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RESUMEN

Introduccion y objetivos:

Macrofagos presentes en el revestimiento sinovial de las articulaciones
estan involucrados en la inflamacion del tejido, participando asi en la
progresion de la artrosis (OA). En concreto, tiene lugar un incremento en el
porcentaje de macrofagos tipo M1 (pro-inflamatorios) sobre los de tipo M2
(anti-inflamatorios). El sulfuro de hidrogeno (H2S), una pequefia molécula
gaseosa que se sintetiza entre otros tejidos en la articulacion, esta
implicado en la polarizacion de macréfagos manteniendo el equilibrio
homeostatico M1/M2. Sin embargo, estudios recientes sefialan una
reduccion en la sintesis enzimatica del Hz2S en los pacientes artrésicos, y
especificamente en su fenotipo metabdlico. De esta forma, en este trabajo
evaluamos si un estrés por altos niveles de glucosa podria favorecer la
polarizacion de macrofagos hacia el tipo M1, y si la administracién de una

fuente exdgena de H2S atenuaria estos efectos.
Metodologia:

Se realizé6 un modelo in vitro de OA asociada a diabetes (DB) en
macrofagos, empleando la linea celular de monocitos TPH-1. En primer
lugar, las células se diferenciaron a macrofagos maduros con éster de
alcohol forbol (PMA). Las células fueron luego estimuladas con
lipopolisacarido (LPS) bajo condiciones normales (GN; 1g/l) o altas de
glucosa (GA; 4,5 g/l) en presencia o ausencia de una fuente exdégena de
H2S (Gyy-4137, un liberador lento del gas). La polarizacion de los
macrofagos se monitorizé mediante estudios de expresion génicay proteica
evaluando marcadores de superficie utilizando citometria de flujo. Ademas,
se determind la proliferacion celular y la liberaciéon del mediador pro-
inflamatorio interleucina 6 (IL-6). Finalmente, se evaluo la expresion de la

enzima sintetizadora de sulfuro cistationina y-liasa (CSE) en muestras de



tejido sinovial de pacientes artrosicos con o sin diagndstico de DB tipo Il
(OA vs OA-DB).

Resultados:

La incubacion en altos niveles de glucosa de macrofagos activados con
LPS incrementd la expresion de mediadores asociados al fenotipo M1,
tanto a nivel génico como proteico. Estos resultados fueron confirmados
mediante la deteccion de una mayor liberacion de IL-6 y capacidad
proliferativa en estas células. Ademas, también detectamos que la
activacion de los macréfagos estaba asociada a una menor expresion
génica de la maquinaria de sintesis de H2S. A destacar, el co-tratamiento
de las células con Gyy-4137 atenud los efectos del estrés por altos niveles
de glucosa, posiblemente al activar la respuesta anti-oxidante mediada por
la via de sefalizacion Nrf-2/HO-1. En relacion, los pacientes OA-DB
mostraban menores niveles de expresion de CSE en el tejido sinovial que

los pacientes OA no DB.
Conclusiones:

Nuestro estudio parece reforzar el papel clave del H2S en la OA y
concretamente en su fenotipo metabdlico, asi como sefalar sus efectos en
la polaridad de macréfagos sinoviales, abriendo nuevas perspectivas

terapéuticas en el manejo de esta patologia.

RESUMO

Introduccion y objetivos:

Macrofagos presentes no revestimento sinovial das articulaciéns estan
involucrados na inflamacion do tecido, participando asi na progresion da
artrose (OA). En concreto, ten lugar un incremento na porcentaxe de
macrofagos tipo M1 (pro-inflamatorios) sobre os de tipo M2 (anti-
inflamatorios). O sulfuro de hidréxeno (H2S), unha pequena molécula
gasosa que se sintetiza entre outros tecidos na articulacion, esta implicado

na polarizacién de macréfagos mantendo o equilibrio homeostatico M1/M2.



Porén, estudos recentes sinalan unha reducion na sintese encimatica do
H2S nos pacientes artrosicos, e especificamente no seu fenotipo
metabdlico. Deste xeito, neste traballo avaliamos se un estrés por altos
niveis de glucosa poderia favorecer a polarizacién de macréfagos facia o
tipo M1, e se a administracion dunha fonte exéxena de HzS poderia atenuar

estes efectos.
Metodoloxia:

Realizouse un modelo in vitro de OA asociada a diabete (DB) en
macréfagos, empregando a lifia celular de monocitos TPH-1. En primeiro
lugar, as células diferenciaronse a macrofagos maduros con ester de
alcohol forbol (PMA). As células foron logo estimuladas con lipopolisacarido
(LPS) baixo condiciéns normais (GN; 1g/l) ou altas de glucosa (GA; 4,5 g/l)
na presenza ou ausencia dunha fonte exdxena de H2S (Gyy-4137, un
liberador lento do gas). A polarizaciébn dos macrofagos monitorizouse
mediante estudos de expresion xénica e proteica avaliando marcadores de
superficie utilizando citometria de fluxo. Ademais, determinouse a
proliferacion celular e a liberacion do mediador pro-inflamatorio interleucina
6 (IL-6). Finalmente, avaliouse a expresion da encima sintetizadora de
sulfuro cistationina y-liasa (CSE) en mostras de tecido sinovial de pacientes

artrésicos con ou sen diagnéstico de DB tipo Il (OA vs OA-DB).
Resultados:

A incubacion en altos niveis de glucosa de macréfagos activados con LPS
incrementou a expresion de mediadores asociados ao fenotipo M1, tanto a
nivel xénico como proteico. Estes resultados foron confirmados mediante a
deteccidén dunha maior liberaciéon de IL-6 e capacidade proliferativa nestas
células. Ademais, tamén detectamos que a activacion dos macréfagos
estaba asociada a unha menor expresion xénica da maquinaria de sintese
de H2S. A destacar, o co-tratamento das células con Gyy-4137 atenuou 0s
efectos do estrés por altos niveis de glucosa, posiblemente ao activar a
resposta anti-oxidante mediada pola via de sinalizacion Nrf-2/HO-1. En



relacion, os pacientes OA-DB mostraban menores niveis de expresion de

CSE no tecido sendnvial que os pacientes OA non DB.
Conclusions:

O noso estudo parece reforzar o papel clave do H2S na OA e
concretamente no seu fenotipo metabdlico, asi como sinalar os seus
efectos na polaridade de macréfagos sendnviais, abrindo novas

perspectivas terapéuticas no manexo desta patoloxia.

