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RESUMEN

La artrosis es el trastorno articular mas frecuente y una de las principales causas de discapacidad
en el mundo. Esta enfermedad ha sido considerada cldsicamente como una consecuencia del
envejecimiento y del estrés mecanico del cartilago, no obstante, avances recientes en el
conocimiento de la artrosis han revelado que se trata de una enfermedad articular multifactorial
compleja, en la cual la inflamacién juega un papel muy importante. Uno de los factores de
riesgo asociados a la artrosis es el sindrome metabdlico, dentro del cual esta incluida la diabetes
mellitus tipo 2. Estudios recientes sugieren que la diabetes tipo 2 favorece el aumento de la
respuesta inflamatoria en el cartilago de la articulacion, debido principalmente a la
hiperglucemia y a la resistencia a la insulina, con el consiguiente aumento del dolor articular.
Sin embargo, no existe actualmente una cura para estas enfermedades y los tratamientos

existentes se focalizan en aliviar su sintomatologia y atenuar su progresion.

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es un gasotransmisor involucrado en multitud de procesos
fisioldgicos y patologicos que promueve una respuesta antioxidante y antiinflamatoria tanto en
la artrosis como en la diabetes por separado. No obstante, no hay estudios que aborden la
relacién del HzS en la artrosis asociada a la diabetes. En este sentido, diferentes hallazgos
indican que los niveles de H»S estan reducidos en condrocitos artrdsicos, y especialmente en
las complicaciones asociadas a diabetes, sugiriendo que la administracion exdgena de H»oS
podria tener efectos beneficiosos en este fenotipo de artrosis. Una de las vias moleculares por
las cuales el HoS podria estar ejerciendo sus efectos protectores es la via de sefalizacion
antioxidante Nrf-2/HO-1, la cual estd regulada positivamente por el gas. Asimismo, otra via de
actuacion clave en el proceso inflamatorio que puede ser modulada por el H>S seglin ha sido

descrito es la de NF-«B.

Asi, a través de este proyecto se quiere estudiar el papel que juega el H>S en la artrosis asociada
a la diabetes asi como su modo de actuacion, con la intencion de esclarecer determinados
mecanismos no descritos. Ademads, se pretende que los hallazgos obtenidos en este estudio
puedan ser aplicables para promover el desarrollo de tratamientos alternativos de la enfermedad

basados en la aplicacién exogena de HoS.



ABSTRACT

Osteoarthritis is the most common joint disorder and one of the leading causes of disability in
the world. This disease has classically been considered a consequence of aging and mechanical
stress on the cartilage. However, recent advances in the understanding of osteoarthritis have
revealed that it is a complex multifactorial joint disease, in which inflammation plays a very
important role. One of the risk factors associated with osteoarthritis is the metabolic syndrome,
which includes type 2 diabetes mellitus. Recent studies suggest that type 2 diabetes favours an
increased inflammatory response in the joint cartilage, mainly due to hyperglycaemia and
insulin resistance, with a consequent increase in joint pain. However, there is currently no cure
for these diseases and existing treatments are focused on alleviating their symptoms and

mitigating their progression.

Hydrogen sulfide (H2S) is a gas transmitter involved in a multitude of physiological and
pathological processes that promotes an antioxidant and anti-inflammatory response in both
osteoarthritis and diabetes separately. However, there are no studies addressing the relationship
of HoS in osteoarthritis associated with diabetes. In this sense, different findings indicate that
H>S levels are reduced in arthritic chondrocytes, and especially in the complications associated
with diabetes, suggesting that exogenous administration of H>S could have beneficial effects
on this arthrosis phenotype. One of the molecular pathways by which H>S may be exerting its
protective effects is the Nrf-2/HO-1 antioxidative signaling pathway, which is positively
regulated by the gas. Likewise, another key action pathway in the inflammatory process that

can be modulated by H»S as described is that of NF-kB.

Thus, this project aims to study the role played by H»S in osteoarthritis associated with diabetes
as well as its mode of action, with the aim of clarifying certain undescribed mechanisms.
Furthermore, it is intended that the findings obtained in this study may be applicable to promote
the development of alternative treatments for the disease based on the exogenous application

of H»S.



RESUMO

A artrose € o trastorno articular mais comun e unha das principais causas de discapacidade no
mundo. Esta enfermidade foi considerada clasicamente como consecuencia do envellecemento
e do estrés mecanico da cartilaxe, con todo, os recentes avances no cofiecemento da artrose
revelaron que ¢ unha enfermidade articular multifactorial complexa, na que a inflamacion xoga
un papel moi importante. Un dos factores de risco asociados 4 artrose € a sindrome metabolica,
que inclae a diabetes mellitus tipo 2. Estudos recentes suxiren que a diabetes tipo 2 favorece un
aumento da resposta inflamatoria na cartilaxe articular, debido principalmente a hiperglicemia
e a resistencia 4 insulina, co conseguinte aumento da dor nas articulacions. Non obstante,
actualmente non existe cura para estas enfermidades e os tratamentos existentes estan centrados

en paliar os seus sintomas e mitigar a sua progresion.

O sulfuro de hidréoxeno (H2S) € un gasotransmisor implicado en multitude de procesos
fisioloxicos e patoloxicos que promove unha resposta antioxidante e antiinflamatoria tanto na
artrose como na diabetes por separado. Non obstante, non hai estudos que aborden a relacion
da H>S na artrose asociada 4 diabetes. Neste sentido, diferentes achados indican que os niveis
de H»S son reducidos en condrocitos artrosicos, e especialmente en complicacions asociadas &
diabetes, suxerindo que a administracion de HoS exdxena poderia ter efectos beneficiosos sobre
este fenotipo de artrose. Unha das vias moleculares polas que o H>S poderia estar exercendo os
seus efectos protectores € a via de sinalizacion anti-oxidante de Nrf-2 / HO-1, que regula o gas
positivamente. Asi mesmo, outra via de accidn clave no proceso inflamatorio que pode ser

modulado por H>S como se describiu ¢ a da NF-«xB.

Asi, a través deste proxecto quérese estudar o papel que xoga o H>S na artrose asociada 4
diabetes asi como o seu modo de accion, coa intencion de aclarar certos mecanismos non
descritos. Ademais, preténdese que os resultados obtidos neste estudo poidan ser aplicables
para promover o desenvolvemento de tratamentos alternativos para a enfermidade a partir da

aplicacion exdxena de H2S.



ANTECEDENTES

El proyecto que se va a presentar pretende evaluar el papel del sulfuro de hidrégeno (H2S) en
la artrosis asociada a la diabetes. Para facilitar su correcta comprension, asi como la valoracion
de su posible alcance, a continuacion se van a definir una serie de conceptos y presentar los

antecedentes.
1. Diartrosis o articulacion sinovial.

Las articulaciones sinoviales, también conocidas como diartrosis, son uniones entre los huesos
que presentan, entre las superficies articulares, una cavidad sinovial (Pro, 2012). En general,
son consideradas articulaciones de movilidad libre y destacan por su complejidad anatomica y
su diversidad funcional. Ademas, son las articulaciones con mayor probabilidad de desarrollar

disfunciones incdmodas e incapacitantes (Marieb, 2008).

Estas articulaciones tienen una serie de estructuras anatdmicas basicas que las constituyen
(Figura la). Las superficies que se enfrentan en los dos huesos estan cubiertas con cartilago
articular y separadas por un espacio conocido como cavidad sinovial en cuyo interior hay
liquido sinovial, que lubrica las superficies y evita su contacto. Ademas, una capsula articular
de tejido conjuntivo cubre la cavidad y retiene el liquido sinovial. Esta se conforma a su vez de
una membrana fibrosa que continta con el periostio de los huesos adyacentes y una membrana

sinovial por el interior (Saladin, 2013; Tortora & Derrickson, 2006).

1.1. Membrana sinovial.

La membrana sinovial es una estructura especializada que tapiza la cara interna de las
articulaciones sinoviales y secreta el liquido sinovial. Consta de una lamina intima superficial
y una ldmina subintimal. Por un lado, la ldmina intima superficial es la capa funcional de la
membrana sinovial y estd formada por sinoviocitos. Este tipo celular tiene poca capacidad
mitotica, es capaz de producir citoquinas y se distingue en dos tipos: el tipo A, que proviene de
fibroblastos, y el tipo B, que proviene de macréfagos (Ea, Bazille, & Lioté, 2008; Pro, 2012).
Por otro lado, la [dmina subintimal esta formada por una matriz de fibras de colageno de tipo |
y tipo III, reticulina y fibronectina. Esta capa es rica en macréfagos, los cuales fagocitan y
eliminan los desechos y las particulas intraarticulares, y posee vascularizacion, tanto sanguinea
como linfatica, a través de la cual se establece el intercambio tisular entre la cavidad articular

y los tejidos periarticulares (Batlle-Gualda, Benito, Blanco, & Martin, 2002; Ea et al., 2008).



1.2. Cartilago articular.

El cartilago articular es un cartilago hialino de 2 a 4 mm de grosor que carece de vasos
sanguineos, nervios y vasos linfaticos. Su principal funcidn es proporcionar una superficie lisa
y lubricada a las articulaciones y facilitar la transmisién de cargas con un bajo coeficiente de
friccion (Sophia Fox, Bedi, & Rodeo, 2009). El cartilago articular se compone un tnico tipo

celular, los condrocitos, y una matriz extracelular densa (MEC).

Los condrocitos constituyen aproximadamente el 10% del peso del cartilago y son un tipo de
células altamente especializadas que se encargan de la biosintesis y mantenimiento de los
componentes de la MEC asi como de su recambio periodico (Burguera, Vela-Anero,
Magalhdes, Meijide-Failde, & Blanco, 2014; Fortoul, 2019). El condrocito maduro es
relativamente inactivo pero, aun asi, es capaz de responder a estimulos bioquimicos,
estructurales o fisicos, sintetizando distintos enzimas, factores de crecimiento, citoquinas y los

diversos componentes de la MEC.
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Figura 1. Representacion de una articulacion sinovial y del cartilago articular. a. Estructura de una articulacion
sinovial de rodilla; modificada de: Tortora & Derrickson, 2006. b. Diagrama esquemdtico transversal de un
cartilago articular sano; modificada de: Oliveira & Reis, 2017.

