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RESUMEN

La estrecha relacién entre obesidad y enfermedades metabdlicas con la Osteoartritis
(OA), independientemente de la sobrecarga mecanica de la articulacion, incitan a pensar
gue son las alteraciones sistémicas derivadas de estas patologias, tales como el aumento
de los niveles circulantes de acidos grasos (AG), las causantes del proceso artrosico. En
este trabajo se analizaron los efectos del acido palmitico (PA) y Oleico (OL), como AG
mayoritarios en dieta y plasma, en un modelo “in vitro” de condrocitos humanos. Los
resultados de este estudio muestran que el PA produce en los condrocitos efectos
altamente relacionados con el proceso artrésico tales como una elevada expresion de
marcadores de degradacion del cartilago, de la inflamacién, asi como un aumento de la
apoptosis y del estrés oxidativo celular. El estudio sobre el metabolismo celular indica
que el PA produce una importante disfuncion mitocondrial y una menor capacidad
glucolitica, asi como un descenso en los niveles de ATP. El OL es capaz de revertir estos
efectos, mostrando una mayor capacidad de formacién de gotas lipidicas y favoreciendo
la incorporacion del PA a estas estructuras de reserva. Estos resultados pueden ayudar a
explicar uno de los mecanismos moleculares que estrechan la relacién entre las

enfermedades metabdlicas y la OA.






RESUMO

A estreita relacion entre obesidade e enfermidades metabdlicas coa Osteoartritis (OA),
independentemente da sobrecarga mecdanica da articulacién, incitan a pensar que son as
alteracions sistémicas derivadas destas patoloxias, tales como o aumento dos niveis
circulantes de acidos graxos (AG), as causantes do proceso artrdsico. Neste traballo
analizdronse os efectos do acido palmitico (PA) e Oleico (OL) como AG maioritarios en
dieta e plasma, nun modelo “in vitro” de condrocitos humanos. Os resultados deste
estudo mostran que o PA produce nos condrocitos efectos altamente relacionados co
proceso artrésico tales como unha elevada expresion de marcadores de degradacion da
cartilaxe, da inflamacion, asi como un aumento da apoptosis e a tensidn oxidativa celular.
O estudo sobre o metabolismo celular, indica que o PA produce unha importante
disfuncion mitocondrial e unha menor capacidade glucolitica, ademais dun descenso nos
niveis de ATP. O OL é capaz de reverter estes efectos, mostrando unha maior capacidade
de formacién de gotas lipidicas e favorecendo a incorporacion do PA a estas estruturas
de reserva. Estes resultados poden axudar a explicar un dos mecanismos moleculares que

estreitan a relacion entre as enfermidades metabdlicas e a OA.






ABSTRACT

The relationship between obesity and metabolic disorders with osteoarthritis (OA),
regardless of mechanical overloading of the joint, suggests that systemic alterations
derived from these pathologies, such as the increase in circulating levels of fatty acids
(FA), could contribute to the development of OA. This thesis analysed the effects of
Palmitic (PA) and Oleic (OL) acids, as major FA in diet and plasma, in an "in vitro" model
of human chondrocytes. The results show that the PA produces effects highly related with
OA such as an elevated expression of markers of degradation of cartilage, inflammation,
as well as an increase of apoptosis and cellular oxidative stress. The study of cell
metabolism indicates that PA generates an important mitochondrial dysfunction, as well
as a lower glycolytic capacity, and a decrease of ATP levels. The OL is able to reverse these
effects, showing a greater capacity of lipid droplets formation and facilitating the
incorporation of the PA to these structures of reserve. These results may help explain one
of the molecular mechanisms that strengthen the relationship between metabolic

diseases and OA.
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Introduccion

1. EL CARTILAGO ARTICULAR
1.1. Componentes

Las articulaciones sinoviales o diartrépicas son aquellas que facilitan la movilidad
permitiendo que los huesos se articulen entre si (Figura 1). El cartilago articular hialino es
el tejido conectivo que recubre los huesos en este tipo de articulaciones, amortiguando
y minimizando asi las fuerzas a las que se somete a los huesos no deformables durante la
carga. Este tejido es avascular, aneural y alinfatico y esta constituido por un Unico tipo
celular, los condrocitos, y por una matriz extracelular (MEC) que le confiere sus

propiedades mecdanicas caracteristicas (1,2).

Hueso
membrana
sinovial
cartilago capsula
articular articular
cavidad articular
Hueso que contiene

el fluido sinovial

Figura 1. Estructura de una articulacion sinovial. La capsula articular, formada por tejido conectivo denso, protege la
articulacién. Su capa interna es la membrana sinovial, que secreta el liquido sinovial, responsable de nutrir al cartilago
articular que recubre el hueso, y de mantener la lubricacién normal de la articulacion.

1.1.1. Células: condrocito.

El condrocito es el Unico tipo celular presente en el cartilago articular adulto. Su

numero es reducido, Unicamente representa el 2-3% del volumen total del cartilago,
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disminuyendo ademas esta cantidad con la edad (3). Estas células se encuentran ubicadas
en la unidad funcional del cartilago, el condrdén, el cual estd formado por el condrocito, la
laguna (espacio que ocupa dentro de la matriz) y la matriz, cuyos componentes son
sintetizados por la propia célula. A su vez, el conjunto de condrones situados en una
proximidad directa dentro de una gran laguna se denomina cluster (Figura 2). Son células
altamente especializadas en la biosintesis y mantenimiento de los componentes de la
MEC (4). En el cartilago adulto, en condiciones normales, son capaces de mantener un
equilibrio entre los procesos anabdlicos y catabdlicos (5). Los condrocitos varian en
tamafio, forma, nimero y probablemente en su actividad metabdlica en cada uno de los
estratos del cartilago, si bien todos contienen los organulos necesarios para sintetizar

cada uno de los componentes de la MEC (4,6).

Figura 2. Cartilago articular humano. Pueden observarse los condrocitos embebidos en la matriz del cartilago, y su
disposicion en condrones dentro de un espacio denominado laguna. Asi como la unién de varios condrones
constituyendo un cluster.

1.1.2. Matriz extracelular.

Toda la masa del cartilago articular, a excepcion de los condrocitos, constituye la
MEC. Su composicién varia de unas personas a otras, entre las diferentes articulaciones

de un mismo individuo y entre los estratos y zonas del cartilago articular de una misma
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articulacion. Ademads, sufre un proceso de remodelacion constante por la accion de

diferentes factores anabdlicos y catabdlicos.

La MEC estd compuesta principalmente por agua, que constituye el 70-80% de la
matriz. El 20-30% restante estd formado por distintos tipos de coldgeno (50%),
proteoglicanos (PG) (30-35%) y otras proteinas de matriz (15-20%) (7). La MEC presenta
variaciones de composicién en los estratos de cartilago articular: en el superficial hay
escasos PG (debido a que sufren una degradacion mas rapida y se sintetizan en menor
cantidad), poco colageno y la mayor concentraciéon de fibronectina y agua; en el de
transicion hay una concentracion superior de PG y menor de agua; en el medio o radial
se encuentran las fibras de coldgeno de mayor didmetro, la concentracién de PG es la
mas elevada y la de agua la menor; finalmente, en el estrato de cartilago mas profundo

la MEC se encuentra calcificada (1,6).

Se distinguen, por tanto, dos macromoléculas estructurales fundamentales en la

composicion de la MEC:

e (oldgeno: Forma una red de fibrillas que representa el 50% del peso seco y
constituye el componente fibrilar principal del cartilago, proporcionando una
estructura de organizacién para los PG y condrocitos. En el cartilago articular
adulto, el 90% de colageno es de tipo Il, correspondiendo el resto a distintas
contribuciones de los tipos de colageno I, VI, IX, X, XI, XIl, Xlll y XIV. En el
desarrollo del cartilago, la red fibrilar central es un co-polimero reticulado de
colagenos Il, IX y XI. Las funciones de los colagenos IX y XI son relativamente
especificos de cartilago donde interactian con las fibras de colageno I, y se
consideran de gran importancia ya que mutaciones en los genes que codifican
para estas proteinas dan lugar a fenotipos con artrosis (OA) precoz. Se cree que
los colagenos Xl y XIV estan unidos a las superficies de las fibrillas pero no estan
unidos covalentemente. El coldgeno VI se polimeriza en su propio tipo de red
filamentosa que tiene multiples dominios de adhesion para las células y otros
componentes de la matriz. El coldgeno X se restringe normalmente a la delgada

capa de cartilago calcificado que interconecta el cartilago articular con el hueso

(8).
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e Proteoglicanos: Constituyen el componente no fibrilar o amorfo de la matriz.
Consisten en cadenas de polisacaridos (glicosaminoglicanos) tales como queratin-
sulfato y condroitin-sulfato, que estan unidos covalentemente a una proteina
central. Estas cadenas, a su vez, estdn unidas no covalentemente a un largo
filamento de acido hialurdnico para formar grandes agregados de proteoglicanos
(Figura 3). Esta arquitectura representa el 75% del volumen total de la matrizy su
funcion principal es la de retener agua, la cual se une a los glicosaminoglicanos

cargados negativamente (GAGs) (9).

Condroitin Sulfato N \
Queratan Sulfato - J(

Proteina de union
Acido Hialurénico — : !T\

Proteina de union
Acido Hialurénico

Proteina central

Figura 3. Estructura de una molécula de proteoglicano.Representacién esquematica de la organizacion molecular de
una molécula de proteoglicano agregada. Imagen modificada de Jeffrey DR et al, 2003.

El coldgeno forma una red fibrosa que engloba a los PG, los cuales se caracterizan por
una enorme apetencia hidrica, de forma que tienden continuamente a captar agua y
aumentar de volumen. Asi, la red de colageno pretensada hace frente a las presiones que
experimentan las superficies articulares. Los ciclos de compresion/descompresion del
cartilago articular provocan el flujo hidrico bidireccional entre la MEC del cartilago vy la

cavidad articular permitiendo el transporte de nutrientes y de productos de desecho.

e Otras proteinas de la MEC: Ademads de los PG y el coldgeno, el cartilago articular

posee pequefias cantidades de otras proteinas en su MEC. La Ancorina es una

proteina situada en la superficie de los condrocitos actuando como
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mecanorreceptor, transmitiendo fuerzas desde las fibras de colageno hasta las
células (10). La Fibronectina, que en ciertos tejidos participa en procesos de
reparacion, podria contribuir al mantenimiento de la estructura del cartilago a
través de la interaccién con la superficie celular y con determinados componentes
de la matriz, como el coldgeno tipo Il y la trombospondina (10). La COMP (en
inglés, cartilage oligomeric matrix protein), tiene un papel principalmente
estructural, (uniéndose a las fibras de coldgeno tipo Il y estabilizando la red de
fibras de coldgeno del cartilago articular) (11), e interviene también en la
fibrilogénesis de coldgeno tipo Il. Ademas, la liberacion de COMP al liquido
sinovial y a la sangre durante el desarrollo de enfermedades reumatolégicas como
la OA y la artritis reumatoide (AR), permite utilizarla como biomarcador de estas

patologias articulares (12,13).

1.2. Estructura

Desde la superficie hasta el hueso en el que se implanta el cartilago articular, se

distinguen cuatro capas (superficial, intermedia, profunda y calcificada) (Figura 4) que

difieren en la estructura, la composicion, la orientacion y el didmetro de las fibras de

coldgeno, asi como en el volumen y en la forma de los condrocitos (1,2).

Capa superficial: contiene condrocitos pequefios y aplanados, situados de forma

paralela a la superficie articular. Posee pocos PGy las fibras de coldgeno de esta
capa se disponen preferentemente paralelas a la superficie (8). La zona mas
superficial de esta capa esta desprovista de células y las fibras de colageno, de
menor grosor, forman una cubierta proteica compacta y semitransparente
(lamina splendens) (14) que protege al cartilago de la abrasion a la vez que
transmite las fuerzas de compresién desde la superficie hacia los margenes del
cartilago.

Capa intermedia: Los condrocitos son algo mas grandes, esféricos y se encuentran

solos o en condrones, distribuidos al azar. Existe una mayor presencia de PG, con
menor densidad de fibras de coldgeno dispuestas oblicuamente a la superficie,

facilitando asi el soporte de las fuerzas de compresién.
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e (Capa profunda: En ella, los condrocitos son mas elipticos, formando columnas

perpendiculares a la superficie articular. Es rica en proteoglicanos y en unas fibras
de colageno de mayor didmetro que se distribuyen radialmente formando arcos.

e (Capa calcificada: se encuentra adyacente al hueso subcondral y contiene cristales

de hidroxiapatita, que sirven de anclaje entre el cartilago y el hueso. Los
condrocitos hipertroéficos estan diseminados y en menor nimero. No presenta PG
y la concentracion de colageno es menor y dispuesta radialmente. Esta capa actua
como un importante amortiguador entre el cartilago articular no calcificado y el

hueso subcondral (15).

Zona superficial

2 r-Capa superficial
"W . Capaintermedia
e ".';
Hn oF ;.""- - Capa profunda
u 28 |
< 38 |

. .+ - Capa calcificada

'f— Hueso subcondral

\ } Hueso esponjoso

Condrocito

Colagenos

Proteoglicanos

Figura 4. Estructura del cartilago articular hialino, que muestra las capas que lo componen: la capa superficial, la capa
intermedia, la capa profunda vy la capa calcificada. Imagen modificada de Elsevier.Inc.Netterimagenes.com.

1.3. Mecanismos de destruccidn y reparacién

La homeostasis del cartilago articular normal en adultos representa un delicado
equilibrio entre la degradacion y la sintesis de componentes de MEC para mantener la
integridad funcional de la articulacién (Figura 5). Bajo la influencia del estrés mecanico o
de la inflamacion de las articulaciones, este equilibrio dinamico se rompe y los
mecanismos catabdlicos progresivamente se vuelven predominantes, conduciendo a la

destruccién del cartilago (16). Son los condrocitos, como Unico componente celular del
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cartilago articular, los que disponen de la maquinaria enzimatica necesaria tanto para la

biosintesis como para la degradacion de las moléculas que forman la MEC.

Degradacion MEC
Sintesis de la MEC INOSINO
COX2/PGE-2
Proliferacion celular
Apoptosis

ANABOLISMO CATABOLISMO

Figura 5. Principales mecanismos bioldgicos que participan en la homeostasis de la matriz extracelular, es decir, el
equilibrio dindmico entre degradacion (catabolismo) y sintesis (anabolismo) de los componentes de la matriz,
manteniendo asi la integridad funcional del cartilago articular.

El programa catabdlico es inducido por estimulos pro-inflamatorios y se caracteriza
fundamentalmente por la secrecidén de proteasas, la supresion de la sintesis de la matriz
y la reduccion del nimero de condrocitos (17). Las principales metaloproteasas (MMP)
implicadas en este proceso son colagenasas (MMP-1, -8 y -13, que degradan
fundamentalmente colageno tipo |, Il y IIl), gelatinasas (MMP-2 y -9, capaces de degradar
ademas fibronectina) y estromelisimas (MMP-3, -10, cuya presencia no se ha descrito en
tejido sano y son capaces de degradar practicamente cualquier componente de la MEC)
(18). A la accion de estas proteasas en el proceso catabdlico se suma la supresiéon de la
sintesis de la MEC, producto de un déficit relativo del inhibidor tisular de MMPs (TIMP),
el aumento de la actividad de plasmina, una mayor produccién de déxido nitrico (NO),
sobrexpresién de ciclooxigenasa (COX)-2 y/o prostaglandina E (PGE)-2; asi como un
progresivo aumento de la tasa apoptdtica de los condrocitos y una disminucién de la
autofagia, mecanismo regulador clave de la muerte celular (17,19). Las citoquinas,
proteinas de bajo peso molecular que actian como mediadores solubles de
comunicaciéon intracelular, juegan un papel muy importante en la degradacion del
cartilago ya que son el principal estimulo pro-inflamatorio que induce este mecanismo.
Destacan como citoquinas sintetizadas por el condrocito, la interleuquina (IL)-1B vy el
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factor de necrosis tumoral a (TNF-a), ademas de las IL-6, IL-8, IL-15, IL-17 y el interferdn

v (IFN-y) (17,20,21).

Para mantener la homeostasis del cartilago, tal y como referimos anteriormente, es
necesario un programa de reparacion del tejido, representado fundamentalmente por
factores de crecimiento, citoquinas antiinflamatorias e inhibidores de las proteasas, el
cual va a estar encargado de favorecer la proliferacién celular y la sintesis de MEC (17).
Los factores de crecimiento mas estudiados son el factor de crecimiento insulinico (IGF)-
| (estimula la sintesis de PG y contrarresta la actividad de las citoquinas catabdlicas), el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y miembros de la familia de las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMP) y del factor transformador del crecimiento (TGF)-B
(induce la expresion de TIMP) (22,23). Las principales citoquinas antiinflamatorias
involucradas en este mecanismo son la IL-4, -10, -13 y el antagonista del receptor de IL-1
(IL-R1A), que actuan inhibiendo las proteasas que degradan el cartilago y revierten

algunos efectos de las citoquinas catabdlicas (24).

Sin embargo, las caracteristicas histoldgicas, bioquimicas y biomecanicas del tejido de
reparacion son diferentes a las del cartilago normal. La reparacién de los defectos
condrales ocurre de forma temprana después de la lesidon del cartilago. El tejido de
reparacion se caracteriza por el agrupamiento de condrocitos (mitosis y / o migracién),
asi como por una hipertrofia del cartilago, un aumento y mejora de la sintesis de GAG,
fibronectina y contenido acuoso del cartilago y de coldgeno (tipos Il y Il pero no de tipo

[) por parte de los condrocitos (25).

1.4. Metabolismo

Como se ha mencionado con anterioridad, el cartilago articular es un tejido avascular,
aneural y alinfatico, con lo que se asume que los condrocitos consumen mucho menos
oxigeno molecular (O2) que otros tejidos vascularizados (26). Los condrocitos consiguen
la energia principalmente a través de la glucélisis (via de Embden Meyerhof), la cual no
requiere Oz (27-29). Aungue los condrocitos pueden sobrevivir muchos dias sin O, (30),
a tensiones bajas de dicho gas (<5%) los niveles de sintesis de MEC y produccién
energética caen bruscamente (29,30). La tension de O, cae con la distancia a la superficie

articular, y el gradiente depende del balance entre la tasa de transporte de este gas a
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través del cartilago y el indice de consumo por las células. Los niveles de O, disminuyen
bruscamente desde la superficie articular hacia las capas mas profundas, donde la tension

de Oy es de ~1%, manteniéndose entre el 1y 2.5% en la zona media (30).

Tanto los nutrientes como el O, esenciales para el mantenimiento del cartilago,
llegan al cartilago a través del liquido sinovial, producido por el tejido sinovial. Este tejido
estd compuesto por una capa interna o intima (compuesta por 2 o 3 capas de células
sinoviales superpuestas) y una capa profunda o subintima (compuesta por grasa, fibrasy

tejido areolar) (31) (Figura 6).

s’

Figura 6. Imagen representativa de un tejido sinovial. Tincién histoldgica de un tejido sinovial sano tefiido con
Hematoxilina-Eosina, en la que se puede apreciar la capa intermedia o intima (1) formada por capa de sinoviocitos (s),
y la subintima (SI). Aumento a 200X.

La capa de células sinoviales que cubre la articulacién tipicamente es de dos células
de grosor y carece de membrana basal. Sus funciones son: prevenir la formacion de
adhesiones con la superficie articular mediante la formacién de vellosidades, producir el
liquido sinovial esencial para la lubricacién de las superficies articulares, proporcionar los
nutrientes necesarios para el metabolismo de los condrocitos, ser parte del sistema
inmunitario que responde ante moléculas extrafias y despejar particulas indeseables con
un intrincado sistema de capilares y vasos linfaticos (32). El liquido sinovial, un liquido

claro y viscoso, es un ultrafiltrado de plasma producido por los fibroblastos en el tejido
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sinovial. En las articulaciones humanas normales hay entre 0,2 y 0,3 ml de liquido sinovial,
incluyéndose tanto el liquido como los componentes celulares. En condiciones normales,
existe un equilibrio entre el liquido sinovial y el suero, aunque la concentracion de solutos
en el liquido sinovial es diferente a la encontrada en el plasma. Respecto al aporte de O;
y otros nutrientes al cartilago, no hay dudas de que éstos difunden desde el liquido

sinovial, como ha sido demostrado hace tiempo tanto in vitro como in vivo (33-35).

Los condrocitos estan bien adaptados para mantener su funcién de sintesis con un
minimo aporte de nutrientes y un bajo consumo de O;, dadas las condiciones del
cartilago. Aunque para su actividad, la energia necesaria proviene de la glucdlisis
anaerobia, estas células contienen mitocondrias y enzimas oxidativas mitocondriales
activas (36,37), por lo que el metabolismo aerobio también tiene lugar (38). Asi, cuando
la via principal, la anaerobia, queda desbordada, los condrocitos utilizan la via oxidativa
(aerobia), utilizando la MEC adyacente para la combustién. Por tanto, la fosforilaciéon
oxidativa (OXPHOS) puede hacer una importante contribucion a la generacién de
adenosin trifosfato (ATP) en este tejido (hasta un 25% del ATP) (39). Las capas superficial
y media del cartilago articular no son anodxicas (40), y en este contexto la OXPHOS es 18
veces mas eficiente en la generacién de ATP que la glucdlisis (41). La OXPHOS justifica
mas de un cuarto de la produccién total de ATP en el cartilago, y posiblemente mas en
situaciones de estrés en las que la demanda energética sea mayor (29). Ademas, el ATP
resultante de la respiracion mitocondrial contribuye de forma significativa a la sintesis de

colagenoy PG de la MEC del cartilago articular (42,43).

2. ARTROSIS

2.1. Definicién

Clasicamente la OA se definia como una enfermedad degenerativa caracterizada por
la degradacion del cartilago articular y del hueso subcondral ya en estados avanzados
(44). Con el tiempo, la OA se empezd a considerar ya una patologia que no solo afecta al
cartilago, sino a toda la estructura articular, incluyendo el hueso subcondral, el tejido
sinovial, la capsula articular y los tejidos blandos periarticulares. Asi, en la actualidad este

trastorno heterogéneo es definido por la Osteoarthritis Research Society International
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(OARSI) como una enfermedad que puede afectar a cualquier articulacion y que esta
caracterizada por el estrés celular y la degradacién de la matriz extracelular que se inicia
por micro o macro lesiones en la articulaciéon que el tejido no es capaz de revertir
activando las vias de reparacién y la respuesta del sistema inmune. La enfermedad se
manifiesta primero como un desequilibrio metabdlico del tejido articular, seguido por
cambios fisioldgicos y anatdmicos (Figura 7) como son la degradacién del cartilago, la
remodelacidn del hueso, la formacion de osteofitos, la inflamacién de la articulacidon y la

pérdida de la funcién articular normal (45).

Rodilla normal Rodilla artrésica
Hueso subcondral

Fémur

Ligamento
Destruccion del cartilago
Cartilago

Membrana sinovial Remodelamiento éseo

Destruccion del menisco

Capsula articular —
Inflamacién sinovial

Menisco -
Formacion de osteofitos

Tibia
Figura 7. Representacion de los principales componentes de la articulacién de rodilla y los cambios mas importantes
que se producen durante la artrosis.

2.2. Fisiopatologia

Entendiendo que la OA representa un fracaso de la articulacion como dérgano, cobra
especial importancia la interaccion entre el cartilago articular, el hueso subcondral y la

membrana sinovial (46,47).

