm/ml) edema en las patas producido por la formalina. NaSH

PAG (50 mg/kg) agravo la repuesta producida por la formalina

Efecto pro-inflamatorio promoviendo la migracion de

(169) NaSH (10 - 90 uM/kg) neutréfilos y antiinflamatorio bloqueando los canales de

ATP dependientes de potasio .

NaSH (100 uM) Efecto pro-inflamatorio del NaSH mediado por

(78) PAG (50 mg/kg) citoquinas. Efecto protector del PAG

H,S es pro-inflamatorios mediando en la inflamacién

a7 PAG (50 mg/kg) inducida por LPS- PAG redujo la inflamacién y el dafio

NaSH (14 pmol/kg) tisular

En contraste con esto, también hay muchos ejemplos en los que el H,S resultd
anti-inflamatorio. Por ejemplo, el H,S parece ejercer efectos anti-inflamatorios cuando
hablamos de inflamacidon gastrointestinal. Se ha observado que el NaSH actla
reduciendo la infiltracion leucocitaria y disminuyendo la expresion de TNF-«, aunque
sin alteraciones significantes en la PGE; (170). Pero este efecto no solamente se ha visto

a nivel gastrointestinal. Otros ejemplos se discutiran junto con nuestros resultados.
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En nuestros experimentos, en cuanto a los marcadores de la inflamacion estudiados,
observamos que, igual que con el estrés oxidativo, ambos compuestos de H,S tienen un

efecto beneficioso en condrocitos OA en el rango de 50 a 1000 puM.

Comenzando con la citoquina pro-inflamatoria IL-6, observamos que la IL-1p estimuld
su produccion en los condrocitos y la co-estimulacién con los compuestos de sulfuro
resulté en una reduccién tanto de su expresion génica como de los niveles producidos
por las células. Por un lado, en el caso del GY'Y4137 la reduccidn de los niveles de IL-6
fue dosis-dependiente, pero con un ligero efecto techo a las dos dosis superiores, 500 y
1000 uM. En el caso del NaSH, el efecto sobre los niveles de IL-6 no fue tan claramente
dosis-dependiente, aunque en cualquier caso la mayor inhibicion la encontramos con
1000 uM. Acompafiando estos resultados, la expresion génica también se vio inhibida
para la IL-6 de forma progresiva y dosis dependiente sin que pareciese, en principio,
alcanzar un efecto techo como con los niveles de proteina. EI NaSH y el GYY4137 se
utilizaron recientemente también en un modelo de macro6fagos tratados con LPS en el
cual se observé una disminucion de los mediadores proinflamatorios IL-1f, IL-6 y
TNF-« junto con un aumento de la citoquina anti-inflamatoria 1L-10 (143). La dosis
maxima utilizada en este estudio fue de 500 uM, por lo que no es posible saber si, en el
caso del GY'Y4137, también se hubiera presentado un efecto techo como el encontrado
en nuestros estudios. En contraste, el NaSH mostro un efecto bifésico a concentraciones

superiores a 200 uM, con las que se observé un aumento de esos mismos marcadores.

En general, la bibliografia consultada también encuentra un descenso en la IL-6 con la
adicion de H,S, cualquiera que sea el compuesto utilizado, tanto in vivo como in vitro.
Sin embargo, en la mayoria de los estudios utilizan una dosis Unica o bien encuentran
que el efecto beneficioso se da a dosis uM bajas (171-177). Dos estudios han mostrado
recientemente que el NaSH puede bloquear la expresion de IL-6 de manera transitoria,
uno en sinoviocitos (177) y otro en la linea celular de condrocitos C-28/12 (175). La IL-
6 puede ejercer efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios (dado que por si
misma puede inducir la produccion del inhibidor tisular de metaloproteasas) pero la
induccion de IL-6 por IL-1B es necesaria para la inhibicion de la sintesis de
proteoglicanos provocada por la IL-1B en cartilago articular humano (178). Ademas la
IL-6 es sinérgicamente responsable del aumento de MMPs inducido por IL-1 (179) y la

IL-6 o0 su receptor son dianas terapéuticas en la OA (180). Por lo tanto, los compuestos
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de H,S tal como se utilizaron en nuestro modelo pueden reducir la inflamacién al
regular la expresion génica de IL-6, resultando en menores concentraciones libres de la

citoquina en las células.