ABSTRACT

Introduction and objectives:

Macrophages present in the synovial lining of the joints are involved in
tissue inflammation, thus participating in the progression of osteoarthritis.
Specifically, there is an increase in the percentage of macrophages type M1
(pro-inflammatory) over those of type M2 (anti-inflammatory). Hydrogen
sulfide (H2S), a small gaseous molecule that is synthesized among other
tissues in the joint, is involved in the polarization of macrophages
maintaining the M1/M2 homeostatic balance. However, recent studies
indicate a reduction in the enzymatic synthesis of H2S in OA patients, and
specifically in their metabolic phenotype. In this work we evaluated whether
a stress due to high glucose levels could favor the polarization of
macrophages towards type M1, and if the administration of an exogenous

source of H2S could attenuate these effects.
Methods:

An in vitro model of osteoarthritis associated with diabetes (DB) in
macrophages using the TPH-1 monocyte cell line was performed. First, cells
were differentiated to mature macrophages with phorbol myristate acetate
(PMA). Cells were then stimulated with lipopolysaccharide (LPS) under
normal (GN; 1g/l) or high glucose (GA,; 4,5 g/l) conditions in the presence or
absence of an exogenous source of H2S (Gyy-4137, a slow gas releaser).

Macrophage polarization was monitored by gene and protein expression



studies evaluating surface markers using flow cytometry. In addition, cell
proliferation and release of the pro-inflammatory mediator interleukin 6 (IL-
6) were determined. Finally, we evaluated the expression of the sulfur
synthionizing enzyme cystathionine y-lyase (CSE) in synovial tissue
samples from osteoarthritic patients with or without a diagnosis of type Il DB
(OA vs OA-DB).

Results:

Incubation of LPS activated macrophages in high glucose conditions
increased the expression of mediators associated with the M1 phenotype,
both at gene and protein levels. These results were confirmed by the
increase of IL-6 levels and proliferative capacity in these cells. In addition,
we observed that the activation of macrophages was associated with a
reduced gene expression of the HzS synthesis machinery. It was noted that
co-treatment of the cells with Gyy-4137 attenuated the effects of stress from
high glucose levels, possibly by activating the anti-oxidant response
mediated by the Nrf-2/HO-1 signaling pathway. In addition, OA-DB patients
showed lower levels of CSE expression in synovial tissue than non-DB OA

patients.
Conclusions:

Our study seems to reinforce the key role of H2S in OA and specifically its
metabolic phenotype, as well as to point out its effects on the polarity of
synovial macrophages, opening new therapeutic perspectives in the
management of this pathology.



1. INTRODUCCION

11. Laarticulacion
El aparato locomotor es el sistema encargado de facilitar el movimiento y
esta formado por los huesos, las articulaciones, los musculos, los tendones
y los ligamentos. Entre estos elementos que componen el aparato
locomotor, la articulacién consiste en la union entre dos o0 mas huesos por
sus superficies de contacto. Su forma y grado de movilidad varia
ampliamente en relacion con sus requerimientos funcionales. Las
articulaciones derivan del mesénquima y pueden ser fibrosas,

cartilaginosas y sinoviales (1).

12. Tipos de articulaciones
Como hemos comentado, las articulaciones se clasifican de acuerdo a la
naturaleza del material que separa los huesos en: fibrosas, cartilaginosas
y sinoviales. Las articulaciones fibrosas son aquellas con escasa movilidad
(sinartrosis) y estan formadas por tejido conectivo de tipo fibroso, no hay
cavidad articular; podemos encontrarlas entre los huesos que forman el
craneo. Las articulaciones cartilaginosas son poco moviles o semi-maviles
(anfiartrosis), sin cavidad articular y los huesos se mantienen unidos por
cartilago; a este tipo pertenece la articulacién que se encuentra entre los
discos intervertebrales. Por ultimo, las articulaciones sinoviales, son las
mMas numerosas de nuestro organismo y poseen gran movilidad (diartrosis),
cavidad articular y superficies 6éseas recubiertas por cartilago hialino. La
articulacion sinovial estd compuesta por una capsula externa, una
membrana sinovial que reviste la cavidad sinovial y libera dentro de ella el

liquido sinovial, cartilago hialino, huesos, tendones y ligamentos (1).

13. Diartrosis o articulacion sinovial
Son las articulaciones mas comunes del esqueleto. Constituyen la union

entre dos o varios huesos separados y revestidos de una capa de cartilago.

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica



Los huesos articulados estan unidos por un potente aparato fibroso,
constituido por una capsula, a menudo reforzada por los tendones de los
musculos, los ligamentos intra-articulares y los meniscos. La cavidad
articular es virtual, es decir, que, en su estado normal, sus bordes se
adhieren a la faceta opuesta. Sin embargo, las facetas articuladas y las
partes blandas estan separadas por una fina pelicula de liquido sinovial,
gue es un ultrafiltrado del plasma, cuya composicién esta modificada por
las células de la membrana sinovial que bordea la cavidad articular, fuera

de las superficies cartilaginosas (2). (figura 1)

Sinovial

Cépsula
articular
Cartilago

Cavidad
articular

Figura 1: Estructura de una articulacién sinovial. Imagen extraida y modificada de
Quintero et al. 2009 (2).

14. Cartilago articular
Es cartilago hialino que reviste las superficies articulares. Presenta un
aspecto blanquecino brillante. Su grosor oscila entre 1 y 5 mm. En esencia,
el cartilago articular esta constituido por una poblacion celular relativamente
escasa, un unico tipo celular, los condrocitos, que ocupan el 1-2% del
volumen total, dispuestos de manera dispersa en la abundante matriz
extracelular que sintetiza. Esta matriz extracelular contiene lipidos, sales
inorganicas y un 60-80% de agua que mantienen atrapados los complejos
macromoleculares de proteoglicanos y que, a su vez, estan retenidos en
una rica red de colageno tipo Il dispuesta en varios planos que actia como

un esqueleto fibroso y que, en conjunto, se opone a las fuerzas de
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estiramiento 'y compresion. La interaccion agua-proteoglucanos
proporciona a la matriz extracelular su caracteristica viscoelasticidad,
actuando como un amortiguador hidrodinamico. El colageno confiere fuerza
de tension y los proteoglucanos retienen agua y permiten la elasticidad y
resistencia a la compresion. Es avascular y se nutre por difusion del liquido

sinovial durante el movimiento articular (1).

15. Membrana sinovial
La membrana sinovial es una fina membrana especializada que se sitla
entre la cavidad articular, a la que limita, y la capsula articular. Esta
constituida por dos capas: la intima (capa sinovial) y la subintima, tejido

conjuntivo laxo subyacente (figura 2) (3,4).

Capa intima

La capa intima es la capa funcional de la membrana sinovial, y en
condiciones fisiolégicas consta de uno hasta cuatro estratos celulares
intrincados en una red de matriz extracelular. En esta capa se distinguen
las células derivadas de los macréfagos (sinoviocitos de tipo A) de las
provenientes de los fibroblastos (sinoviocitos de tipo B). Los sinoviocitos
fibroblasticos se caracterizan por una expresion considerable de moléculas
de adhesion (3).