Como se ha dicho anteriormente, en un cartilago articular sano existe un equilibrio
entre los mecanismos de degradaciéon y de reparacién. Aunque la capacidad de
renovacion del cartilago es limitada, los condrocitos, como unico componente celular de
este tejido, son los encargados de mantener este equilibrio entre la biosintesis y la
degradacion de las moléculas que forman parte de su MEC. La disfuncién de esta
homeostasis normal del cartilago es la que se produce en el proceso artrésico, donde los
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mecanismos catabdlicos de degradacidon predominan sobre los anabdlicos de reparacién
(48). Esta alteracion de la homeostasis produce un aumento del contenido de agua y una
disminucién del contenido de proteoglicanos de la matriz extracelular, un debilitamiento
de la red de coldgeno debido a una disminucion de la sintesis de colageno tipo Il y una
mayor degradacion del coldgeno preexistente (49), ademds de un aumento de la
apoptosis de los condrocitos. Los cambios degenerativos iniciales en el cartilago articular
conducen al ablandamiento del cartilago, a la zona de fibrilacion de las capas
superficiales, a la fisuracion y a la disminucion del grosor del cartilago, haciéndose estos
cambios mads profundos con el tiempo, cuando el cartilago articular se adelgaza hasta la

destruccién total (50).

El cambio fundamental que se produce en el hueso subcondral artrésico es la
hipomineralizacion debida, en parte, al aumento del TGFB1 en los osteoblastos artrdsicos
(51,52). Este suceso produce una alteracion de las propiedades del hueso subcondral que
conduce a una pérdida en la capacidad de absorber y disipar la energia, produciendo un
aumento de las fuerzas transmitidas a través de la articulacion y predisponiendo a la
superficie articular a la deformacién. Los estudios de resonancia magnética han
demostrado que estas lesiones dseas estan asociadas con el deterioro del cartilago

(53,54).

Entre los cambios histolégicos que sufre la membrana sinovial de las articulaciones
artrésicas se encuentra la hiperplasia de la capa celular de revestimiento acompafiada de
la infiltracion focal de linfocitos y macrofagos (55). Se cree que la sinovitis es inducida en
primer lugar por los productos de degradacion proteolitica de la matriz del cartilago ya
gue producen particulas de degradacion asi como neo-antigenos solubles especificos de
cartilago y otros factores como microcristales y estrés mecdnico anormal. Estos
componentes, que se liberan al liquido sinovial, son fagocitados por macréfagos
sinoviales y perpetdan asi la inflamacion de la membrana sinovial mediante la sintesis de
mediadores que a su vez difunden a través del liquido sinovial hacia el cartilago y crean
un circulo vicioso con aumento de la degradacién del cartilago y de la inflamacién (56).
Los pacientes con OA experimentan un engrosamiento de la capa celular sinovial, asi
como un aumento de la vascularidad e infiltraciéon de células inflamatorias de las

membranas sinoviales. Los estudios de los cambios en la sinovial que se producen en
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diversas etapas de la OA han encontrado que la cantidad de fibrina depositada en la
membrana sinovial y el grado de infiltracion de leucocitos estan correlacionados con la

gravedad de la enfermedad (57).

2.3. Epidemiologia e impacto socioecondmico

La prevalencia de la OA difiere segun la articulacién afectada y segln se utilice una
definicion radioldgica o sintomatica de la enfermedad. Segun la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), cerca del 28% de la poblacién mundial mayor de 60 afios presenta OA 'y
el 80% de ésta tiene limitaciones en sus movimientos. Ademas, el aumento de esperanza
de vida y el envejecimiento de la poblacidn, segln esta organizacion, convertird a la OA
en la cuarta causa de discapacidad en el afio 2020. El ultimo Estudio de Prevalencia de
Enfermedades Reumaticas en Espafia (EPISER) auspiciado por la Sociedad Espafiola de
Reumatologia (SER), concluye que aproximadamente siete millones de individuos
mayores de 20 afios padecen OA, siendo las articulaciones mas susceptibles la rodilla

(10,35%), las manos (6,19%) y la cadera (4%) (58).

Para el calculo de los costes de una enfermedad como la OA, se deben incluir como
costes tangibles, (i) los directos: visitas médicas, antiinflamatorios, analgésicos, coste de
efectos adversos, gastroprotectores, tratamientos rehabilitadores, etc.; y (i) los
indirectos: incapacidades o alteracion de la productividad laboral. A estos costes se
suman los costes intangibles (calidad de vida y costes sociales), ya que las enfermedades
gue mas impacto producen sobre la calidad de vida fisica son las musculo-esqueléticas,
siendo la OA de rodilla la segunda después de la AR. El estudio ArtRoCad, realizado por la
SER vy la Sociedad Espafiola de Medicina General (SEMERGEN), sobre la evaluacién de los
recursos sanitarios y de la repercusion socioecondmica en la OA de rodilla y cadera, pone
de manifiesto que, en promedio, cada paciente realizdé una visita al mes al médico
general. La mitad de los enfermos consultd con algin especialista del aparato locomotor
en los ultimos 6 meses. En cuanto al tratamiento farmacologico, el 70% de los enfermos
recibia analgésicos y también un 70% antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). El 10%
ingeria algun farmaco sintomatico de accion lenta, y el 5% de los pacientes con OA de
rodilla recibia acido hialurdnico intraarticular. Algo mas del 60% tomaba algin farmaco

gastroprotector. El 12% de los enfermos con OA de rodilla y el 20% de cadera llevaban
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una protesis. En cuanto a la calidad de vida, el 65% se declara insatisfecho en cuanto a su
dolory discapacidad actual, pensando en sus expectativas futuras. Algo mas de la tercera

parte muestra sintomas de ansiedad (35%), y casi la cuarta parte (23%) depresion (59).

2.4, Factores de riesgo

La OA es considerada una enfermedad multifactorial en la que existen distintos
factores de riesgo que normalmente ocurren de forma simultanea. Se han identificado
una serie de factores de riesgo especificos que incluyen edad, sexo, origen étnico vy raza,
genética, obesidad y enfermedad metabdlica, densidad dsea y funcién muscular. Aunque
se han identificado varios factores de riesgo para el desarrollo de la OA, muy pocos han
sido asociados con su progresion. Se podria esperar que los factores que promueven la
aparicion de una enfermedad también podrian acelerar su progresién, sin embargo la

evidencia de estas relaciones en la mayoria de los casos no esta clara (60).

2.4.1. Edad

Con la edad, existe una mayor incidencia y prevalencia tanto de la OA radiografica
como sintomatica. La relacion entre la edad y el riesgo de OA es probablemente
multifactorial, como consecuencia de numerosos factores individuales; estos incluyen
dafio oxidativo, adelgazamiento del cartilago, debilitamiento muscular y una reduccion
de la propiocepcion. Ademads, los mecanismos celulares basicos que mantienen la
homeostasis tisular disminuyen con el envejecimiento, dando lugar a una respuesta
inadecuada al estrés o a la lesion articular y la resultante destruccion y pérdida de tejido

articular (61,62).

2.4.2. Sexo

La incidencia de OA de rodilla, cadera y mano es mayor en las mujeres que en los
hombres y en las mujeres aumenta drasticamente con la llegada de la menopausia (63).
Esto ha llevado a la hipdtesis de que los factores hormonales pueden desempefiar un
papel en el desarrollo de la OA (64—-66). Algunos de los estudios realizados al respecto,
han demostrado un efecto protector de los estrogenos o la terapia de reemplazo

hormonal en la OA radiografica de rodilla y cadera (64) o en la progresion al reemplazo
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de la articulacion (66). Sin embargo otros trabajos no revelaron una asociaciéon clara
entre las hormonas sexuales y la OA radiografica de manos, rodillas o caderas en mujeres
(65). Ademas, también se ha visto que las mujeres presentan un menor grosor de
cartilago que los hombres, de forma independiente al peso vy a la altura de los individuos,

asi como al tamafio del hueso (67).

2.4.3. Raza

La raza o procedencia étnica puede relacionarse con la predisposicidén a padecer
OA, ya que se han observado variaciones en los porcentajes de riesgo de la enfermedad
en diferentes poblaciones mundiales (68). Tanto la OA radiografica de cadera como la de
mano fueron mucho menos frecuentes entre chinos en el estudio de Beijing que en la
raza blanca del estudio de Framingham, sin embargo se encontré una mayor prevalencia
de OA de rodilla tanto radiografica como sintomatica en mujeres chinas (69-71). Los
resultados del Proyecto de Osteoartritis del Condado de Johnston han demostrado que
la prevalencia de OA radiografica de cadera en mujeres afroamericanas era similar a la de
mujeres blancas, pero se encontré una prevalencia ligeramente mayor en hombres

afroamericanos que en hombres blancos (72).

2.4.4. Genética

El componente hereditario de la OA se estima en un 40-60%, variando estos
porcentajes en funcion de la articulaciéon afectada. Los avances en el estudio genético de
la OA estan orientados a la busqueda de marcadores diagndstico y prondstico, que
permitan una deteccion temprana de la enfermedad asi como la prediccion de su

evolucién en el tiempo (73-75).

Dentro de los estudios orientados a descubrir los factores genéticos de
susceptibilidad a OA, se incluyen los estudios de ligamiento, que evallan la cosegregacion
de marcadores genéticos con la enfermedad en familias con multiples casos de OA. Asi,
se han realizado diferentes estudios con los que se identificaron diversas regiones de
ligamiento en las que se seleccionaron posteriormente genes candidatos mas probables
para realizar posteriores estudios de asociacién caso-control e identificar polimorfismos

asociados. Entre estos genes se encuentran: MATN3, IL4-R y cluster de IL-1 (76—78). Los
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estudios de genes candidatos toman como base de partida los conocimientos sobre la
patogenia de la OAy seleccionan genes que por su papel funcional podrian ser relevantes
en la susceptibilidad a la enfermedad, es decir, genes que codifican para componentes
de la matriz extracelular, para proteinas reguladoras del anabolismo o catabolismo de la
MEC y para mediadores inflamatorios. Estos estudios detectaron mayoritariamente
asociaciones que no se confirmaron posteriormente en los estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS), como: PTGS-2, DIO-2 o FRZB (79-81). Solo uno de los
hallazgos de estos estudios, GDF-5, ha sido replicado posteriormente alcanzando el
umbral de significacién requerido en los GWAS (p= 5x10%) (82,83). En el GWAS mas
potente realizado en OA, el estudio arcOGEN, se utilizd un array que cubre 610.000
polimorfirmos de un solo nucledtido (SNPs). Gracias a los GWAS y a los metaanalisis de
GWAS se han ido descubriendo genes de susceptibilidad a OA, aunque el nUmero de loci
es relativamente bajo en comparacion con otras enfermedades complejas. Los primeros
hallazgos sélidos fueron el gen GDF-5, el locus 7g22 y MCF2L (83—85). Mds recientemente
se han incorporado los loci descubiertos en el estudio arcOGEN (GNL3, GLT8D1, ASTNZ2,
FILIP1-SENP6, KLHDC-5-PTHLH, CHST11, TP63 y SUPT3H-CDC5L) y otros loci como DOTIL,
NCOA3y ALDH1A (86—89).

Los haplogrupos del acido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt), emergen
como nuevas variantes genéticas implicadas en la patologia artrésica. Estudios recientes
demostraron que los individuos portadores del haplogrupo mitocondrial J no sélo tienen
un menor riesgo de desarrollar artrosis de rodilla y cadera, sino que los que padecen la
enfermedad presentan también un menor dafio radiolégico. Ademas, este haplogrupo
también se asocié de forma significativa con otros marcadores relacionados con la
artrosis, como la disminucion de biomarcadores de degradacion de cartilago, menor
indice de masa corporal (IMC), menor produccién de NO, asi como una mayor longitud
de los teldmeros. Por otro lado, los portadores del haplogrupo mitocondrial H presentan
niveles mas elevados de biomarcadores de degradacion del cartilago y tienen una mayor

probabilidad de sufrir un reemplazo de la articulacion (90,91).
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2.4.5. Obesidad

Existen numerosos estudios que establecen una fuerte asociacion entre la
obesidad y la OA, que afianzan esta condicion como uno de los predictores mas fuertes
del desarrollo de la enfermedad (92—94). En los estudios de esta asociacidn se establecen
varias hipodtesis; una de ellas es que el sobrepeso aumentaria la presidon sobre una
articulacion de carga; otra teoria es que la obesidad actUa indirectamente induciendo
cambios metabdlicos tales la como intolerancia a la glucosa, hiperlipidemia o cambios en
la densidad dsea; y por ultimo, que determinados elementos de la dieta que favorecen la
obesidad producen dafio en el cartilago, el hueso y otras estructuras articulares. Por
tanto, la aportacion de la obesidad en la OA debe considerarse, tanto por factores locales

como sistémicos (95).

2.4.6. Densidad mineral 6sea

Se ha descrito que individuos con una mayor densidad mineral dsea (DMO) tienen
mayor riesgo de padecer OA. Una revisidn sistematica y metaanalisis de los factores de
riesgo para el inicio de la OA de rodilla, han demostrado que en mujeres adultas existe
una fuerte asociacion entre el aumento de la DMO y el inicio de OA (96,97). Aunque no
se ha identificado una base molecular definida y una fisiopatologia comin que explique

la relacion inversa entre la OA y la osteoporosis.

2.4.7. Factores de riesqo mecdnicos locales

Una lesién traumatica de la articulacién es uno de los factores de riesgo mas
comunmente asociados al desarrollo de la OA. El dafio directo de los tejidos locales por
el trauma, la interrupcion de la biomecdanica normal y la distribucién alterada de la carga
dentro de la articulacidn, contribuyen al consiguiente aumento del riesgo de OA. Este
riesgo es aun mayor si el individuo tiene también afectada otra articulacion. La carga
articular repetitiva y excesiva, que acompafia a actividades fisicas especificas, aumenta el
riesgo de desarrollar OA en las articulaciones involucradas. Los trabajadores cuyos
trabajos requirieron esfuerzos repetidos y constantes de la articulacion, ven aumentado
su riesgo de desarrollar OA (98,99). Los resultados en relacién a los efectos de las

actividades deportivas son contradictorios. La actividad fisica puede ser beneficiosa, ya
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gue fortalece la musculatura periarticular y ayuda a estabilizar la articulacién. Sin
embargo, actividades fisicas o deporte de alta intensidad, en donde las articulaciones se

exponen a importantes traumas repetitivos, aumentan el riesgo de sufrir OA (100,101).

2.5. Fenotipos clinicos

Como se ha detallado anteriormente, la OA puede ser iniciada por diversos
mecanismos o condiciones, que pueden comenzar en cualquier tejido que forme parte
de la articulacién y, en Ultima instancia, dar como resultado un punto final comdn. Una
de las estratificaciones mas comunes de la OA se realiza en funcién del mecanismo de
inicio, distinguiendo asi entre primaria y secundaria (102). La OA secundaria es inducida
por traumatismos, enfermedades congénitas o de desarrollo, anomalias metabdlicas u
otras patologias (102,103). Por el contrario la OA primaria se considera idiopatica, aunque
es probable que esté relacionada con mecanismos secundarios pero con una mayor
causalidad genética y ambiental (103). Los estudios que evallan las diferencias
bioguimicas y genéticas de estos dos grupos de OA son limitados, siendo por tanto muy
cuestionada esta estratificacion ya que la OA es multifactorial, y en su desarrollo estan

involucrados tanto factores intrinsecos como extrinsecos (102,104).

La OA ha demostrado ser, por tanto, una patologia ampliamente compleja y dificil de
estratificar. Recientemente se ha propuesto la division de esta patologia en varios
subtipos clinicos: post-traumatica, relacionada con el envejecimiento, con la genética,
y/o con el metabolismo (105). Cada uno de estos fenotipos clinicos puede caracterizarse
por la edad en la que se presenta la enfermedad y los agentes causales y por tanto
permite hacer una intervencion clinica mas especifica en cada caso. Asi, el fenotipo post-
traumatico (agudo o repetitivo) se asocia a adultos jovenes menores de 45 afios y es
causado por estrés mecanico, afectando mas tipicamente a articulaciones como la rodilla,
la mano, el tobillo y el hombro. El fenotipo asociado a la edad, se presenta generalmente
en individuos mayores de 65 afios, mayoritariamente en rodilla, mano y cadera y esta
asociado a la senescencia de los condrocitos asi como al acimulo de los productos de la
glicosilacion avanzada (PGA) caracteristicos del envejecimiento, que estimulan la
actividad catalitica de los condrocitos (106,107). El fenotipo metabdlico, tal y como se

describirda mas adelante, se manifiesta por distintas causas entre las que se incluye el
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estrés mecanico (asociado al exceso de peso corporal), hiperglucemia, desequilibrio
hormonal estrégeno/progesterona y, aunque puede presentarse de una forma mas
generalizada, predomina la afeccion en rodilla y mano. En este caso la intervencion clinica
esta dirigida, en funcion del agente causal, a la pérdida de peso, el control de la glucemia,
el control lipidico asi como la posibilidad de establecer una terapia hormonal sustitutiva.
No hay una edad caracteristica para la aparicion de los sintomas de la enfermedad en el
caso del fenotipo genético, sino que son, en este caso, los genes relacionados con la

patologia, como los descritos en el apartado 2.4.4, los potenciales agentes causales.

2.6. Diagndstico

El American Collegue of Rheumatology (ACR) establece los criterios actuales para el
diagndstico de la artrosis de mano, cadera y rodilla. Estos incluyen manifestaciones

clinicas, signos radioldgicos y varios parametros biolégicos (108) (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios del American Collegue of Rheumatology para la clasificacion de la artrosis de mano, caderay rodilla.

MANO Dolor de mano junto al menos 3 de los siguientes criterios:

= Engrosamiento de estructuras 6seas de mas de 2 de 10
articulaciones interfalangicas seleccionadas de ambas manos.

= Engrosamiento de 2 o més articulaciones interfalangicas
distales.

= Inflamacion en mas de 2 articulaciones interfalangicas.

= Deformacion de al menos 1 de 10 articulaciones seleccionadas
de ambas manos.

CADERA  Dolor de cadera junto al menos 2 de los siguientes criterios:

= Velocidad de sedimentacion globular <20mm/h.
= Radiografia con osteofitos.
= Radiografia con estrechamiento del espacio articular.

RODILLA  Dolor de redilla junto alguno de los siguientes criterios:

= Edad>50 afios.

= Rigidez matutina inferior a 30 minutos.

= Crepitacién en la movilizacién activa de la rodilla.

= Engrosamiento de estructuras 6seas en la exploracion.
= No aumento de temperatura cutanea en la rodilla.

La radiologia es la técnica mas comuUnmente utilizada para el diagndstico de la OA,
aungue posee ciertas limitaciones entre las que se encuentran el efecto dafiino de la
radiacion sobre el paciente, su baja sensibilidad en la deteccidn de cambios incipientes y

la dificultad de evaluar la progresion de la enfermedad, ya que no es posible visualizar
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tejidos blandos como el cartilago. El pardmetro utilizado para valorar la destruccion del
cartilago es la disminucion del espacio articular. Se establecen distintas escalas
radioldgicas para valorar el dafio estructural de la articulacion, siendo la mas empleada
la de Kellgren y Lawrence (K/L), que incluye 5 categorias (Tabla 2) midiendo: la
disminucién del espacio articular debido a la pérdida de volumen del cartilago, la
esclerosis del hueso subcondral y la presencia de osteofitos en los margenes articulares

(109,110).

Tabla 2. Escala radiografica Kellgren-Lawrence para la clasificacion de la artrosis

GRADO  DIAGNOSTICO CRITERIOS DE EVALUACION

0 Sano Ausencia de signos radioldgicos

I Dudoso Posible presencia de osteofitos
Reduccion dudosa del espacio articular

] Leve Presencia de osteofitos definidos
Reduccion leve del espacio articular

]} Moderado Osteofitos definidos de tamafio medio
Reduccion del espacio articular en més del 50%
Esclerosis leve

v Severo Reduccion severa del espacio articular
Numerosos osteofitos
Esclerosis grave

La otra técnica de imagen utilizada para evaluar el grado de enfermedad es la
resonancia magnética. Pese a su mayor sensibilidad y especificidad, que permite detectar
minimos cambios en la estructura del cartilago, su uso es menos frecuente que la
radiologia de forma rutinaria por tratarse de una tecnologia mas costosa y de mayor

dificultad para aplicar en la clinica.

2.7. Tratamiento

Los objetivos principales en el tratamiento de la OA incluyen la educacion de los
pacientes sobre la enfermedad y su manejo, controlar el dolor, mejorar la funcion de la
articulacion vy alterar el proceso de la enfermedad y sus consecuencias. Por esto la OA
debe ser manejada de forma individualizada incluyendo las opciones de tratamiento

tanto farmacoldgico como no farmacolégico, modificandose en funcion de la respuesta
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obtenida, para asi poder evitar los casos mas severos que derivaran en cirugia, es decir,
el reemplazo de la articulacién. En funcion de la severidad de la OA, el manejo deberia
consistir en tratamiento no farmacoldgico al comienzo, y establecer posteriormente los
tratamientos farmacoldgicos a nivel individual segun el agravamiento, y ya por ultimo los

procedimientos quirurgicos (Figura 8).

) Tratamiento no Tratamiento Cirugia
Tratamlen'to. o farmacolégico farmacologico Osteotomia
v e Fisioterapia Antiinflamatorios no reemplazamiento

Educacion, ejercicio EatmientcIcan _gsteroideo:_s, total de la
fisico, pérdida de peso analgésicos simples doplaceos...._(Sl h’ay articulac_ién
Paracetamol errame, aspiracion e (protesis)
inyeccion)

SEVERI

MEDIO si

Figura 8. Ejemplo de algoritmo para el manejo de pacientes con artrosis,donde destaca la necesidad de incluir la gestion
no farmacoldgica como primera linea para todos los pacientes. Imagen obtenida y adaptada de Hunter, D.J et al.
Osteoarthritis 2006.

2.7.1. Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento analgésico de la OA consiste fundamentalmente en Paracetamol y
AINEs. A pesar de que los AINEs tienen un mayor efecto analgésico, es recomendable
probar primero la respuesta al paracetamol, dado que para un nimero considerable de
enfermos la eficacia de éste sera suficiente y ofrece ventajas en cuanto a seguridad y
relacion coste-beneficio (111,112). Otra alternativa en este sentido corre a cargo de los
inhibidores selectivos de COX-2 (Celecoxib y Rofecoxib), los cuales son mas eficaces que
el paracetamol, no mostrando diferencias significativas con los AINEs (113). El uso tépico
de los analgésicos, tanto de los AINEs (114) como de la Capsaicina (115), resultan eficaces
tanto para reducir el dolor como para mejorar la funcionalidad en pacientes con OA. Los
analgésicos opiaceos, como el Tramadol, solos o en combinacién con paracetamol y/o
AINEs, han demostrado también su eficacia en el tratamiento del brote doloroso de
pacientes con OA de rodilla cuando no responden al tratamiento analgésico de base

(116).
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El tratamiento con farmacos sintomaticos de accion lenta (SYSADOA), como el
Sulfato de Glucosamina (SG) y el Condroitin Sulfato (CS), ha resultado eficaz tanto para el
control del dolor como para la mejora de la funcionalidad de los pacientes con OA,
pudiendo retardar la pérdida del espacio articular femorotibial en la OA de rodilla (117).

En el caso del CS ademas, ha demostrado reducir las necesidades de analgésicos o AINEs.

Otra alternativa farmacoldgica la ofrece la inyeccién intra-articular de corticoides
o de Acido Hialurénico. En ambos casos se consigue un alivio sintomatico de la OA 'y, en
el caso de los corticoides, parecen ser especificamente eficaces para conseguir un efecto

a corto plazo en un brote agudo de la enfermedad.

2.7.2. Tratamiento no farmacoldgico

La educacién del paciente en relacion a su patologia y al manejo de la misma
puede ser muy Util, asi como la pérdida de peso en aquellos pacientes obesos. El ejercicio
fisico es otra de las estrategias no farmacoldgicas ya que favorece la capacidad aerdbica,
la fuerza vy la resistencia, facilitando ademas la pérdida de peso en los pacientes que lo
necesitan. Este debe consistir en ejercicios aerdbicos de bajo impacto (caminar, andar en
bicicleta, nadar u otro ejercicio acuatico), que fortalezcan los musculos de la articulacion,
disminuyendo el dolor y mejorando la funcidon de la misma. Ademas, la fisioterapia puede
conseguir mejorar los sintomas, asi como los déficits funcionales tales como la amplitud
de movimiento, fortalecimiento y estiramiento muscular, y la movilizacion de tejidos

blandos (118,119).