Por otra parte, nuestros estudios sobre la ruta de la PGE, revelaron que el H,S es un
potente inhibidor de su sintesis desde las dosis més bajas. La PGE; se ve fuertemente
incrementada por la administracion de IL-1f y, en el caso del GY'Y4137 todas las dosis
son capaces de inhibir este aumento alcanzando un efecto techo con la concentracion de
100 uM. El caso del NaSH sigue exactamente el mismo patrdn, con una excepcion, y es
que 1000 uM parece ser la dosis donde empieza a ser menos efectiva, aunque, en
cualquier caso, los niveles son inferiores a los inducidos por la IL-1f3. También se vio
una reduccién en produccion de PGE; en el estudio de macrofagos tratados con LPS
(181), y también se dio en un estudio realizado con GYY4137 en sinoviocitos y
condrocitos estimulados con LPS (88), donde ademas estaba acompafiada de una
disminucion de COX-2, al igual que sucede en nuestros estudios. Concretamente
nosotros observamos una reduccion dosis-dependiente de COX-2 con ambos
compuestos de sulfuro. COX-2 es la isoforma inducible de la ciclooxigenasa, activada
por factores patoldgicos y la terapia actual para la OA utiliza farmacos inhibidores de
esta enzima. Muchos de estos farmacos, sin embargo, presentan la desventaja de
bloquear también la enzima fisiologica COX-1 (76), lo que no ocurre con el NaSH ni
con el GYY4137, los cuales no sélo no inhiben esta enzima si no que parecen capaces
de revertir parcialmente el efecto lesivo de la IL-1 sobre su expresion. Adicionalmente,
nuestros resultados muestran una reduccién en la expresion génica de PTGES al co-
estimular los condrocitos con los compuestos de H,S. PTGES es considerada una
enzima clave en la regulacion de la PGE; en condrocitos OA estimulados por citoquinas
proinflamatorias (182). Este estudio sugiere que la PG sintasa terminal que actla
después de COX-2 es importante para decidir qué PG se sintetiza y que la induccion de
PTGES podria ser necesaria para que los condrocitos sinteticen una cantidad substancial
de PGE; en respuesta a estimulos pro-inflamatorios. Por lo tanto, los compuestos de
H.S pueden regular las dos enzimas mas importantes implicadas en la produccion de

PGE, en condrocitos OA activados.

En resumen, a pesar de que son multiples los estudios sobre el H,S en el proceso

inflamatorio en diferentes patologias, tejidos y células, nuestros resultados sugieren que
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concentraciones por debajo de 1000 uM tienen un efecto anti-inflamatorio en
condrocitos OA siendo capaces de inhibir la sintesis de IL-6 y de actuar sobre la cascada

inflamatoria del acido araquiddnico inhibiendo la sintesis final de la PGE..
2.3. Visualizacion de la translocacion de NF&B p65 por inmunofluorescencia

Como se menciono anteriormente, el H,S parece ejercer sus efectos a través de varios
mecanismos de accion. Uno de estos mecanismos es la modulacion o la activacion de
factores de transcripcion. La ruta NFxB es uno de los candidatos mas obvios para esta
interaccion. NFkB es un factor de transcripcion de accion rapida, es decir, se encuentra
en la célula en un estado inactivado y frente a un estimulo no necesita que se sintetice
ninguna proteina nueva para provocar su activacion. Por lo tanto, NFxB pertenece a la
primera linea de accion frente a los estimulos perjudiciales para la célula. NFxB esta
directamente implicado en la activacion de la cascada inflamatoria (183), la
translocacion de NFkB al nucleo celular activa la transcripcion de genes tales como IL-
6, COX-2 o iNOS, todos ellos, como hemos visto, implicados en la degradacion del
cartilago OA. Nuestros resultados al investigar la posible interaccion de H,S con la ruta
NF«B se observo que los compuestos de sulfuro redujeron parcialmente la translocacion
de la subunidad p65 al nucleo celular tras su activacion con IL-1B. Otros autores han
encontrado resultados similares. Por ejemplo, GY'Y4137 también produjo una reduccion
de la activacion de NFxB en sinoviocitos y condrocitos estimulados con LPS (88) pero
también encontraron que GYY4137 no era eficaz para reducir la fosforilacion o la
degradacién de IxBo inducida por citoquinas. Ademas, otros compuestos que también
pueden liberar H,S, como por ejemplo el sulfuro de dialilo (diallyl sulfide, DAS)