La disposicion de los condrocitos y de la MEC a lo largo del cartilago articular va variando con
la profundidad, de manera que se diferencian distintas capas (Figura 1b). En primer lugar, la
capa superficial presenta una escasa actividad metabolica, pocos proteoglicanos, condrocitos
aplanados y paralelos a la superficie y esa misma disposicion para las fibras de colageno. A esta
capa le sigue la de transicidn, que tiene una elevada actividad metabdlica, las fibras de colageno
estan distribuidas al azar y los condrocitos son mds redondeados. Por debajo de ésta, se

encuentra la capa radial, que es rica en proteoglicanos y fibras de colageno y en la cual los



condrocitos se disponen formando columnas. Por tltimo, la mas profunda es la capa calcificada
la cual, separada de la anterior por la linea de flujo o tidemark, tiene fibras de colageno
dispuestas radialmente y presenta cristales de hidroxiapatita y condrocitos hipertroficos

(Oliveira & Reis, 2017).

De esta forma, dada la complejidad del cartilago articular y la importancia de su papel, una
pérdida de las propiedades de este tejido puede derivar en patologias que limitan el movimiento

y la funcion de la articulacion, como es el caso de la artrosis.
2. Artrosis.

La artrosis u osteoartritis (OA) es una enfermedad degenerativa caracterizada por la
degradacion de la matriz del cartilago y por la muerte celular del condrocito. Esto tiene como
resultado la pérdida gradual de la integridad del cartilago articular asi como la modificacion
temprana del hueso subcondral y la afeccion de la membrana sinovial (Batlle-Gualda et al.,
2002; Marchev et al., 2017; Vaamonde-Garcia et al., 2012). Con una alta prevalencia entre la
poblacion de edad avanzada, es el trastorno articular mas comun y una de las principales causas
de discapacidad en el mundo (Burguera et al., 2019; Vinatier, Dominguez, Guicheux, &
Caramés, 2018). De hecho, se estima que alrededor de 250 millones de personas tienen artrosis
de rodilla en todo el mundo y que el 9,6% de los hombres y el 18% de las mujeres mayores de
60 afios tienen algun tipo de OA sintomatica. (Martel-Pelletier et al., 2016; O’Neill, McCabe,
& McBeth, 2018). Asimismo, y debido al gran volumen de pacientes afectados, esta
enfermedad genera un elevado volumen de costes socioeconomicos, ademas de una reduccion

en la calidad de vida de las personas que la padecen.

Clinicamente, la afeccion se caracteriza por dolor articular, sensibilidad, crepitacidn, rigidez y
limitacién del movimiento con derrames ocasionales y grados variables de inflamacion local
(Hunter & Bierma-Zeinstra, 2019). Por otro lado, cabe destacar que actualmente la OA se
considera un trastorno multifactorial con un componente inflamatorio porque, en su patogénesis
y progresion, participan factores metabdlicos, genéticos, epigenéticos y locales. Entre estos
factores, los considerados de riesgo son la edad, las lesiones articulares, los antecedentes

familiares de OA, la obesidad y el sindrome metabdlico (Courties & Sellam, 2016).

2.1. Fisiopatologia de la artrosis.

En el transcurso de la OA, se produce la desregulacion de los procesos catabdlicos y anabdlicos

que controlan la sintesis de la matriz del cartilago (Burguera et al., 2019). No obstante, la



pérdida de este equilibrio no es el resultado de un tnico mecanismo sino de una compleja
interaccion entre tensiones mecanicas anormales, el aumento de las cantidades de citoquinas

proinflamatorias y otros dafios (Figura 2).
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Figura 2. Cartilago OA. a) Los cambios de la estructura articular durante la progresion de la OA. b) Esquema
de las respuestas celulares que tienen lugar en el cartilago OA. OA, osteoartritis. Imagen modificada de: Zhang
etal 2016.

De esta forma, en la OA, tras la aparicion de un estrés bioldgico o mecanico tiene lugar un
aumento de la produccion de mediadores proinflamatorios por parte de los condrocitos en el
cartilago, asi como de los sinoviocitos y los osteoblastos en el tejido sinovial y hueso subcondral
respectivamente. Entre los mediadores proinflamatorios mas habituales se encuentran las
citoquinas, entre las cuales destacan las interleuquinas IL-1p, IL-6, IL-17 IL-8 y el factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a); las especies radicales de oxigeno (ERO); los productos de la
glicacion avanzada (PGAs) y lipidos bioactivos como la prostaglandina E» (PGE:2) (Marchev et
al., 2017). Esta inflamacion local induce ademas un aumento de la produccion de enzimas
proteoliticas, como son la metaloproteinasa (MMP) y la agregasa por parte de las células
articulares, las cuales digerirdn la matriz cartilaginosa. Ademads, los condrocitos se
desdiferencian y mueren principalmente por apoptosis (Blanco, Guitian, Vazquez-Martul, De
Toro, & Galdo, 1998), lo cual tiene como consecuencia la alteracion y pérdida de la sintesis de

la MEC (Berenbaum, 2008; Zhang, Ouyang, Dass, & Xu, 2016). Ademas de la modificacion



del cartilago, bajo la influencia del factor de crecimiento insulinico (IGF; insulin-like growth
factors) y el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-; transforming growth factor f) entre
otros, tiene lugar en el hueso subcondral una remodelacion del tejido con condensacion y
sobrecrecimiento del mismo que da lugar a los llamados osteofitos (Berenbaum, 2008).
Finalmente, durante el desarrollo de la OA también se observa una reaccion inflamatoria en la
membrana sinovial principalmente activada por los productos de la degradacion del cartilago
circundantes. Ademas, la infiltracion en el tejido de células inflamatorias como los linfocitos y
los macréfagos promueve la sobreproduccion de citoquinas y de enzimas proteoliticas asi como
el aumento del estrés oxidativo, agravando a su vez la degradacion del cartilago y creandose en

consecuencia un circulo vicioso (Courties & Sellam, 2016).

2.2. Artrosis asociada a la diabetes mellitus tipo 2.

Como se ha indicado anteriormente, uno de los factores de riesgo de la OA es el sindrome
metabolico, el cual no es una enfermedad propiamente dicha, sino un término que pone de
relieve una serie de factores que pueden favorecer el mayor riesgo a padecer ciertas patologias,
aproximadamente el doble en el caso de enfermedades cardiovasculares y el quintuple o mas
en el caso de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Samson & Garber, 2014). Asi, la obesidad
abdominal, la resistencia a la insulina, la hipertension y la hiperlipidemia constituyen el nucleo

de la mayoria de los casos de sindrome metabdlico (Saklayen, 2018).

Directamente relacionado con el sindrome metabolico se encuentra la DM2, un desorden
metabolico crénico asociado con muchas complicaciones adversas. En este sentido, hallazgos
tanto epidemioldgicos como experimentales sugieren que esta enfermedad podria ser también
un factor de riesgo independiente para la OA mas alla de su asociacion con la edad o la obesidad.
De hecho, se calcula que el 47,3% de los pacientes diabéticos presentan algliin tipo de OA

(Veronese et al., 2019).

La DM2 tiene un impacto negativo en las articulaciones principalmente a través de dos vias. En
primer lugar, al igual que en otros drganos, la hiperglucemia cronica induce el estrés oxidativo,
provocando la sobreproduccion de citoquinas proinflamatorias y PGAs en los tejidos de las
articulaciones, y reduce el potencial de diferenciacion de las células madre. En segundo lugar,
la resistencia a la insulina podria desempefiar un papel a nivel local, pero también a través del

estado de inflamacidn sistémica de bajo grado que genera (Courties & Sellam, 2016).

Los PGAs inducidos por la glucosa alta interactian con el receptor de PGA (RAGE;

Receptor for advanced glycation endproducts) y promueven en el condrocito estrés oxidativo
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a través del incremento de los niveles de ERO y 6xido nitrico (NO) y de la liberacion de
citoquinas (Vinatier et al., 2018). Ademas, los PGAs también modifican la rigidez y la
resistencia del cartilago. Por otro lado, niveles altos de glucosa aumentan la expresion de MMP

y hacen que disminuya la produccion de colageno II (Courties & Sellam, 2016).

Por ultimo, es importante destacar que, en condiciones normales, los condrocitos expresan
transportadores de glucosa (GLUT) que les permite adaptarse a la variacion de los niveles de
glucosa pero que, durante la OA, pierden esta capacidad (Courties & Sellam, 2016). Ademas,
se ha descrito que los condrocitos que presentan OA asociada a la DM2 (OA-DM?2) tienen una
mayor respuesta a la inflamacion inducida por IL-18 que los condrocitos OA sin DM2, lo que
significa que la alta glucosa y la DM2 podrian participar en el aumento de la inflamacion de la

OA (Laiguillon et al., 2015).

Para poder responder al incremento de estos procesos catabdlicos, el organismo activa una serie
de mecanismos para controlar el estrés oxidativo e inflamatorio en la articulacion y entre los

distintos reguladores de estos mecanismos se encuentra el HaS.
3. Sulfuro de hidrogeno.

El H»S es una pequefia molécula gaseosa que durante mucho tiempo ha sido conocida por sus
efectos toxicos y su olor nocivo. Sin embargo, a finales del siglo XX se hizo evidente que el
propio organismo sintetizaba de forma enddgena el H>S en la mayoria de los tejidos, y que era
una molécula de sefializacion celular crucial que intervenia en una gran cantidad de procesos
fisiologicos (Burguera et al., 2019). Fue entonces cuando empezo a ser considerado, junto al
NO y al monoxido de carbono (CO), como un gasotransmisor crucial en el organismo (Wallace

& Wang, 2015).

Por su naturaleza liposoluble, el H2S es capaz de atravesar la membrana plasmatica sin un
transportador especifico, lo cual le facilita la participacion en un amplio rango de funciones
fisioldgicas y el acceso a la mayoria de los tejidos del organismo. De esta forma, este
gasotransmisor tiene un alto potencial bioldgico, ya que puede ejercer una gran variedad de
funciones en muchos objetivos bioldgicos (Wallace & Wang, 2015). No obstante, cabe
mencionar que, a altas concentraciones, el HoS puede producir una intoxicacion letal. Para
evitarlo, las células tienen un mecanismo de regulacién que controla el nivel enddégeno de H»S

dentro del rango fisioldgico (Wang, 2002).



3.1. Sintesis de H»S.

El HaS es sintetizado de manera endogena en los tejidos de los mamiferos a través de dos vias,
una enzimatica y otra no enzimatica. Por un lado, la via no enzimatica es resultado de la
reduccion de la ruta elemental de azufre a H»S. Esto se logra por medio de otras especies
reductoras generadas a través de la oxidacion de la glucosa, tales como glutation, lactato,
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH), o nicotinamida adenina dinucle6tido

(NADH) (Burguera et al., 2019).