2.7.3. Cirugia

La cirugia queda siempre relegada para aquellos casos en los que los sintomas no
pueden manejarse por las otras modalidades de tratamiento expuestas anteriormente.
Las indicaciones tipicas para la cirugia son el dolor debilitante y la limitacion importante
de funciones tales como caminar y actividades diarias, o disminucion de la capacidad de
dormir o trabajar. Entre los tratamientos quirdrgicos se incluyen: (i) la artroscopia, que
se usa en pacientes con sintomas mecdanicos, pero no ha sido demostrado que esta
operacion reduzca significativamente el dolor en la articulacién cuando es comparada

con otro tipo de tratamientos (120), (ii) la osteotomia, que puede retrasar el
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reemplazamiento de la articulacion dafiada por una protesis entre 5 - 10 afios. En esta
intervencion se lleva a cabo el corte de un hueso para acortarlo, alargarlo o cambiar su
alineacion (121). Y por ultimo (iii) el reemplazamiento de la articulacién dafiada por una
prétesis; este tipo de tratamiento se lleva a cabo en pacientes en los que los sintomas de
la enfermedad son muy severos. Ademas, la enfermedad debe ser limitante para el
paciente disminuyendo su calidad de vida e impidiendo que realice determinadas
actividades. El objetivo de esta intervencion es el reemplazamiento de la articulacién total

por una protesis sintética (122).

3. ACIDOS GRASOS, LIPOTOXICIDAD Y ENFERMEDAD METABOLICA

3.1. Quimica de los acidos grasos

Los acidos grasos (AG) son los lipidos mas abundantes, ya que son los principales
componentes de los lipidos complejos. Son moléculas anfipaticas que estan formadas por
cadenas hidrocarbonadas de longitudes diversas, en las que uno de los extremos es un
grupo metilo y en el extremo opuesto se encuentra un grupo carboxilo, lo cual le confiere
polaridad a la molécula. La cadena hidrocarbonada puede contener dobles enlaces
(insaturaciones) entre sus atomos de carbono, que le confieren caracteristicas especiales
al AG, como pueden ser la de modificar su punto de fusidén y ser precursor de moléculas
bioactivas. Cuando el AG no tiene dobles enlaces, se dice que es un AG saturado. La
existencia de dobles enlaces en la cadena del AG lo denomina como un AG insaturado, si
contienen una doble enlace se trata de un AG monoinsaturado, 2 o mas dobles ligaduras
se conocen como poliinsaturados (123) (Figura 9). Casi todos los AG se encuentran
esterificados y forman parte de los triacilgliceroles (TAG), fosfolipidos, glucolipidos,
colesterol esterificado y ceras. Entre sus funciones destaca el participar como
componentes de la membrana y formar las bicapas lipidicas; asimismo, algunos forman
parte de la generacion de cascadas de sefializacién citosdlicas, los TAG funcionan como
almacén de energia en el tejido adiposo, las ceras se comportan como lipidos protectores,
mientras que el colesterol esterificado interviene activamente en el transporte de
colesterol; sdlo una parte pequefia se encuentran en forma libre o unidos a la albUmina

para ser transportados.
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Las propiedades fisicas, fisicoquimicas y bioldgicas de los AG dependen de la longitud
de la cadena hidrocarbonaday del nimero, posicién y configuracion de los dobles enlaces
(Figura 9). En los AG saturados, los enlaces sencillos permiten la rotacion libre, con la
formacion de cristales, presentan un mayor punto de ebullicion, un mayor punto de
fusion y tienden a formar sdlidos a temperatura ambiente; en cambio, los dobles enlaces
impiden la rotacién en 3 dimensiones, con formacién de semisdélidos, menor punto de

fusion y de ebullicion.

) .
Acido graso e
SATURADO

Acido Palmitico CHs-(CH,),-COOH
o e
Acido graso e
MONOINSATURADO
Acido Oleico CH;-(CH,)s-CH = CH-{CH,),-COOH
'
’
Acido graso Acido Linolénico

POLIINSATURADO
COOH-(CH,)-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH,

Figura 9. Representacion de la estructura de los tipos de acidos grasos en funcién de presencia o no de dobles enlaces:
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados.

3.2. Mecanismo y regulacion de la lipdlisis

El adipocito, como componente del tejido adiposo del organismo, es una célula
altamente especializada y adaptada para almacenar grandes cantidades de AG en forma
de TAG vy liberarlos cuando son necesarios en un proceso denominado lipdlisis. Durante
este proceso, los TAG son hidrolizados a diacilgliceroles mas 1 AG, monoacilgliceroles mas
2 AG, o bien para formar 3 moles de AG y 1 mol de glicerol. El paso limitante de la lipdlisis
esta controlado por la lipasa sensible a hormonas (LSH), la cual es llamada asi debido a su
respuesta a estimulos hormonales que aumentan el adenosinmonofosfato ciclico (AMPc)
intracelular (como el glucagdn vy las catecolaminas) y sujeta a una regulacién muy fina a
través de fosforilacion reversible (124) . Para los AG de cadena corta (hasta de 12
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carbonos) involucra el paso directo a través de la membrana plasmatica del adipocito; en
el caso de los AG de cadena larga, éstos requieren de un transportador especifico que se
encuentra en la membrana plasmatica y permite el transporte hacia el espacio
extracelular. Posteriormente, cuando éstos abandonan el adipocito se unen a proteinas
para ser transportados al espacio intersticial y a la circulacion (ya que los AG son
insolubles en agua). Varias proteinas funcionan como transportadoras de AG, quiza la
mas importante, por su abundancia, es la albumina (124). Una vez que los AG estan
unidos a la albumina, estos son captados por los tejidos, ya sea por difusién o mediado
por transportador. Se han descrito transportadores como la proteina CD36, la proteina
transportadora de AG (FATP, fatty acid transport protein) y la proteina fijadora de AG de
la membrana plasmatica (pmFABP, plasmatic membrane fatty acid binding protein). Una
vez captados, los AG pueden entrar a distintas vias, tales como la sintesis de TAG,
esterificacion para formar lipidos complejos, entrar al ciclo de la B-oxidacion, la acilacion

de proteinas o la transduccion de sefiales (125).

La regulacion de la lipdlisis es esencial para asegurar el aporte adecuado de AG a los
tejidos. Varias hormonas, factores paracrinos y extra-hormonales participan en la
regulacion de la lipdlisis. Las catecolaminas, ya sea por circulacion sistémica (adrenalina)
o por inervacién simpatica (noradrenalina), ejercen sus efectos a través de receptores B-
adrenérgicos, induciendo la activacion de la proteina G estimuladora. Otras hormonas
como las estimulantes del tiroides, el glucagdn vy la colecistoquinina participan en este
proceso. Por otro lado, estd la insulina, asi como los factores de crecimiento tipo insulina,
las prostaglandinas E1y E2, cuyo papel va a ser inhibitorio sobre la lipdlisis. La que tiene
la accion mds potente en este sentido es la Insulina, cuya accion es especialmente
importante a nivel de los adipocitos, favoreciendo la captacién de glucosa e inhibiendo la
lipdlisis mediante la activacion de la fosfodiesterasa tipo 3, que da lugar a la hidrélisis del

AMPC (124,126).

3.3. Lipotoxicidad

El término lipotoxicidad hace referencia a los efectos deletéreos del exceso de los AG,
y la acumulacién de la grasa ectopica que provocan muerte celular o disfuncién organica.

En la obesidad, el consumo excesivo de alimentos ricos en hidratos de carbono,
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combinado con el aumento de la liberacion excesiva de AG por parte del tejido adiposo,
sobrepasa el limite de almacenamiento y la capacidad de oxidacién en tejidos periféricos,
como musculo esquelético, higado y células B-pancreaticas. Los AG son redirigidos a vias
metabdlicas dafiinas no oxidativas, con acumulacion intracelular de metabolitos toxicos,
como las especies reactivas de oxigeno (ROS) (127). Al existir una gran cantidad de AG
disponibles, y si los requerimientos celulares no precisan de ellos, entonces se produce
una B-oxidacién compensatoria, para mantener el equilibrio dentro de la célula. Al final
cuando la oxidacion compensatoria de los AG falla, éstos entran a vias metabdlicas
alternativas para ser degradados o incorporados a otras moléculas, una de ellas es la
formacién de TAG, aunque subsecuentemente la hidrélisis generaria nuevos sustratos
para las vias alternativas. En células pancreaticas, en hepatocitos y en musculo cardiaco
y esquelético se han propuesto mecanismos tales como la via de las ceramidas (128), la
via lisosomal (129), el estrés oxidativo(129) o el estrés del reticulo endoplasmico (130),
gue desencadenarian el fendmeno de la lipotoxicidad, conduciendo en cada caso a la

apoptosis inducida por AG o lipoapoptosis.

Las respuestas al exceso de AG, encaminadas a contener el estrés metabdlico, son
distintas en cada tipo celular. Las células B del pancreas responden de forma bifésica
produciéndose en una primera fase una proliferacién de células B y un aumento de la
secrecion de insulina, suficiente para mantener los niveles normales de glucosa. En una
segunda fase, estas células desarrollan alteraciones mitocondriales graves con dafio en
el acido desoxirribonucleico (ADN) que exceden los mecanismos de reparacion iniciales
conduciendo asi a la apoptosis y al declive en la produccién de insulina (128). En el
corazoén, los mecanismos son similares a los descritos, con la pérdida de la contractilidad
miocdardica secundaria a la disminucion de la poblacidon de los cardiomiocitos y deposicién
de tejido fibroso entre las células. En el fendmeno de la lipotoxicidad cardiaca se
encuentra sobreexpresada la acilcoenzima A sintasa, que causa un aumento en la
cantidad de TAG y ceramida, resultando en cardiomiopatia lipidica (131). En el higado, se
produce en primer lugar la esteatosis hepatica, cuando la sobrecarga lipidica aumenta y
los mecanismos compensatorios se sobrepasan, se produce apoptosis de los hepatocitos,

inflamacion y el desarrollo de esteatohepatitis no alcohdlica. La inflamacién crénica lleva
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a la degeneracién de fibrosis hepatica con un mayor riesgo de carcinoma hepatocelular

(132).

3.4. Niveles plasmaticos de acidos grasos y Enfermedad Metabdlica

Se ha establecido en los Ultimos afios una estrecha relacion entre los niveles elevados
de acidos grasos libres (AGL) en plasma con varias de las condiciones que definen el
sindrome metabdlico (SM), fuertemente relacionadas entre si por causas metabdlicas

subyacentes que tienen como caracteristica la resistencia a la insulina en los tejidos.

Los niveles plasmaticos de AGL suelen estar elevados en condiciones de obesidad
debido a que el tejido adiposo aumenta y libera mas AGL, a que el aclaramiento normal
de los mismos puede verse reducido, ademas de que su elevacién inhibe la accion
antilipolitica de la insulina, lo que agrava aln mas la velocidad de liberacion de AGL a la
circulacion (133). Se ha visto en estudios en distintos tejidos que esta elevacién de los
AGL incrementa la resistencia a insulina. En el musculo esquelético, la elevacion aguda en
plasma de AGL reduce la absorcion de glucosa estimulada por la insulina de una forma
dosis-dependiente e independiente del sexo y la edad, desarrollandose la resistencia a
insulina de 2-4 horas (h) tras el incremento de los niveles plasmaticos de AGL (134,135).
A nivel hepatico, aunque estos efectos son menos Ilamativos por ser este érgano mas
sensible a la insulina, existe evidencia de que las elevaciones fisioldgicas de AGL, como
las observadas tras una ingesta de alimento rico en grasa, produce un aumento de los
niveles de glucosa hepatica de forma aguda por supresion de la inhibicion de la
glucogenolisis y de forma mas crénica probablemente por el aumento ademas de la
gluconeogénesis (136,137). La normalizacién de los niveles de AGL durante sdélo 12 h,
normaliza la captacion de glucosa estimulada por insulina en obesos no diabéticos vy
mejora un 25-50% la sensibilidad a insulina en el caso de los obesos diabéticos (138). Esto
se apoya con el hecho de que en sujetos pre-diabéticos, con predisposicion genética a
desarrollar diabetes mellitus (DM)-2, la posible compensacion de la resistencia a insulina
por aumento de la secrecidon de insulina (observada en obesos sanos) falla,
produciéndose el desarrollo de DM-2 como consecuencia de la resistencia a insulina

inducida por los AGL, (139).
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La hipertensidn, otro factor en la definicion del SM, se asocia con niveles elevados de
AGL ya que se ha descrito que la resistencia a insulina mediada por AGL reduce, a nivel
endotelial, la produccién de NO por activaciéon de la NAPH oxidasa, lo que va a generar el
aumento de ROS. Esta disminucion de NO endotelial, disminuye la vasodilatacion

favoreciendo el desarrollo de la hipertensién (140).

El incremento agudo de los niveles de AGL plasmaticos ademds de producir
resistencia a la insulina periférica y hepatica, también activa la via NFkB proinflamatoria,
aumentando la expresion de varias citoquinas proinflamatorias como el TNF-q, la IL1-f o
la IL6, asi como la Monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), importante por su
funcion reguladora del reclutamiento de los macréfagos a los sitios de inflamacidn. Esto
fortalece la idea de que los AGL son un vinculo primario entre la obesidad o la

alimentacion rica en grasa y el desarrollo de cambios inflamatorios (141-143).

Los niveles de AGL combinados con hiperinsulinemia, aumentan ademads las
actividades de ciertas MMPs (enzimas con actividad proteolitica sobre proteinas
estructurales del tejido conectivo como el coldgeno, proteoglicanos y elastina) en la
aorta. Esto, en combinacién con el aumento de las citoquinas pro-inflamatorias,
conocidas ademas también por su papel inductor en la sintesis y liberacion de MMPs, se
piensa que puede contribuir al aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular en

individuos obesos resistentes a la insulina.

Los AGL mas abundantes presentes en la dieta y en el suero son el acido palmitico
(PA), como AGL saturado de cadena larga, vy el acido oleico (OL) como AGL
monoinsaturado de la serie omega-9 (144). Se ha comprobado que los efectos de los AGL
anteriormente descritos en este apartado difieren segun el tipo de AGL. Asi, se ha
descrito que los AG saturados como el PA tienen efectos altamente lipotdxicos,
produciendo apoptosis en distintos tipos celulares como células B del pancreas (145),
cardiomiocitos (146), células endoteliales (147) y hepatocitos (148). Estos efectos
también han sido estudiados en el caso de AG monoinsaturados como el OL, observando
en la mayoria de los casos como este AG revertia los efectos lipotdxicos producidos por
el PA (149-151). Los mecanismos por los cuales existen estos efectos tan diferentes de
los dos tipos de AG en los tejidos, es algo que se estd estudiando intensamente en los

ultimos afios. Uno de estos mecanismos observados en varios tipos celulares se basa en
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el hecho de que en el caso del OL se promueve la formacién de triglicéridos (TG)
formando gotas lipidicas (en inglés, lipid droplets, LD) y desviando al AG de las vias
conducentes a la muerte celular. El PA, en ausencia de sefiales adicionales, se incorpora

débilmente al pool de TG celulares (152,153).

4. ENFERMEDADES METABOLICAS Y ARTROSIS

El fenotipo metabdlico de la OA, como se ha descrito anteriormente, es caracteristico
de individuos de mediana edad y estd asociado al estrés mecanico debido a la obesidad,
asi como a otros desérdenes metabdlicos que implican cambios moleculares que pueden

llevar a la degeneracién del cartilago articular directa o indirectamente.

El factor de riesgo mas conocido en este sentido y altamente relacionado con la OA,
es la obesidad, generalmente definida con un IMC mayor de 30 kg/m? (154-160). El
efecto de sobrecarga en el cartilago articular podria, en parte, explicar el mayor riesgo de
OA en personas con sobrepeso. Se ha comprobado en varios estudios que esta
sobrecarga sobre la articulacion inhibe la sintesis de la matriz del cartilago e induce la
expresion de factores pro-inflamatorios (COX-2, NO, IL-1 y PGE2) (161,162) y enzimas
degradativas como MMP3, MMP13 vy la agregasa ADAMTS-5 (163,164) en los
condrocitos. En este sentido, la carga mecanica sobre la articulacion afecta también al
hueso subcondral, estimulando la produccion de IL-6, PGE2 y MMPs en osteoblastos, a

través de las mismas vias de sefializacion celular detectadas en condrocitos (165-167).

Si se establecen dos fenotipos distintos del IMC en funcion de la coexistencia de
patologia metabdlica, podemos hablar de individuos obesos pero metabdlicamente
sanos, es decir, no asociado con factores de riesgo metabdlicos tradicionales como
hipertensidn, resistencia a la insulina y la dislipidemia; e individuos sin obesidad pero
asociado con un alto riesgo de enfermedad metabdlica. Y se ha visto que existe una
asociacién muy estrecha entre la OAy el fenotipo metabdlicamente anormal aunque sin
obesidad, no encontrandose asociacién en el caso del fenotipo obeso metabdlicamente
sano, lo que sugiere que el riesgo de OA puede ser mas heterogéneo que el estimado

solo con el IMC (168). De hecho, se ha observado una asociacidén positiva entre la
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obesidad y la OA en las articulaciones no portadoras de peso, como las de las manos y no

sélo en articulaciones portadoras de la sobrecarga mecanica, como la rodilla (169).

Los avances en la fisiologia del tejido adiposo proporcionan informacién adicional
sobre la relacion entre la obesidad y la OA (170). Esto sugiere que el dafio articular podria
estar causado no solo por factores locales asociados al estrés mecanico, sino también a
factores sistémicos, relacionados en este caso con el tejido adiposo, que podrian
proporcionar un vinculo metabdlico entre obesidad y OA. Se han propuesto algunos
posibles vinculos entre el sobrepeso y la OA, como la alteracién metabdlica, la
aterosclerosis y la DM. Los tejidos grasos segregan adipoquinas pro y anti-inflamatorias,
como la leptina, cuya concentraciéon en el cartilago artrésico avanzado esta
significativamente correlacionada con el IMC de los pacientes, mostrando ademas un
patron de expresion relacionado con el grado de destruccion del cartilago. La
aterosclerosis asociada a la obesidad también puede acelerar el proceso de OA por

patologia vascular en el hueso subcondral (171,172).

Ademads de la obesidad, otras alteraciones metabdlicas tales como la resistencia a
insulina, dislipidemia aterogénica e hipertension, que forman parte del llamado SM
(173,174), se relacionan también en conjunto o de forma independiente con la
prevalencia de OA (175-178). Algunos estudios han encontrado que las personas con SM
desarrollan OA a una edad mas temprana y tienen mas patologia general, aumento de la
inflamacion y aumento del dolor en las articulaciones, en comparacién con los pacientes

con OA en ausencia de SM (179,180).

En el caso de la hipertensién, existes varios trabajos que establecen una relacién
entre la presencia de esta condicion con la OA (179-182). Los posibles mecanismos por
los que se establece la relacidn entre estas dos patologias se centran en un punto comun,
la isquemia subcondral (183—-185), que podria comprometer, por un lado, el intercambio
de nutrientes y gases entre el cartilago articular y el hueso; y por otro lado la
supervivencia de los osteocitos en las regiones isquémicas del hueso subcondral, que
desencadenaria la resorcion osteoclastica disminuyendo el soporte éseo del cartilago

adyacente (186,187).

La asociacion entre la dislipidemia vy el riesgo de OA se observd en varios estudios
epidemioldgicos en los que se constatd el nivel elevado de colesterol sérico como factor
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de riesgo de OA, de forma independiente a la presencia o ausencia de obesidad
(188,189). Aunque los mecanismos por los que se establece esta relacidon no se conocen
de forma precisa, existen varias teorias que fortalecen la importancia del metabolismo
lipidico en el proceso artrdsico. La expresién de Lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor 1 (LOX-1) tanto en zonas que soportan peso como en las que no, de
cartilagos artrdsicos, y su ausencia en cartilagos sanos (190), indica que los condrocitos
son capaces de internalizar las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (ox-LDL), lo que
sugiere que puedan tener un importante papel en la degradacion del cartilago ya que se
asocian con un aumento de la produccién de ROS (191) y la liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias como MCP-1 en condrocitos humanos (192). Los niveles de Apolipoproteina
A1, proteina transportadora de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), se encuentran
mas elevados en el liquido sinovial de pacientes artrdsicos. Ademas, la influencia del
metabolismo lipidico en la patologia artrdsica se apoya con estudios en los que se ha
demostrado una mayor presencia de AG y acido araquiddnico en el cartilago de pacientes
artrosicos en relacién al cartilago de sujetos sin patologia artrésica (193,194). Por lo
tanto, las reservas sustanciales de depdsitos de lipidos en el cartilago artrosico,
especialmente en los condrocitos, en las primeras etapas de la enfermedad antes de que
se hagan evidentes los cambios histoldgicos (195), indican que la deposicion lipidica en la

articulacion podria desencadenar el proceso fisiopatoldgico de la OA.

Otra de los puntos que definen el SM es la resistencia a insulina, valorada,
dependiendo de los criterios utilizados para definir el SM, por los niveles séricos basales
de glucosa, niveles séricos de insulina, test de intolerancia a la glucosa o directamente
por el diagndstico de DM. La relacion de esta patologia con la OA ha sido muy estudiada
tanto in vivo como in vitro, ligando ambas patologias por las toxicidades (locales o
sistémicas) relevantes en la OA, debidas a los elevados niveles de glucosa circulante. La
hiperglucemia disminuye el transporte del dehidroascorbato en condrocitos,
comprometiendo la sintesis del colageno tipo Il, los niveles crecientes de ROS vy
mediadores inflamatorios que favorecen la destruccién del cartilago. Otro de los factores
importantes relacionados con esta situacion de hiperglucemia sostenida es el acimulo
de PGA (196—-198), que unidos a su receptor (RAGE) en la membrana de los condrocitos,

desencadena la sobreexpresion de mediadores pro-inflamatorios y pro-catabdlicos del
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cartilago articular. Sin embargo, la relacién de la hiperglucemia con la OA no sélo se
establece por los dafios directos sobre el cartilago, sino que pueden afectar al resto de
tejidos que forman la articulacién, que como hemos dicho anteriormente, también estan
involucrados en el proceso artrésico. Asi, en un modelo de raton con diabetes inducida,
una peor curacion de una fractura dsea se relacioné con la resorcion prematura del
cartilago en el callo éseo y esto era debido a los elevados niveles de TNF-a en los ratones
con DM (199,200). Por otro lado, se sabe que las anomalias, tanto bioquimicas como
histologicas, en tendones y ligamentos pueden promover la aparicion de OA (201), y este
tipo de anomalias se han visto también en modelos animales de DM, escenario que a su
vez condiciona la recuperacion normal de estos tejidos tras una lesion (202-205). Los
cambios inflamatorios tempranos de la membrana sinovial es otro de los factores que
pueden contribuir de forma importante en la OA (206), ya que el dafio causado en este
tejido puede mediar la produccién a largo plazo de mediadores catabdlicos. En DM se ha
visto, también en modelo animal, que la membrana sinovial es anormal, conteniendo
tejido fibrdtico con un mayor contenido en coldgeno tipo | y menor contenido de

colageno tipo Il y V (207).
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Justificacion y Objetivos

La OA es una enfermedad crénica y multifactorial caracterizada por la pérdida gradual
del cartilago articular. Es considerada la artropatia mas prevalente en la poblacién con un
fuerte impacto socioecondmico, que hacen que la OA se empiece a considerar desde

hace unos afios como un problema importante de salud publica.