Sinoviocitos macrofagicos o de tipo A: tienen una funcién fagocitica. En la
membrana sinovial normal existen escasos sinoviocitos macrofagicos (10-
20%) que, sin embargo, predominan ampliamente (hasta un 80% de las
células) en la inflamacion, quizd por reclutamiento de los monocitos

sanguineos y los macréfagos de la capa subintima (3,5).

Sinoviocitos fibroblasticos o de tipo B: contienen escasas vacuolas, pero
numerosos reticulos endoplasmicos rugosos y vesiculas de secrecion que
reflejan su capacidad de sintesis proteica. Presentan una intensa expresion

de moléculas de adhesién que hace que estas células puedan anclarse en
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la membrana sinovial sin desprenderse durante los movimientos
articulares. Los sinoviocitos fibroblasticos también producen lubricina,
elemento imprescindible, para las propiedades lubricantes del liquido

sinovial (3,6).

Capa subintima

Predominan los fibroblastos y los macréfagos, que se acumulan
inmediatamente por debajo de la capa superficial y alrededor de los vasos.
Estas células no tienen el mismo fenotipo que los de la capa intima. Los
fibroblastos se asemejan a los fibroblastos cutaneos. Existen algunos
mastocitos y adipocitos. Ademas, segun su localizacién en el tejido, la

subintima es de tipo areolar, adiposo o fibroso (3).

Dadas las caracteristicas de estos tejidos, desequilibrios en su homeostasis
pueden provocar, como consecuencia, enfermedades articulares. En este

sentido, la OA es la patologia cronica mas frecuente en las articulaciones.

N o ¢ P
Figura 2: Histologia de la membrana sinovial. Tincidn con hematoxilina-eosina 20X.
S: Sinoviocitos en la capa intima. C: Tejido conectivo en la capa subintima, la cual esta

altamente vascularizada. Extraido y modificado de Ea et al., 2008 (3).

16. Laartrosis
La artrosis u osteoartritis es una enfermedad multifactorial que afecta el
cartilago de las articulaciones sinoviales provocando la degradacion de la
matriz y la muerte de los condrocitos. Como resultado, se pierde integridad
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en el cartilago articular, surgen modificaciones en el hueso subcondral y se
afecta la membrana sinovial (7,8).

Esta enfermedad es la artropatia mas frecuente en la poblacién, hasta el
punto de que mas del 70% de los mayores de 50 afios tiene signos
radiolégicos de OA en alguna localizacion (9). La prevalencia de OA
sintomatica en Espafia, en una o0 mas localizaciones (columna cervical,
lumbar, cadera, rodilla 0 mano), es del 29,35% y se incrementa con la edad,
alcanzando su valor mas alto en los mayores de 80 afios, siendo mas
frecuente en mujeres, sobre todo a partir de los 60 afios (10). La prevalencia
mundial de esta enfermedad aumenta con la edad, es rara en menores de
45 afnos, y afecta sobre todo a mujeres, aunque la diferencia entre sexos
depende principalmente de la localizacion de la OA y del grupo de edad.
Las estimaciones mundiales son que el 9.6% de los hombres y el 18 % de
las mujeres mayores de 60 afios padecen OA sintomatica (9).

Esta enfermedad es, ademas, la causa mas comun de incapacidad en
personas de edad avanzada, disminuyendo significativamente su calidad
de vida (11). Su etiologia es compleja, muchos factores juegan un rol en la
patogenia de esta condicion, incluyendo la edad, factores genéticos,
inflamacioén, trauma, obesidad y otros. Ademas, estos interactdan entre si,
contribuyendo a alterar la estructura del cartilago, el hueso subcondral y la
membrana sinovial, llevando a los cambios macroscopicos que
caracterizan a la OA (12). Actualmente, en la OA se observan diferentes
fenotipos, de esta forma existe el fenotipo de envejecimiento, el fenotipo
inflamatorio, el biomecanico, el hormonal o también llamado osteoporoético
y el metabalico (alteracion del metabolismo lipidico o glucidico) (11). En la
actualidad, la diabetes (DB) es considerada un factor de riesgo adicional
para la ocurrencia y la severidad de la OA (13-15). Por otra parte, la
relacion entre estas dos enfermedades podria sustentarse en el papel que
juega el exceso de glucosa en la presencia de productos finales de

glicacion avanzada, el estrés oxidativo y la inflamacion sistémica (15).
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Si bien la OA es considerada como un proceso de “desgaste” del cartilago,
lo cierto es que es un proceso activo en el cual ocurren muchos cambios a
nivel del cartilago, tejido sinovial, y hueso subcondral, tanto estructurales

como moleculares (12).

17. Tejido sinovial en la artrosis
El tejido sinovial juega un papel muy relevante en la patogenia de la OA.
En etapas tardias de la enfermedad, se hace notoria una inflamacion de la
membrana sinovial con secrecion de mediadores inflamatorios que pueden
modificar la expresion de la misma. Ademas, existe una correlacion entre
el grado de compromiso de la sinovial y la severidad clinica de la
enfermedad, y en especial el dolor. Igualmente, se ha demostrado que
existe una clara correlacion entre la presencia de sinovitis y la progresion

de la enfermedad y el dafio al cartilago (12).

18. Artrosis e Inflamacion
La inflamacion es una respuesta inmune a patdgenos o situaciones de
estrés en las células (16), el cual juega un papel importante en la OA (17).
La inflamacién eleva los niveles de citoquinas pro-inflamatorias que activan
el sistema inmune innato compuesto por células fagociticas como
macrofagos o neutrofilos. Estas citoquinas activan a su vez diferentes vias

inflamatorias en las células (16).

Como se indico en apartado anteriores, la inflamacion también juega un
papel importante en la membrana sinovial, la cual se caracteriza por un
tejido altamente vascularizado e hiperplasico (18). Estos procesos pueden
finalmente, al no ser controlados, derivar en fibrosis que se caracteriza por
la acumulacion de células sinoviales fibroblasticas con una sintesis elevada
de matriz extracelular, que trae aparejada la formacion de una estructura
rigida denominada pannus. (19). Una de las consecuencias de estos
cambios en la membrana sinovial es un aumento del nimero de leucocitos
y macrofagos en respuesta a la adhesién de las citoquinas a los receptores

de membrana de los sinoviocitos (18). Estos receptores son uno de los
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principales mecanismos de modulacion de las respuestas pro-
inflamatorias, tales como los receptores de interleucinas IL-1 (20). Por el
contrario, las citoquinas IL-4, IL-10 (20) y enzimas como la hemoxigenasa-
1 (HO-1) (21) actian como mediadores anti-inflamatorios, contrarrestando
el efecto catabdlico tanto en la sinovial como en el cartilago. El equilibrio
entre la liberacion de mediadores pro-inflamatorios y pro-catabolicos y las
respuestas anti-inflamatorias juega un papel importante en el balance entre

la formacion y destruccion de la matriz extracelular de los tejidos (20).