Por otro lado, la via enziméatica se basa en la accidn de principalmente tres enzimas: cistationina
y-liasa (conocida como CSE o CTH), cistationina B-sintasa (CBS) y 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferasa (MST). Esta dltima, actiia gracias a la accion de una cuarta, la cisteina

aminotransferasa (CAT).

El sustrato para la generaciéon de H2S enddgeno es la L-cisteina (Cys), un aminoéacido que
contiene azufre procedente de fuentes alimentarias, sintetizado a través de la via inversa de
transulfuracion a partir de L-metionina y pasando por homocisteina. De esta forma, las enzimas
dependientes de piridoxal fosfato (PLP), CSE y CBS, catalizan la desulfuracion de la L-cisteina
en la produccion de H»S (Renga, 2011).

Al igual que CSE y CBS, la enzima CAT usa PLP como cofactor y convierte la L-cisteina en
3-mercaptopiruvato. Tras esta reaccion y usando zinc como cofactor, la 3-mercaptopiruvato
sulfurotransferasa (MST) cataliza la transferencia del azufre del 3-mercaptopiruvato a otros
aceptores de azufre, la cual da como resultado la formacion de HoS (Murphy, Bhattacharya, &
Mukherjee, 2019). Por tanto, MST actia como un portador de azufre, en lugar de un productor

de H»S, pero también tiene un papel relevante en lo que se refiere a la disponibilidad de H»S.

Ademés, la produccién endogena de HoS depende de la disponibilidad del sustrato y de
determinados factores del medio intracelular que, junto con la localizacion tisular, afectan de
manera diferente a la actividad enzimatica. En este aspecto, CBS ejerce su accidon
predominantemente en el cerebro, el sistema nervioso y los tejidos del corazon. Por otra parte,
CSE se expresa predominantemente en el musculo liso vascular, el intestino, el higado y el
rifion. Y por ultimo, MST se ha localizado en el corazdn, el rifion, el higado y también en el

cerebro (Renga, 2011).

Con respecto a la localizacidn celular, la produccién enddgena de HoS puede tener lugar en el

citosol y/o en la mitocondria, dependiendo del tipo celular y de las condiciones de estrés. CBS
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y CSE se encuentran por norma general en el citosol, mientras que MST se puede encontrar
tanto en el citoplasma como en la mitocondria regulando la produccién de H»S. No obstante,
bajo condiciones de estrés, CSE puede ser translocada del citosol a la mitocondria. Por otro
lado, CBS también puede encontrarse en la mitocondria de ciertos tipos de células en
condiciones de reposo. Ademas, la hipoxia disminuye la degradacién de CBS en la mitocondria,
lo que lleva a la acumulacién de dicha enzima y, por lo tanto, aumenta la produccion de H>S en

este organulo (Wallace & Wang, 2015).

En cuanto a la expresion de estas enzimas en la articulacion, se ha descrito que los condrocitos
primarios y las células progenitoras mesenquimales que se diferencian en condrocitos, expresan

CBS, CSE y MST y producen H>S (Burguera et al., 2019; Nasi et al., 2020)

Aparte de la produccidon endogena, el HoS puede ser aplicado de manera exogena a través de la
dieta (Melino, Leo, & Toska Papajani, 2019) y donadores quimicos, como por ejemplo, el
NaSH, que es un analogo sélido del gas que proporciona un acceso directo e instantaneo al H»S;

0¢el GYY4137, que se considera un donador de liberacion lenta (Veronese et al., 2019).

3.2. Funciones fisioldgicas del H»S.

La importancia del H>S radica en su implicacion en numerosos procesos fisioldgicos y
patologicos (Figura 3). El HoS puede suprimir la adherencia de los leucocitos al endotelio
vascular, la extravasacion de los leucocitos y la consiguiente formacion de edemas. Asimismo,
es capaz de sustituir al oxigeno en la conduccion de la respiracion mitocondrial, atenuando asi
la lesion tisular relacionada con el estrés oxidativo. Por otro lado, la capacidad del H2S para
inhibir la actividad de las fosfodiesterasas (EDP) puede contribuir a su capacidad de relajar el
musculo liso vascular, lo que resulta en un aumento del flujo sanguineo. Ademas, el aumento
de la produccion de H»S en tejidos con lesiones puede acelerar la curacion de tales dafios a

través de la estimulacion de la angiogénesis (Figura 3).

Aparte de estas funciones, uno de los procesos mas importantes en los que interviene el H»S es
la reduccidn de la inflamacién y la proteccidon de los tejidos frente a lesiones. Y es que el HoS
potencia la resolucion de la inflamacidn, entre otras cosas, promoviendo la apoptosis de los
neutrofilos y propiciando la diferenciacion de los macrofagos hacia el fenotipo M2 o
antiinflamatorio (Figura 3). Ademas, modula la actividad de algunos factores de transcripcion
como Nrf-2 (nuclear factor-erythroid 2 related factor) y NF-«B (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells), promoviendo la reduccidon de la produccion de factores

proinflamatorios y citoquinas como IL-1p o TNF-a.
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3.3. Seializacion del H»S.

La sefializacion celular por parte del H2S se produce principalmente a través de tres vias: (1)
eliminacion de ERO y especies de nitrogeno reactivo, (2) por union y/o reduccion del metal de
proteinas de hierro-hemo, y (3) a través de S-sulthidracion, que es una modificacion
postraduccional que convierte el grupo tiol (-SH) de los residuos de cisteina de determinadas

proteinas en persulfuro (-SHH), lo cual altera su funcién (Murphy et al., 2019).
3.3.1. Eje Nrf-2/HO-1.

Nrf-2 es un factor de transcripcion que participa en la sefializacion antioxidante y en la respuesta
de supervivencia celular. Asi, este factor transcripcional regula una gran cantidad de respuestas
citoprotectoras y ayuda a atenuar las enfermedades metabolicas, neurodegenerativas y otras
relacionadas con la edad (Francisqueti-Ferron et al., 2019). Sin embargo, se ha visto que, en
procesos de envejecimiento y en trastornos metabdlicos como la DM2, se produce la alteracion

de la sefializacion de Nrf-2 (Seo & Lee, 2013).

En condiciones normales, Nrf-2 se encuentra generalmente en el citoplasma unido a su
regulador negativo, la proteina Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1). Sin embargo, en
respuesta al estrés oxidativo o electrofilico, Nrf-2 se disocia de Keapl y se transloca al nucleo,

donde forma un heterodimero con la proteina MAF. Esto permite su union a los elementos de
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respuesta antioxidante (ARE; Antioxidant Response Elements) en las regiones promotoras
aguas arriba de los genes antioxidantes (Figura 3) (Marchev et al., 2017). Es en este punto en
el que entra en juego el HzS, ya que induce la S-sulfthidracion de Keapl, facilitando su
disociacion de Nrf-2 y produciendo asi un aumento de las respuestas antioxidantes mediadas

por Nrf-2 (Wallace & Wang, 2015).

Por otro lado, entre los genes antioxidantes promovidos por los ARE, se encuentra el de la
hemo-oxigenasa-1 (HO-1), una enzima antioxidante crucial que cataliza la degradacion del
grupo hemo en hierro, monoxido de carbono y biliverdina. Se ha descrito que esta enzima regula
los procesos catabolicos y anabdlicos en condrocitos OA de manera que su sobreexpresion en
el cartilago previene la activacion proinflamatoria inducida por vias catabdlicas, apoptoticas o
de senescencia. Por lo tanto, representa una parte importante de la respuesta celular a estrés
inflamatorio y oxidativo en las articulaciones (Waza, Hamid, Ali, Bhat, & Bhat, 2018) De esta
forma, el eje Nrf-2/HO-1 es un mecanismo crucial de supervivencia celular que contrarresta el

estrés oxidativo y la inflamacion.
3.3.2. NF-«kB.

La de NF-kB es una familia de factores de transcripcidon inducibles altamente conservados
evolutivamente que intervienen en la respuesta del sistema inmune y que, como se ha indicado
anteriormente, también se ven modulados por parte del H»S. La activacion de la via de NF-kB
induce la transcripcion de genes que regulan la inflamacion, la supervivencia celular, la
proliferacién y la diferenciacion (Hayden & Ghosh, 2014). De hecho, esta via se considera un
punto de regulacion clave de la inflamacion de los tejidos, que incluye entre otros la expresion
de IL-6, IL-8, y de COX-2 en varios tipos de células y particularmente en los condrocitos OA
(Pulai et al., 2005).

El HaS es capaz de inhibir la actividad transcripcional de NF-kB, lo que lleva a una reduccion
de la produccion de factores proinflamatorios y citoquinas (Figura 3) (Hashmp, Sattar, Rathore,
Ahmadi, & Johns, 2017). Una de las rutas a través de las cuales actia el H>S es mediante la S-
sulfhidracion de la subunidad p65 de NF-xB. Esta modificacion postraduccional promueve la
union de NF-xB a la proteina ribosémica coactivadora S3 (RPS3), interfiriendo asi en la

transcripcion de genes proinflamatorios (Sen et al., 2012).
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3.4. Importancia del H>S en la patogénesis de la artrosis y la diabetes.

Como se ha descrito anteriormente, tanto la OA como la DM2 son enfermedades estrechamente
relacionadas con una respuesta inflamatoria y con estrés oxidativo. En este sentido, diferentes
hallazgos sugieren que el HoS podria jugar un papel clave en la activacion de procesos
antiinflamatorios y antioxidantes durante el transcurso de dichas patologias, mientras que un

deterioro en su sintesis podria favorecer su patogénesis.

En relacion a esto ultimo, se ha demostrado que los condrocitos artrosicos presentan niveles de
H>S maés bajos que los condrocitos normales asi como una menor expresion génica y proteica
de MST (Burguera et al., 2019). En otro estudio, se observé in vitro que la aplicacion exdgena
de HoS a través de los donadores NaSH y GYY4137 tiene propiedades anticatabolicas en
condrocitos OA (Burguera et al.,, 2014). Ademas, Nasi et al., 2020 descubrieron que la
disminucion de los niveles de H»S a través del silenciamiento de MST tenia como consecuencia
una mayor calcificacion articular y un agravamiento de la OA. Por tltimo, otro estudio reciente
demostrd in vivo que la aplicacion de HoS a través de aguas sulfuradas mediante balneoterapia
conllevaba a una reduccidn de la destruccion del cartilago y del dafio oxidativo (Vaamonde-

Garcia et al., 2020).