Los nuevos descubrimientos sobre la fisiopatologia de la OA incitan a la divisiéon de la
enfermedad en distintos fenotipos clinicos y estructurales, cuya definicién permite el
tratamiento especifico. El subtipo de origen metabdlico se caracteriza por la presencia de
obesidad, inflamacién sistémica de bajo grado, asi como un comienzo temprano y una
progresién mas severa. Los mecanismos moleculares de la OA de origen metabdlico
todavia son bastante desconocidos. En aquellas articulaciones que soportan peso
corporal y sobrecarga por determinadas actividades, los mecanismos biomecanicos
juegan un papel importante. Pero en los ultimos afios varios estudios epidemioldgicos
han revelado una asociacidn clara entre obesidad y artrosis de manos y en este caso no
puede explicarse por la sobrecarga en la articulacion. Por otro lado existen numerosas
publicaciones que relacionan la OA con el SM, observandose un mayor riesgo de OA de
rodilla en pacientes obesos con SM que en aquellos pacientes que siendo obesos no
tienen SM. Con esto se sugiere que existen factores sistémicos relacionados con

desérdenes metabdlicos que estan envueltos en este subgrupo de OA.

En este sentido los AG tienen especial interés ya que sus niveles circulantes estan
aumentados en obesidad asi como en otras enfermedades crénicas relacionadas con el
SM. Los AG mas abundantes presentes en la dieta y en el suero son el PA, como AG
saturado de cadena larga, y el OL como AG monoinsaturado. Diversos estudios que
analizan los efectos de estos AG en distintos tejidos periféricos revelan efectos distintos
segln el tipo de AG, asociando la exposicién a niveles elevados de PA con inflamacion,

resistencia a insulina y apoptosis, revirtiéndose cuando la exposicidon esta asociada al OL.
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Debido a la fuerte asociacion existente entre la OA y las enfermedades metabdlicas
en las que se detectan niveles elevados de AGL, en esta tesis se plantean los siguientes

objetivos:

OBIJETIVO 1: Estudiar el efecto de los acidos grasos palmitico y oleico en el proceso

artrésico:

e Analisis de la expresidon de genes implicados en la patologia artrésica.
e Estudio de la muerte celular mediada por acidos grasos.

e Evaluacion de los efectos de los dcidos grasos sobre el estrés oxidativo.

OBJETIVO 2: Estudiar el efecto de los acidos grasos palmitico y oleico sobre el

metabolismo celular del condrocito:

e Anidlisis de la funcién mitocondrial.
e Andlisis de la funcién glucolitica.
e Evaluacion del balance energético celular.

e Evaluacion de la formaciéon de acumulos lipidicos o lipid droplets (LD) y contenido

en triglicéridos.

38



MATERIALES Y METODOS






Materiales y métodos

1. Cultivo Celular

Los estudios se hicieron en la linea celular de condrocitos T/C-28a2, cedida a nuestro
laboratorio por la Dra. Mary Goldring (HSS Reseach Institute, USA). Esta linea celular fue
establecida mediante transfeccion de cultivos primarios (dia 5) de condrocitos obtenidos
a partir de cartilago costal de una mujer de 15 afios, con un vector retroviral que expresa
el antigeno viral SV4 large T (1). Estas células se incubaron en medio de cultivo Dubelcco’s
modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo Fisher scientific, USA) suplementado al 10%
con suero bovino fetal (SBF; Gibco, Espafia) y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco life
technologies, Espafia), a 372C, 5% CO2y humedad a saturacién. Una vez obtenida una
confluencia aproximada del 75%, se sub-cultivaron en nimero y superficie adecuadas
para cada uno de los experimentos para su posterior estimulo con los medios de cultivo

enriquecidos en AG.

1.1. Preparacion de las soluciones de acidos grasos

En primer lugar se disolvieron el PA (Sigma Aldrich, USA) y el OL (Sigma Aldrich, USA)
en etanol a 200mM y 700mM, respectivamente. A partir de estas soluciones se
prepararon las soluciones madre de PA, OL, y Palmitico/Oleico en proporcién molar 1:2
(PA/OL) a 5mM, acoplando los AG con Albumina Bovina Sérica libre de AG (ABS) (Sigma
Aldrich, USA) al 10%, atemperada a 379C. Para asegurar la completa disolucion se
incubaron estas disoluciones a 559C durante 30 minutos (min) (209). Los medios a las
concentraciones de 0.4mM, 0.7mM y 1mM se prepararon tras la correspondiente
dilucion de la solucion madre (5mM) en cada caso, en DMEM sin suplementar con SBF,
previamente atemperado. Como condicién basal (BSA), se utilizd el DMEM sin
suplementar con SBF al que se afiadid el porcentaje de ABS correspondiente a la

concentracién de acido graso en cada caso.
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2. Ensayo de Viabilidad

El ensayo de viabilidad se realizd utilizando el kit CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, USA) el cual permite realizar una medida
colorimétrica del nUmero de células viables en proliferacién. Esta basado en la capacidad
de las células viables en reducir el compuesto tetrazélico, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS), junto con un reactivo de
acoplamiento de electrones, fenazina metosulfato (PMS), en un producto denominado
formazan, soluble en el medio de cultivo y cuya absorbancia (Abs) a 490 namdmetros
(nm) puede ser medida por espectrofotometria. La conversiéon de MTS en formazan es
llevada a cabo por las enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células
metabdlicamente activas. Es por tanto, la lectura del formazan a 490 nm, la que va a

indicar la medida proporcional del nimero de células viables en cultivo.

Para realizar el ensayo con este kit, se sembraron 10* células por pocillo en una placa
de 96 pocillos (MW96; Corning, USA) en DMEM suplementado al 10% con SBF y se
incubaron a 372C, 5% de CO;y humedad a saturacion. Pasadas 24 h se cambid el medio
de cultivo por otro con las distintas concentraciones (BSA, 0.4mM, 0.7mMy 1mM) de PA,
OLy PA/OL, concentraciones escogidas teniendo en cuenta los niveles normales de AGL
en plasma/suero (0.3-0.6 mM) reflejados en la literatura (210,211). Tras 12 h de
incubacion, se realizé el ensayo de viabilidad siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
pipetearon 20 ul de la mezcla de MTS/PMS en cada pocillo por cada 100 ul de medio de
cultivo en dicho pocillo. Tras 4 h de incubacidn, se procedioé a la lectura de la Abs a 490

nm en el lector de placas Infinite® 200 NanoQuant (Tecan, Suiza).

Para poder establecer la relacion entre el valor de la Abs y el nimero de células
viables, se hizo una recta de calibrado sembrando en la misma placa de cultivo distinta
cantidad de células (0, 2x103, 5x103, 8x10°, 10x103, 12x103, 15x103 y 20x103) las cuales

se mantuvieron en DMEM suplementado al 10% SBF durante el tiempo de ensayo.

Cada condicion, asi como la medida en cada caso, se realizé por triplicado, incluida la
recta de calibrado. Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad relativa a la

condicion basal (BSA) + desviacién estandar (DE).
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3. Andlisis de la expresion génica

Para poner de manifiesto los efectos de los diferentes AG estudiados sobre la linea
celular de condrocitos, se analizé la expresion de aquellos genes relacionados con su
metabolismo, la degradacién de la MEC, el proceso inflamatorio y la detoxificacidon

celular.

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos (MW6; Corning, USA), 5x10*
células/pocillo, en DMEM suplementado al 10% SBF y se incubaron a 372C, 5% de CO2 y
humedad a saturacion. A las 24 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar, BSA y

0.7mM de PA, OL o PA/OL, y se incubaron durante 12 h.

3.1. Extraccidn de acido ribonucleico (ARN) celular

Para llevar a cabo la obtencién del ARN celular se utilizd el reactivo TRIzol® Reagent
(Thermo Fisher Scientific, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este
reactivo es una solucion monofasica de fenol e isocianato de guanidina que provoca la
lisis celular mientras protege la integridad del ARN. Cuando se afiade cloroformo al lisado
celular se provoca la separacién de una fase acuosa, en la que se encuentra el ARN, de
una fase organica. La fase acuosa se recupera y se provoca la precipitacion del ARN
mediante una incubacién con isopropanol. Por ultimo, el precipitado de ARN se lava con
etanol al 75% vy se deja secar para resuspenderlo posteriormente en agua libre de

ARNasa.

Una vez obtenido el ARN se cuantificéd por espectrofotometria en el Nanodrop ND
1000 (Thermo Fisher scientific, USA) a 260 nm. La pureza del ARN se determind a partir
del ratio entre la Abs a 260 nm y 280 nm (Az60/280), que debe de ser proximo a 2. Ratios
menores son indicativos de contaminacion del ARN con proteinas, compuestos fendlicos
u otros contaminantes que absorben a 280 nm. Un segundo indicador de pureza del ARN
lo constituye el ratio Azso/230, que debe de ser ligeramente superior al anterior (2.0-2.2),
considerandose los ratios por debajo de estos valores indicativos de contaminacién por
compuestos que absorben a 230 nm, tipicamente fenoles u otros compuestos organicos

provenientes de la extraccion.
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Tras la obtencion del ARN con los ratios de pureza adecuados, se procedid a la
eliminacién de la posible contaminacion por ADN tratandolo con ADNasa | libre de
ARNasa (Thermo Fisher Scientific, USA). La ADNasa | es una endonucleasa no especifica
gue degrada el ADN mono y bicatenario y la cromatina. Hidroliza los enlaces de
fosfodiéster, lo que produce mono y oligonucledtidos con un grupo 5'-fosfato y 3'-
hidroxilo. Asi, se incubd a 372C durante 15 min, 1 ug de ARN con 2U de ADNasa | en el
tampdn de reaccion (20mM Tris-HCL pH 8.4, 2mM MgCl,, 50mM KCl), completando la
reaccion con agua libre de ARNasas hasta un volumen final de 10ul. Finalmente, para
detener la reaccién se incubd la mezcla durante 10 min a 65°C con 4&cido

etilendiaminotetraacético (EDTA) 2.5mM pH 8.

3.2. Retrotranscripcion de ARN mensajero (ARNm) a ADN complementario (ADNCc)

La sintesis y amplificacion de ADNc a partir de las muestras de ARN se realizod
utilizando el kit SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis (Thermo Fisher Scientific, USA), cuya
mezcla de enzimas 10X SuperScript® incluye: RT SuperScript® Il (versién disefiada de RT
M-MLV con una reduccién de la actividad de ARNasa H y un aumento de la estabilidad
térmica, que permite su uso en un intervalo de temperatura de 42 a 60°C), el inhibidor
de ribonucleasa recombinante RNaseOUT™ (ofrece proteccion contra la degradacion del
ARN objetivo debido a la contaminacidn de la ribonucleasa), y un tampon optimizado 5X

VILO™ (que incluye cebadores aleatorios, MgCl,y dNTP en una formulacién tamponada).

Siguiendo las recomendaciones del fabricante se hizo la mezcla de 5X Vilo™ Reaction
Mix, 10X SuperScript® Enzyme mix, el volumen correspondiente a 1 ug de ARN,
completando la mezcla hasta un volumen final de 20 ul con agua libre de ARNasas. Esta
mezcla se sometié a 252C 10 min, 422C 60 min y 852C 5 min. La muestra de ADNc
obtenida fue diluida en una proporcién 1/10 con agua libre de ARNasas y posteriormente
congelada a -202C hasta su uso para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a

tiempo real.

3.3. PCR a tiempo real

Para el estudio de la expresion génica se realizo la PCR a tiempo real a partir del ADNc

obtenido de cada muestra. Esta técnica combina la amplificacién y la deteccién en un
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mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una
sefial de intensidad de fluorescencia. La reaccién se llevé a cabo con sondas Tagman®
UPL Probe (Roche Diagnostics, Suiza). Estas sondas estan constituidas por un
oligonucledtido especifico (~20 bases) para la secuencia del gen de interés marcado con
dos fluordéforos, un reportero (reporter) unido al extremo 5’ y un apagador (quencher) en
el extremo 3’. La longitud de la sonda es la distancia entre los dos fluoréforos, de manera
gue la fluorescencia del reportero estd apagada por el quencher debido al fendmeno
FRET (Flourescence Resonance Energy Transfer). La actividad 5" exonucleasa de la ADN
polimerasa “rompe” los nucledtidos de la sonda durante la amplificacién, de modo que
los fluordforos se separan y se observa la sefial de fluorescencia, ya que el reporter no es
inhibido por el quencher. Es decir, la hidrdlisis de la sonda provoca un incremento en la

sefial del reportero y ésta aumenta proporcionalmente al incremento del amplicén.

La amplificacion y la detecciéon de la fluorescencia se llevd a cabo en el
LightCycler®480 Il (Roche Diagnostics, Suiza), en placas opacas especificas de 96 pocillos.
Para la reaccién fue necesario afiadir a la muestra de ADNc (5 pl), la mezcla de reaccién

indicada en la Tabla 3, completando con agua para un volumen final de 20pl.

Tabla 3. Componentes de la mezcla de reaccion para la PCR a tiempo real.

Concentracion
final
LightCycler®480 Probes Master 2x
(ADN polimerasa FastStart Taq. + solucion 1x
tampén de reaccion + dNTPs + MgCl:)

Cebador sentido 20 pM 700 nM
Cebador antisentido 20 uM 700 nM
Sonda Tagman® UPL 10 uM 100 nM

Una vez preparada la placa con la mezcla de reaccion y los ADNc, se realizd la PCR
a tiempo real siguiendo el siguiente protocolo de amplificaciéon, comun para todos los

genes analizados (Tabla 4):
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Tabla 4. Protocolo de amplificacién utilizado para la realizacion de la PCR a tiempo real, en el Lightcycler®480,
para la amplificacién de los genes analizados.

Ciclos Temperatura Tiempo

Pre-incubacion 1 95°C 10 minutos

Amplificacion 45 | 95°C (desnaturalizacion) : 10 segundos

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

72°C (extension) | 1 segundo

Enfriamiento 1 40°C 30 segundos

El disefio de los cebadores, asi como la sonda Tagman® UPL correspondiente en
cada caso, se hizo utilizando la herramienta “Universal Probe Library, Design Center”
(http://www.universalprobelibrary.com, Roche  Diagnostics, USA) vy fueron
manufacturados por la misma casa. El disefio fue optimizado para longitudes
comprendidas entre los 18 y 22 nucledtidos (nt) y unas temperaturas de anillamiento de
59-602C, con un contenido en guanina/citosina de aproximadamente 50% y una longitud

de amplicon no superior a 120 nt.

La relacion de genes analizados se expone en la Tabla 5, asi como los cebadores y
las sondas UPL utilizados. La expresion génica de cada uno de ellos se normalizd
utilizando un gen de referencia, la proteina ribosémica L13a (RPL13A), elegido de entre
una bateria de genes candidatos por no verse modulados en ninguna de las condiciones
estudiadas, utilizando el programa GeNorm, incluido en paquete gbase+ (Biogazelle,
Bélgica). Cada muestra se amplificé por duplicado y cada condicion se realizd por
triplicado expresando los resultados finales como ratio de incremento respecto a la

condicion basal, BSA (normalizado a 1).
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Tabla 5. Cebadores y sondas UPL de los genes analizados agrupados por su funcién

C. SENTIDO (5-3")

. i SONDA
FUNCION GEN PROTEINA
C.ANTISENTIDO (5°-3") UPL
Transportador de gggtgtggttaatactatcttcactg
GLUT3 #31
Glucosa 3 cccagtctctccacgttcac
agaagctcccactgggtttt
Metabolismo catgagaccaggaaactctcg
HK2 Hexoquinasa 2 gatgacagtggtgcagaagc #87
ataaatcacacggcgctctt
Metaloproteasa de gctaacctttgatgctataactacga
MMP 1 _ #7
matriz 1 tttgtgcgcatgtagaatctg
Degradacién de Metaloproteasa de Caaaacatattictttgtagaggacaa
MMP 3 _ # 36
MEC matriz 3 ttcagctatttgcttgggaaa
Metaloproteasa de ccagtctccgaggagaaaca
MMP 13 _ #73
matriz 13 aaaaacagctccgcatcaac
cttcacgcatcagtttttcaag
COX 2 Ciclooxigenasa 2 #23
tcaccgtaaatatgatttaagtccac
Inflamacién
gatgagtacaaaagtcctgatcca
IL6 Interleuquina 6 # 40
ctgcagccactggttctgt
Superéxido dismutasa ctggacaaacctcageecta
SOD 2 #22
2 tgatggcttccagcaactc
tcatcagggatcccatattgtt
Detoxificacion
tcagatgtgtctgaggatttctct
CAT Catalasa #76
cggcgaactctttgatctct
cagagctggaacctgaggag
Gen de Proteina ribosémica caagcggatgaacaccaac
_ RPL13A #28
referencia L13a tgtggggcagcataccte
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4. Estudio de la muerte celular

4.1. Cuantificacién de Apoptosis temprana y tardia.

Para estudiar los posibles efectos toxicos de los AG sobre los condrocitos se realizé
un ensayo de apoptosis por citometria de flujo. Esta técnica permite, mediante la
utilizacién de un laser, cuantificar y clasificar las células segin su morfologia vy
complejidad, ademds de detectar biomarcadores por fluorescencia. De esta manera,
utilizando simultdneamente dos fluoréforos con picos de excitacién a distinta longitud de
onda, pudimos cuantificar la apoptosis temprana y la apoptosis tardia que se producia
tras la exposicion de cada una de las condiciones. Para ello se utilizo el kit de deteccion

de Apoptosis Anexina V FITC/IP (Inmunostep, Espafia).

La apoptosis programada se caracteriza por las caracteristicas morfolégicas que
incluyen la pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, condensacién del
citoplasma y el nucleo, y la compactacién y fragmentacion de la cromatina nuclear. Un
fosfolipido normalmente presente sélo en la cara interna de la bicapa lipidica, la
fosfatidilserina (FS), se transloca a la cara externa. La FS en la superficie celular actua
como sefial para que la célula apoptotica sea reconocida y eliminada por los fagocitos. El
anticoagulante vascular humano, anexina V, es un fosfolipido dependiente de calcio que
tiene una alta afinidad por FS, y muestra una minima uniéon a la fosfatidilcolina y
esfingomielina. Los cambios en la asimetria de FS, que se analiza mediante la medicidon
delaunion dela anexina V ala membrana de la célula, se detectaron antes de los cambios
morfoldgicos asociados con la apoptosis y antes de la que integridad de la membrana se
haya perdido. La Anexina V marcada con Isocianato de fluoresceina (FITC; fluorescencia
verde, FL1), permite identificar y cuantificar las células apoptdticas en una base de una
sola célula mediante citometria de flujo (Figura 10). Al marcar las células de forma
simultdanea con loduro de Propidio (IP; fluorescencia roja, FL2), molécula fluorescente
gue se intercala entre las bases del ADN cuando la membrana celular estd ya dafiada,
permite la discriminacién de las células intactas (Anexina V-FITC negativo, IP negativo), a
principios de apoptosis (anexina V-FITC positivo, IP negativo) y la apoptosis tardia
(anexina V-FITC positivo, IP positivo), o células necrdticas (anexina V-FITC negativo, IP

positivo).
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Figura 10. Representacidén esquematica del mecanismo de deteccion de apoptosis utilizando la Anexina V/FITC. La
fosfatidilserina, normalmente presente en la cara interna de la membrana plasmatica, se trasloca en las células
apoptoticas a la cara externa, momento en el cual puede unirse la Anexina V unida a la fluoresceina, pudiendo ser asi
detectada por citometria de flujo.

Para este experimento se sembraron 8x10% células en placas MW6 en DMEM
suplementado con 10% SBF y se incubaron a 372C, 5% de CO2 y humedad a saturacion.
Alas 24 h se cambid el medio a DMEM sin suplementary 0.7mM de PA, OL o PA/OLYy se
incubaron durante 12 h, tiempo tras el cual se retird el medio, se lavé 3 veces con
solucion salina isotdnica (0.9% NaCl) para eliminar los restos de medio de cultivo y tratar
posteriormente con Tripsina (Sigma Aldrich, USA) 2x en solucion salina, 2 min a 379C,
parando la reaccion con DMEM suplementado al 10% de SBF. Se recogieron asi las células
en tubos de citometria. Se centrifugaron a 1500 revoluciones por min (rpm), 5 min. Tras
la eliminacion del sobrenadante, las células se resuspendieron en una solucion tampdn
para Anexina al 5X (Inmunostep, Espafia) y se afiadieron los fluoréforos (Anexina V-FITC
y IP) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Tras la incubacién de 15 min a
temperatura ambiente, se procedid a la cuantificacion en el citometro de flujo

FACScalibur (Becton Dickinson, USA), analizando 104 células por condicién.

Cada condicion se realizd por triplicado y los resultados, analizados con la herramienta
informatica BD CellQuest™Pro Analysis (Becton Dickinson), se expresaron en ratios de

incremento en relacién a la condicion basal (BSA), normalizado a 1.

4.2. Actividad de Caspasas

Por su importancia en el proceso de muerte celular, se midio la actividad de caspasas

efectoras (Caspasas 3/7) y de caspasa inductora por la via mitocondrial (Caspasa 9). Para
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ello se utilizé el kit Caspase-Glo® 3/7 Assay y Caspase-Glo® 9 Assay (Promega, USA). Estos
ensayos proporcionan un sustrato proluminiscente especifico de cada caspasa que, por
accion de las mismas, se escinde liberando aminoluciferina, sustrato de la luciferasa
usada como reactivo para la produccion de luz. La actividad de caspasa sera directamente
proporcional, por tanto, a la cantidad de luz producida, medida por el sistema en

Unidades relativas de luz (URL).

Para realizar este ensayo se utilizaron 2 placas MW96 (una para la determinacion de
cada caspasa) donde se sembraron 10% células en DMEM suplementado al 10% SBF y se
incubaron a 37°C, 5% de CO,y humedad a saturacion A las 24 h se cambid el medio a
DMEM sin suplementar con SBF y 0.7mM de PA y PA/OL, 12 h, tiempo tras el cual se
procedid al ensayo de luminiscencia siguiendo las indicaciones del fabricante. Se retiraron
las placas del incubador para atemperarlas y se afadid el reactivo Caspase-Glo®
especifico para cada ensayo (compuesto por la mezcla del sustrato especifico de la
caspasay una solucién tampon de la luciferasa). Se favorecié la mezcla en un agitador de
placas a 300-500 rpm, 30 segundos y, tras 1 h de incubacion a temperatura ambiente, se

procedio a la lectura de URL en el Lumindmetro Infinite® 200 NanoQuant (Tecan, Suiza).

Cada condicién se realizod por triplicado y los resultados se expresaron en ratios

de incremento en relacioén a la condicion basal (BSA), normalizado a 1.

5. Estudio del estrés oxidativo

5.1. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para estudiar los efectos de los AG sobre el estrés oxidativo celular y su posible
citotoxicidad, se midié por citometria de flujo la producciéon de ROS utilizando dos
fluoréforos: Diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma Aldrich, USA) y

Mitosox™ (Thermo Fisher scientific, USA).

El DCFH-DA es una molécula permeable a las células que se hidroliza
intracelularmente al carboxilato DCFH. Su oxidacion resulta en la produccién de un
producto fluorescente, la fluoresceina, que puede ser medido por citometria de flujo y

otras técnicas basadas en la fluorescencia. Es ampliamente utilizado para medir la
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produccion de agua oxigenada (H,03) y otros oxidantes producidos a nivel intracelular o
monitorizar los cambios de sefializacién redox producidos en las células en respuesta a la

activacion intra o extracelular con estimulo oxidativo.

El Mitosox™ es un colorante fluorogénico que penetra en las células vivas
dirigiendose especificamente a las mitocondrias. Este colorante se oxida rapidamente por
accion de los superéxidos, no por otros sistemas de generacion de ROS ni por especies
reactivas de nitrogeno. El producto oxidado es altamente fluorescente al unirse al acido
nucleico, produciendo asi una fluorescencia roja detectable y cuantificable por citometria

de flujo.

En algunos casos se realizaron analisis que consistieron en la inhibicién de la
produccion de ROS; para ello se utilizé la N-acetilcisteina (Sigma Aldrich, USA), un
inhibidor de estas especies reactivas, realizando tratamiento previo con NAC 1mM

durante 30 min antes de la adicion de los estimulos con los AG.