La inhibicion de la unién de NFxB al ADN por GY4137 se ha observado en neutréfilos
de rata aislados y en un modelo murino in vivo de shock endotdxico (184). También
varios autores han encontrado una relacion entre los efectos del H,S y la ruta NFxB en
macrofagos RAW?264.7. Por ejemplo, GYY4137 inhibi6 la produccion, inducida por
LPS, de los marcadores pro-inflamatorios IL-1pB, IL-6, TNFa, NO y PGE, a través de
rutas dependientes de NFxB/ATF-2/HSP-27 (ATF, activating transcription factor/ factor
de transcripcion activador; HSP, heat-shock protein/ proteina de choque térmico) (154)

y en la referencia (74) se encontraron resultados similares.
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Por lo tanto, aunque los resultados obtenidos son preliminares y haria falta completarlos
con otros estudios, es probable que la interaccion entre el H,S y la ruta NFxB esté

implicada en los efectos anti-inflamatorios observados en nuestro modelo in vitro.

2.4. El sulfuro de hidrdgenoy su efecto en el desequilibrio anabodlico-catabolico

en la artrosis.

En el estudio del cartilago estd bastante aceptada la teoria de que el fenotipo de los
condrocitos puede cambiar segun las condiciones fisioldgicas o de estrés a las que estén

sometidos (17). Esta teoria propone una serie de fenotipos:
a. El fenotipo condroblastico, que expresa la forma fetal coldgenos tipo 11y 111

b. El fenotipo anabdlico, que es capaz de sintetizar y regenerar la MEC

sintetizando colageno tipo Il y proteoglicanos.

c. El fenotipo catabdlico, en el cual la expresion de enzimas proteoliticas esta
aumentada como respuesta a factores pro-inflamatorios como el TNF¢, la IL-1p
0 el NO (185,186).

d. El fenotipo hipertréfico, en el cual se expresa colageno tipo X y que evoluciona

hacia la apoptosis celular, concluyendo en la desestabilizacion del cartilago.

e. El fenotipo desdiferenciado, en el cual expresan colageno tipo | como forma de

reparacién y cicatrizacion del tejido dafiado.

En condiciones normales, en los condrocitos articulares hay un equilibrio entre los
fenotipos anabolico y catabolico, para conseguir el correcto mantenimiento del cartilago
hialino. También hay evidencias de que el fenotipo individual de cada condrocito
depende de la capa en la que se encuentre y de gque existe una relacién interdependiente
entre la MEC vy los condrocitos. Esto supone que los condrocitos necesitan de la MEC
para ser “normales” y que la MEC no puede mantenerse si se pierden los condrocitos.
Sin embargo, con el desarrollo de la OA, se produce una derivacion hacia un predominio
del fenotipo catabolico que puede terminar en presencia de hipertrofia y del fenotipo

desdiferenciado, en un intento de reparar las lesiones en el tejido OA (187) (Fig. 66).
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Fig. 66: Desarrollo patoldgico de la OA. Cambios en la MEC y en el nimero y tipo de
condrocitos (17).

La patogénesis de la OA esta causada, al menos en parte, por un desequilibrio entre la
sintesis y la degradacion en la matriz del cartilago. Las proteasas son las principales
responsables de la degradacion del cartilago y se ha demostrado que la predisposicion
catabdlica comienza con un incremento de las agrecanasas seguido de un aumento en
las MMPs (188,189). En general, hay un consenso que apunta que, mientras que la
degradacion del agrecano en la MEC es un proceso reversible, tras la induccién de las
MMPs entramos en una fase irreversible en la que se produce la degradacion del col Il
(190), y el unico procedimiento de tratamiento seria aquel capaz de invertir el fenotipo

catabolico del condrocito.

En nuestro estudio observamos una reduccion dosis dependiente de la expresion génica
de las MMPs, con ambos compuestos de sulfuro. Esto se correspondié también con una
reduccién en los niveles de proteina, evidenciado tanto en los resultados de las ICQ de
las MMPs como, en el caso de la MMP13, del ELISA. Estos resultados se confirmaron
también con los obtenidos en el estudio in vitro con cartilago. En él, las IHQ para
MMP13 y MMP3 también mostraron un incremento importante con la estimulacion con
IL-1B y una reduccion con la co-estimulacion con los compuestos de sulfuro, sobre todo
con la dosis mayor de GYY4137. Esta consiguié preservar la matriz en un estado muy
similar al basal. Y es mas, para la MMP3, con 200 uM GY'Y4137 fue suficiente.