Por otro lado, con respecto a la diabetes, se ha descrito que la concentracidon sanguinea de H»S
de pacientes diabéticos es menor que en pacientes normales (Bettowski, Woéjcicka, & Jamroz-
Wisniewska, 2018). Ademas, se ha demostrado que el H>S enddgeno protege a las células beta
del pancreas de la glucotoxicidad inducida por una dieta rica en grasas y previene el desarrollo
de la DM2 (Okamoto et al., 2013). Por otro lado, se ha observado que los pacientes diabéticos

presentan una mayor actividad de CBS y CSE que los controles sanos (Yusuf et al., 2005).

No obstante, el H>S juega un papel diferente en funcidon de la etapa en que se encuentre la
diabetes. De esta forma, elevados niveles de HoS en las células beta del pancreas y en los
hepatocitos tiene un papel crucial en la aparicion de la diabetes. Sin embargo, una vez
establecida la enfermedad, los niveles enddgenos de H>S son mas bajos en los 6rganos y tejidos
afectados contribuyendo al desarrollo de complicaciones diabéticas en estos organos. En
consecuencia, una terapia para la diabetes basada en HoS deberia estar escalonada en dos fases.
Por un lado, en la fase de inicio, la inhibicidn selectiva de la produccidon enddgena de HzS en
las células beta del pancreas y el higado aumentaria la disponibilidad de insulina y disminuiria

la disponibilidad de glucosa. Mientras que por otro lado, en etapas posteriores, la aplicacion
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exdgena de H>S a los organos periféricos podria ser beneficiosa para prevenir y tratar las

complicaciones de la diabetes (Wallace & Wang, 2015).
ESTADO ACTUAL DE LA CUESTION

Actualmente estd ampliamente aceptado que la DM2 es un factor de riesgo independiente para
la OA, tanto para su desarrollo como para su mayor rapidez de progresion. Un fendmeno que
parece favorecer la patogénesis del fenotipo de OA-DM, es el hecho de que los condrocitos
OA-DM2 presenten una mayor sensibilidad en el proceso inflamatorio y oxidativo en
comparacion con los condrocitos OA sin DM diagnosticada. Esto puede, al menos en parte,
deberse al estrés por glucosa generado en el espacio articular en este subconjunto de pacientes
(Laiguillon et al., 2015). En este sentido, se ha descrito que los condrocitos de pacientes OA-
DM2 presentan menores niveles de Nrf-2/HO-1 que los pacientes OA, lo cual tiene una

consecuencia directa en su mayor sensibilidad catabolica (Vaamonde-Garcia 2017).

Con respecto al H»S, parece evidente que desempefia un papel protector tanto en la OA como
en la DM2 por separado. No obstante, no hay estudios que aborden la relacion del H2S en la
OA asociada a la DM2. Lo que si que se ha demostrado, como se ha indicado anteriormente, es
que los niveles de H>S estan reducidos en condrocitos OA, asi como en las complicaciones
asociadas a la DM2. Una de las vias moleculares por las cuales el H2S podrian estar ejerciendo
sus efectos protectores es la via de sefializacion antioxidante Nrf-2/HO-1, la cual esta regulada
positivamente por el gas. De esta forma, mediante la administracién exogena de H»S se podrian
reestablecer los niveles normales de dicha via en condrocitos OA-DM2 y, en consecuencia,
disminuir la inflamacién. Y de igual manera, otra via de actuacidon clave en el proceso
inflamatorio que puede ser modulada por HoS segiin ha sido descrito es la de NF-«B, . El
estudio de estas vias y su modulacion por parte del HoS podria servir para disminuir la

inflamacion y el estrés oxidativo en la OA asociada a la DM2.

En conclusion, el estudio de la biosintesis de H2S y sus principales vias de actuacion en
pacientes OA-DM?2 podria arrojar luz en relacion con los mecanismos moleculares subyacentes
que favorecen el desarrollo de este fenotipo de OA. Ademas, el descubrimiento de la
importancia bioldgica del H2S en estos sistemas podria abrir nuevas vias en la biisqueda de
terapias mas efectivas, de la misma forma que se han encontrado terapias novedosas
relacionadas con el H»S para otras enfermedades en tipos celulares distintos de condrocitos

(Wallace, Vaughan, Dicay, Macnaughton, & De Nucci, 2018).

15



HIPOTESIS

Niveles altos de glucosa en el espacio articular podrian afectar a la disponibilidad de H»S,

disminuyendo en consecuencia su papel protector en procesos inflamatorios, y pudiendo estar

directamente relacionado con el hecho de que la diabetes sea un factor de riesgo en la artrosis.

OBJETIVOS

I.

3.

Estudiar la variacion de los niveles de H»S en pacientes artrosicos con y sin diabetes a

nivel sistémico y local. Para medir el H2S en sangre se utilizard un microelectrodo

selectivo de iones conectado a un medidor de voltaje. A nivel de cartilago, se valorara

la expresion de las enzimas mas importantes involucradas en la sintesis de HoS en los

condrocitos mediante Western blot.

Establecer un modelo in vitro de estrés por glucosa en condrocitos OA para estudiar:

a)

b)

La sensibilidad a estimulos inflamatorios. Para ello, se estimulara un cultivo
primario de condrocitos OA y se cuantificara la expresidon de genes activadores de
la respuesta antiinflamatoria por qPCR y Western blot y la liberacién de mediadores
proinflamatorios por ELISA.

La sensibilidad a estrés oxidativo. Se llevara a cabo mediante el analisis de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) mediante citometria de flujo en el cultivo

primario de condrocitos previamente estimulado.

Valorar si el aumento de los niveles de H>S mediante los donadores NaSH y GYY4137

modula la sensibilidad de los condrocitos OA a un estrés inflamatorio y oxidativo.

Estudio de las vias a través de las cuales el H2S modula la respuesta antiinflamatoria y

antioxidante:

a)

b)

Complejo Nrf-2/HO-1: comprobar si el H2S ejerce sus efectos a través del factor
transcripcional Nrf-2. Para ello, se silenciard el gen Nrf-2 por transfeccion de ARN
pequeiio de interferencia (ARNip) y se cuantificard la expresion de genes
activadores de la respuesta antiinflamatoria por qPCR y Western blot, asi como la
liberacion de mediadores proinflamatorios por ELISA. Por otra parte, también se
estudiard mediante tag-switch y Western blot si el H2S induce la S-sulfthidracion de
keapl.

NF-kB: comprobar si el H>S inhibe la translocacion de NF-«xB al nucleo. Esto se

evaluard mediante inmunofluorescencia, tag-switch y Western blot.

16



METODOLOGIA
1. Obtencion de las muestras.

Para la realizacion de este proyecto se utilizaran muestras de sangre y de cartilago de pacientes
artrosicos con y sin patologia diabética diagnosticada. Las muestras procederan de pacientes
tratados en el Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC). Todos los estudios
se realizaran estrictamente de acuerdo con las regulaciones ¢éticas locales vigentes. Ademas,
todas las muestras seran tratadas de forma andnima y, para su obtencion, se proporcionara a los
pacientes la informacién necesaria (ANEXO 1) y se les hard firmar un consentimiento

informado (ANEXO II).
2.  Cuantificacion de los niveles de H2S en sangre.

La concentracion de HzS en sangre se medira utilizando un electrodo selectivo de iones (Modelo
LIS-146GSCM; Lazar Research Lab. Inc) conectado a un voltimetro (Modelo 6230N; Jenco
Electronics) mediante un método previamente descrito (Burguera et al., 2019). Este electrodo
es un transductor que convierte la actividad del H>S en un potencial eléctrico que es medido
con el voltimetro. Para realizar la medicidén, se preparara una solucion madre tampon
antioxidante con salicilato de sodio, 4cido ascorbico y NaOH. A partir de la solucién madre se
hard una dilucién 1:3 en agua destilada para obtener la solucion de trabajo. La muestra de sangre
(200 pL) se mezclara en una proporcion 1:1 con la solucion de trabajo, se sellara con Parafilm
y se incubard a 37°C durante 1 hora. A continuacion, el electrodo se sumergira en la mezcla y
se registraran los valores de voltaje obtenidos, los cuales seran convertidos a concentracion de

H>S con una curva de calibracidn preparada con el estandar Na,S.
3.  Cultivo celular.

3.1. Aislamiento v cultivo primario de condrocitos.

Los condrocitos humanos artrdsicos se obtendran como se describid previamente (Nogueira-
Recalde et al., 2019). De esta forma, se cortara el cartilago en rodajas y se incubara con tripsina
2x (Gibco) durante 10 minutos a 37°C. A continuacioén, se mantendran en agitaciébn con
colagenasa IV (Sigma-Aldrich) en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium
glucosa 1 gr/L, 1 mM de Piruvato (DMEM; Gibco) con un 5% de Suero Bovino Fetal (SBF;
Gibco) durante toda la noche. La digestién resultante se centrifugara y las células seran

incubadas en DMEM suplementado con un 10% de SBF y un 1% de los antibidticos Penicilina
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(Gibco) y Estreptomicina (Gibco). Asimismo, el cultivo se mantendra a 37°C con una humedad

del 90% y un 5% de COa.
Tras esto, se realizaran los siguientes subcultivos de condrocitos aislados a partir del cartilago:

- Subcultivo en placa de 12 pocillos a una densidad de 2 x 10° células/pocillo para el
analisis de ARN y de proteinas.

- Subcultivo en placa de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10° células/pocillo para el
ensayo de citometria de flujo.

- Subcultivo en placas de 96 pocillos a una densidad de 2,5 x 10* células/pocillo para los
ensayos de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) de IL-8, IL-6 y PGEx.

- Subcultivo en portaobjetos de camara de 8 pocillos chamber slides (Millipore) a una

densidad de 1 x 10* células/pocillo para el estudio de inmunofluorescencia.