Para realizar la cuantificacion de ROS, se sembraron en cada caso las células (5x10%
células/pocillo) en placas MW6 en DMEM 10% SBF y se incubaron a 372Cy 5% de COz y
humedad a saturacion. A las 24 h se cambid el medio a DMEM 0% SBF 0.7mM de PA o
PA/OL, 12 h en las mismas condiciones, tiempo tras el cual en el caso de analisis con
Mitosox™ se retird el medio, se hicieron dos lavados con solucion salina, se afiadid Hank's
Buffered Salt Solution (HBSS) (Thermo Fisher scientific, USA) y Mitosox™ para una
concentracion final de 4 ug/ul, y se incubaron 15 min a 372Cy 5% de CO,y humedad a
saturacioén, en oscuridad. A continuacion se recogieron las células por tripsinizaciéon y se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min. Se resuspendieron en solucién salina para su
posterior medida por citometria de flujo, manteniéndose en hielo hasta el momento de

la medicion.

En el caso del DCFH-DA, tras el tiempo de estimulo con las diferentes condiciones de
AG, se afadié dicho fluordforo a una concentracién final de 10 uM, y se incubaron las
células durante 30 min a 372C y 5% de CO; y humedad a satuacion, en oscuridad. A
continuacion se procedid a la obtencidon de la suspension de células para su medida por

citometria de flujo de la manera anteriormente descrita.

51



Materiales y métodos

Cada condicion se realizd por triplicado y los datos fueron analizados con la
herramienta informatica BD CellQuest™Pro Analysis y los resultados se expresaron en

ratios de incremento en relacién a la condiciéon basal (BSA), normalizado a 1.

5.2. Produccién de dxido nitrico (NO)

Se determind la produccién de NO midiendo la concentracion de nitritos en el medio
de tras el estimulo con los AG. Para ello se utilizo el reactivo de Griess (Enzo Life Sciences,
USA) que contiene 1 parte al 0.1% de dihidrocloruro de naftiletilendiamina en agua
destilada y una parte de sulfanilamida al 1% en acido acético al 25-50%. Asi, los nitritos
presentes en el medio forman una sal de diazonio que al reaccionar con la naftilamina
dan lugar a un color rosado, cuya Abs se mide a 570 nm y es directamente proporcional
a la concentracion de nitritos en el medio (212). Para establecer la correlacién entre la
Abs y la concentracion de nitritos en el medio se realizé una curva de calibrado con
diluciones seriadas en el medio de cultivo de una solucién de Nitrito Sédico (Sigma
Aldrich, USA) 10 mM, usando como blanco de la medida el medio de cultivo sin nitrito

sodico.

Asi, se sembraron para el experimento 10* células/pocillo en una placa MW96, en
DMEM suplementado con 10% SBF y se incubaron a 37°C, 5% de CO;y humedad a
saturacion. A las 8 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar con SBF y 0.7mM de
PA, PA/OL, y se incubaron durante 12 h. Tiempo tras el cual se recogieron 50 ul de medio
de cada pocillo y se pasaron a una placa de 96 pocillos transparente de fondo plano
(Sigma Aldrich, USA), donde se pipetearon también 50 ul de cada uno de los puntos de la
recta de calibracion (50, 25, 12.5, 6, 3, 1y O uM). A continuacién se afiadio a cada pocillo
50 ul del reactivo de Griess, y tras una agitacién fuerte de la placa durante 10 min a
temperatura ambiente, se procedié a la lectura de la Abs a 570 nm en el lector de placas

Infinite® 200 NanoQuant.

Cada condicién de cultivo se realizé por triplicado, asi como la medida de NO del
medio. Los resultados se expresaron en ratios de incremento en relacién a la condiciéon

basal (BSA), normalizado a 1.
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6. Analisis de la funcion mitocondrial

6.1. Medida de la funcidn mitocondrial mediante la tasa de consumo de oxigeno celular

OCR).

Para estudiar los principales pardmetros de la funcion mitocondrial se midié la
tasa de consumo de oxigeno (OCR) de las células utilizando moduladores de la respiracion
que se dirigen a los componentes de la cadena de transporte de electrones (CTE) de la
mitocondria, revelando asi parametros clave de la funcidon metabdlica. Esto se hizo en el
SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Agilent Technologies,
USA) que mide simultdneamente, y en células vivas, las dos vias energéticas principales
de la célula - la respiracién mitocondrial y la glucdlisis. Para ello, hace uso de sensores
sensibles que permiten una medida rapida, a tiempo real, tanto de la concentracion de

oxigeno como de la concentracion de protones en el medio.

Lo que se analizé en este caso fue la funcién mitocondrial de las células con el kit
Seahorse XF Mito Stress test (Agilent Technologies, USA), que utiliza moduladores de la
respiracion, inyectados en serie, que se dirigen a los componentes de la CTE en la
mitocondria para revelar los parametros clave de la funcién metabdlica. Los moduladores

(en orden de inyeccidn) utilizados para el ensayo son los siguientes (Figura 11):

» Oligomicina (OLG) 2uM: inhibe la ATP sintasa (complejo V); la disminucién de OCR
después de la inyeccidén de OLG se correlaciona con la respiracion mitocondrial
asociada con la produccién de ATP celular.

» Carbonilo cianuro-4 (trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) 2uM: agente
desacoplante que colapsa el gradiente de protones y altera el potencial de
membrana mitocondrial. Como resultado, se inhibe el flujo de electrones a través
de la CTE y se produce un consumo maximo del oxigeno por el complejo IV.

» Mezcla de Rotenona y Antimicina A (Rot/AntA) 0.5uM: inhibidores del complejo |
y del complejo Ill, respectivamente, de la CTE. Esto consigue apagar la respiracion
mitocondrial y permite el cdlculo de la respiracién no mitocondrial debido a

procesos que tienen lugar fuera de la mitocondria.

Se sembraron 2x10* células en las placas multipocillo aptas para su uso en el

instrumento, en DMEM suplementado con 10% SBF y se incubaron a 379C, 5% de CO,y

53



Materiales y métodos

humedad a saturacion. A las 8 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar con SBF y

0.7mM de PA, OL o PA/OL, y se incubaron durante 12 h, tiempo tras el cual se realizé el

ensayo siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Cada condicién se realizd por triplicado y los datos obtenidos en el ensayo se

analizaron con la herramienta Seahorse XF Stress Test Report Generators (Agilent

Technologies, USA), donde se ofrece una relacién de los valores de OCR obtenidos en

cada tiempo de medida y calculando con estos valores los siguientes parametros

bioenergéticos, expuestos graficamente en la Figura 11:
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Respiracion no mitocondrial: Tasa minima de OCR después de la inyeccion de

Rot/AntA. Este pardmetro es importante para conseguir una medida precisa de la
respiracion mitocondrial ya que informa del consumo de oxigeno que persiste
después de la inyeccion de la mezcla de Rot/AntA, debida a un subconjunto de
enzimas celulares que siguen consumiendo oxigeno.

Respiracion basal: Calculada por la diferencia entre la Ultima medida antes de la

inyecciéon de OLG vy la tasa de respiracién no mitocondrial. Informa del consumo
de oxigeno utilizado para satisfacer la demanda de ATP celular y como resultado
de la fuga de protones mitocondrial. Muestra la demanda energética de la célula
en condicién basal.

Producciéon de ATP: Resulta de la diferencia entre la Ultima medida antes de la

inyeccién de OLG vy la tasa mas baja obtenida tras dicha inyeccion. Mide por tanto,
la disminucion del consumo de oxigeno tras la inyeccion de OLG y representa la
porcidn basal de la respiracion que estaba siendo utilizada para producir ATP.
Muestra, por tanto, el ATP producido por las mitocondrias.

Fuga de Protones (Proton Leak): Se calcula por la diferencia entre el OCR tras la

inyeccion de OLIG y el OCR no mitocondrial. Representa la respiracion basal
restante no acoplada a la produccion de ATP. Puede ser un signo de dafio
mitocondrial o puede usarse como un mecanismo para regular la produccion de
ATP mitocondrial.

Respiracion maxima: Valor obtenido por la diferencia entre el valor maximo

obtenido tras la inyeccién de FCCP vy la respiracién no mitocondrial. Muestra por

tanto la capacidad maxima de la respiracion que la célula pueda lograr, ya que el
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FCCP imita una “demanda de energia” fisioldgica estimulando la cadena
respiratoria hasta su maxima capacidad y provocando asi una rapida oxidacion de
sustratos para cumplir con este desafio metabdlico.

e Capacidad respiratoria_de reserva: Expresada como la diferencia entre la

respiracion maxima obtenida tras la adicion de FCCP vy la respiracién basal. Indica
la capacidad de la célula para responder a una demanda energética, asi como la
célula estd respirando en su maximo tedrico. Esto puede ser un indicador de la
aptitud de las células o de flexibilidad.

e Eficiencia de acoplamiento: Calculado como el porcentaje de OCR destinado a la

sintesis de ATP en relacién al OCR basal. Es un indicador de la calidad del

acoplamiento de OXPHOS y la CTE.

OLG-2uM FCCP-1uM Rot/AntA-0.5.M

400 -

3004

Capacidad
respiratoria

de reserva

N

o

o
1

OCR (pmol/min)

100 | Respiracién

basal

0 20 40 60 80
Tiempo (minutos)

Figura 11: Representacion grafica de los parametros bioenergéticos calculados a partir de los valores de consumo de
oxigeno (OCR) obtenidos tras los diferentes estimulos utilizados:-Oligomicina (OLG), FCCP y Rotenona/Antimicina A
(Rot/AntA).

6.2. Cuantificacidon del nimero de copias de ADN mitocondrial (ADNmt).

Se sembraron las células en placas MW6, 5x10* células/pocillo, en DMEM
suplementado al 10% SBF y se incubaron a 379C, 5% de CO; y humedad a saturacion. A
las 24 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar, BSAy 0.7mM de PA, OL o PA/OL,
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y se incubaron durante 12 h. Tiempo tras el cual se procedid a la extraccién del ADN total
en cada caso, utilizando un equipo comercial (Qiagen,Reino Unido), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

El contenido de ADNmt se midié mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
en tiempo real, utilizando el LightCycler® 480 I, calculando la relacion entre el numero
de copias del gen ribosomal mitocondrial 12S (12S-rRNA) y el gen nuclear RNasaP (12S-
rRNA/RNAsaP). Para ello, las muestras de ADN duplicadas se amplificaron en paralelo en
un volumen final de 20 pL que contenia 50 ng de ADN, 10 ul de LightCycler® 480 Sybr
Green | Master (Roche Diagnostics, Suiza), 0.3 uM de cebadores para 12S-rRNA (sentido:
5'-CCA CGG GAA ACA GCA GTG AT-3'; antisentido 5'-CTA TTG ACT TGG GTT AAT CGT GTG
A-3') y 0,3 uM de cebadores de RNAsaP (sentido: 5'-GCA CTG AGC ACG TTG AGA GA-3';
antisentido: 5'-CCA GTC GAA GAG CTC CAG A-3') con H20 para alcanzar el volumen final.
La mezcla se amplificd 50 ciclos a 95° C durante 10 segundos, 60°C durante 15 segundos
y 72 ° C durante 10 segundos; con una extension final de 72 ° C durante 1 min. La
especificidad de todas las reacciones se determind mediante un andlisis de la curva de
punto de fusion usando un ciclo a 952C durante 5 segundos y 652C durante 1 min seguido

de un paso de calentamiento a 972C con adquisicion continua de fluorescencia.

Para determinar el nimero de copias de ADNmt, se generd una curva estandar
independiente para cada gen (12S-rRNA y RNAsaP), de modo que el nimero de copias se
determind a partir de los valores de Ct (Cycle Threshold), los cuales se extrapolaron en la
curva estandar externa, obteniendo asi el nimero de copias para cada gen en las
muestras analizadas.. Para normalizar los valores entre todos los experimentos, se
establecio el nimero de copias de ADNmt utilizando las células de control (BSA) como

100%.

7. Medida de la funcién glucolitica a través de la tasa de acidificacion

extracelular (ECAR).

La glucosa en la célula se convierte en piruvato (via glucélisis), y luego se convierte en

lactato en el citoplasma, o CO;, y agua en las mitocondrias. La conversiéon de glucosa en
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piruvato, y posteriormente en lactato, da como resultado una produccién neta vy
extrusion de protones en el medio extracelular. La extrusién de protones da lugar a una
acidificacién del medio que rodea a la célula. El instrumento SeaHorse XFp Extracellular
Flux Analyzer mide directamente la tasa de acidificacion y lo informa como ratio de

acidificacién extracelular (ECAR).

Lo que se analizo, por tanto, en este caso fue la funcion glucolitica de las células con
el Seahorse XF Glycolisis Stress test kit (Agilent Technologies, USA) usando el SeaHorse
XFp Extracellular Flux Analyzer, utilizando moduladores del metabolismo, inyectados en

serie, para revelar los pardmetros clave de la funcién metabdlica.

En primer lugar, las células se incubaron en el medio sin glucosa ni piruvato y se midio
el ECAR. A partir de ahi se inyectaron los distintos moduladores, que son, por orden de

inyeccion, los siguientes (Figura 12):

» Glucosa 10mM: Las células utilizan asi la glucosa, catabolizdndola a través de la
via glucolitica a piruvato, produciendo ATP, NADH, agua y protones. La salida de
éstos al medio provoca un rapido aumento del ECAR.

» OLG 2uM: que inhibe la produccion de ATP mitocondrial, dejando asi la
produccion de energia sélo a la via glucolitica, produciendo un aumento del ECAR.

» 2-deoxi-glucosa (2-DG) 50uM: un andlogo de la glucosa, que uniéndose a la
hexoquinasa (primera enzima de la via glucolitica), inhibe de forma competitiva la
glucdlisis, produciéndose una disminucion de ECAR. Ayuda a confirmar que el

ECAR producido en el experimento se debe a la glucdlisis.

Para llevar a cabo el ensayo se sembraron 2x10* células en las placas multipocillo
aptas para su uso en el instrumento, en DMEM suplementado al 10% con SBF y se
incubaron a 37°C, 5% de CO;y humedad a saturacién. A las 8 h se cambid el medio a
DMEM sin suplementar con SBF y 0.7mM de PA, OL o PA/OL, y se incubaron durante 12

h, tiempo tras el cual se realizé el ensayo siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Cada condicién se realizé por triplicado y los datos obtenidos en el ensayo se
analizaron con la herramienta Seahorse XF Stress Test Report Generators, donde se ofrece

una relacién de los valores de ECAR obtenidos en cada tiempo de medida y se calcula con
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estos valores los siguientes pardmetros bioenergéticos, expuestos graficamente en la

Figura 12:
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Glucdlisis: Representa el proceso de convertir la glucosa en piruvato. Se mide
como la tasa de ECAR alcanzada por las células tras la adicién de cantidades
saturantes de glucosa

Capacidad glucolitica: Es la maxima tasa de ECAR alcanzada tras la adicion de OLG,

que inhibe la OXPHOS, haciendo que la célula utilice la glucdlisis a su maxima
capacidad

Reserva glucolitica: Es la diferencia entre la capacidad glucolitica maxima vy la

glucdlisis, e indica la capacidad de una célula para responder a una demanda
energética, asi como la proximidad de la funcién glucolitica al maximo tedrico de
la célula.

Acidificacién no glucolitica: Es la tasa de ECAR alcanzada tras la adicién de 2-DG,

que inhibe la via glucolitica normal. Se mide asi el ECAR producido por otras

fuentes de acidificacidon extracelular distintas a la glucélisis.

2-DG 50uM
Glucosal0mM OLG 2uM
45+
40 -
35- !
]
30 - " Rleselr’\:.a
1 glucolitica
25+ )
]
|

ECAR (mpH/min)

0 20 40 60 80
Tiempo (minutos)

Figura 12: Representacién gréfica de los pardmetros bioenergéticos calculados a partir de los valores de
acidificacion extracelular (ECAR), obtenidos tras los diferentes estimulos utilizados: Glucosa, Oligomicina (OLG) y
2-deoxiglucosa (2-DG).
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8. Evaluacién del balance energético

Para analizar si la exposicién a los distintos AG afectaba metabdlicamente a la
produccion de ATP, se estimd dicha produccion, por un lado, a partir de los datos
obtenidos de OCR y ECAR de los experimentos descritos en el apartado anterior con el
SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer y, por otro lado, se hizo una cuantificacién por

luminiscencia.

8.1. Estudio de la contribucion de la OXPHOS vy la Glucdlisis a la produccion de ATP.

Para estimar la produccién de ATP como producto de la fosforilacdn oxidativa, se
transformé el OCR (pmol/min) correspondiente a la produccion de ATP (parametro
calculado en a partir de los datos obtenidos en el experimento detallado en el apartado
anterior) en tasa de produccién de ATP, expresada en pmol/min, teniendo en cuenta que
la estequiometria, en condiciones normales de fosforilacion oxidativa, entre el OCRy la
tasa de produccion de ATP es 5, es decir, por cada molécula de oxigeno consumido en la

respiracion, se generan 5 moléculas de ATP (213).

Por otro lado, para estimar la produccion de ATP como producto de la glucdlisis, ésta
se calcula a partir del ECAR (mpH/min), la tasa de produccion de protones (PPR), el cual
es un parametro que también se obtiene para cada punto de medida en el SeaHorse XFp
Extracellular Flux Analyzer. Se calculd el PPR debido a la glucélisis por la diferencia entre
el PPR tras la administracion de glucosa y el PPR basal. Asi se obtienen los pmol/min de
H+ generados durante este proceso, que guarda una relacion estequiométrica con la

produccion de ATP de 1.

Para estimar la produccion de ATP total, se sumaron ambos parametros, la tasa de
produccion de ATP de la fosforilacion oxidativa y la tasa de produccion de ATP de la

glucolisis.

8.2. Cuantificacidn de ATP total y mitocondrial por luminiscencia

En este caso se utilizé el kit ATP Bioluminescence Assay kit HS Il (Roche Diagnostics,

Suiza). La medida por este método se basa en que la emision de luz por oxidacion de la
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luciferina por accién de la luciferasa es dependiente del ATP. A partir de una recta de
calibrado obtenida tras la reaccién con sucesivas diluciones del estandar de ATP
proporcionado por el kit, se puede hacer una medida altamente sensible de la produccién

de esta molécula energética en cada caso.

Para poder cuantificar individualmente la produccién de ATP total y ATP mitocondrial,
previa a la obtencién de los extractos celulares para el andlisis, han de incubarse en
soluciones distintas para cada caso. Ambas tienen la misma composicion de sales (NaCl
156mM, KClI 3mM, MgS0s 2mM, KH,PO4 1.25mM, CaCl, dihidratado 2mM y HEPES

20mM), pero cada una de ellas tiene aditivos diferentes, asi:

e Para la determinacion de ATP total, se incubaran las células en Solucion A, cuyo
aditivo serad Glucosa (Sigma Aldrich, USA) a una concentracion final de 10nM

e Para la determinacion de ATP mitocondrial, se incubaran las células en Solucion

B, cuyos aditivos seran 2-deoxi-D-Glucosa (2-DG) y Piruvato sédico (Sigma Aldrich,
USA ) a una concentracion final de 5mM en cada caso. De esta manera se consigue
bloguear la produccién de ATP por la via anaerobia, al ser la 2-DG capaz de entrar
en la célula pero no de hacerlo en la via glucolitica. Sin embargo si lo hace el
piruvato en la mitocondria, pudiendo de este modo obtenerse ATP de origen

Unicamente mitocondrial.

Para realizar el ensayo se sembraron 8x10* células por pocillo en placas MW6 en
DMEM suplementado con 10% SBF y se incubaron a 37°9C, 5% de CO2y humedad a
saturacién. A las 24 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar con SBF 0.7mM de
PA o PA/OL, y se incubaron durante 12 h. Pasado el tiempo de estimulo, se procedid a
retirar el medio de cada pocillo y hacer 2 lavados con solucién salina isotdnica, afladiendo
a continuacion las distintas soluciones (A 6 B) segln el tipo de ATP que se quiera medir
(ATP total o ATP mitocondrial, respectivamente). Asi permanecieron 2 h en el incubador
en las condiciones habituales de cultivo, tiempo tras el cual se procedio a la obtencién de
los extractos celulares. Para ello, se elimind la Solucion A o B y de inmediato se colocé la
placa en una bandeja de hielo seco-Etanol durante 30 segundos hasta que se congelaron
las células. Se retird entonces la placa y se afiadid 1 ml del tampdn de lisis proporcionado
en el kit previamente calentado a 1009C. Se raspé con un scrapper recogiendo toda la

superficie del pocillo a un tubo de 1.5 ml que se puso a 1009C durante 2 min, para
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posteriormente centrifugar 5 min a 14000 g. Se recogio el sobrenadante manteniéndolo
en hielo hasta la medida en el luminédmetro. Se pipetearon cada una de las muestras en
una placa MW96 transparente de fondo plano y se afiadid, en proporcion 1:1, la mezcla
de luciferina-luciferasa, y se hizo la lectura en el lumindmetro. Para establecer la relaciéon
entre el valor URL obtenido con la concentracion de ATP, se midid en la misma placa la
lectura de la dilucién seriada del estandar de concentracién conocida proporcionado por
la casa comercial, pudiendo asi hacer una recta de calibrado a la que se extrapolaron las

lecturas URL obtenidas a partir de cada una de las muestras.

Como los valores obtenidos en cada caso se normalizan al contenido de proteina
total, se sembrd en paralelo un pocillo por cada condicién con las células tratadas
exactamente igual que las del ensayo a partir de las cuales se extrajo y cuantifico la
proteina. Para la extraccion de proteina se utilizd un tampodn de lisis celular afiadido tras
la eliminacion del medio y dos lavados con solucion salina isoténica. Dicho tampdn es una
solucién compuesta por Tris-HCl (Sigma Aldrich, USA) pH 8,0.2 M, Dodecilsulfato sédico
(SDS) (Sigma Aldrich, USA) 2%, Glicerol (Sigma Aldrich, USA) 20%, al que se le afiade un
10% de Fluoruro de Bencilsulfonil (PMSF) 0.1M (Sigma Aldrich, USA) y un 10% de mezcla
de Inhibidores de Proteasas (Sigma Aldrich, USA). Se raspé la superficie de cultivo con un
scrapper y se recogié el contenido celular de la placa disuelto en el tampdn de lisis. Se
incubd a 1002C, 5 min y posteriormente se centrifugd a 13000 rpm a 42C durante 5 min.
Finalmente se midié la cantidad de proteina en cada muestra utilizando el

espectrofotometro Nanodrop ND 1000 a 280 nm.

Por cada condicién de AG, la medida de ATP total y mitocondrial se realizé por
triplicado, y los resultados se expresaron en ratios de incremento en relacién a la

condicion basal (BSA), normalizado a 1.

9. Evaluacion de la formacién acumulos lipidicos (Lipid Droplets, LD)

Para observar el grado de formacion de LD, se utilizaron dos tipos de tinciones: el

colorante Qil-Red y el colorante LD540.
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a) Oil-Red O (1-[2,5-dimetil-4-(2,5-dimetilfenilazo)fenilazo]-2-naftol) (Sigma Aldrich,
USA): es un colorante lisocromo (soluble en grasa) que se utiliza para la tincion de
los TG y lipidos. Usado en combinacidén con la tincion nuclear, permite observary

cuantificar las gotas lipidicas intracelulares asi como su localizacion.