La colagenasa 3 (MMP13) es la enzima més relevante en cuanto a la degradacion de
colageno tipo Il se refiere. Esta regulada por el estrés en general —y la inflamacién en
particular — y por sefiales de la induccion a la diferenciacidén. Una revision publicada
recientemente (141) ha sefialado a la MMP13 como el gen clave en el que convergen
algunos factores de las vias de sefializacion (quinasas c-Jun N-teminal (JNK) o p38
MAPK) y factores de transcripcion (NFkB, factores inducidos por hipoxia, o el factor de

transcripcion 2 relacionado con runt (Runx2)) que participan en las diferentes etapas de
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la OA. La mayoria de estos factores de regulacion intervienen, directa o indirectamente,
en la transcripcion y activacion de la MMP13. No hay, que tengamos conocimiento,
ningun otro estudio que relacione el efecto del NaSH o el GY'Y4137 con la actividad de
la MMP13 en condrocitos OA humanos. Sin embargo, si que hay varios estudios que
observan un efecto parecido en condrocitos utilizando el DAS, un compuesto
organosulfurado extraido del ajo (191-193). Por otro lado, un estudio sobre la
remodelacion del colageno en la arteria pulmonar de ratas (194) y otro centrado en la
remodelacion cardiaca en el mismo modelo animal (195) también encontraron una
estrecha relacion entre el H,S y la MMP13. Por afiadidura, en nuestros estudios también
encontramos que este descenso de la MMP13 se puede relacionar con un aumento en la
sintesis de colageno tipo Il y agrecano, comprobando que las mismas concentraciones
que disminuyen la MMP13 son las que hacen que estos aumenten en el tejido (IHQs).
Ademas, en los estudios en células en los que se analiz6 la expresion de estos dos genes
anabdlicos, ACAN y COLII, también se observd una tendencia a mejorar la expresion
génica de estas proteinas lo que podria ser un intento de revertir el fenotipo claramente

catabolico de los condrocitos hacia un fenotipo mas anabolico.

En cuanto a la MMP3 esta descrito que el NaSH (20 min, 1mM) es responsable de
aumentar su expresion genica en sinoviocitos pero no asi en condrocitos derivados de
articulaciones con RA (196). La MMP3, o estromelisina-1, es una enzima proteolitica
que desempefia un papel importante como mediadora de la respuesta inflamatoria en la
articulacion. Degrada por si misma las fibras de colagenos tipo IlI, IV, IXy Xy
participa en la activacion de diferentes pro-MMP. Por otro lado, la MMPL1 (colagenasa
1) también es capaz de degradar el colageno 11, sin embargo, su actividad catalitica es
cinco veces inferior a la de la MMP13. En nuestro estudio pudimos comprobar que
solamente las dosis més altas de los compuestos de H,S fueron capaces de ejercer un
efecto modesto en la inhibicion de su expresion génica. También en el estudio realizado

con DAS en condrocitos de conejo se encontraron resultados similares (191).

Por otro lado, también esta descrito que el radical peroxinitrito es un activador de las
MMPs y que el H,S actua eliminandolo (153). EI OONO" se da en situaciones in vivo
por una combinacion entre el radical O, y el NO, ambos aumentados en la OA (197-
200). Como hemos visto en nuestros resultados, el H,S es capaz de reducir el exceso de

NO y el GYY4137 reduce también de forma significativa la sintesis del O,’, por lo que
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ademas de ser un inhibidor directo de la MMP13, lo es también de forma indirecta de

las MMPs en general.