3.2. Linea celular de condrocitos.

Para realizar la transfeccion de ARN, se utilizara la linea celular de condrocitos humanos T/C-
28a2, la cual fue inmortalizada por Goldring et al., 1994 mediante la transfeccién de un cultivo
primario de condrocitos juveniles con el antigeno T del virus SV40, el cual permite bloquear la
inhibicion de la progresion del ciclo celular, dando lugar a un mayor numero de generaciones
producidas por cada célula. Esta linea celular crece en monocapa en medio con suero, tiene
ARN mensajeros (ARNm) que codifican para los colagenos especificos de condrocitos II, IX y
X1 y proteoglicanos, y responde a la modulacion producida por la IL-1B. Es por esto que es
ampliamente empleada para estudiar los mecanismos de reparaciéon normales y patoldgicos de
cartilago relacionados con la biologia y fisiologia de los condrocitos (Goldring et al., 1994). No
obstante, es necesario corroborar que la linea celular T/C-28a2 presenta un comportamiento
similar al de los condrocitos en cultivo primario. En caso afirmativo, se procedera a la
realizacion de estos experimentos. Esta corroboracion se hard tras realizar los mismos
experimentos llevados a cabo con el cultivo primario de condrocitos y comparar la respuesta
entre las células. Las condiciones de cultivo y mantenimiento de la linea celular T/C-28a2 seran

las mismas que las anteriormente detalladas para el cultivo primario de condrocitos.
3.3. Estimulacion celular.

Con el fin de simular las condiciones a estudiar, los cultivos celulares deben ser estimulados
para poder valorar posteriormente los cambios experimentados. En este caso, queremos simular

condiciones de estrés por glucosa, un evento que habitualmente tiene lugar en pacientes
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diabéticos, con una respuesta inflamatoria. Ademas, se afadiran los donadores de H»S para
estudiar su efecto en relacidon con el proceso inflamatorio. Cuando los condrocitos procedentes
del primer subcultivo alcancen la confluencia, los cultivos seran deplecionados. Para ello, se
incubaran 48 horas en DMEM con 0,5% de SBF. La estimulacion se llevara a cabo en medio
de cultivo al 0% de SBF para que las células presenten un estado quiescente. Los estimulos

empleados en este estudio seran los siguientes:

- DMEM 1 g/L para simular las condiciones de glucosa normales.

- DMEM 4,5 g/L (Lonza) para simular las condiciones de estrés por glucosa.

- IL-1p (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 5 ng/ml para inducir la respuesta
inflamatoria.
NaSH (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 500 pg/ml, para aumentar los niveles de
HaS rapidamente.

- GYYA4137 (Santa Cruz Biotechnology), a una concentracion de 500 pg/ml para

aumentar los niveles de H»S lentamente.

Las concentraciones seleccionadas para cada uno de los estimulos empleados se basan en

estudios previos (Burguera et al., 2014; Vaamonde-Garcia et al., 2012; Vela-Anero et al., 2017)
4. Deteccion de ERO mediante citometria de flujo.

Los condrocitos se sembraran y cultivaran en placas de 24 pocillos a una densidad de 100.000
células por pocillo. Tras 3 y 18 horas desde el tratamiento de las muestras, la produccion de
ERO serda medida utilizando un ensayo fluorimétrico con diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA) (Sigma-Aldrich). El DCF-DA es una sonda que no emite
fluorescencia pero, al entrar en contacto con las ERO en el citoplasma celular, se esterifica y
pasa a ser diclorofluoresceina (DFC), compuesto que si emite fluorescencia verde. De esta
forma, los condrocitos seran incubados con DCF-DA diluido en el medio de cultivo durante 30
minutos a 37°C en la oscuridad. Posteriormente, los condrocitos deberan ser lavados con
tampon fosfato salino (PBS; Phosphate Buffered Saline), y la fluorescencia sera medida con un
citometro de fluyjo BD FACScalibur (Becton Dickinson) para un total de 10000 eventos usando
el canal FL-2.

5.  Silenciamiento génico por transfeccion de ARN pequeifio de interferencia (ARNip).
La transfeccion de ARNip se hara por electroporacion y para ello se utilizara el nucleofactor

Nucleofector® Device (Amaxa) y el kit comercial Amaxa Cell Line Nucleofactor. Kit V
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(Amaxa) siguiendo las indicaciones del fabricante. Ademads, como se indico anteriormente, para
la realizacidn de este técnica se utilizara la linea celular T/C-28a2, unas células que presentan

una buena respuesta a la transfeccion.

En este caso, se transfectara aproximadamente un millon células con un ARNip aleatorio que
no interfiere con la transcripcion de ningin ARNm a una concentracion de 300 nM, y que
servird como control negativo de silenciamiento; y otro millon de células con una mezcla de 3
secuencias diferentes de ARNip especificas para el silenciamiento del ARNm de Nrf-2, a una
concentracion de 100 nM cada una. Por otra parte, también se emplearan células sin transfectar,

que serviran de control.

En primer lugar, sera necesario levantar las células con tripsina 1x que serd inactivada con
DMEM al 10% SBF el cual, tras centrifugar, debera ser eliminado del cultivo celular ya que la
transfeccion ha de hacerse con el tampon especifico incluido en el kit comercial. A
continuacion, se afiadira el ARNip, se resuspenderd la muestra y se introducird en el
nucleofactor por medio de una cubeta estéril que incluye el kit, seleccionando el programa x-
001, que es el que recomienda el fabricante para este tipo de células. Por ultimo, las células
transfectadas se colocaran en las diferentes placas de cultivo con DMEM glucosa 1 gr/L para

su estabilizacidn, crecimiento y posterior estimulacion.
6.  Analisis de la expresion génica.

6.1. Extraccion de ARN.

El ARN celular sera aislado utilizando el reactivo TRI Reagent™ (Molecular Research Center),
el cual lisa los componentes celulares al mismo tiempo que desnaturaliza tanto las proteinas
que estan unidas al ARN como las que lo degradan (ARNasas). Para ello, se seguiran las
instrucciones del fabricante y se trabajara en hielo para evitar la degradacion del ARN. En
primer lugar, se eliminard el DMEM de los pocillos, se lavara con PBS y se afiadira el 7R/
Reagent®. Tras 10 minutos de incubacién, se adicionard cloroformo (Sigma-Aldrich), se
incubard 10 min y se centrifugara a 12000 rpm y a 4°C durante 15 minutos. El cloroformo hace
que se diferencien tres fases en la mezcla: una acuosa, que contiene el ARN; una interfase, en
la cual estd el ADN; y una organica, con los restos de estructuras no digeridas. Por tanto, habra
que recuperar la fase acuosa y se afiadiran isopropanol (Sigma-Aldrich) y glucégeno (Sigma-
Aldrich), que ayudan a la precipitacion del ARN. A continuacidn, se incubard 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugard a 12000 rpm y a 4°C durante 10 minutos. El pellet

resultante habra que lavarlo con etanol al 75%, ya que favorece la precipitacion de ARN, y se
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llevara a cabo una ultima centrifugacion a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Por ultimo, se
resuspendera el pellet en 15 uLL de agua libre de ARNasas y se cuantificara su concentracioén
con el espectofotometro NanoDROP ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) midiendo la
absorbancia de la muestra a 260 nm. Los ratios A260/280 y A260/230 permiten verificar la
calidad y la pureza del ARN.

6.2. Tratamiento con ADNasa vy retrotranscripcion.

Con el fin de eliminar cualquier posible contaminacion de ADN, la muestra serd tratada con la
enzima desoxirribonucleasa (ADNasa I) (Fermentas) siguiendo el protocolo del fabricante. Esta
enzima cataliza la escision hidrolitica de los enlaces fosfodiéster de la molécula de ADN,
llevando a su degradacidn. De esta forma, una vez cuantificada la concentracion de ARN de las
muestras, habra que ajustar la concentracion de ARN a 1000 ng, afiadir 1 ul de ADNasa y
completar con H20 hasta un volumen final de 10 pl. Una vez hecha la mezcla, se incubara en
el termociclador durante 30 minutos a 37°C. Después se inactivard la enzima para que no esté
presente en el resto del proceso afiadiendo 1 ul de EDTA a la muestra e incubando 10 minutos

a 65°C.

Una vez realizado el tratamiento con ADNasa, se podra llevar a cabo la retrotranscripcion, que
permite la generacion de ADN complementario (ADNc) a partir de ARNm mediante el uso de

la enzima transcriptasa reversa.

Para realizar dicho proceso, se utilizara el kit comercial NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit
(NZY) que incluye una combinacion de hexdmeros aleatorios y oligos dT (NZYRT 2x Master
Mix) que se unen a la cola poliA caracteristica del ARNm e inician la sintesis de la hebra de
ADNCc. Ademas, el kit incluye una mezcla de enzimas (NZYRT Enzime Mix) que contiene la

transcriptasa reversa y un inhibidor de ribonucleasas que evita que degraden el ARN.

De esta forma, y siguiendo el protocolo incluido en el kit, se afiadiran a la muestra 10 pl de
NZYRT 2x Master Mix, 2 pl de NZYRT Enzime Mix y se llevara hasta 20 pl con H>O libre de
ARNasas. El resultante ha de ser incubado a 25°C durante 10 minutos, después 30 minutos a
50°Cy, a continuacidn, se inactivara la reaccion aumentando la temperatura a 85°C durante 5
minutos y poniendo seguidamente la muestra a 4°C. Por ultimo, para eliminar los posibles
restos de ARN, se afiadira 1 pl de ribonucleasa NZY Rnase H 'y se incubard a 37°C durante 20

minutos. El ADNc resultante podra ser almacenado a -20°C.
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6.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

Para poder cuantificar la expresion de los genes estudiados, es necesario amplificar el ADNc
obtenido anteriormente. Para ello se cargara una placa de 96 pocillos con los componentes
necesarios para llevar a cabo la qPCR, es decir, un molde de ADN; dos cebadores especificos
para la region que se quiera amplificar; dNTPs; MgCl2, que funciona como tampon de reaccion;
una ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa); el fluoréforo SYBR Green (Roche), que
se unird se une al ADN de doble cadena permitiendo su deteccion; la muestra y H>O hasta un

volumen final de 10 pL. Todas las muestras se haran por duplicado.

La reaccion se llevard a cabo en un termociclador y se produciran de manera automatica una

serie cambios de temperatura necesarios para la correcta realizacion de la prueba (Tabla 1).