Se sembraron 10% células por pocillo en una chamber slide (Thermo Fisher scientific,
USA) de 8 pocillos en DMEM suplementado al 10% con SBF y se incubaron a 37°2C, 5% de
CO2y humedad a saturacién. A las 8 h se cambid el medio a DMEM sin suplementar con
SBF y 0.7mM de PA, OL o PA/OL a 3792C y 5% de CO,. Una vez trascurrido el tiempo de
estimulacion, se lavaron las células con suero salino y, a continuacién, se fijaron durante
10 min con paraformaldehido al 10% en tampdn fosfato salino (PBS). Posteriormente, se
cubrieron los pocillos con alcohol isopropilico al 60% vy se retiré de forma inmediata.
Seguidamente se introdujo la chamber slide en una solucion Oil-RedO (previamente
filtrada) durante 20 min. Después se realizaron unos lavados en un bafio de alcohol
isopropilico al 60%, tras lo cual se retird la chamber slide y se lavé en agua destilada. Las
células se tifieron durante 5 min en hematoxilina de Mayer (Sigma Aldrich, USA),
previamente filtrada. A continuacion se lavaron durante 5 min en agua destilada vy, por
ultimo, se montd la preparacién con Glicergel (Agilent Technologies, USA). Las muestras
se guardaron a 42C y se observaron a partir del dia siguiente en el microscopio dptico
(Olympus, BX-61) a 20x, 40x y 100x. Los lipidos aparecen tefiidos con un intenso color

rojo.

Para el analisis de las imagenes obtenidas y su cuantificacion se utilizé la herramienta
Image J, “Image processing and Analysis in Java”. Cada condicidn se realizd por triplicado
y se analizaron 4 campos microscopicos distintos en cada caso. Los resultados se
expresaron en ratios de incremento en relacion a la condicién basal (BSA), normalizado a

1.

b) 4,4-Difluoro-2.3,5.6-bis-tetrametilen-4-bora-3a,4a-diaza-indaceno (LD540),
amablemente proporcionado por el Dr Thiele (Life and Medical Sciences Institute,
Alemania) (214). Es un colorante lipdfilo basado en el fluoréforo Bodipy,
desarrollado para imagenes microscopicas de gotas lipidicas. En contraste con
anteriores tintes, permite visualizar imagenes multicolor tanto en células fijadas

COMo Vivas.
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Se sembraron 10* células por pocillo en una chamber slide de 8 pocillos en DMEM
suplementado al 10% con SBF y se incubaron a 372C, 5% de CO,y humedad a saturacion.
A las 8 h se cambié el medio a DMEM sin suplementar con SBF y 0.7mM de PA, OL o
PA/OL a 379Cy 5% de CO,.Tras 12 h de incubacion, se retird el medio y se realizaron tres
lavados con PBS, y las células fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS durante
10 min a temperatura ambiente. A continuacion, y tras lavar de nuevo con PBS, se
trataron con una dilucion 1:10000 de LD540 durante 30 min a temperatura ambiente y
en oscuridad. Posteriormente se realizo la contra-tincidn nuclear con dilucion 1:10000 de
20-(4-metoxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5 -bi-1H-bencimidazol diclorhidrato
(Hoechst 33258. Sigma Aldrich, USA) durante 10 min a temperatura ambiente. Se hicieron
3 lavados con PBS y se realizé el montaje con Glicergel (Agilent Technologies, USA). Se

observaron en el microcopio de fluorescencia (Olympus, BX-61) al 20x y 40x.

La cuantificacion del LD450 se realizd por citometria de flujo. Para lo cual se
sembraron las células (2x10%) en placas MW6 siguiendo el procedimiento anteriormente
descrito. Tras 12 h de incubacion con las distintas condiciones de AG, se lavaron con
solucidn salina y se incubaron durante 30 min a 372C, 5% de CO;y humedad a saturacion.
Se recogieron por tripsinizacién, se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min y se
resuspendieron en solucion salina antes de su analisis en el citémetro de flujo,
FACScalibus (Becton Dickinson, USA). Los datos fueron analizados con la herramienta
informatica BD CellQuest™Pro Analysis (Becton Dickinson, USA). Los resultados se
expresaron en ratios de incremento en relacion a la condicion basal (BSA), normalizado a

1.

10.Cuantificacién del contenido intracelular de triglicéridos (TG)

Para cuantificar el contenido intracelular de TG tras la incubacién con las diferentes
condiciones de AG, se sembraron las células (5x10°) en placas de 100 mm de didmetro
(Corning, USA) en DMEM 10% SBF vy se incubaron a 379C, 5% de CO;y humedad a
saturacién. A las 8 h se cambié el medio a DMEM sin suplementar con SBF y 0.7mM de
PA, OL o PA/OL. A las 12 h de incubacion, se lavaron con solucién salina y se incubaron

durante 30 min a 379C y 5% de CO,. Se recogieron por tripsinizacion, se centrifugaron a

63



Materiales y métodos

1500 rpm durante 10 min y se resuspendieron en PBS. Para romper las membranas
celulares y obtener en la suspensién el contenido intracelular se recurrié a la lisis
ultrasénica o sonicacion con el dispositivo ultrasénico Up200s Ultrashallprozessor
(Hielcher, USA), con la muestra en hielo y haciendo 3 ciclos de 30 segundos al 60% de
amplitud, manteniendo la muestra en hielo otros 30 segundo entre ciclos.
Posteriormente se centrifugaron a 10000g, 10 min en frio. Con el sobrenadante obtenido
se procedié a la cuantificaciéon de la proteina total por espectrofotometria

(anteriormente descrita) y de TG.

Para la cuantificacidon de TG se utilizd el método de Glicerol Fosfato Oxidasa/Peridasa
(Biosystems, Espafia), siguiendo las indicaciones del fabricante. Este es un método
enzimatico colorimétrico en el que los TG presentes en la muestra originan, segun las
reacciones acopladas descritas en la Figura 13, un complejo coloreado (quinoaimina)
cuantificable por espectrofotometria a 500 nm. Para obtener la concentracién de TG de
la muestra a partir de los datos de Abs se mide en paralelo una muestra patrén con
concentracion (C) conocida y aplicando la siguiente formula: (Abs Muestra/Abs Patrén) x

C patron (mg/dl) = C muestra (mg/dl).

Cada condicidn de cultivo se realizd por triplicado, asi como la medida de Abs en cada
caso. Los valores obtenidos se normalizaron con el contenido en proteina total (mg
TG/mg proteina) y los resultados se expresaron en ratios de incremento en relacion a la

condicion basal (BSA), normalizado a 1.

| 3 o
Triglicéridos + H,0 —%%2 . Glicerol + Acidos grasos

Glicerol + ATP —rerlquasa, o~ eerol-3 fosfato + ADP

Glicerol-3 fosfato + 0, 22X %988, pihidroxiacetona fosfato + H,0,

2 H202 + 4- Aminoantipirina + 4- Clorofenol e B Quinoaimina + 4 H,0

Figura 13: Reacciones acopladas utilizadas en el método enzimatico colorimétrico de cuantificacion de triglicérido.
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11.Anadlisis Estadistico

El analisis de los datos se llevd a cabo con el software GraphPad Prism v6. Los resultados
se expresan como la media + DE y los p valores considerados estadisticamente

significativos fueron aquellos con un nivel de significacion de p< 0.05.
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Resultados

1. Ensayo de Viabilidad celular

Los efectos de distintas concentraciones de AG sobre |a linea celular de condrocitos
T/C-28a2 se evaluaron con el kit CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay. Los valores obtenidos (n=3) se normalizaron con respecto a la condicion basal
(BSA) a la que se le adjudicé un valor del 100%. No se observa ninguna diferencia
significativa entre la viabilidad de las células en la condicién basal y la de las células
expuestas a las diferentes concentraciones de PA, OL y PA/OL: 0.4mM, 0.7mM y 1mM
(Figura 14). Por los resultados obtenidos en este ensayo y teniendo en cuenta los rangos
fisiolégicos de los AG en plasma/suero (211,215), se escogio la concentracion de 0.7mM

para realizar el resto de los estudios planteados en este trabajo.
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Figura 14: Cuantificacion de los efectos de concentraciones de 4cidos grasos sobre la viabilidad celular. Los valores,
expresados en relacion a la condicidn basal (BSA) a la que se adjudica el 100%, corresponden al valor medio + desviacién
estandar.

2. Expresién de genes implicados en la patologia artrdsica

Para poner de manifiesto el papel de los AG en la degradacién de la MEC del cartilago

analizamos la expresion de diversos genes altamente relacionadas con este proceso. Tras
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la incubacion durante 12 h con 0.7mM de PA, OLy PA/OL, se recogieron las células para

la extraccion de ARN, y posterior obtencién y amplificacion del ADNc por PCR cuantitativa.

Se analizé la expresion de las MMPs (MMP-1, -3, y -13), proteasas altamente
relacionadas con el proceso catabdlico del cartilago. En los resultados, expresados como
ratio frente a la condicidén basal (BSA) normalizado a 1, se observa un aumento de la
expresion de forma significativa tras la incubacién con PA, de MMP-1 (4.05+0.14), MMP-
3 (6.6940.29) y MMP-13 (2.34+0.11). Al incubar con OL o al combinar en proporcion 1:2
el PAy el OL (PA/OL), no se observa ninguna variacion significativa de la expresién de
estas MMPs en relacidon al BSA. Asimismo, los niveles de incremento en la expresion de
MMPs en la condicion de PA siguen siendo estadisticamente significativos al compararlos

con los obtenidos tras la estimulacion de las células con OL o con PA/OL (Figura 15).
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Dado que la inflamacion juega un papel importante en el proceso artrésico, y que se
ha visto en otros tejidos periféricos que el exceso de AG produce un aumento de la
inflamacion, analizamos la expresion de IL6 y COX2, dos genes involucrados en el proceso
inflamatorio que tiene lugar en la OA. Tras la incubacion con PA, la expresion de ambos
genes se ve aumentada de forma significativa en relacién a BSA (COX2: 3.0440.1; IL6:
2.64+0.47). Sin embargo, estas diferencias no son significativas, con respecto a BSA, en
el caso de la incubacion con OL ni con PA/O. En el caso de COX2, al comparar su expresion
tras la exposicion a PA con la obtenida tras la incubacién con OL o PA/O, se encuentran
diferencias estadisticamente significativas, acercandose la expresién en estos dos casos

a la obtenida con la condicion basal (BSA) (Figura 16).
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Figura 16. Expresion génica de moléculas relacionadas con el proceso inflamatorio:Ciclooxigenasa (COX)-2 (A) e
Interleuquina 6 (IL6) (B) tras la incubacion con 0.7mM palmitico (PA, oleico (OL) o la mezcla en proporcién 1:2 de ambos
(PA/OL) durante 12 horas. Los resultados se expresan en ratio en relacion a la condiciéon basal (BSA). Los datos se
expresan como la media + desviacion estandar. *, p<0.05 vs BSA; #, p<0.05 vs PA.

3. Estudio de la muerte celular mediada por AG.

Para estudiar el grado de toxicidad de los AG sobre los condrocitos, se evalud la
muerte celular tras la incubacion durante 12 h con cada una de las condiciones (BSA, PA,
OLy PA/OL) a concentracion de 0.7mM. Primero se cuantifico la Apoptosis por citometria
de flujo y en base a los resultados obtenidos por este método, se realizd posteriormente

una cuantificacion de la actividad de las caspasas.
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3.1. Cuantificacion de la Apoptosis por citometria de flujo.

Para realizar esta técnica se utilizaron como fluoréforos la Anexina V/FITCy el IP con
el fin de detectar tanto la apoptosis temprana (positivo para Anexina V/FITC, negativo
para IP) como la apoptosis tardia (positivo para ambos fluordforos). Los resultados,
expresados en ratio en relacién al BSA, muestran un aumento significativo tanto de la
apoptosis temprana (2.74+0.15) (Figura 17A) como de la apoptosis tardia (3.33+0.36)
(Figura 17B) tras la incubacién con PA. No se observan diferencias significativas respecto
a la condicién basal en el caso de la incubacién con OL para ninguno de los dos
fluoréforos; mientras que para la condicion PA/OL, se observa un aumento
estadisticamente significativo de la apoptosis temprana (1.77£0.04) en relacion a BSA
(Figura 17A), sin observarse un aumento de la apoptosis tardia (1.17+0.05) (Figura 17B).
Al realizar el analisis de apoptosis comparando las diferencias con la condicion de PA, se
observa un descenso estadisticamente significativo tanto en la apoptosis temprana
(1.16+0.05) (Figura 17A) como en la apoptosis tardia (1.20+0.03) (Figura 17B), cuando las
células se incuban con OL. Este mismo comportamiento también se observa, de forma

estadisticamente significativa, al comparar la condicién de PA con PA/OL (Figura 17 A-B).
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Figura 17. Cuantificacién de la Apoptosis por citometria de flujo tras la incubacién con los acidos grasos (AG). Efecto de
los AG, 4cido palmitico (PA), acido oleico (OL) y la mezcla en proporcién 1:2 de ambos (PA/OL) durante 12 horas sobre
la muerte celular de los condrocitos. En la figura se muestra (A) la Apoptosis temprana, cuantificada como la positividad
de las células sélo a Anexina V/FITC, y (B) la Apoptosis tardia, cuantificada como la positividad a ambos fluoréforos
(Anexina V/FITC e loduro de propidio). Los resultados son expresados como media * desviacidn estandar del ratio en
relaciéon a la condicidn basal (BSA). *, p<0.05 vs BSA; #, p<0.05 vs PA.
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Tras observar que el PA incrementaba de forma significativa la apoptosis celular, se
realizé un nuevo experimento consistente en comprobar si las células disminuian sus
niveles de mortalidad al retirar el PA del medio. Para ello, tras las 12 h de incubacién con
PA, se cambid el medio de cultivo a las condiciones normales de cultivo de la linea celular
(DMEM 10% SBF), y se cuantificd nuevamente la apoptosis tras 24 h. El andlisis de los
datos permite observar que las células, a las 24h de la retirada del PA, consiguen disminuir
los niveles de muerte celular, recuperando los niveles obtenidos en la condicién basal,
BSA, mostrando, por tanto, una reduccién significativa tanto de la apoptosis temprana

(1.06+0.03) (Figura 18A) como de la apoptosis tardia (1.21+0.04) (Figura 18B).

Ratio AG/BSA
Ratio AG/BSA

Figura 18. Cuantificacion del nivel de apoptosis tras la eliminacion del cido palmitico (PA) del medio de cultivoy
la incubacién en condiciones habituales durante 24 horas. Tiempo tras el cual se realizé la citometria con Anexina

V/FITC e loduro de propidio y se cuantificd (A) la apoptosis temprana y (B) la apoptosis tardia. Los resultados son

expresados como media + desviacion estandar del ratio en relacion a la condicion basal (BSA). *, p<0.05 vs BSA; #,
p<0.05 vs PA.

3.2. Cuantificacion del efecto de los AG sobre la actividad de Caspasas.

Tras observar el efecto del PA sobre la muerte celular y la recuperacion parcial de
este efecto cuando las células se incubaban de forma conjugada con OL (PA/OL en
proporcion 1:2), se procedid a la medida de |la actividad de caspasas efectoras (Caspasa
3/7) y la caspasa inductora por la via mitocondrial (Caspasa 9) mediante luminiscencia,

tras la incubacion de las células con PA y con la forma conjugada PA/OL (1:2).
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Al analizar los resultados obtenidos tras 12h de incubacién con PA 0.7mM se aprecia
un aumento significativo de la actividad de las caspasas 3/7 (4.31+0.54) (Figura 19A) y
caspasa 9 (2.83+0.25) (Figura 19B) en relacion a BSA. En cambio, al incubarlas en
presencia de PA/OL, la actividad de ambos tipos de caspasas no difiere de forma
significativa en relacion a BSA, mientras que si se observa una reduccion significativa de
la actividad de estas proteasas cuando las células se incuban con PA/OL (Caspasa 3/7:
0.82+0.11; Caspasa 9: 0.84+0.10) en un analisis comparativo con la actividad obtenida

para ambas tras la incubacién de las células con PA (Figura 19).
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Figura 19. Cuantificacion de la actividad de Caspasas. Se representa la actividad de (A) caspasas efectoras 3/7 y (B) de
la caspasa 9, inductora de muerte celular por la via mitocondrial tras la incubacién durante 12 horas con 0.7mM de
palmitico (PA) o la mezcla de palmitico y oleico en proporcién 1:2 (PA/OL). Se expresan los resultados como la media +
desviacion estandar del ratio en relacion a la condicidn basal (BSA). *, p<0.05 vs BSA; #, p<0.05 vs PA.

4. Evaluacion de los efectos de los AG sobre el estrés oxidativo celular.

4.1. Produccién de especies reactivas de oxigeno y expresidn de genes relacionados

con la detoxificacién.

Se evalud la produccion de ROS por citometria de flujo utilizando dos fluordforos
distintos: DCFH-DA, normalmente utilizado para medir la produccion de H;0; y otros
oxidantes producidos a nivel intracelular; y Mitosox™, colorante fluorogénico que se
dirige a la mitocondria y se oxida rapidamente por accion especifica de los superdxidos,

y no por otras especies reactivas (Figura 20). Ademas se cuantifico la expresion génica de
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CAT y SOD2 como agentes detoxificantes de H;O; y anidén superdxido (02)

respectivamente.

El andlisis de los niveles de produccion de ROS citoplasmaticos, tras la incubacion de
los condrocitos con las distintas condiciones de AG, muestra que la tasa de produccion
de ROS medida por la oxidaciéon de DCFH, es significativamente menor en el caso de los
AG analizados, tanto PA (0.5£0.08) como PA/OL (0.44+0.04) en relacion a la condicion
basal, BSA (Figura 20A). Al analizar los niveles de produccion de ROS entre PA'y PA/OL no
se encuentran diferencias, produciendo ambas condiciones niveles muy similares. Para
profundizar mas en el estrés oxidativo se analizé la expresion génica de CAT, enzima
detoxificadora de H,0; y se observa un aumento significativo de su ratio de expresién en
las células tratadas con PA (1.34+0.02) y PA/OL (1.55+0.03) en relacién a la condicion
basal, BSA (Figura 20B).
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Figura 20. Evaluacién de la produccidén de especies reactivas de oxigeno (ROS) citoplasmaticas tras la incubacion
durante 12 horas con las diferentes condiciones: condicién basal (BSA), 0.7mM de 4cido palmitico (PA) y la mezcla de
PA'y acido oleico en proporcion 1:2 (PA/OL). (A) Produccién de ROS citoplasmaticos cuantificados por DCFH-DA y (B) la
expresion génica de Catalasa (CAT) como enzima respondable de su detoxificacidon. Se representa el valor medio
desviacion estandar del ratio de cada condicién en relacion a BSA. *, p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

Al cuantificar la produccién de anién superdxido mitocondrial con Mitosox™ (Figura
21A), se observa un aumento estadisticamente significativo en los niveles de produccién
de Oy tras la incubacion con PA (6.46+0.2) al compararlo con la condicidn BSA. Al realizar
el andlisis frente a la condicién PA/OL (0.81+0.10), este incremento de produccién de Oy

también es estadisticamente significativo, sin encontrar diferencias significativas entre
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esta condicidon (PA/OL) y BSA. En el andlisis de la expresion génica de la enzima encargada
de la detoxificacién de esta especie reactiva, SOD2, los niveles de expresidon no muestran

ninguna modulacion significativa entre las distintas condiciones testadas (Figura 21B).
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Figura 21. Evaluacién de la produccién de anion superodxido mitocondrial tras la incubacidn durante 12 horas con las
diferentes condiciones: condicidn basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA) y la mezcla de PA y acido oleico en
proporcién 1:2 (PA/OL). (A) Tasa de produccion de anidn superdxido, cuantificado con Mitosox™ vy (B) la expresion
génica de la enzima de detoxificacidon correspondiente, superdxido dismutasa 2 (SOD2). Se representa el valor medio

+ desviacion estandar del ratio de cada condicién en relacién a BSA. *, p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05 vs
PA.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, en los que se observa un aumento en
la producciéon de O;- tras la incubacion de los condrocitos con PA, se planted la hipdtesis
de que podria ser este incremento del estrés oxidativo celular una de las posibles causas
del aumento de la apoptosis descrito en el apartado anterior. Por esto, se crecieron las
células en presencia de PA, pero se realizé un pre-tratamiento con NAC 1mM, como
bloqueante de ROS, tras lo cual se volvid a cuantificar la apoptosis. Tras el analisis, se
observa una reduccion significativa de la apoptosis temprana (1.06+0.03) y tardia

(1.21+0.04) al tratar a las células con NAC previamente a la incubacion con PA (Figura 22).

76



Resultados

A

4-

34 *
<C <<
2 2 -
e 2 # 2 '
2 — 2
@ ; @

0- r T

%%?‘ KX XQY“ %%Y* < XQV‘

g?g Q‘?g
Figura 22. Comparacién de niveles de Apoptosis de los condrocitos pretratados o no con N-Acetilcisteina (NAC) ImM.

(A) Apoptosis temprana; (B) Apopsotis tardia. Se representa el valor medio + desviacion estandar del ratio de PA en

relacién a BSA. *, p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05 vs PA. PA: 4cido palmitico; BSA: condicion basal; NAC: N-
acetilcisteina.

4.2. Cuantificacién de la produccidn de Oxido Nitrico

El NO es considerado otra de las especies reactivas, en este caso de nitrégeno, de
gran importancia en el estrés oxidativo celular y su produccion en exceso es otro de los
acontecimientos que ocurren durante el proceso catabdlico del cartilago. Por este motivo
se evallo el efecto de los AG en la produccién de este metabolito, midiendo sus niveles

en los sobrenadantes celulares tras la incubacion con cada una de las condiciones

estudiadas.

Los resultados muestran un incremento estadisticamente significativo de los niveles
de NO en el medio tras la incubacién con PA (14.95+1.98) y PA/OL (10.55+1.35) en
relacién a BSA. El andlisis de los datos también permite observar que la co-incubacion de
PA con OL (PA/OL) produce niveles menores de NO en relacién a la incubacién individual

con PA pese a que esta disminucién no es estadisticamente significativa (Figura 23).

Figura 23. Niveles de produccién de Oxido Nitrico tras la
incubacién durante 12 horas con las diferentes condiciones:
condicién basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA) y de la
mezcla de PA y acido oleico en proporcion 1:2 (PA/OL). Se
representa el valor medio + desviacion estandar del ratio de
PA y PA/OL en relacion a BSA. *, p<0.05 vs condicion basal
(BSA).

Ratio AG/BSA
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5. Analisis de la funcién mitocondrial

Para evaluar los principales pardmetros de la funcién mitocondrial tras la incubacién
con los diferentes AG, se analizaron los datos de OCR obtenidos con el SeaHorse XFp
Extracellular Flux Analyzer tras el estimulo con OLG, FCCP y Rot/AntA, representados en
la Figura 24. Tras la elaboracién de un grafico donde se representa el OCR frente al
tiempo, puede observarse para cada condicion, tanto la respiracién basal como las
respuestas a las inyecciones en serie de los moduladores de la respiracion. El analisis de
los valores de OCR obtenidos para los condrocitos crecidos en condicion basal (BSA) y en
presencia de los diferentes AG, permitié observar una menor tasa de consumo de oxigeno
cuando las células se incubaban con PA frente a BSA, recuperandose este valor
ligeramente en las condiciones OLy PA/OL, pero siendo siempre menor que en condicion
basal. En este grafico también se puede observar una menor respuesta a los moduladores
de la respiracion mitocondrial en las células crecidas en presencia de PA que en el resto
de condiciones. Para poder valorar de forma mas precisa la funcién mitocondrial en cada
condiciodn, se calcularon distintos parametros a partir de los datos de OCR mostrados en

este grafico, explicados y analizados detalladamente a continuacién.
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Figura 24. Representacion de los datos de la tasa de consumo de oxigeno (OCR) frente al tiempoobtenidos en el
SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer de los condrocitos tras la incubacion con las diferentes condiciones: condicion
basal (BSA), 0.7mM de &cido palmitico (PA), oleico (OL), o la mezcla de ambos en proporcion 1:2 (PA/OL). En el grafico
se muestra los momentos en los que se inyectan los distintos estimulos: 2uM Oligomicina (OLG), 1uM Carbonilo
cianuro-4 (trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) y 0.5uM Rotenona/AntimicinaA (Rot/AntA); y se representan los
rangos de OCR que corresponden a los pardmetros que permiten evaluar la funcion mitocondrial. Cada condicién, se

realiza por triplicado quedando representado en el gréfico, la media * desviacion estandar.
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El primer pardametro valorado es la respiracién basal, indicada por el OCR inicial previo
a la inyeccion de los moduladores a la que se le resta el valor de OCR no mitocondrial
obtenido tras la inyeccion de Rot/AntA. Se observa que la respiracién basal, expresada en
pmol/mil, tras la incubacién con los AG es menor en relacion a BSA (66.15+3.15), siendo
la incubacion con PA (49.37+0.64) la que tiene un valor significativamente mas bajo en
relacion a BSA, sin ser esta diferencia significativa respecto a las condiciones OL
(54.30+1.49) y PA/OL (55.97+2.50). Al hacer la comparacion de este parametro entre las
células incubadas con PAy las otras dos condiciones de AG, OL y PA/OL, no se observan
diferencias significativas pese a reflejarse un ligero aumento en las condiciones que

presentan OL (Figura 25).
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Figura 25. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) correspondiente a la Respiracion mitocondrial basal. Se expresa el valor
medio de OCR + desviacion estandar de los condrocitos tras la incubacién de 12 horas con 0.7mM de &cido palmitico
(PA), acido oleico (OL) y la mezcla de ambos (PA/OL) en proporcion 1:2; *, p<0.05 vs condicion basal (BSA).