De los experimentos realizados para cuantificar la pérdida de GAGs en los discos de
cartilago se observo que para el tejido OA, y de manera menos pronunciada para el
tejido N, la estimulacion con IL-1B provocd un aumento de la concentracion de GAGs
en los sobrenadantes al cabo de 21 dias. Se sabe que otro de los efectos de la IL-1p es la
estimulacion de la liberacion de ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) 4 y 5 (201), a su vez responsables de la segmentacion de
proteoglicanos tales como el agrecano o el versicano (202). Por lo que en nuestros
discos ademéas de la sobreproduccion de MMPs que se observé en las IHQs,
seguramente también hay un aumento de estas agrecanasas (ADAMTS4 y 5) que
también contribuye al aumento de GAGs en los sobrenadantes. En las condiciones
tratadas con H,S vemos una menor pérdida de GAGs, por lo que estos compuestos
parecen ser eficaces previniendo la degradacion de la MEC y su liberacion al
sobrenadante. Por esto, aunque no tenemos evidencias directas, los resultados sugieren
que los compuestos de sulfuro son capaces también de inhibir la liberacion de las
agrecanasas, o de proteger frente a sus efectos, resultando en la proteccion de los GAGs

en el cartilago. Ambos compuestos parecen ser eficaces para esto.

Estos efectos también se observaron y se cuantificaron en las distintas tinciones de los
componentes de la MEC realizadas en el tejido a los 21 dias. Por ejemplo, las tinciones
de S-O, junto con las IHQ de KS y CH-S por un lado, y la tincion de A-T por el otro,
corroboran que los compuestos de sulfuro son eficaces para prevenir la pérdida de
GAGs sulfatados y no sulfatados, respectivamente. También en la IHQ de agrecano se
observo como los compuestos de sulfuro preservan su presencia, frente a la deplecién
ocasionada por la IL-1B. Estos efectos se observaron tanto en tejido OA como en tejido
N, aunque las consecuencias de la estimulacion con IL-1B fueron mucho mas
pronunciadas en el primer caso y por lo tanto los efectos beneficiosos del H,S més
apreciables y relevantes. Nos encontramos con una excepcion, en el tejido OA en la
tincién de S-O se observo que la co-estimulacion con IL-1p y 200 uM NaSH resulto
perjudicial. En nuestra opinién, es un dato puntual que se rebate con el resto de
resultados que apoyan la proteccién de los GAGs con 200 uM NaSH y que lo

contradicen.
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Ademas de los efectos protectores del H,S frente a la induccidn del fenotipo catabolico
ocasionada por la IL-1B que acabamos de discutir, se observé también que este
compuesto parecen inducir efectos pro-anabdlicos. No hay hasta la fecha ninguna
publicacion de la que tengamos conocimiento que analice el efecto del H,S sobre el
anabolismo celular en cartilago. Estrictamente hablando, en nuestro estudio no podemos
diferenciar si el H,S esta simplemente protegiendo la matriz de la degradacién o bien
estd induciendo la sintesis de los GAGs por parte de los condrocitos. Sin embargo, el
andlisis de las tinciones y las IHQ de estos tejidos, centrado en las células y su regidn
interterritorial, parecen sugerir que sucede lo segundo. Tanto al visualizar los GAGs
mediante la tincion S-O, como los mas representativos por separado (acido hialuronico
(AT), KS 'y CH-S), asi como las IHQ de col Il y agrecano, podemos comprobar que, por
norma general, en las condiciones con IL-1( se pierde la positividad en el interior de los
condrocitos y en la region interterritorial. Mientras que cuando el tejido se estimul
también con NaSH o GYY4137, principalmente a las dosis méas altas, se aprecié una
positividad intracondrocitaria e interterritorial. Estos resultados nos llevan a la
conclusion de que los compuestos de H,S no sélo protegen al tejido frente a la accién
catabdlica potenciada por la IL-IB, si no que estimulan la sintesis de GAGs, agrecano y

colageno tipo Il en las células.

Otro dato destacable que nos aportan las tinciones histoquimicas es el aumento de la
sintesis de hidratos de carbono en el tejido OA al cabo de 21 dias de estimulacion con
IL-1B, algo que no se observa en el tejido N. Esto podria estar relacionado con un
cambio de metabolismo de los condrocitos hacia un metabolismo lipidico, lo que se ha
relacionado con el desarrollo de la OA (203,204). Este aumento de los hidratos de
carbono desaparece totalmente en presencia de NaSH o GYY4137, por lo que estos

compuestos podrian ayudar a prevenir este cambio fenotipico.