Por tanto, las células del tejido sinovial, y en concreto, los macrofagos
sinoviales cumplen un rol en el mantenimiento de la homeostasis entre

inflamacion y resolucion de la misma.

19. Macrofagos sinoviales
Los macrofagos, junto con los fibroblastos, se encuentran presentes en el
revestimiento sinovial de las articulaciones. Estan involucrados en la
inflamacion sinovial, y se ha demostrado que desempefian un papel

destacado en la progresion de la OA (22).

Los macrofagos son células inmunes innatas que expresan MHC (complejo
mayor de histocompatibilidad, por sus siglas en inglés) clase Il, lo que les
da la capacidad de iniciar una respuesta inmune adaptativa a través de la
activacion de las células T. Los macréfagos del tejido sinovial expresan
CD14, CD68, CSF1R, HLA-DR y MARCO. Comprenden distintos
subconjuntos de poblaciones celulares heterogéneas, y entre sus funciones
se encuentran la eliminacion de restos celulares y cuerpos extrafos, la

vigilancia inmune de los tejidos y la resolucion de la inflamacion (23).

El microambiente sinovial regula la heterogeneidad de los macrofagos,
controla la polarizacion de mismos en un espectro de funcidon pro-
inflamatoria y anti-inflamatoria; los fenotipos extremos son conocidos como
M1y M2. Los macréfagos M1 se caracterizan por su papel pro-inflamatorio,
con una alta liberacion de IL-1B, TNF-a, IL-6, expresion inducible de 6xido

nitrico sintasa (iINOS) y generacion de especies reactivas de oxigeno. Este
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fenotipo se asocia con la exacerbacion de la inflamacion sinovial y la
destruccion articular. Mientras que los macrofagos M2 se caracterizan por
la produccion de citoquinas anti-inflamatorias, IL-10, antagonista del
receptor IL-1(IL-1Ra) y TGF-B. Por lo que las células M2 se asocian con la
resolucion de la inflamacion de la articulacion (figura 3) (23).

Pro-inflamatorio Pro-condrogénico
Inflamacion Fenotipo anti-
sinovial Mo inflamatorio
agonistas TLRs

* Artrosis

* Efecto ant.i:condrogénfco ARG-1,IL-10, 1RATGF-
TNF-a, IL-1b, IL-6, * Degradacién. progresiva del b ,CCL18, CD163,
1L.12, NO, CD80, —_ cartilago CD206
cD86 * MMP-9 y COX-2

* Remodelacion del hueso
subcondral

* Osteofitos

* Invasidn vascular

Figura 3: Perfiles de macrofagos en artrosis. Vias pro-inflamatoria y pro-
condrogénica. Imagen extraida y modificada de Fernandes et al., 2020 (23).

1.10. Sulfuro de hidrogeno.
El sulfuro de hidrogeno (H2S) es una pequefia molécula gaseosa que se
sintetiza en el organismo de manera enddégena en la mayoria de los tejidos,
actuando como una molécula de sefalizacion celular que interviene en una
gran cantidad de procesos fisioldgicos (24). El H2S, al ser liposoluble, posee
la capacidad de atravesar la membrana plasmética sin un transportador
especifico, lo cual le permite participar en un amplio rango de funciones
fisiologicas y el acceso a la mayoria de los tejidos del organismo. De esta
forma, este gasotransmisor tiene un alto potencial biolégico, ya que puede
ejercer una gran variedad de funciones en gran variedad de objetivos

biolégicos (25).
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Sintesis de H2S

El H2S es sintetizado de manera endogena a través de dos vias. Una via
que es resultado de la reduccion de la ruta elemental de azufre a H2S y otra
via de sintesis, a través de tres enzimas: cistationina y-liasa (conocida
como CSE o CTH), cistationina B-sintasa (CBS) y 3-mercaptopiruvato
sulfurotransferasa (MPST) (26).

Funciones del H>S

Uno de los procesos en los que interviene el Hz2S es la reduccion de la
inflamacion y la proteccion de los tejidos frente a lesiones; favoreciendo la
resolucién de la inflamacién, promoviendo la apoptosis de los neutréfilos y
estimulando la diferenciacion de los macrofagos hacia el fenotipo M2 (24),
modula la actividad de Nrf-2 (factor nuclear derivado de eritroide 2, por sus
siglas en inglés) y NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas, por sus siglas en inglés), lo que promueve
la reduccion de la produccion de citoquinas y factores pro-inflamatorios
(25).

111. Seializacion de HzS en el mantenimiento de la
homeostasis M1/M2 en macrofagos
El nivel endégeno de H2S se ha vinculado con la activacion de macrofagos,
la polarizacién y la formacién del inflamasoma (27). El H2S promueve una
sefalizacion de tipo anti-inflamatoria, impactando en la activacion,
polarizacion de los macréfagos y la formacion del inflamasoma a través de
distintas vias. Ademas, es probable que los macréfagos también
establezcan el umbral para la activacion de la sefalizacion H2S bajo

diversos estimulos (28).

Como se describié anteriormente, los macrofagos muestran diferentes
fenotipos funcionales dependiendo del entorno ambiental en el que residen.
Asi, la sefalizacion mediada por Hz2S esta implicada en la polarizacion de

macrofagos, de forma que actda como un regulador critico para mantener
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el equilibrio homeostatico M1 / M2 (figura 4) (29). En este sentido, se
encontré6 que el H2S endogeno atenua el estrés oxidativo y el dafio
inflamatorio inducido por LPS inhibiendo la via de sefializacion NOX4-ROS

en macroéfagos (30).

Macréfagos M1 Macréfagos M2

Glycolysis, PPP

GYY4137/NaHS OXPHOS
Succinate Arg-1, AMPK
Itaconic acid PFKFB1
Hif-1a, mROI CSE/CBS Th2/1L-4NL-13
PGE2, iINOS/NO IL-10, TGF-p
IL-15, IL-6, TNF-x Ym1, PDGF

PPARy
MCP-1

Activacion clasica
Inmunoestimulacién
Pro-inflamatoria
Lesion tisular
Incremento de la
fagocitosis

« Bactericida

Activacion alternativa
Inmunosupresién
Anti-inflamatoria
Reparacién tisular
Angiogénesis
Cicatrizacion de heridas

Figura 4:Papel del H,S en la polarizacion de los macréfagos. Imagen extraida y
modificada de Rahman et al.,2020 (29).