Tras la inyeccion del primer modulador, 2uM de OLG, se produce una disminucién en
la tasa de consumo de oxigeno (por inhibicion de la ATP sintasa o complejo V de la CTE).
La diferencia de este valor de OCR respecto al basal representa la porcidn de respiracién
basal que se estaba utilizando para la produccién de ATP por parte de las mitocondrias.
Se observa un descenso estadisticamente significativo de este parametro en los
condrocitos incubados con PA (32.67+0.12) en relacién a BSA (54.41+2.74), mientras que
tanto OL (45.3941.35) como PA/OL (45.25+2.46) no muestran diferencias significativas
con respecto a la condicion basal. Sin embargo estas dos condiciones presentan de forma
significativa un mayor OCR destinado a la produccién de ATP que los incubados con PA

(Figura 26A). Al valorar la eficiencia de acoplamiento, expresada como el porcentaje de
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OCR destinado a la sintesis de ATP en relacion al OCR basal, se observa que este era
significativamente menor cuando los condrocitos se incuban con PA (66.18+0.62), tanto
en relaciéon a BSA (82.26+0.23) como en relacion a OL (83.57+0.18) o PA/OL (80.82+0.79)
(Figura 26B).
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Con la inyeccion del segundo modulador, 1 uM de FCCP, al quedar inhibida la
transferencia de electrones a través de la CTE, se produce un consumo maximo del
oxigeno por parte del complejo IV. Este valor de OCR permite valorar la respiracién
maxima en cada caso y el analisis de los datos refleja un descenso significativo en la
condicion de PA (60.82+2.90) tanto en relacion a BSA (90.11+4.42) como en relacion a OL
(85.36+0.33) y PA/OL (89.25+4.16). Sin observar diferencias significativas de OL y PA/OL
en relacion a BSA (Figura 27A). La diferencia entre el OCR maximo, obtenido tras la
inyeccion de FCCP, y el OCR basal, permite valorar la capacidad respiratoria de reserva,

gue indica la capacidad de los condrocitos para responder a una demanda energética. Se
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observa una disminucion significativa de este parametro en el caso de la incubacion con
PA (11.46%2.27) en relacion a BSA (23.97+1.27) y un aumento significativo en las
condiciones OL (31.06+1.16) y PA/OL (33.28+1.66) tanto en relacion a la condicién basal

como al PA (Figura 27B).
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Figura 27. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) correspondiente a la Respiracién mitocondrial méxima y Capacidad de
reserva.{A) Consumo de oxigeno desde el minimo obtenido tras inyeccion de 2 uM de oligomicina hasta el maximo tras
la inyeccion de 1 uM de FCCP, representando asi la Respiracion maxima de los condrocitos tras la incubacién de 12
horas con 0.7mM de &cido palmitico (PA), acido oleico (OL) y la mezcla de ambos (PA/OL) en proporcién 1:2. (B)
Capacidad respiratoria de reserva (%): porcentaje de OCR maximo tras la inyeccién de 1 uM FCCP en relacion al OCR
basal tras la incubacién de 12 horas con 0.7mM de PA, OL o PA/OL. Se representan en ambos casos el valor medio +
desviacion estandar; *, p<0.05 vs condicidn basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

Tras la ultima inyeccion moduladora, 0.5 uM de Rot/AntA, se produce un descenso
del OCR por inhibicién de los complejos | y lll de la CTE, anulando por tanto la respiracion
mitocondrial y permitiendo asi conocer el OCR debido a procesos fuera de la mitocondria.
La respiracion no mitocondrial es ligeramente menor en los condrocitos incubados con
los AG, sin encontrar diferencias significativas en ningln caso respecto a BSA (Figura 28A).
La diferencia entre el minimo de OCR obtenido tras la inyeccidon de OLG vy la respiracion
no mitocondrial, permite estimar la fuga de protones, paradmetro que puede informar
sobre un posible dafio mitocondrial o sobre el mecanismo de regulacién en la produccion
del ATP mitocondrial. Tras la incubacion con los AG, y en relacion a BSA (11.73+0.41), se
observa un aumento significativo de este parametro en los condrocitos incubados con
PA (16.7040.52). Por el contrario, en los condrocitos incubados con OL (8.92+0.15) se
produce una fuga de protones significativamente menor que en la condicion de BSA;

mientras que.no se encontraron diferencias significativas en el caso de la incubacidn con

81



Resultados

PA/OL (10.7240.04) en relacion a BSA. Al comparar el aumento de la fuga de protones de
las células crecidas en presencia de PA con los valores obtenidos con las otras condiciones
de AG, se encuentra una reduccién estadisticamente significativa en las condiciones de

OLy PA/OL en relaciéon a PA (Figura 28B).
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Figura 28. Tasa de consumo de oxigeno (OCR) no mitocondrial y OCR correspondiente a la Fuga de protones. (A)
Consumo de oxigeno tras la inyeccion de la mezcla de Rotenona y Antimicina A a 0.5 uM (inbidores de los complejos |
y lll, respectivamente) de los condrocitos tras la incubacion de 12 horas con 0.7mM de acido palmitico (PA), acido
oleico (OL) y la mezcla de ambos (PA/OL) en proporcidn 1:2; y que representa la tasa de consumo de oxigeno debida
a procesos que ocurren fuera de la mitocondria. (B) Fuga de protones: diferencia del OCR tras la inyeccion de 2 uM de
oligomicina y el OCR no mitocondrial que representa la Fuga de protones de los condrocitos tras la incubacién de 12
horas con 0.7mM de acido palmitico (PA), acido oleico (OL) y la mezcla de ambos (PA/OL) en proporciéon 1:2. Se
representan en ambos casos el valor medio * desviacidn estandar; *, p<0.05 vs condicién basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

Para analizar si las diferencias encontradas podian deberse a diferencias en la
cantidad de mitocondrias tras la incubacién con cada una de las condiciones, se cuantificd

el nimero de copias de ADNmt.

Tal y como se muestra en la Figura 29, no se observan diferencias significativas de

este pardmetro tras la incubacién con AG en relacion a la condicidn basal (BSA).

150+
Figura 29. NUmero de copias de ADN mitocondrial tras

la incubacién durante 12 horas con las diferentes

condiciones: condicion basal (BSA), 0.7mM de acido
—— palmitico (PA), de acido oleico (OL) de la mezcla de PA 'y acido
oleico en proporcion 1:2 (PA/OL). Se determina calculando la
504 relacion entre el niumero de copias del gen ribosomal
mitocondrial 12S (12S-rRNA) y el gen nuclear RNasaP (12S-
rRNA/RNAsaP). En la figura se representa el valor medio *
0- T T desviacion estandar del porcentaje para cada condicion en
relacion a BSA (100%). *, p<0.05 vs condicién basal (BSA).

100- _

% n° de copias ADN mitocondrial
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6. Andlisis de la funcién glucolitica a través de la medida de la tasa de

acidificacion extracelular (ECAR)

Para evaluar los principales parametros de la funcién glucolitica tras la incubacién con
los diferentes AG, se analizaron los datos de ECAR obtenidos en el SeaHorse XFp
Extracellular Flux Analyzer tras el estimulo con Glucosa, OLG y 2-DG, representados en la
Figura 30. El analisis de los valores de ECAR obtenidos para las células incubadas en BSA
y en presencia de cada una de las condiciones de AG testadas, permitié observar
diferencias importantes sobre todo tras la inyeccién de los distintos moduladores en cada
condicion respecto a BSA, siendo la mas llamativa la diferencia tras el estimulo con OLG.
Para definir y valorar el significado de los datos de ECAR obtenidos, se calcularon distintos

parametros que permiten valorar la funcién glucolitica en cada caso.
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Figura 30. Representacién de los datos de la tasa de acidificacion extracelular (ECAR) frente al tiempo obtenidos en el
SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer de los condrocitos tras la incubacion con las diferentes condiciones: condicién
basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA), oleico (OL), o la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL). En el gréfico
se muestra los momentos en los que se inyectan los distintos estimulos: 10 mM Glucosa, 2uM Oligomicina (OLG) y 50

mM Deoxiglucosa (2-DG; y se representan los rangos de ECAR que corresponden a los parametros que permiten evaluar
la funcidon glucolitica. Cada condicién se realiza por triplicado quedando representado en el gréfico, la media +

desviacion estandar.

Antes de la primera inyeccion de los moduladores, se detecta un ECAR basal, que

indica la acidificacion no glucolitica, debida a procesos distintos a la glucdlisis, ya que en
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ese momento las células estan en un medio que no contiene glucosa que pueda
incorporar a la cascada glucolitica. Esta tasa es significativamente menor tras la
incubacion con PA (3.44+ 1.80) tanto en relacion a BSA (11.51+ 6.74) como en relacién a
OL (12.12+ 2.60) y PA/O (15.51+1.13), sin encontrar diferencias significativas entre estas

dos ultimas condiciones y la condicién basal (Figura 31).

207
. #
£ 154 —
£ #
= =
E 101
o
<
(&) *
(NN 5_
0- T T
23 X o v
& QV\O

Figura 31. Tasa de acidificacion del medio extracelular (ECAR) correspondiente a la acidificacién no glucolitica, es decir,
la acidificacion debida a procesos distintos a la glucdlisis . Se muestra el ECAR basal de los condrocitos tras la incubacién
durante 12 horas con las diferentes condiciones: condicion basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA), oleico (OL), o
la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL); Se representan en ambos casos el valor medio * desviacién estandar;
* p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

Tras la inyeccién del primer modulador (Glucosa 10mM) se produce un aumento de
ECAR como resultado de la actividad glucolitica de los condrocitos, donde la glucosa se
transforma en el producto final, lactato, produciéndose la liberacién de protones al
medio y por tanto la acidificacién del mismo. Esto permite valorar por tanto el pardametro
glucdlisis, por la diferencia entre el ECAR tras la administracion de glucosa y la
acidificacién basal. Se observa una menor acidificacién debida a glucdlisis en las
condiciones PAy PA/OL tanto en relacién a BSA como en relacion al OL, pero sin ser estas

diferencias estadisticamente significativas (Figura 32).
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Figura 32. Tasa de acidificacién del medio extracelular (ECAR) correspondiente a la Glucdlisis. Se muestra el ECAR tras
la inyeccién del primer modulador (Glucosa 10 mM) tras la incubacion durante 12 horas con las diferentes condiciones:
condicion basal (BSA), 0.7mM de &cido palmitico (PA), oleico (OL), o la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL); Se
representan en ambos casos el valor medio * desviacion estandar; *, p<0.05 vs condicidn basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

La segunda inyeccion corresponde a 2 UM OLG, y produce un aumento del ECAR ya
gue al inhibir la OXPHOS se fuerza a los condrocitos a usar la glucdlisis a su maxima
capacidad. Se calculé asi la capacidad glucolitica, tras la incubacién con las distintas
condiciones, como la diferencia entre este maximo de ECAR y la acidificacién no
glucolitica. En el caso de los condrocitos incubados con PA, OLy PA/OL, no se observa el
aumento de ECAR esperado y observado en la condicién basal (Figura 30). Esto se traduce
por tanto, en una disminucién significativa de la capacidad glucolitica tras la incubacién
con PA (35.69+0.06), OL (31.76% 2.28) o PA/OL (27.51% 0.73) en relacién a BSA
(65.23%£2.53). Al comparar la capacidad glucolitica entre PA vy las condiciones de OL y
PA/OL, no se observan diferencias significativas entre las distintas condiciones de AG

(Figura 33A).

Otro de los parametros que se calcularon a partir de los valores de ECAR obtenidos
con la inyeccién de glucosa y OLG, es la reserva glucolitica, expresada como el porcentaje
de glucdlisis que representa la capacidad glucolitica maxima. Este parametro indica la
capacidad de una célula para responder a una demanda energética, asi como la
proximidad de la funcidn glucolitica al maximo tedrico de la célula. Sélo las condiciones
PA (107.1+7.87) y OL (76.09%4.63) muestran un menor porcentaje significativo de reserva
glucolitica en relacion a BSA (159.7+14.77), y no se detectaron diferencias significativas

entre las condiciones OLy PA/OL en relacién a PA (Figura 33B).
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Figura 33. Tasa de acidificacion del medio extracelular (ECAR) correspondiente a la Capacidad Glucolitica y % Reserva
Glucolitica de los condrocitos tras la incubacién durante 12 horas con las diferentes condiciones: condicion basal (BSA),
0.7mM de &cido palmitico (PA), oleico (OL), o la mezcla de ambos en proporcion 1:2 (PA/OL); (A) Capacidad glucolitica:
ECAR maximo obtenido tras la inyeccion de 2 uM OLG. (B) Reserva glucolitica: porcentaje de capacidad glucolitica en

relacién a la glucdlisis. Se representan en ambos casos el valor medio + desviacion estandar; *, p<0.05 vs condicion
basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.

Por ultimo, al inyectarse 2-DG 50 mM, se inhibe de forma competitiva la glucdlisis
dando lugar a una caida de ECAR. Esto permite comprobar que efectivamente el ECAR
producido durante el experimento es debido a la glucdlisis, alcanzando en cada una de

las condiciones del experimento niveles acordes a los basales.

Como complemento al analisis de la funcién glucolitica se valoraron, ademas, los
niveles de expresion de GLUT3, transportador de glucosa en la membrana celular del
condrocito, asi como de HK2, primer enzima de la via glucolitica y responsable de la
integracion de glucosa en esta via. Los resultados muestran que, en relacién a BSA, la
incubacion con PA indujo un aumento significativo del ratio de expresién tanto de GLUT3
(3.28%0.15) como de HK2 (1.76+0.04); sin embargo, la expresion de estos genes no se
modula tras laincubacion con OL o PA/OL, mostrando niveles muy similares a la condicion

basal (Figura 34).
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Figura 34: Expresidn génica de (A) GLUT3 y (B) HK2 tras la incubacion con 0.7mM palmitico (PA), oleico (OL) o la mezcla
en proporcién 1:2 de ambos (PA/OL) durante 12 horas. Los resultados se expresan media + desviacidn estandar del
ratio en relacion a la condicidn basal (BSA). *, p<0.05 vs BSA; #, p<0.05 vs PA.

7. Evaluacion del balance energético.

Para evaluar el balance energético celular tras la incubacion con las distintas
condiciones de AG, se estudid en primer lugar la contribucidon de la OXPHOS y la glucdlisis
a la produccién de ATP, a partir de los datos obtenidos en los experimentos de los
apartados 5 (OCR) y 6 (ECAR). En base a estos resultados se cuantifico la produccién de

ATP por luminiscencia

7.1. Estudio de la contribucién de la OXPHOS vy la glucdlisis a la produccion de ATP

A partir de los datos obtenidos con el SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer tanto
de OCR como de ECAR, tras la incubacion con las diferentes condiciones de AG, se estimo
la produccion de ATP tanto de OXPHOS como procedente de la glucdlisis,
respectivamente. De modo que, para realizar una estimacién del ATP total se sumaron

ambos parametros.

En la Figura 35 se representan las tres tasas de produccién de ATP calculadas para
cada una de las condiciones. Se observan tasas de produccion de ATP glucolitico, que son
significativamente menores en los condrocitos incubados con PA (42.95+1.71) y PA/OL
(35.66+3.07), en relacion a BSA (55.96+0.94). Sin embargo, en la condicién OL
(61.14£3.66) la produccion de ATP es estadisticamente mayor al compararlo con la

condicion PA (Figura 35). La tasa de produccion de ATP procedente de OXPHOS tiene

87



Resultados

valores inferiores en los condrocitos incubados con AG en relacion a BSA, siendo
significativamente menor en los condrocitos incubados con PA (32.6740.12) tanto en
relaciéon a BSA (54.41+2.74) como en relacion a OL (45.3941.35). Estos resultados se
traducen por tanto en una reduccién significativa del ATP total cuando los condrocitos se
incuban con PA (211.22+1.11) en comparacion tanto con BSA (336.2+13.18) como con
las otras condiciones, OL (294.943.27) y PA/OL (268.7+15.77) (Figura 36).
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Figura 35. Tasas de produccién de ATP en la glucdlisis y en la OXPHOS estimados a partir de los valores de consumo de
oxigeno (OCR) y tasa de produccion de protones (PPR) Se representa la tasa de produccion de ATP en pmol/min tras la
incubacién durante 12 horas con las diferentes condiciones: condicion basal (BSA), 0.7mM de 4cido palmitico (PA),
oleico (OL), o la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL); y calculadas a partir de los de OCR y PPR y la relacién
estequiométrica con la tasa de produccidon de ATP de 5 y 1, respectivamente. Se representan el valor medio +
desviacion estandar; *, p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.
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Figura 36. Tasa de produccion de ATP total estimados a partir de los valores de consumo de oxigeno (OCR) y tasa
de produccién de protones (PPR) . Se representa la tasa de produccidn de ATP total en pmol/min vy la distribucion
de la tasa correspondiente a la produccién via OXPHOS (rayas) y via glucolitica (blanco) para cada una de las
condiciones. Se representa el valor medio + desviacion estandar; *, p<0.05 vs condicién basal (BSA); #, p<0.05 vs
PA.
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7.2. Cuantificacion directa de ATP total y mitocondrial.

Tras los resultados obtenidos en las estimaciones de produccion de ATP con los datos
de OCR y ECAR obtenidos con el SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer, se cuantifico la
produccion de ATP total y mitocondrial por luminiscencia tras la incubacion de los
condrocitos con las diferentes condiciones de AG durante 12 h. Para ello, transcurridas
las 12 h se incubaron los condrocitos durante otras 2 h con dos medios distintos: uno
cuyo aditivo es la glucosa, condicién a partir de la cual se cuantifica al ATP total, y otra
cuyo aditivo es el piruvato y 2-DG, condicidn a partir de la cual se cuantifica el ATP

mitocondrial, ya que con la 2-DG se inhibe la glucdlisis anaerobia.

Los resultados obtenidos muestran una disminucién significativa de la produccién
tanto de ATP total (0.24+0.06) (Figura 37A) como de ATP mitocondrial (0.13+ 0.04)
(Figura 37B), expresados como ratio en relacién a BSA, tras la incubacién de los
condrocitos con PA. En el caso de la incubacidén combinada PA/OL, en relacién a la
condicion basal no se detectan diferencias significativas (0.85+0.04) (Figura 37A).
Tampoco se encuentran diferencias en la cuantificacion de ATP mitocondrial (0.98+0.04)
(Figura 37B). Cuando se compara la condicion PA frente a PA/OL, tanto en ATP total como
en ATP mitocondrial, se observa un aumento de ambos pardmetros, siendo

estadisticamente significativo en ambos casos (Figura 37).
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Figura 37. Cuantificacién del ATP total y ATP mitocondrial por luminiscencia. Tras la incubacién durante 12 horas con
las diferentes condiciones: condicion basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA), y la mezcla de ambos en proporcion
1:2 (PA/OL) se cuantificd, a partir de los extractos celulares, la concentracion de (A) ATP total y (B) ATP mitocondrial
normalizando este valor con la cuantificacién de proteina total en cada caso. Se representan, para cada condicién, el
valor medio * desviacion estandar del ratio en relacion a BSA; *, p<0.05 vs condicidn basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.
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8. Evaluacion de la formacién de gotas lipidicas (Lipid Droplets, LD)

8.1. Tincidén y cuantificacion de LD

Al observar que los efectos citotoxicos y metabdlicos estudiados en los condrocitos
diferian tras la incubacién con un AG u otro, se realizé una evaluacion efecto sobre la
morfologia celular tras observar las imdagenes obtenidas por microscopia dptica de
contraste de fases, donde ser reflejaron cambios estructurales en las células (Figura 38).
Pueden observarse en las condiciones de PA, OL y PA/OL se observa un mayor contenido
de acumulos citoplasmaticos en relacién a la condicion BSA, siendo éstos mas numerosos
en las condiciones OL (Figura 38C) y PA/OL (Figura 38D). Por lo tanto, a la vista de estos
resultados, se evalud la posible formacion de LD, ya que la formacion de estas estructuras

se relaciona con la citoproteccion.

»

Figura 38. Imdgenes representativas de los cambios estructurales detectados en los condrocitos por microscopia dptica
de contraste de fases (200x) tras la incubacién durante 12 horas con las diferentes condiciones: (A) condicidon basal
(BSA), 0.7mM de (B) acido palmitico (PA), (C) &cido oleico (OL), o (D) la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL).
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Una de las tinciones realizadas fue el Oil Red O, utilizado para la tincion de TG y lipidos
neutros. Las imdgenes obtenidas con este tipo de tincidon tras la incubacion con las
diferentes condiciones de AG permiten observar los LD en un rojo intenso en las
condiciones que contienen OL (OL y PA/OL) (Figura 39A). La cuantificacién de las
imagenes, expresada en ratio de sefial positiva en relacion a BSA, es significativamente
mayor en las condiciones OL (105.4+10.15) y PA/OL (82.44+11.65), tanto en relacién a
BSA como en relacion a la incubacion con PA (38.05+2.63) (Figura 39B).
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Figura 39. Imagenes obtenidas por microscopia dptica de la tinciéon con Oil Red O y su cuantificacion tras la incubacion
durante 12 horas con las diferentes condiciones: condicion basal (BSA), 0.7mM de acido palmitico (PA), oleico (OL), o
la mezcla de ambos en proporcion 1:2 (PA/OL); (A) Se muestra el aumento 400x (izquierda) y 1000x (derecha), y en
ambos casos puede observarse los LD en un rojo intenso y los ndcleos en azul. (B) Cuantificacién de la sefial obtenida
de Qil Red O con el software Image J a partir de las imagenes obtenidas a 40x; Se representa el valor medio + desviacion
estandar del ratio de sefial positiva en cada condicién en relacion a BSA. *, p<0.05 vs condicion basal (BSA); #, p<0.05
vs PA.
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A continuacion se realizé la tincién y cuantificacion de LD en los condrocitos tratados
con las mismas condiciones utilizando el colorante LD540. El LD540 es un colorante
lipdfilo que permite la observacion microscépica por fluorescencia de este tipo de
estructuras asi como su cuantificacion posterior por citometria de flujo. Al igual que tras
el tratamiento con Qil Red O, el andlisis de la intensidad de fluorescencia del LD450 reflejo
que, en los casos de incubacion con OL (3.48+0.12) y PA/OL (2.59+0.25), la presencia de
LD era significativamente mayor en relacion tanto a BSA como a la incubacion con PA

(1.53+0.03) (Figura 40).
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Figura 40. Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de la tincién con LD540 y su cuantificacion tras la
incubacion durante 12 horas con las diferentes condiciones; (A) Se muestra el aumento 400x donde pueden observarse
las diferentes condiciones: a) condicion basal (BSA), b) 0.7mM de acido palmitico (PA), ¢) 0.7mM de &cido oleico (OL),
o d) 0.7mM de la mezcla de ambos en proporcién 1:2 (PA/OL), destacando el marcado aumento de LD en las
condiciones c¢) OL y d) PA/OL en relacién a a) BSA y b) PA. (B) Cuantificacion de LD540 por citometria de flujo. Se
representa el valor medio + desviacidon estandar del ratio de cada condicién en relacion a BSA. *, p<0.05 vs condicion
basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.
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8.2. Cuantificacion del contenido intracelular de Triglicéridos

Para confirmar la formacién de LD, por ser estructuras con un centro hidrofdbico de
reserva de grasas formados fundamentalmente por TG, se cuantifico su presencia en los
extractos celulares obtenidos tras la incubacion con las condiciones BSA, PA, OLy PA/OL,

determinando la concentracién de TG para cada caso.