Otra cuestion en la que también habria que profundizar es el hecho de que en algunas de
las tinciones e IHQs en el tejido N, se observd que la concentracion de 1000 uM de
GYY4137 no resulto6 eficaz, e incluso en el caso de la IHQ de CH-S podria haber sido
perjudicial. Esto se podria deber a que, dado que en el tejido N la concentracion basal de
H,S es mas elevada, altas dosis exoOgenas podrian resultar, en algunos casos,

perjudiciales. Sin embargo, de ser el caso, esto deberia suceder con NaSH también, por
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lo que de momento no tenemos una explicacion clara de porqué ha sucedido esto en el
tejido N.

En cuanto al contenido de colageno, la tincion de tricromico de Masson ha sido poco
esclarecedora. En general, nuestros resultados a nivel histoquimico no resefian apenas
diferencias en el contenido de colédgeno entre la condicion basal, la estimulada con
IL-1p o las condiciones con H,S. Sin embargo, en la IHQ de col Il si que se observo una
pérdida importante de positividad debido a la IL-1p y una recuperacion con ambos
compuesto de sulfuro. Por lo tanto, en el peor de los casos estos compuestos son
capaces de prevenir la pérdida de colageno y preservar la sintesis en las células. En
general, los estudios que relacionan el colageno con el H,S son aquellos centrados en la
fibrosis de los tejidos dafiados, ya que el H,S es, aparentemente, un inhibidor de la
fibrosis. Respecto a este aspecto, los datos publicados hasta la fecha sugieren que el H,S
previene frente a la deposicion de colageno en los tejidos (205-207). Sin embargo,
también sugieren que este efecto tiene méas que ver con una inhibicidn general de las
citoquinas pro-inflamatorias que provocan la fibrosis que con una accion directa sobre

las fibras de colageno ya formadas.

En general, por los datos que aportan nuestros estudios podemos afirmar que, como
minimo, el H,S es un buen protector frente a la degradacion del cartilago y que ademas
parece prevenir el cambio hacia el fenotipo catabolico en los condrocitos, mejorando su

capacidad de sintesis de proteoglicanos y GAGs.
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El H,S esta presente tanto en el suero como en el cartilago de todos los donantes,
tanto sanos como con OA.

Existe una tendencia a que los niveles de H,S en suero de pacientes OA sean
menores que los de donantes sanos. La concentracion media de H,S en el suero de
pacientes OA es de 56,48 uM y en donantes sanos de 72,18 uM.

La biosintesis de H,S en el cartilago OA (0,10 umoles/g) esta reducida respecto a la
del cartilago sano (0,42 pmoles/g).

Las enzimas CBS, CTH y MPST estan presentes en cartilago, membrana sinovial y
hueso subcondral. La enzima MPST esté reducida en cartilago OA tanto a nivel de
ARNmM como de proteina, causando la reduccion de H,S en la articulacion OA.

El H,S exdgeno tiene efectos antioxidantes sobre los condrocitos OA. Tanto NaSH
como GY'Y4137 inhiben la expresion de iNOS y la sintesis de NO inducidas por IL-
1B. En concentraciones superiores a 100 uM, GYY4137 es capaz de inhibir la
produccion del O, en condrocitos OA.

La administracion exdgena de H,S mediante NaSH y GYY4137 ejerce efectos anti-
inflamatorios en condrocitos OA estimulados con IL-1B. El H,S inhibe la
produccion de ARNm y de proteina de IL-6, la sintesis de PGE; a través de la
inhibicion de la expresion génica de COX-2 y PGTES, no afectando a la expresion
de COX-1.

Los efectos anti-inflamatorios del H,S exdgeno parecen estar mediados por la ruta
NFxB, aunque de momento las evidencias no son concluyentes.

El H,S administrado de forma exdgena presenta un efecto anti-catabdlico sobre
condrocitos OA estimulados con IL-1p. Los compuestos de sulfuro son capaces de
inhibir la expresién génica de MMP13, MMP3 y MMP1 el 75%, 40% y 20%
respectivamente. La misma reduccién se observa en los niveles de proteina de
MMP13.

En el cartilago OA el H,S exdgeno revierte el proceso de degradacion de la matriz
extracelular inducido por la IL-1p. NaSH y GYY4137 favorecen la sintesis de
GAGS, de colageno tipo Il y de agrecano, siendo mas efectivos a las dosis mas
elevadas.

En el cartilago sano el H,S exdgeno revierte el proceso de degradacion de la MEC
inducido por la IL-1B. Excepto la concentracion més elevada de GYY4137 los

compuestos de sulfuro tienen efectos beneficiosos sobre la MEC del cartilago N
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