1.12. Papel del HzS en la artrosis
En lo que respecta a la patologia artrésica, existe evidencia de que en
pacientes con OA los niveles plasmaticos de H2S son significativamente
mas elevados que en los controles (31). Ademas, se comprobd in vitro, la
presencia de enzimas asociadas con la sintesis de H:S, tales como CBS y
CSE (24). En otros trabajos, se observo que la biosintesis de HzS en las
articulaciones artrésicas podria encontrarse reducida (32,33) y en un
estudio recientemente publicado (34) se detectd que la reduccion en la
sintesis enzimatica de H2S observado en los pacientes artrosicos era
especifica del fenotipo de enfermedad asociada a la DB. Por tanto,
diferentes evidencias parecen indicar el papel del H2S en la OA vy
concretamente el su fenotipo metabdlico, asi como sus efectos en la
polaridad de macréfagos. Sin embargo, son necesarios mas estudios para

confirmar estas premisas, y de esta forma determinar si el H2S podria
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participar en la polarizacion de macréfagos sinoviales residentes o

infiltrados observada en la OA metabdlica.
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2. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar si el estrés por altos niveles de glucosa podria favorecer la
polarizacion de macrofagos hacia el tipo |, y si la administraciéon de una

fuente exdgena de H2S podria atenuar estos efectos.
Objetivos especificos

1. Establecer un modelo in vitro de estrés por glucosa en una linea celular
de macréfagos, y determinar la expresion proteica de CBS y CSE, las
enzimas mas importantes involucradas en la sintesis de H2S, mediante

Western blot.

2. Estudiar en el modelo in vitro de glucotoxicidad establecido la
sensibilidad de macréfagos a estimulos inflamatorios, y el efecto del co-

tratamiento con un donador de H2S de liberacion lenta.

2.1. Determinacion del fenotipo celular mediante evaluaciéon de la
expresion de moléculas correspondientes a los perfiles M1 y M2 por

citometria de flujo.

2.2. Cuantificacion de la expresion génica y proteica mediadores pro-
inflamatorios por gPCR y Western blot, respectivamente, y de

liberacion al medio extracelular por ELISA.

3. Estudiar via de sefalizacion a través de las cuales el H2S modula la

respuesta anti-inflamatoria y anti-oxidante.

3.1. Evaluar si el H2S ejerce sus efectos a través modular la
expresion del factor transcripcional Nrf-2, midiendo sus niveles

proteicos a través de Western blot.
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3.2. Determinar la expresion génica y proteica de HO-1, diana
transcripcional clasica de Nrf-2, mediante qPCR y Western blot,

respectivamente.

4. Evaluar en biopsias de tejido sinovial de pacientes, la expresion de las
enzimas mas importantes involucradas en la sintesis de H2S mediante

inmunohistoquimica.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultivo celular

3.1.1. Linea celular de macréfagos

Se empled la linea celular de monocitos THP-1. Las células crecen en
suspension y se mantuvieron en cultivo en medio RPMI 1640 (Lonza,
Suiza) suplementado con 10% v/v de suero bovino fetal (SBF) (Gibco, Life
technologies, Inglaterra) inactivado por calor (56 °C 30 minutos) y 1% (v /
v) de penicilina / estreptomicina (Gibco, Life technologies, Inglaterra) (P/S)
para evitar contaminacion bacteriana y fingica en una estufa con CO:2 (5%)
a 37 °C.

3.1.2. Activacion de células THP-1

Previo a la realizacion de los experimentos, la linea celular de monocitos
fue activada para su transformacion a macréfagos (M0). Para ello, las
células fueron estimuladas con 500 nM de PMA (acetato miristato de forbol,
por sus siglas en inglés), durante 3 horas y luego lavadas con suero salino
(35). A continuacién, se centrifugaron a 300g durante 10 minutos, y ya
activadas a macréfagos, se cultivaron durante 24 horas en placa de 12, 24
y 96 pocillos en RPMI 1640, 2% SFB (Gibco, Life technologies), inactivado
por calory 1% (v / v) de penicilina / estreptomicina (Gibco, Life technologies,
Inglaterra) con dos diferentes concentraciones de glucosa: 1 g/L
(equivalente a condiciones normales de glucosa) y 4,5 g/L (equivalente a

niveles altos de glucosa).

3.1.3. Estimulaciéon de los macréfagos

A las 24 horas de la activacibn con PMA, los macréfagos fueron
estimulados mediante el agregado de LPS (1upg/ml; Sigma, Estados
Unidos) y/o GYY-4137 (500 puM; Santa Cruz Biotechnology, Germany) en
medio RPMI 1640 1 g/L y RPMI 1640 4,5 g/L.
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3.2. Determinacién de moléculas de superficie por citometria
de flujo
Para caracterizar fenotipicamente la poblacion de macréfagos, se
determind la expresion de moléculas de superficie en las células por
citometria de flujo. Para ello, las células fueron estimuladas durante 24
horas en placas de 24 pocillos (2.5 x10° células), levantadas utilizando
tripsina (Sigma-Aldrich), lavadas con PBS (Phosphate Buffered Saline) y
centrifugadas a 300g durante 10 minutos. Luego fueron incubadas 30
minutos en hielo con los anticuerpos monoclonales conjugados con
fluorocromos CD86-PE y CD 206- FITC (Biolegend, Estados Unidos),
lavadas con PBS, centrifugadas a 300g durante 10 minutos Yy
resuspendidas en 150 pL de PBS. Las células marcadas fueron analizadas
en un citbmetro FACScalibur (Becton Dickinson) adquiriendo 10,000
eventos especificos, utilizando los canales FL-1 y FL-2. Los datos
obtenidos fueron analizados utilizando el programa CellQuest (BD). Las
regiones de andlisis correspondientes a los macréfagos fueron
circunscriptas de acuerdo a tamafio y complejidad celular (parametros FSC
y SSC respectivamente). Los resultados se expresaron como intensidad

media de fluorescencia (IMF).

3.3. Analisis de la expresion génica

3.3.1. Extraccion de ARN

Las células fueron cultivas en placas de 12 pocillos (5 x105 células) y
estimuladas durante 24 horas. A continuacion, se aislé el ARN (4cido
ribonucleico) celular utilizando el reactivo TRl Reagent® (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), que lisa las células y aisla los
acidos nucleicos. Se elimind el medio de cultivo de los pocillos y se lavo
con PBS. Posteriormente, se agregd TRl Reagent® y luego de incubar
durante 10 minutos, se afiadié cloroformo (Sigma-Aldrich). Se incubd
durante 10 minutos y se centrifug6 a 12000 rpm y a 4°C durante 15 minutos.

Luego de la centrifugacién, recuperamos la fase acuosa en la que se
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encuentra el ARN y agregamos isopropanol (Sigma-Aldrich) para favorecer
el precipitado del ARN. Posteriormente, se incubé 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugé a 12000 rpm, a 4°C durante 10
minutos. Al pellet obtenido se le afiadié etanol al 75% para favorecer la
precipitacion del ARN, y se centrifugé a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Finalmente, el pellet fue resuspendido en 15 pL de agua libre de ARNasas.

3.3.2. Cuantificaciéon de ARN
El ARN fue cuantificado mediante el espectrofotometro 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.