El andlisis de los valores de Abs obtenidos permitié determinar que el contenido en
TG, expresado como ratio en relacién a BSA, es significativamente superior tras la
incubacién con PA (1.78+0.01), OL (7.96+1.02) y PA/OL (5.32+1.07), correlaciondndose
este resultado con los obtenidos en las tinciones de LD. Asimismo, el contenido en TG a
nivel de las células que fueron incubadas con OL (OL y PA/OL) también es

significativamente mayor que en el caso de las células incubadas con PA (Figura 41).
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Figura 41. Cuantificacion del contenido intracelular de triglicéridos tras la incubacion durante 12 horas con las
diferentes condiciones: condicién basal (BSA), 0.7mM de &cido palmitico (PA), oleico (OL), o la mezcla de ambos
en proporcién 1:2 (PA/OL); Los resultados se expresan como valor medio + desviacion estandar del ratio de cada
condicién en relacion a BSA. *, p<0.05 vs condicién basal (BSA); #, p<0.05 vs PA.
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Discusion

La OA es una enfermedad degenerativa con una alta prevalencia en la poblacién (58),
gue puede afectar a cualquier tipo de articulacion y que se caracteriza por el estrés celular
y degradacion de la matriz extracelular; manifestandose en primer lugar como un
desequilibrio metabdlico del tejido articular, seguido por cambios fisioldgicos vy
anatémicos en la articulacion. (45). Su etiologia es multifactorial, lo que la convierte en
una patologia compleja y dificil de estratificar. Una de las divisiones propuestas define
varios subtipos clinicos con caracteristicas especificas, dentro de los que se encuentra el
subtipo de OA de origen metabdlico. Este fenotipo se caracteriza, ademas de por la
presencia de obesidad e inflamacién, por un comienzo mas temprano y una progresion
mas severa de la enfermedad que otros fenotipos (105), lo que hace necesario el
conocimiento de la etiologia de este subgrupo para establecer la intervencién temprana
y mejorar asi la calidad de vida de estos pacientes. Tanto el estrecho vinculo de la OA con
el SM (179,180) de forma independiente a la obesidad, como su alta prevalencia en las
articulaciones no sometidas a carga mecanica en individuos obesos (168,169), hacen
pensar que existen marcadores sistémicos, hasta ahora no conocidos y relacionados con
los desdrdenes metabdlicos, que actlan como factores etioldgicos de la OA en este
subgrupo clinico. Uno de los marcadores sistémicos caracteristicos de enfermedades
metabodlicas crénicas relacionadas con el SM, es el aumento de los niveles circulantes de
AGL, siendo el PA y el OL los mayoritarios en la dieta y en el suero. En este contexto, el
estudio que da lugar a esta tesis doctoral, investiga los efectos que estos dos AG pueden

tener sobre un modelo in vitro de condrocitos humanos.

Como primer objetivo de este trabajo, se estudiaron los efectos de PA y OL asi como
la mezcla de ambos (PA/OL en proporcion 1:2) sobre fendmenos altamente relacionados
con el proceso artrésico. La patogénesis de la OA incluye el desequilibrio en la
homeostasis del cartilago articular con predominio de los fendmenos catabdlicos frente
a los anabdlicos (17). En ese sentido juegan un papel muy importante las MMPs, enzimas
responsables de la degradacién de la MEC de este tejido, donde destacan las colagenasas,
como la MMP-1 y la MMP-13, capaces de degradar coldgeno tipo I, Il y Ill, v las
estromelisimas, como la MMP-3, no detectada en cartilagos sanos y capaz de degradar
casi cualguier componente en la MEC del tejido articular (18). Los resultados de este

estudio muestran un aumento significativo de la expresion de las MMP-1, -3 y-13 tras la
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incubacion de los condrocitos con PA, efecto no observado tras la incubacién con las
condiciones que contienen OL. El aumento de expresién de MMPs tras la incubacién con
PA se ha observado también en otros tipos celulares como las células monociticas
humanas (216). Nuestros resultados concuerdan con otro estudio realizado en
condrocitos humanos, donde pese a no observar un aumento en la expresién de MMP-
13 sin la coestimulacién con IL-1B, el tratamiento de los explantes de cartilago articular
con PA, revela un claro deterioro de la MEC con vy sin IL-1B, sin observar cambios

significativos ante la exposicion al OL(217).

La inflamacion es uno de los factores que forman parte de los cambios fisioldgicos y
anatémicos que ocurren en la articulacion durante el proceso artrosico (45,218). Estudios
realizados tanto en condrocitos como en otros tipos celulares evidencian efectos
proinflamatorios de los AG saturados, como el PA, relaciondndose con un aumento de la
expresion de COX-2 con el consiguiente aumento de secrecion de PGE2 (217,219-221),
asi como una elevada expresion y liberacion de citoquinas proinflamatorias como la IL-6
(217,222,223). En este trabajo se reporta un aumento de la respuesta proinflamatoria
tras la incubacion de los condrocitos con PA evidenciada con el notable aumento de la
expresion tanto de COX-2 como de IL-6, hecho no revelado cuando los condrocitos se
incuban con las condiciones que contienen OL. Esto indica que el aumento de los niveles
de PA puede participar en la patogenia de la OA, favoreciendo la expresiéon de proteinas
proinflamatorias en la articulacién potenciando el inicio o favoreciendo la progresiéon de

la enfermedad.

Otro de los factores que favorecen el desequilibrio homeostatico del cartilago
articular es la muerte de los condrocitos. Los efectos de los AG estudiados en este trabajo
sobre otros tipos celulares, muestran un aumento de la apoptosis tras la exposicion a AG
saturados con efectos reversos de los monoinsaturados (151,224,225). El andlisis de la
apoptosis celular en el presente estudio muestra un aumento de este fendmeno tras la
incubacion con PA, detectando un aumento tanto de la apoptosis temprana como tardia
asi como de la actividad de las caspasas 3/7 y 9. Este efecto no fue detectado en los
condrocitos incubados con OL; sin embargo, en la incubacién combinada PA/OL si se
observd un ligero aumento de apoptosis temprana, pero no de la apoptosis tardia ni en

la actividad de las caspasas estudiadas. Los resultados de apoptosis obtenidos tras la
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retirada del PA del medio de cultivo durante 24 h confirman que son los efectos del PA
sobre las células lo que produce la muerte celular y que, al menos durante el tiempo de
exposicion en este estudio (12 h), los efectos son parcialmente reversibles. Por ser el
unico tipo celular que compone el cartilago articular, la supervivencia de los condrocitos
es importante para el adecuado mantenimiento de la matriz del cartilago, y factores que
comprometan la funcion y supervivencia de estas células desencadenarian una
insuficiencia funcional del cartilago articular, provocando la aparicion de la enfermedad.
La degeneracion del cartilago puede ser causada por la reduccién del nimero de
condrocitos en el cartilago articular humano envejecido, que no puede regenerar y
remodelar el cartilago adecuadamente (226). En la fase crénica de la OA, el cartilago
exhibe un elevado porcentaje de muerte de los condrocitos, con una disminucion
importante del nimero de células y lagunas vacias (4). El efecto del PA sobre la muerte
celular observada en este estudio ha sido demostrada en otros tipos celulares (228—-231),
asi como la atenuacién de este efecto cuando las células son incubadas con OL

(149,151,224,225).

El estrés oxidativo es la respuesta celular en la que la sintesis de especies reactivas a
nivel intracelular va mas alld de la capacidad de la célula para neutralizar dichas
moléculas, lo que conduce al dafio celular final y, en algunos casos, a la muerte celular.
ROS y/o radicales nitrogenados como el NO, responsables de este fenédmeno, son actores
importantes en el proceso de destruccion del cartilago que ocurre en la OA (232,233).
Los resultados encontrados en este estudio indican que la exposicion a altas
concentraciones de PA producen un incremento notable tanto del anion superdéxido
mitocondrial como del NO; sin embargo, el incremento de estas especies reactivas no se
observo tras la exposicidn a elevadas concentraciones de OL. Esto concuerda con los
efectos del PA sobre células de otros tejidos periféricos, en los que se observan los
mismos efectos de incremento tanto de la producciéon de superdxido mitocondrial (234—
236), como de NO (237-239). Tras pretratar los condrocitos con NAC, un bloqueante de
ROS, la apoptosis inducida por el PA disminuye significativamente. Esto hace pensar que,
al menos en parte, el estrés oxidativo a nivel mitocondrial puede ser una de las causas
del proceso apoptoético producido por el PA. Sin embargo, la produccién de ROS

citoplasmaticos tras 12 horas de exposicion a los AG no mostré el mismo
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comportamiento que la produccién de ROS mitocondriales, detectandose valores incluso
significativamente mas bajos que la condicién basal; esta disminucién estaba
acompafiada de un pequefio pero significativo aumento de la expresion génica de CAT,
enzima detoxificadora de estas especies en las células; mientras que no se observo
ningun tipo de modulacién a nivel de la expresién génica de la enzima detoxificadora de
anion superoxido mitocondrial (SOD2), responsable de la conversion del anion
superoxido a Hy0;. La mayoria de los estudios muestran un aumento de ROS
citoplasmaticos tras el tratamiento con PA (148,232,240). Una posible hipdtesis que
podria explicar esta discordancia seria que la produccién de ROS citoplasmaticos inducida
por PA en los condrocitos no sea lo suficientemente elevada como para que una
actuacion eficiente de CAT no sea capaz de revertirla. Por otro lado, pese al incremento
de la produccion de anion superdxido mitocondrial, no se detecta un aumento de la
expresion de SOD2, enzima responsable de su detoxificacion mediante la formacion de
H,0,, por lo tanto, el anion superdxido no estaria produciendo un aumento de los ROS
citoplasmaticos por difusion al citoplasma. Ademas, la produccién de H,0, por parte de
SOD2 puede bloquear la activacién de procesos fundamentales para el proceso de
muerte celular programada (241), lo que apoya los resultados obtenidos en este trabajo
en relacién al anion superdxido como factor inductor de la muerte celular de los

condrocitos tras la exposicion a PA.

Por ser los condrocitos el Unico tipo celular del cartilago articular, el adecuado
funcionamiento a nivel metabdlico es fundamental para asegurar el correcto
mantenimiento de la MEC, evitar la degeneracidn del tejido y favorecer los mecanismos
de reparacion. En este sentido, la glucélisis (27), como principal via metabdlica en estas
células, y la via mitocondrial (29,43) juegan un papel crucial. Tanto la disfuncion
mitocondrial como una menor capacidad glucolitica, que se traducen en una menor
produccion de ATP, son alteraciones que han sido documentadas en los condrocitos
artrésicos (47,90,242—-245). Los datos obtenidos en el analisis de la funcion mitocondrial
en este estudio muestran una disminucion de la respiracidn basal tras la incubacion de
los condrocitos con los AG, siendo sdlo significativa en el caso de PA. La distribucién de
este consumo de oxigeno basal muestra claras diferencias segun el AG con el que se

incuben las células. Asi, en el caso de la incubacidn con PA se genera un aumento de los
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protones bombeados durante el transporte de electrones (fuga de protones), lo que
resulta en un aumento del consumo de oxigeno pero no en la produccién de ATP. Lo cual
encaja con los resultados obtenidos, en el sentido de que el OCR destinado a la sintesis
de esta molécula energética es significativamente menor en los condrocitos incubados
con PA en relacion tanto a la condicién basal como a las condiciones con OL. La eficiencia
de acoplamiento, expresada como el porcentaje de OCR destinado a la produccién de
ATP en relacion al OCR basal, es un parametro importante a valorar como indice de
disfuncion mitocondrial ya que es un indice muy sensible a los cambios bioenergéticos y
se altera ante cualquier tipo de disfunciéon mitocondrial (246). Tras la exposicion de los
condrocitos a PA, se evidencia un menor porcentaje de este parametro, es decir, una
bajada en la calidad de acoplamiento entre OXPHOS y CTE. Por el contrario, al incubar
con OL, el ligero descenso (no significativo) en el OCR destinado a la produccién de ATP
se acompafia de una menor tasa correspondiente a la fuga de protones, con una
eficiencia de acoplamiento similar a la condicion basal. Ademas, la estimulacién de la
cadena respiratoria hasta su maxima capacidad tras la administracion de FCPP muestra
una menor capacidad maxima de la respiracion tras la incubacion con PA, traduciéndose
en una menor capacidad respiratoria de reserva. Esto indicaria una menor capacidad de
los condrocitos incubados con PA de responder a una demanda energética o cuan cerca
de su limite bioenergético esta trabajando la célula (246). Ademas se ha descrito que,
bajo condiciones de estrés oxidativo, la capacidad de reserva se agota pudiendo llegar a
producir la muerte celular cuando se alcanza el umbral de la respiracién basal (247,248).
Todos los parametros valorados indican, por tanto, que el PA produce en los condrocitos
una disfuncion mitocondrial. En cambio, cuando los condrocitos se incuban con la misma
concentracion de OL o PA/OL no se observan variaciones significativas en los pardmetros
de la respiracion, mostrando que el OL parece proteger a los condrocitos de la disfuncion

inducida por el PA.

La disfuncion mitocondrial producida por el PA ha sido reportada en otro estudio
realizado con células musculares donde se analizan los pardametros de respiracion
mitocondrial con la misma metodologia utilizada en este trabajo (249). En el mencionado
trabajo, los autores observan diferencias en la funcion mitocondrial segin el tipo de

célula muscular incubada con PA, correlacionando las diferencias con la cantidad de
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mitocondrias. En nuestro caso, las deficiencias observadas en el metabolismo
mitocondrial tras la exposicién de los condrocitos al PA es independiente del nimero de
mitocondrias, ya que tras la cuantificacidon indirecta de este a través del calculo del
numero de copias de ADNmt, no se encontraron diferencias entre las distintas
condiciones, no pudiendo por tanto correlacionar la disfuncion mitocondrial con el déficit
de mitocondrias tras la incubacién con PA. Otros estudios realizados en diferentes tipos
celulares confirman la disfuncién mitocondrial causada por el PAy el efecto protector del
OL, analizando el dafio producido en el ADNmt (148,151,250,251), asi como por analisis
gendémico de expresion de ARNm y metilacion del ADN, donde se relaciona la exposicion
a PA con una menor expresion de genes que codifican para proteinas que forman parte
de la cadena respiratoria, y cuya represion implica una menor actividad del sistema
OXPHOSy, por tanto, una menor produccién de ATP (252). En este sentido, los resultados
de nuestro estudio muestran también una reduccion en la tasa de OCR destinado a la
produccion de ATP, corroborado con la cuantificaciéon del ATP mitocondrial, en los

condrocitos expuestos a PA, valores que se recuperan cuando se co-inbuban con OL.

El analisis de la funcion glucdlitica tras la exposicion a PA muestra una tasa de ECAR
debida a la glucdlisis menor en relacién a la condicion basal. Sin embargo si se muestran
notables diferencias cuando se valora tanto la capacidad como la reserva glucolitica tras
la inhibicion de OXPHOS por la oligomicina. Por tanto, estos resultados llevan a pensar
gue los condrocitos expuestos a AG no tienen capacidad para aumentar su actividad
glucolitica en el caso de que tenga lugar la disfuncién mitocondrial, como ocurre en el
caso de la exposicion al PA. Estos resultados concuerdan con otros estudios donde se
describe como células expuestas a PA tienen una menor expresiéon de enzimas
glucoliticos (253) y actividad glucolitica (251,254). En las condiciones de incubacion en
presencia de PA se describe una menor tasa de produccién de ATP por la via glucdlitica.
Esto, sumado a la baja tasa de produccién de ATP por la via OXPHQOS, se traduce en una
disminucién en la produccion de ATP total tras la incubacién con PA, que se recupera
parcialmente en la co-incubacién con OL compensado por la recuperacion de la
produccion de ATP por la via OXPHQOS en esta condicion. Pese a haber observado una
menor tasa de actividad glucolitica, los resultados de este trabajo muestran una mayor

expresion de GLUT3 y HK2, tras la exposicién de los condrocitos a PA. Una posible
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explicacién a esto es que, en un intento por compensar el déficit energético celular
observado tanto por la menor aportacién glucolitica como por la disfuncion mitocondrial,
se activa en los condrocitos mecanismos que favorezcan la captacién de glucosa (GLUT3)

y su integracién en la via glucolitica (HK2).

Los resultados descritos hasta el momento revelan efectos dafiinos sobre el
condrocito que pueden favorecer la degradacion del cartilago articular ante la exposicion
a altos niveles de PA, los cuales revierten en parte cuando la incubacion con este AG se
acompafia de una mayor proporcion de OL. Este efecto protector de AG
monoinsaturados frente a los efectos de AG saturados se ha observado también en
células de otros tejidos periféricos, revirtiendo los efectos del PA sobre la resistencia a
insulina, la inflamacién, la disfuncidon mitocondrial, el estrés oxidativo y la apoptosis
(150,151,219,224,255). Una de las diferencias encontradas tras la incubacion con estos
AG y que pueden explicar los efectos opuestos sobre las células, es la formacion de LD
tras la exposicion a OL. Los LD son considerados organelas celulares de reserva lipidica.
Estan formados por un revestimiento en forma de monocapa fosfolipidica con multiples
proteinas asociadas, y un centro hidrofdbico formado fundamentalmente por TG o
ésteres de colesterol (256). La toxicidad diferencial entre AG saturados como el PAy su
co-incubacion con AG monoinsaturados como el OL parece estar relacionada con la
capacidad de este ultimo de promover la incorporacion de PA en los TG (152,153). En
este trabajo se observa un incremento llamativo de LD tras la incubacion con las tres
condiciones de AG estudiadas observado con dos tinciones diferentes, pero su presencia
y tamafio es significativamente mayor cuando el OL estd presente en el medio de cultivo.
Estos resultados se apoyan con la aparicién de un mayor contenido intracelular de TG
tras la incubacién con OL. La diferencia, tanto en cantidad de LD como de TG intracelular,
observada tras la incubacién con PA y la incorporacion de OL en el medio de cultivo,
pueden indicar que, al igual que lo observado en otros tejidos periféricos (224,257), los
AG monoinsaturados como el OL pueden favorecer la incorporacién de PA en los TG,
disminuyendo asi los efectos tdxicos descritos anteriormente en el presente trabajo.
Aungue el acumulo excesivo de LD en las células si parece tener también efectos
lipotdxicos a largo plazo, ante un exceso de AG, parece que los AG monoinsaturados

como el OL, ofrecen un efecto citoprotector inicial sobre las células, ya que se ha
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demostrado en células de ovario de hamster chino (células CHO) que cuando la capacidad
sintética de TG falla, el OL pasa a tener los mismos efectos téxicos que el PA (152), aunque
este hecho no ha sido estudiado en este trabajo. Serian necesarios estudios que sometan
a los condrocitos a una exposicién a mas largo plazo, para valorar el efecto lipotdxico de

la acumulacion de LD en estas células.

Como vya se ha explicado con anterioridad en este trabajo, por un lado conseguir
estratificar adecuadamente la OA vy, por otro lado, conocer los mecanismos moleculares
gue pueden llevar a la pérdida progresiva del cartilago articular en cada uno de los
subgrupos, son estrategias necesarias para poder establecer pautas profilacticas vy
estrategias terapéuticas que permitan tratar la enfermedad en estadios tempranos para
evitar la progresion al reemplazo articular. En este sentido, los mecanismos moleculares
relacionados con la OA de origen metabdlico son hasta ahora bastante desconocidos.
Uno de los posibles mecanismos estudiados es el aumento de AGL, por una lado porque
dicho aumento estd asociado a patologias metabdlicas altamente asociadas a su vez a la
OA'y, por otro lado, porgue ya se ha descrito un mayor acimulo de AG en la superficie
del cartilago OA en comparacion con el cartilago sano (193). Los efectos de los AG
mayoritarios en suero observados en este estudio sobre los mecanismos relacionados
con la patologia artrdsica como la degradacién de la MEC, inflamacién, muerte celular y
estrés oxidativo apoyarian los resultados obtenidos en otros trabajos realizados en
condrocitos (217,258). En este trabajo ademas se reportan los efectos de PA y OL sobre
el metabolismo celular, observando una clara disfuncion mitocondrial y un déficit
glucolitico sobre los condrocitos tras la exposicion a AG saturados como el PA, con claras
diferencias sobre la exposicion de estas células a OL. Asi como las diferencias en la gestion
celular al exceso de estos AG, con la formacion de LD, que ayudaria a explicar el efecto

citoprotector inicial que tiene el OL frente al PA.

En resumen, en base a los resultados obtenidos en este trabajo, los AG saturados,
como el PA, producen en los condrocitos efectos nocivos, revertidos en parte por AG
monoinsaturados como el OL, que pueden desencadenar la patologia artrosica a través
de la degradacién de la MEC del cartilago articular, la inflamacién, la muerte celular, el

estrés oxidativo, asi como alteraciones en el metabolismo glucolitico y de la funcion
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mitocondrial de estas células. Estos resultados pueden ayudar a explicar, en parte, la

estrecha relacion de patologias metabdlicas con la OA.
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Conclusiones

1. La exposicién de los condrocitos a niveles elevados de acidos grasos saturados, como
el Acido palmitico desencadena procesos involucrados en la degradacion del cartilago

articular que tiene lugar durante el desarrollo de la artrosis:

1.1. Aumenta los niveles de expresion génica de metaloproteasas (MMP-1, MMP-
3 y MMP-13), principales enzimas responsables de la degradacion del cartilago articular,

asi como de mediadores de la respuesta inflamatoria (COX-2 e IL-6)

1.2. Provoca el incremento del estrés oxidativo celular mostrando un incremento,
tanto de la produccién de anién superéxido mitocondrial, como de la liberacién de Oxido

nitrico al medio extracelular.

1.3. Activa el proceso de apoptosis celular con un incremento de la actividad de
las caspasas 3/7 y 9 mediado, en parte, por la elevada produccién de especies reactivas

de oxigeno

2. La exposicién a niveles elevados de acidos grados saturados como el acido palmitico

produce una disfuncion de las dos vias metabdlicas principales del condrocito:

2.1. Induce la disfuncion mitocondrial de forma independiente al nimero de
copias de ADN mitocondrial, con un aumento de la fuga de protones, una menor

eficiencia de acoplamiento y una menor capacidad respiratoria de reserva.

2.2. Disminuye la tasa glucolitica celular y la capacidad de los condrocitos para

responder a una demanda energética por activacion de la glucélisis.

2.3. Reduce la tasa de produccidon de ATP total, incluyendo una disminucién tanto
de la tasa de produccién de ATP por la via glucolitica como por la via de la fosforilacion

oxidativa mitocondrial.

3. La exposicion de los condrocitos a niveles elevados de acidos grasos insaturados, como

el Acido oleico, no produce los efectos descritos en el caso de los cidos grasos saturados

4. La exposicion conjunta de los condrocitos a ambos acidos grasos muestra que los

insaturados revierten, en parte, los efectos producidos por los acidos grasos saturados.

5. Los acidos grados insaturados muestran un efecto citoprotector mediante el cual
promueven la formacién de gotas lipidicas ricas en triglicéridos, asi como la incorporacion

de 4cidos grasos saturados como el Acido palmitico.
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