Tabla 1. Fases de la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

PASO TEMPERATURA (°C) TIEMPO (t) CICLOS
Activacion de la ADN polimerasa 95°C 10 min 1
Desnaturalizaciéon 94°C 10s
Hibridacion 55-72°C 30s 45
Elongaciéon 72°C 1 min
Elongacion final 72°C 5 min 1

Los genes estudiados estaran relacionados con la sintesis de sulfuro (CBS, CSE y MST), con
el sistema Nrf-2/HO-1 (Nrf-2, HO-1, Keap1) y con la respuesta inflamatoria (IL-8, IL-6, COX-
2). También serd necesario medir la expresion de un gen houskeeping, en este caso el gen RPLP,
que se expresa constitutivamente bajo cualquier condicion y tiene unos niveles de expresion
similares a los de interés, permitiéndonos asi normalizar los resultados. Ademas, se realizara
un control negativo con H2O para comprobar que no hay contaminacion. Por ultimo, mediante
el modelo matematico AACt se establecera la expresion relativa de cada gen, normalizando las

condiciones con respecto al basal.
7.  Analisis de la expresion proteica.

7.1. Extraccién de proteinas.

Para poder realizar el aislamiento de las proteinas de la muestra, sera necesario un tampdn de
lisis (Tabla 4) que va a degradar los componentes no proteicos de la muestra, al que se le afiadira

un 1% del inhibidor de proteasas fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.1M (Sigma-
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Aldrich), que ayudard a la degradacion de proteinas, y un 1% de céctel de inhibidores (Sigma-

Aldrich) que evita que sucedan modificaciones postraduccionales como la fosforilacion.

En primer lugar, y trabajando en todo momento en frio, habra que retirar el medio de los pocillos
y lavar con PBS. A continuacion, se afiadirda un volumen de tampon suficiente para lisar el
fondo de la placa. Se dejara en agitacion durante 10 minutos y se recogerdn las muestras. A
continuacion, se herviran en el termobloque 10 minutos a 100°C para favorecer la lisis y romper
estructuras tridimensionales. Posteriormente, se centrifugaran durante 5 minutos a 12500 rpm
para recuperar en el sobrenadante las proteinas digeridas. La cuantificacion proteica se llevara

a cabo con el NanoDROP ND-1000 a una longitud de onda de 280 nm.
7.2.  Western blot.

Con el fin de cuantificar la expresion de las proteinas estudiadas, se realizara un Western blot

como ha sido descrito previamente (Vaamonde-Garcia et al., 2017).
7.2.1. Electroforesis.

En primer lugar, se separaran las proteinas de interés mediante una
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS; SDS-PAGE: sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), donde las proteinas seran desnaturalizadas
y cargadas negativamente para que la migracion dependa unicamente de su peso molecular.
Para realizarla, serd necesario hacer un gel al 10% de Acrilamida/Bisacrilamida (Sigma-
Aldrich) de 1,5 mm de grosor que consta de una parte concentradora y otra separadora y cuya
composicion se indica en las Tablas 2 y 3. Entre los componentes del gel se encuentran el
tetrametiletilendiamina (TEMED; Sigma-Aldrich), que cataliza la polimerizacion, y el

persulfato de amonio (APS; Sigma-Aldrich) que actua como iniciador de ésta.

Tabla 2. Composicion del gel concentrador. Tabla 3. Composicion del gel separador.
Acrilamida/Bis 400 pnL Acrilamida/Bis 3,33 mL
H,O 2,2 mL H,O 4,64 mL
Tris IM pH 6.8 375 uL Tris 2M pH 6.8 1,88 mL
SDS 10% 30 uL SDS 10% 100 pL
APS 20% 12 uL APS 20% 25 uL
TEMED 3uL TEMED 12 uL.
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Antes de cargar el gel, habra que hervir las muestras en el termobloque a 100°C durante 5
minutos para desnaturalizar las proteinas con el tampon de carga 1x (Tabla 4) que contiene,
entre otros componentes, glicerol, que es un alcohol que facilita la carga de los pocillos
aumentando la densidad de la muestra; azul de Bromoefenol, colorante que permite observar la
migraciéon de las proteinas; y P-mercaptoetanol, agente reductor que rompe los puentes
disulfuro de las estructuras proteicas. Cada pocillo se cargara con 20 pg de muestra y, después
se iniciard la electroforesis SDS-PAGE en la cdmara de electroforesis (Bio-rad) con tampon de

electroforesis (Tabla 4) a 80 V durante 2 horas.
7.2.2. Transferencia.

En la transferencia, las proteinas cargadas negativamente se van a adherir a una membrana tras
migrar hacia el polo positivo bajo efecto de un campo eléctrico generado externamente. En este
caso, se utilizard una membrana de PVDF (Millipore) que requiere un pretratamiento con

metanol por su naturaleza hidrofoba.

Tabla 4. Relacion de tampones utilizados en la extraccion de proteina y Western blot y su composicion.

TAMPON COMPOSICION

Tampon de lisis 0,2 M Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 20% Glicerol
10% SDS, 200 mM Tris-Clorhidrico pH 6.8, 50%
Tampon de carga Glicerol, 0,1% Azul de Bromofenol, 10% [3-
mercaptoetanol
Tampon de electroforesis (10%) 30,3 g Tris Base, 144 g glicina, 10 g SDS
Tampon de transferencia (10%) 58g Tris Base, 29 g glicina, 3,7 g SDS
Tampoén de lavado (10%) 2mM Tris-base, 150 mM NaCl (ajustar el pH a 7.5)

En este caso se va a realizar una transferencia semiseca en la cdmara de transferencia semiseca
Transblot semi-dry Transfer Cell (Bio Rad) a 20 V durante 45 minutos y el conjunto de
elementos tiene que estar humedecido con el tampon de transferencia. El montaje se realizara
a modo de “sandwich”, colocando de abajo a arriba: papel absorbente, membrana, gel, papel
absorbente. Finalizado el montaje, se efectuard la transferencia semiseca a un voltaje de 20 V

durante 45 minutos.

A continuacion, para verificar que la transferencia se haya realizado correctamente, se realizara
una tincién con rojo Ponceau que permitird observar si las proteinas se han transferido a la

membrana desde el gel.
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7.2.3. Inmunodeteccion.

El primer paso de la inmunodeteccion es incubar la membrana con leche (Sigma-Aldrich) al
5% durante 40 minutos en agitacién para poder bloquear los sitios de unidn inespecificos. Una
vez bloqueada la membrana, hay que incubarla con los anticuerpos primarios para las proteinas

de interés (Tabla 5) toda la noche a 4°C.

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el Western blot.

Anticuerpo 1° Dilucion Anticuerpo 2° Dilucion

Nrf-2 (Santa Cruz Technology) 1:200
HO-1 (Enzo Life Sciences) 1:1000

Keap1 (Santa Cruz Technology) 1:200 Anti-conejo 1:1000
NGO
CBS (Abcam) 1:200
CSE (Abcam) 1:200

MST (Santa Cruz Technology) 1:200 Anti-raton 1:500
COX-2 (R&D systems) 1:250
Anti-biotina (Abcam) 1:1000

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaran 3 lavados de 5 minutos en agitacion
en tampodn de lavado con Tween 20 (Sigma-Aldrich) al 0,05% y se realizard la incubacidén con
los anticuerpos secundarios (Tabla 4), que se unen al anticuerpo primario amplificando la sefial
y permitiendo su deteccion. El anticuerpo secundario estd marcado con peroxidasa de rdbano
para ser detectable. En este caso, la incubacion se realizard durante 1 hora en agitaciéon a
temperatura ambiente y después se realizan de nuevo 6 lavados de 5 minutos en agitacion en

tampon de lavado.

Por ultimo, habra que llevar a cabo el revelado de la membrana. Para ello, se usard una camara
de revelado de quimioluminiscencia (Bio-rad) y se afiadiran a la membrana aproximadamente
200 pl de reactivo de deteccion ECL Select (Millipore) que es un sustrato quimioluminiscente
al que se unird la peroxidasa de rabano, produciendo una sefial que se registra en la camara. En
funcién de la sefial que tenga la membrana, necesitara un mayor o menor tiempo de exposicion

para revelar la imagen.

Para poder comprobar que la cantidad de proteina es igual en todas las muestras, sera necesario

hacer un control de carga. Este control se realizara con tubulina, proteina cuya expresion es
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constitutiva y no esta alterada por ninguna de las condiciones experimentales empleadas en
nuestros estudios. Para ello, hay que seguir el mismo proceso de incubacion detallado
anteriormente pero, en este caso, el anticuerpo primario se incubard 1 hora. De esta manera, el

revelado de la tubulina sirve para normalizar los datos obtenidos a través del Western blot.
8.  Tag-switch.

Esta técnica permite etiquetar y detectar selectivamente los residuos sulfhidrilados de una
proteina. Para ello, en primer lugar se hace un bloqueo de los grupos tiol y los persulfuros con
metilsulfonil benzotiazol (MSBT). A continuacion, se hace un “cambio de etiqueta” (“switch
tag”) abiotina conjugada con cianoacetato (CN-biotina), que solo se une a los persulfuros, los
cuales resultan de la S-sulfhidracion. Por ultimo, los grupos marcados se capturan por
inmunoprecipitacion y se detectan por Western blot (Park, Macinkovic, Filipovic, & Xian,

2015).

A través del método Tag-switch se detectara la S-sulthidracion de keapl y de la subunidad p65
de NF-«B. Para ello, segun ha sido previamente descrito (Xie et al., 2016), la proteina a detectar
sera tratada con MSBT vy, a continuacidn, con CN-biotina. Después, la muestra se disolvera en
tampon Laemmli, se calentard y se realizara un Western blot utilizando el anticuerpo anti-

biotina (Santa Cruz Technology) (Tabla 5).
9. Ensayo de ELISA de PGE2, IL-8 e IL-6.

Los niveles de PGE,, IL-8 e IL-6 serdn determinados mediante el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), utilizando para ello los kits Prostaglandin E2 ELISA Kit —
Monoclonal (Cayman) y DUOset® human IL-8 y IL-6 (R&D Systems) siguiendo el protocolo
proporcionado por los fabricantes. El ELISA utilizado para medir la PGE: es competitivo
mientras que el de IL-8 e IL-6 son ambos un ELISA “sandwich”, es decir, un ensayo de captura

de antigeno y deteccion mediante inmunocomplejos.

Para la correcta realizacion del ensayo, se recogeran los sobrenadantes de las distintas
condiciones en una placa de 96 pocillos y se seguira el protocolo proporcionado por la casa

comercial. La densidad dptica serd medida a una absorbancia de 405 nm en un lector de placas.

El rango de trabajo se establecera entre 0,6, and 7,8 pg/mL para IL-6; entre 1,0 y 240 pg/mL
para IL-8 y entre 2,5 y 230 pg/pocillo para PGE,.