3.3.3. Retrotranscripcion a ADNc
Para generar el ADN complementario (ADNc) a partir de ARNm la muestra

(1000 ng) fue tratada con la enzima trasncriptasa reversa. Se utilizo el kit
comercial NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (Nzytech, Lisboa, Portugal)
gue incluye una combinacion de hexameros y oligos dT (NZYRT 2x Master
Mix), una mezcla de enzimas (NZYRT Enzime Mix) que contiene la
transcriptasa reversa y un inhibidor de ribonucleasas. Se utilizaron 10 ul de
NZYRT 2x Master Mix, 2 yl de NZYRT Enzime Mix y se llevo a un volumen
de 20 pl con H20 libre de ARNasas. Se incub6 a 25°C durante 10 minutos,
a 50°C durante 30 minutos a y a 85°C durante 5 minutos para inactivar la
reaccion, colocando posteriormente la muestra a 4°C. Por ultimo, se afiadio
1 ul de ribonucleasa NZY Rnase H para eliminar los restos de ARN y se
incubo a 37°C durante 20 minutos. EI ADNc resultante fue almacenado a -
20°C.

3.3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para poder cuantificar la expresién génica, se cargd una placa de 96
pocillos con un molde de ADN (acido desoxirribonucleico); dos cebadores
especificos (directo y reverso) para la regidn que se quiere amplificar;

dNTPs; MgCl2, ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa); SYBR
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Green (Roche), la muestra y H20 hasta un volumen final de 10 ul. La
reaccion se llevé a cabo en un termociclador LightCycler 480 (Roche
Diagnostics, Basilea, Suiza). La PCR se realiza en ciclos repetitivos:
la ADN
polimerasa 95°C 10 minutos, desnaturalizacion 94°C 10 segundos,

desnaturalizacion, hibridacion y elongacion: activacion de
hibridacién 55 - 72°C 30 segundos, elongacion 72°C 1 min, elongacion final
72°C 5 min. Los datos fueron normalizados empleando un control de carga
(HouseKeeping). El Housekeeping es un gen que no se modula por los
estimulos utilizados. El gen codificante para HPRT fue empleado como

marcador de referencia. La secuencia de los cebadores empleados puede

verse en la tabla 1.

Tabla 1: Secuencias de cebadores utilizados

Gen Cebador directo Cebador reverso
HPRT TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGA CAAGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTG
TBP-1 GCCCATAGTGATCTTTGCAGT CGCTGGAACTCGTCTCACTA
HO-1  TCCGATGGGTCCTTACACTC TAAGGAAGCAGCAAGAGA
INOS  GCTGCCAAGCTGAAATTGA GATAGCGCTTCTGGCTCTTG
ARG1 TCATCTGGGTGGATGCTCACAC GAGAATCCTGGCACATCGGGAA
CBS AGGAGAAGTGTCCTGGATGC TAGGTTGTCTGCTCCGTCTG
CSE GCATTTCAAAAACGGAATGG CTCATGCTGTGGATGAGAGG
MPST  ACATCAAGGAGAACCTGGAATC GATGTGGCCAGGTTCAATG
IL-8 GAGCACTCCATAAGGCACAAA ATGGTTCCTTCCGGTGGT
IL-6 GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA CTGCAGCCACTGGTTCTGT
CD86 AGACCTGCCATGCCAATTTG CGAATCAAAACTTGTGCGGC
CD206 AGCCAACACCAGCTCCTCAAGA CAAAACGCTCGCGCATTGTCCA
CD11C TGACATTGCATCGAAGCCCTC TCCGTACCCTCAATGGCAAAG
CD163 TCACAATGAAGATGCTGGCG CCTGCAAACCACATCAGCTT
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3.4. Anélisis de la expresion proteica mediante Western blot

3.4.1. Extraccién de proteina

Las células fueron cultivadas en placas de 12 pocillos (5 x10° células) y
estimuladas durante 24 horas. A continuacion, se extrajeron las proteinas
totales citoplasmasticas segun un protocolo estandarizado con tampon de
lisis Tris-HCI (0.2 M de Tris-HCI pH 6.8, 2 % de SDS (dodecil sulfato
sbdico), 20 % de glicerol) al que se le afiadié un inhibidor de proteasas
(Thermo Fisher, EE. UU) a una concentracion de 1lug/pl. Para ello, se
afadieron 50 pl de tampdn de lisis por pocillo, los extractos proteicos se
recogieron mediante raspado y se facilito la lisis hirviendo las muestra 10
minutos a 100°C. Tras lo cual, se centrifugd a 12.500 rpm durante 5 minutos
a 4°C para asi eliminar los restos celulares no lisados. Por ultimo, se
recogio el sobrenadante donde se encontraban contenidas las proteinas y

se guardd a -80 °C hasta su uso.

3.4.2. Electroforesis

Para la relizacion de la electroforesis se afiadio en primer lugar tampon de
carga (10 % SDS, 200mM Tris-HCI pH 6.8, 50 % glicerol, 0.1 % azul de
bromofenol y 10 % de - mercaptetanol (Thermo Fisher, EE. UU) a las
muestras y se calentaron a 100°C perdiendo de esa manera su
conformacion tridimensional, facilitando el acceso al SDS del tampon de
carga. Posteriormente, las muestras se corrieron en un gel de
acrilamida/bisacrilamida (SDS-PAGE) al 10% (v/v) el gel separador y al 4%
(v/v) el gel concentrador, para asi facilitar la separacion de las proteinas
segun su peso molecular. Se aplicdé una corriente de 80 V mientras las
muestras se encontraban en el gel concentrador y a 120 V cuando entraron

en el separador.

3.4.3. Inmunotransferencia

Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF). Estas membranas fueron activadas previamente

con lavados alternos de metanol al 100 % (v/v) (ThermoFisher, EEUU) y
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agua destilada para luego mantenerla en tampén de transferencia (glicina
(0,001 g/ml), Tris-base (0,002 g/ml), SDS (0,001 g/ml), metanol (10 % (v/v)
(ThermoFisher, EEUU). La membrana se mantuvo 15 minutos en el
tampon de transferencia a 4°C. Posteriormente, la transferencia se realiz6
a 20 V durante 30 minutos empleando un trans-blot (Bio-Rad, EEUU). A
continuacion, se hizo una tincion de la membrana con rojo Ponceau (Sigma-
Aldrid, Espafa) para comprobar el éxito de la transferencia. Para eliminar

el rojo Ponceau, la membrana se lavé varias veces con agua destilada.

3.4.4. Inmunodeteccion

Previo a la incubacion de la membrana con los anticuerpos primarios, se
bloqued la misma con leche al 5% en tampdn de lavado en Tween® 20 al
0.05% (tricina 2mM, NaCl 150 mM, pH final de 7.5.) durante 40 minutos en
agitacion, blogueando asi los sitios de union inespecificos. En esa hora, se
prepararon los anticuerpos primarios a razén de una dilucién 1:1000 (v/v)
en leche. Las membranas se incubaron en unas bolsas de plastico selladas
conteniendo dentro la dilucion del anticuerpo primario durante toda la noche

a 4°C en rotacion.