26



10. Inmunofluorescencia.

Este ensayo permite la localizacion de moléculas en células en cultivo mediante anticuerpos
marcados y se realizard tal y como ha sido descrito previamente (Pooladanda et al., 2019). Tras
la estimulacion, las células se lavaran con PBS y se fijaran con acetona durante 10 minutos a
4°C. A continuacion, se haran 3 lavados con PBS y se dejara secar a temperatura ambiente. Tras
esto, habra que lavar las células con PBS con Tween 20 al 0,2% y permeabilizarlas con Triton-
X (Sigma) al 0,1%. Ademas, se incubaran en primer lugar en tampdn de bloqueo PBS con 1%
de Albumina de suero bovino (ABS; Sigma-Aldrich) durante 1 hora para evitar uniones
inespecificas y después con el anticuerpo primario frente a la subunidad p65 de NF-kb (Santa

Cruz Technology) durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, se lavaran las células y se incubaran con el anticuerpo secundario durante 1
hora a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario estd conjugado con el fluoréforo FITC
(DAKO A/S) y se utilizard a una dilucién de 1:200. Para visualizar los ntcleos celulares se
empleard la tincion DAPIL. Por altimo, los cubreobjetos se montaran con el medio acuoso de
montaje Glycergel (Sigma-Aldrich). Las imdgenes seran capturadas con el microscopio de
fluorescencia Olympus BX61 (Olympus Biosystems). Ademds, la cuantificacion de la
fluorescencia sera llevada a cabo con el programa de procesamiento de imagen digital Imagel

version 1.52p (National Institutes of Health).
11.  Analisis estadistico.

Los datos obtenidos a partir de los experimentos serdn analizados con el programa GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software) de forma que cada experimento se representard con un punto,
indicandose la desviacidn estandar para representar el error. Para el analisis se aplicaran pruebas
de andlisis de varianza (ANOVA) con la prueba de Tukey's post hoc tests. Para las muestras
apareadas, se utilizard la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Los valores p<0,05 seran

considerados estadisticamente significativos.
PLAN DE TRABAJO

El tiempo necesario para la correcta realizacion del proyecto serd de 1 afio. A continuacidn, en
la Tabla 6 se refleja la secuencia de tareas programadas en funcion del tiempo expresado en

mesces.
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Tabla 6. Cronograma que representa el plan de trabajo relativo al proyecto descrito.

Tareas \%

‘1"‘2"‘3"‘4"‘5"‘6"‘7"‘8"‘9" 10° | 11° | 12°

METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Cuantificacion de H,S en sangre

Deteccion de ERO por citometria de flujo

Transfeccion de ARN

Cuantificacion génica

Cuantificacion proteica y tag-switch

EEE @
e y— EEEEREE
CONCLUSIONES

Analisis estadistico de los datos obtenidos ....‘
Redaccion del articulo cientifico ....‘
DIFUSION DE LOS RESULTADOS
Publicacién del estudio .
Participacion en congresos ..
Participacion en jornadas divulgativas ..

CUESTIONES ETICAS

El procedimiento para obtener las muestras debera ser aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de Galicia de forma que todos los métodos se realizaran de acuerdo con las
directrices y reglamentaciones pertinentes cumpliendo con los requisitos éticos de la Ley
14/2007 del 3 de julio del Comité de Etica de Galicia, y la ley 1716/2011 del 18 de noviembre
de Investigacion Biomédica. En base a esto y segun la Declaracion de Helsinki (“World
Medical Association Declaration of Helsinki: ethical principles for medical research involving
human subjects.,” 2013), se entregard a todos los participantes de la investigacion la
informacion (ANEXO 1) y la hoja de consentimiento informado (ANEXO II) para que sus

muestras bioldgicas y datos clinicos puedan ser susceptibles de ser utilizados en este estudio.
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APLICABILIDAD

La asociacién epidemiologica de la OA y la DM2 es so6lida pero los mecanismos que vinculan
a ambas enfermedades siguen sin estar del todo claros, asi como la influencia que se ejercen
mutuamente. Por ejemplo, actualmente se desconoce si el control y la prevencion de la DM2
pueden modular la aparicion y la progresion de la OA. En esta linea, los resultados obtenidos a
través de este proyecto podrian esclarecer los mecanismos de conexidon entre ambas

enfermedades.

Por otro lado, la ausencia de un tratamiento reversible y eficaz para la DM2 y la OA, mas alla
del paliativo del dolor articular, hace que resulte urgente abrir la via de posibles tratamientos
alternativos. En este sentido, hay hallazgos previos que sugieren la aplicabilidad terapéutica a
través del H»S, el cual tiene un gran potencial por su involucracion en multiples procesos

fisiologicos y patologicos.

Por ejemplo, la incorporacidn de sales inorganicas de sulfuro como NaSH o Na:S a la dieta del
paciente es una posible via. Se ha demostrado mediante este tipo de administracion que el efecto

vasodilatador del HaS podria tener aplicaciones terapéuticas en patologias del sistema

cardiovascular (Powell, Dillon, & Matson, 2018).

En relacidn con su efecto antiinflamatorio y su papel ante el estrés oxidativo, la combinacidon
de H>S con farmacos es una opcion muy interesante. Un estudio reciente prueba que la
administracion de H,S a través del donador GY' Y4137 con naproxeno reporta beneficios en el

tratamiento de ileo postoperatorio (IPO) (Van Dingenen, Pieters, Vral, & Lefebvre, 2019).

Por otro lado, se ha probado la inhalacion directa de H2S para disminuir la inflamacion
pulmonar y sistémica (Zhao, Biggs, & Xian, 2014). No obstante, es dificil establecer una
concentracion Optima y controlarla durante la administracion del gas para que no se produzca

toxicidad por exceso de H»S, por lo cual es necesario seguir investigando en ese aspecto.

También existen medicamentos liberadores de H»S, como es el caso del SG1002 para los
trastornos cardiovasculares y el ATB-346 para la artritis que han demostrado ser muy
prometedores aunque es necesario comprender bien sus mecanismos de accidn por los efectos

secundarios que puedan ocasionar (Wallace et al., 2018).

Ademas, se han obtenido resultados positivos administrando el H2S a través de la balneoterapia
como un bafio de agua sulfurosa, lo cual sugiere que la aplicacion exdgena de HaS puede

proporcionar una opcidn terapéutica viable para estas enfermedades, particularmente para la
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OA (Vaamonde-Garcia et al., 2020). Aun asi y como en los casos descritos anteriormente, esta

opcidn debe ser estudiada mas a fondo.
PLAN PARA LA DIFUSION DE LOS RESULTADOS

A la hora de difundir los resultados, se partira del concepto de Ciencia Abierta, que es el
movimiento que pretende que la investigacion cientifica, los datos cientificos y la difusion de
la ciencia sean accesibles a todos los niveles de la sociedad. De esta forma, los hallazgos
realizados seran compartidos de manera publica, por un lado, a través de una publicacion en
una revista cientifica. Para asegurar la completa accesibilidad, serd un articulo Open Access, es

decir, no requerirad de registro, suscripcion o pago para su lectura.

Por otro lado, se participara en dos congresos cientificos. En primer lugar, en el “XLVII
Congreso Nacional de la SER (Sociedad Espafiola de Reumatologia)” que se celebrard en
octubre de 2021 en Madrid (Espafia). Y en segundo lugar, en el OARSI World Congress, que
esta organizado por la Sociedad Internacional de Investigaciones sobre Osteoartritis (OARSI;
Osteoartritis Research Society International) y que tendrd lugar el 29 de abril de 2021 en

Denver (EEUU).

De manera adicional, se participara en jornadas de divulgacion cientifica relacionadas con las
enfermedades reumadticas, como es el caso de la jornada Mechanisms of aging-related diseases
J organizada por el INIBIC y celebrada en el CHUAC, a fin de difundir los resultados en el
ambito cientifico y médico. Por otro lado, se participara, a nivel didactico, en seminarios
organizados por la Universidad de la Corufia (UDC) relacionadas con la investigacion

cientifica.
RECURSOS NECESARIOS
1.  Recursos disponibles, infraestructura y/o equipo singular.

El proyecto se desarrollard en los laboratorios de investigacidon del Instituto de Investigacion
Biomédica de A Corufia (INIBIC). En relacidn con el equipamiento, el INIBIC cuenta con todas

las instalaciones necesarias para desarrollar con éxito todas las tareas incluidas en la propuesta:

- Laboratorio de biologia celular totalmente equipado, cabinas de bioseguridad de clase
I, incubadoras de células y otros equipos necesarios para la rutina de cultivo de células

primarias (microscopios invertidos, centrifugas, agitadores, bafio termostatico, etc.).
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Equipo para la caracterizacion de tejidos y células: citdometro de flujo (BD
FACScalibur), lector de placas de luminiscencia (Tecan), ultracentrifuga (Beckman

Coulter Optima L90K).
Equipo de histomorfologia: microscopio de fluorescencia (Olympus BX61).

Equipo de biologia molecular: espectrofotometro (NanoDrop ND-1000), dos
termocicladores (GeneAmp PCR Systems 9700 de Applied Biosystems y Roche
LightCycler 480 1II), dos termocicladores de gradiente (Applied Biosystems ambos),
electrodo selectivo de iones (Lazar Research Lab. Inc), voltimetro (Jenco Electronics)

y nucleofactor (Amaxa).

Equipo para el analisis de las proteinas: cubetas de electroforesis SDS-PAGE (BioRad),
camara de transferencia semiseca (BioRad), espectrofotometro (Labsystem multiscan
Plus), lavador de placas ELISA (Labsystem multiwash), micropipetas multicanal y otro
material necesario para la realizacién de los ensayos bioquimicos y luminometria

propuestos.

Las instalaciones también cuentan con diversos equipos de laboratorio comunes, como

balanzas, agitadores magnéticos, termobloques, medidores de pH, microcentrifugas,

micropipetas, etc. Ademas, el INIBIC cuenta con la siguiente infraestructura de Biobancos:

congeladores 80°C con sistema de alarma de temperatura (alarmas remotas y telefonicas); un

robot congelador 20°C con brazo mecanico para insertar y extraer muestras; soffware de gestion

de muestras NorayBanks. Por ultimo, también se contard con el apoyo de la Unidad de

Epidemiologia Clinica y Bioestadistica del INIBIC para la realizacion de analisis estadisticos.

Presupuesto.