Tabla 2: Anticuerpos primarios para Western blot

Anticuerpo Dilucion Casa comercial
Nrf-2 (ratén) 1:200 Santa Cruz
HO-1 (conejo) 1:1000 Enzo
Tubulina (ratén) 1:2000 Sigma-Aldrich
CBS (raton) 1:200 Sigma-Aldrich
CSE (ratén) 1:200 Sigma-Aldrich

Al dia siguiente, se lavaron las membranas 3 veces durante 5 minutos cada
uno con tampon de lavado, y a continuacion se incubaron con los
anticuerpos secundarios anti-raton o anti-conejo (Sigma-Aldrich) segun

correspondiese, a una dilucion 1:1000 en tampon de blogueo durante 1
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hora a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacién, se
realizaron 5 lavados de las membranas de 5 minutos cada uno en tampén
de lavado. Finalmente, se procedi6 al revelado de la membrana usando el
sustrato a base de luminol (50% v/v) y solucién de peroxido (50% v/v)
(Merck KGaA, Alemania) basdndonos en la quimioluminiscencia en la
camara de revelado Amersham Imager 600 (GE HealthCare, United
Kingdom). La cuantificacién de la intensidad de las bandas se realiz6 con
un programa informatico Image Quant 5.2 (GE Healthcare, Estados
Unidos), normalizando las proteinas analizadas con la expresion de

tubulina que se utilizé como control.

3.5. Determinacion de IL-6

Las células fueron cultivadas y estimuladas en placas de 96 pocilllos
durante 24 horas. Luego, se centrifugd la placa, se retir6 el sobrenadante y
se transfirid a una nueva placa. Los sobrenadantes se guardaron a -80°C.
La IL-6 presente en los sobrenadantes se detectd mediante la técnica
ELISA siguiendo las instrucciones del kit comercial DuoSet ELISA IL-6
(R&Dsystems, Estados Unidos). El rango de trabajo estuvo comprendido
entre 9.38 y 600 pg/mL. Finalmente, se midid la absorbancia media a 450
nm en NanoQuant Infinite M200 (Tecan, Suiza).

3.6. Analisis de la capacidad de Proliferacion
Las células fueron cultivadas y estimuladas en placas de 96 pocilllos
durante 24 horas. Para valorar la capacidad de proliferacion de los
macrofagos ante los diferentes estimulos se utilizé el kit comercial “BrdU
Cell proliferation assay Kit" (Cell signaling tecnology), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La técnica se basa en la deteccion de la 5-
bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) incorporada en el ADN durante la
proliferacion celular. Las células fueron cultivadas en un medio que
contiene BrdU, un andlogo de pirimidina, que se incorpora en lugar de
timidina en el ADN recién sintetizado de las células en proliferacion. Luego

de eliminar el medio marcado, las células fueron fijadas y el ADN
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desnaturalizado utilizando una solucion de fijacibn/desnaturalizacion.
Posteriormente, se agreg0 un anticuerpo primario para detectar la BrdU
incorporada y luego un anticuerpo secundario acoplado a HRP. A
continuacion, se agregd TMB obteniéndose una solucion coloreada. Se
midié la absorbancia de la solucién; la magnitud de la absorbancia es
proporcional a la cantidad de BrdU incorporado por las células y a la

magnitud de la proliferacién celular.

3.7.  Inmunohistoquimica (IHQ)
Se analiz6 la expresion de la enzima CSE en cortes histologicos de tejido
sinovial de pacientes artrésicos sin diagnéstico de diabetes (edad
media:74,9 afios;4 mujeres, 5 varones) y de pacientes artrosicos
diagnosticados con diabetes (edad media:72,3 afios;1 mujer, 6 varones).

Para la realizacion de la técnica, se colocaron los cortes histolégicos en un
incubador a 60°C durante 10 minutos para lograr su desparafinado inicial.
Luego se aclararon y rehidrataron las muestras, realizando dos
incubaciones de 5 minutos en xileno, dos incubaciones de 5 minutos en
etanol 100% (v/v), dos incubaciones de 5 minutos en etanol 96% (v/v), una
incubacion de 3 minutos en etanol 75% (v/v) y un pasaje por agua.
Posteriormente, se realiz0 un desenmascaramiento antigénico mediante
tratamiento por calor con tampén EDTA 1X pH 9 (Dako, UK), tras lo cual se
realizé un lavado de 5 minutos con PBST (PBS con 0.2% de Tween® 20).
A continuacion, se bloqued la actividad de la peroxidasa endogena
utilizando una solucion comercial durante 10 minutos (Dako) y se realizaron

3 lavados durante 5 minutos con PBST.

Las muestras se incubaron con el anticuerpo primario a 4 °C durante toda
la noche en una dilucién 1:400 en PBST. El control negativo consistio en
PBST sin anticuerpo primario. Pasado el tiempo de incubacion, se
realizaron tres lavados de 5 minutos con PBST y las muestras se incubaron
durante 30 minutos con el anticuerpo secundario especifico marcado con

HRP del Kit EnVision de revelado (Dako). Tras lo cual, se realizaron tres
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lavados de 10 minutos con PBST y las secciones se incubaron con
diaminobencidina (DAB, Dako REAL™) durante 3 minutos. A continuacion,
las secciones se lavaron y contra tifieron con hematoxilina durante 1
minuto. Por dltimo, las secciones se lavaron y deshidrataron en
concentraciones crecientes de etanol: etanol 75% v/v durante 15 segundos,
etanol 96% v/v durante 2 minutos, etanol 100% durante 5 minutos.
Finalmente, se incubaron en xileno durante 3 minutos y se montaron con
DePeX.

La intensidad de la sefial fue cuantificada utilizando el software ImageJ

(version 1.37a). Los resultaron se expresaron como % de sefial positiva.

3.8. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se utilizé la version 8 del software
GraphPad PRISM (La Jolla, USA). Las comparaciones entre condiciones
de los experimentos celulares se analizaron mediante la prueba de Mann-
Whitney. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p <
0.05.

Para el andlisis de los resultados de la técnica inmunohistoquimica se
empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar
diferentes pacientes. Se considero significativa la diferencia con el valor p
<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion de la maquinaria de sintesis enzimética de H2S
en macrofagos
4.1.1. Andlisis de la expresion génica de CBS, CSE y MPST

En primer lugar, se diferencié la linea celular de monocitos TPH-1 a

macrofagos maduros mediante tratamiento con PMA. Los macréfagos
fueron incubados bajo condiciones normales (GN) o alta de glucosa (GA),
en la presencia o ausencia de LPS, y a continuacion se evaluod la expresion
génica de las tres enzimas mas relevantes para la sintesis de H2S. Como
se puede observar en la figura 5, la expresion de las 3 enzimas encargadas
de la sintesis de H2S se redujo significativamente en condiciones de alta
glucosa comparada con la expresion a una concentracion normal de

glucosa (*p<0.05 vs Glucosa Normal).