2.1. Gastos de Personal.

Tabla 7. Relacion de gastos de personal.

Perfil Coste Imputable Justificacion de necesidad
Doctorado 25.290,00 € = Gastos de contratacién fijos del TP
Total 25.290,00 €
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2.2. Gastos de Ejecucidn.

2.2.1. Viajes y dietas.
Tabla 8. Relacion de gastos de ejecucion asociados a viajes y dietas.
Descripcion Coste Imputable Justificacion de uso
Como parte de plan de difusion de resultados del proyecto,
se enviaran los hallazgos preliminares a congresos
cientificos nacionales e internacionales. Merece especial
atencion el OARSI World Congress, al que van los mejores
) y mas novedosos trabajos en este campo. Nos parece
Gastos derivados de la 3.500.00 € fundamental la asistencia a este congreso, ya que tendra
asistencia a congresos : > una funcién de retroalimentacion de nuestro trabajo,
actualizacién de nuevos aspectos en la enfermedad, y de
networking con otros investigadores internacionales. Por
otra parte, también esta prevista la asistencia al Congreso
Nacional de la SER organizado por la Sociedad Espafiola
de Reumatologia.
Total Viajes y dietas 3.500,00 €
2.22. Otros gastos.

Tabla 9. Relacion de otros gastos de ejecucion.

Descripcion Coste Imputable Justificacion de uso
Coste de informe de .
auditoria 1.200,00 € Gastos imputables
Inscripeién a congresos y Como parte de plan de difusion de resultados del proyecto,
entifi 2.000,00 € | se enviaran los hallazgos preliminares a los congresos
otros eventos cientificos cientificos nacionales e internacionales citados.
Acorde con el plan de difusion del proyecto, esta previsto
) publicar los hallazgos obtenidos en una revista de alto
Gastos derivados de 3.500.00 € impacto en el campo de la biomedicina y reumatologia.
publicaciones : > Ademas, al ser una revista Open Access tendra una cuota
de pago por publicacion. Al que habria que afiadirle, para
alguno de los casos, un servicio de editado cientifico.
Total Otros gastos 6.700,00 €

2.2.3. Adquisicion de inventariable.

Tabla 10. Relacion de gastos de ejecucion asociados a la adquisicion de inventariable.

Descripcion Coste Imputable Justificacion de uso
Disco duro de Debido al volumen de datos generados, se necesitard un
9 soporte fisico de almacenamiento. A su vez, para el
almacenamlinto },l . 1.200,00 € = analisis estadistico de los resultados obtenidos esta
progr’an.la Informatico previsto comprar la licencia para el programa estadistico
estadistico (SPSS) SPSS.
Total Adquisicion de
S UISICO 1.200,00 €
inventariable




2.2.4. Fungibles y similares.

Tabla 11. Relacion de gastos de ejecucion asociados a fungibles y similares.

Descripcion Coste Imputable Justificacion de uso
Biologia molecular: Para los modelos in vitro se realizaran
estudios de expresion proteica y génica, ademas de
ELISAs.
- Secuencias para silenciamiento de Nrf-2 y control
negativo.
- Reactivos para la cuantificacion de sulfuro de hidrogeno
(NaSH, NaS).
- Fluoro6foros para niveles de ERO (citometria)
- TRI Reagent® para extracciéon de ARN.
. P - DNAasa Iy “NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit”

Biologia molecular 10.000,00 € para retrotranscripcion.
- Cebadores y tampon para realizar los ensayos de PCR a
tiempo real.
- Material y reactivos para realizar western blot:
membranas de transferencia, papel absorbente, reactivo de
revelado ECL, SDS, APS, TEMED,
acrilamidada/bisacrilamida.
- Anticuerpos primarios y secundarios.
- Kit de ELISAs: Prostaglandin E: ELISA Kit —
Monoclonal y DUOset® human IL-8 y IL-6.
El cultivo celular sera necesario para llevar a cabo el
modelo in vitro de estrés por altos niveles glucosa en los
condrocitos. Y comprende:
- Medio de cultivo DMEM 4.5 g/L de glucosa y 1 g/L
glucosa
- Material plastico: Placas de cultivo de diferentes
dimensiones y pocillos, frascos cultivo, tubos de diferentes
voliimenes.
- Suero bovino fetal.

Material para cultivos - Kit de transfeccion por electroporacion Amaxa Cell Line

6.000,00 € ;

celulares Nucleofactor. Kit V.
- Estimulos para experimentos: IL-lbeta (citoquina
procatabdlica), NaSH y GYY4137 (donadores de HaS),
Antimicina AA (control positivo de produccion de ROS).
- Tripsina para subcultivos.
- Antibioticos para evitar contaminaciones.
- Filtros de 0,22 micrometros desechables
- Escalpelos y pinzas desechables
- Colagenasa para extraccion de los condrocitos a partir de
muestras de cartilago.

Técnicas Material necesario para realizar el analisis de

inmunohistoquimicas. inmunofluorescencia de las muestras obtenidas partir de

1000,00 € .
Plataforma de modelo in vitro.
Histomorfologia-INIBIC - Anticuerpos primarios y secundarios marcados.
Total Fungibles y similares 18.000,00 €
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2.3. Resumen del presupuesto (Costes Marginales).

Tabla 12. Resumen del presupuesto del proyecto.

Tipo Coste Concepto Coste Imputable

Gastos de Personal 25.290,00 €

Viajes y dietas 3.500,00 €

Otros gastos 6.700 €

Costes Directos Adquisicion de inventariable 1.200 €
Alquiler de inventariable 0,00 €

Mantenimiento de inventariable 0,00 €

Fungible y similares 17.000 €

Total Costes Directos 53.690,00 €
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ANEXOS
ANEXO I. INFORMACION PARA EL PACIENTE
INFORMACION PARA EL PACIENTE

SERVIZO | Complexe Hospitalarie
GALEGO | Universitario A Corufia

de SAUDE | A Corufia

D. / Diia.:
INTRODUCCION.-

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

Este proyecto sera realizado en la Unidad de Investigacion del C.H.U. A Coruiia.
OBJETIVO DEL PROYECTO.-

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

DESCRIPCION DEL PROYECTO.-

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

Asi mismo se le solicita autorizacion para la extraccion de saliva o 10ml de sangre, siendo
extraida esta ultima siguiendo el procedimiento rutinario para efectuar analisis estandar de
sangre.

RIESGOS.-

Usted no va a sufrir ningtin tipo de inconveniente o riesgo fisico adicional al de la propia
intervencion quirdrgica a la que se le ha sometido, por consentir la utilizacion de las muestras
que se le han extraido durante la misma.

COMPENSACION.-

Usted no recibira ningtin tipo de compensacién econdomica o de cualquier otro tipo por su
participacion, independientemente de que los resultados de los estudios que se van a realizar
puedan dar lugar a patentes con fines médicos.
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CONFIDENCIALIDAD.-

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

Para garantizar la confidencialidad de su identidad (asegurar que la informacion de su muestra
de sangre no se relaciona con su identidad), su muestra sélo ira identificada desde el mismo
momento de la extraccion con un cddigo. Solo este cddigo, y nunca su identidad aparecera en
las bases de datos donde figure la informacion clinica o genética referida a usted. La relacion
entre su codigo y su identidad quedard custodiada por el personal autorizado del equipo
investigador, adoptdndose las medidas necesarias para que tal informacion no esté disponible
salvo para el personal autorizado, el cual tiene el deber legal de guardar secreto. De esta manera
podemos asegurar que cualquier informacion que se obtenga a partir de su muestra de sangre
permanezca confidencial.

Es importante que entienda que existe la posibilidad de que sus datos y parte de su muestra sean
transferidos a otros equipos de investigacion que trabajen en el mismo campo. En tal caso, se
asegurara que estos datos sean tratados con la misma confidencialidad descrita anteriormente.

Por otro lado, es posible que los resultados de las investigaciones sean publicados en la literatura
cientifica, pero entendiendo estos resultados como los obtenidos de la totalidad de las muestras,
no los resultados individuales. Si este fuera el caso, su identidad permanecerd completamente
confidencial y nunca formaré parte de ninguna publicacion.

Con su aceptacion a participar en el proyecto, usted accede a que esta informacion pueda ser
transferida en las mencionadas condiciones.

NUEVOS HALLAZGOS Y RESULTADOS.-

Como ya se ha descrito, se adoptaran estrictas medidas de seguridad para garantizar la
confidencialidad de los resultados de los estudios realizados.

La evaluacion de los resultados se hard sélo por grupos (por ejemplo, hombres / mujeres, grupos
de edad, etc.) y no de forma individual. Debe comprender que los resultados de valor que se
pudieran obtener provendrian del estudio de multiples muestras, y en ninglin caso de la suya
exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, si es que los hay, sélo
seran conocidas cuando se hayan completado los proyectos de investigacion.

Usted debe saber que, en cumplimiento de la Ley 14/2007, de 3 de Julio, de Investigacion
Biomédica, tiene derecho a conocer o no, la informacioén obtenida con el analisis de sus
muestras.

En el caso de que usted decida no ser informado, la ley establece que cuando la informacion
obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares bioldgicos,
se podra informar a los afectados o a sus representantes legales.
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PARTICIPACION VOLUNTARIA.-
Su participacién en el proyecto de investigacion es totalmente voluntaria.
Si firma el consentimiento informado, confirmaréd que desea participar.

Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma
sin tener que explicar los motivos.

Si decide retirar su consentimiento, su muestra sera destruida y s6lo se guardara la informacion
obtenida hasta ese momento.

Su no-participacidn o retirada posterior del consentimiento no afectard en modo alguno a su
asistencia médica presente o futura.

OBTENCION DE INFORMACION ADICIONAL.-

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

En todo momento se pondran los medios necesarios para facilitarle la informacion mas
adecuada.

41



ANEXO II - CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.

SERVIZO | Complexe Hospitalarie
GALEGO | Universitario A Corufia

de SAUDE | A Corufia

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

Yo, (nombre del paciente),

He leido la informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el proyecto.
He recibido suficiente informacion sobre el mismo.

He hablado de ello con

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirar mi consentimiento:
1°. Cuando quiera.

2°. Sin tener que dar explicaciones.

3°. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto.

FIRMA DEL PACIENTE Nombre Fecha

He explicado por completo los detalles relevantes de este proyecto al donante y/o la persona
autorizada a dar el consentimiento en su nombre.

FIRMA Nombre Fecha
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