Al estimular los macrofagos con LPS, se observd una tendencia a la
disminucién de la expresion de CBS y MPST en aquellas células incubadas
en condiciones de alta glucosa en comparacion con el mismo estimulo en
una concentracion normal de glucosa. Sin embargo, en el caso de la
enzima CSE esta disminucién de la expresion fue mas patente, alcanzando
diferencias significativas entre ambos tratamientos (#p<0.05 vs glucosa

normal + LPS).
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Figura 5:Expresion génica de CBS, CSE, MPST. Los macréfagos fueron estimulados
durante 24 horas con LPS bajo distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind

la expresion génica de CBS, MPST y CSE mediante gPCR. Los resultados se expresan

con la media = SD de los 4 experimentos. Se observé una reduccién significativa en la
expresion de las 3 enzimas relevantes para la sintesis de H2S (*p<0.05 vs Glucosa
Normal). Se detect6é ademas una disminucién de la expresién de las 3 enzimas en las
condiciones tratados con LPS, resultando significativa para CSE en las células incubadas

en una concentracidn de glucosa alta (*p<0.05 vs Glucosa Normal + LPS).

4.1.2. Andlisis de la expresion proteica de CBS y CSE

Una vez observada la tendencia a una menor expresion de estas enzimas
relevantes para la sintesis de H2S en una concentracion alta de glucosa, se
procedié a confirmar los hallazgos evaluando la expresion proteica de dos
de estas enzimas (CBS y CSE) mediante Western blot. Para ello, los
macréfagos se estimularon con LPS durante 24 horas bajo las distintas

concentraciones de glucosa (figura 6).
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Figura 6: Expresidn proteica de CBS y CSE. Los macrofagos fueron estimulados
durante 24 horas con LPS bajo distintas concentraciones de glucosa. Luego se
determind la expresion proteica de CBS y CSE mediante Western blot. Los resultados se

expresan con la media + SD de los 3 experimentos.

Aunque no resulté significativa, puede observarse una tendencia a la
reduccion de la expresién de CSE en los macrofagos estimulados con LPS
bajo una concentracion alta de glucosa. A partir de estos hallazgos, y dado
el papel de H2S en la polarizacion de macrofagos descrito en la literatura
previa y el efecto que la glucotoxicidad ejerce sobre ella, nos propusimos
estudiar si la adicion de un liberador lento de Hz2S, GYY-4137, podria

modular el fenotipo de estas células diferentemente estimuladas.

4.2. Caracterizacion fenotipica de macré6fagos y efecto de la
adicion de una fuente exégena de Hz2S

4.2.1. Evaluacion de la expresioén génica de marcadores vinculados

a los perfiles M1 y M2

En un primer lugar, y para caracterizar en detalle el fenotipo de macréfago
resultante tras su estimulacion con LPS bajo los distintos ambientes
(concentracion alta y normal de glucosa), se analiz6 la expresién génica

de marcadores de membrana caracteristicos de los diferentes perfiles de

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica
25



macréfagos, tipo M1y M2. Las células fueron sometidas durante 24 horas
a los diferentes estimulos y luego se evalud la expresion de genes

vinculados a los distintos perfiles mediante gPCR (figuras 7 y 8).
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Figura 7: Niveles de expresién génica de marcadores vinculados a M1. Los

macrofagos fueron estimulados durante 24 horas en presencia de LPS, GYY-4137,
LPS+GYY-4137 bajo distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind la
expresion génica de CD86 y CD11 mediante gPCR. Los resultados se expresan con la
media £ SD de los 4 experimentos. Los niveles de expresiébn génica de CD86 se
incrementaron significativamente en condiciones de glucosa alta. (*p<0.05 vs Glucosa

Normal).

En relacion a los niveles de expresion génica de marcadores vinculados a
M1 (CD86 y CD11), se observaron diferencias significativas en los niveles
basales de expresion de CD86 (*p<0.05 vs Glucosa Normal) entre
macrofagos bajo una concentraciéon normal de glucosa y macréfagos en
una concentracién de glucosa alta. Observandose una mayor expresion de
CD86 en macrofagos sometidos a una alta concentraciéon de glucosa.
Mientras que para CD11 no se observaron variaciones significativas entre
los diferentes tratamientos. Aunque si detectamos que aquellas
condiciones tratadas con GYY-4137 mostraban una tendencia hacia una

menor expresion de ambos marcadores.
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Figura 8: Niveles de expresién génica de marcadores vinculados a M2. Los

macréfagos fueron estimulados durante 24 horas en presencia de LPS, GYY-4137,
LPS+GYY-4137 bajo distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind la
expresion génica de CD206 y CD163 mediante qPCR. Los resultados se expresan con la
media + SD de los 4 experimentos. Los niveles de expresion génica de CD163 se
incrementaron significativamente en condiciones de alta glucosa. (*p<0.05 vs Glucosa

Normal).

Por otra parte, cuando se analizaron los niveles de expresion génica de
marcadores vinculados a M2 (CD206 y CD163), no se observaron
variaciones significativas en la expresion de CD206 entre los distintos
tratamientos. Por el contrario, se observaron diferencias significativas en
los niveles basales de expresion de CD163 entre los macrofagos incubados
en bajos y altos niveles de glucosa, observandose una mayor expresion a

una concentracion elevada de glucosa (*p<0.05 vs Glucosa Normal).

4.2.2. Caracterizacion fenotipica de los macr6fagos por citometria

de flujo

Una vez analizada la expresion génica de marcadores de membrana
cldsicos de los perfiles de macréfagos, se procedid a confirmar los
resultados analizando la expresion proteica de los marcadores CD86 y
CD206, caracteristicos de los diferentes perfiles de macréfagos, M1y M2,

respectivamente.

Con este fin, las células se cultivaron durante 24 horas con los diferentes
estimulos y luego se evaluaron por citometria de flujo las proteinas

presentes en la membrana celular. Para esto se utilizaron anticuerpos
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contra CD86, marcador caracteristico del perfil M1, y CD206, marcador
caracteristico del perfil M2, marcados con fluorocromos (figura 9). Como en
anteriores experimentos, los estimulos aplicados a los macrofagos fueron
LPS en la presencia o no de GYY-4137, incubados en medio de cultivo con

las diferentes concentraciones de glucosa (Glucosa Alta, Glucosa Normal).
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Figura 9: Efecto de los diferentes estimulos sobre la expresion de proteinas de
membrana. Los macréfagos fueron estimulados durante 24 horas con LPS, GYY-4137 o
LPS combinado con GYY-4137 en distintas concentraciones de glucosa. Luego se
evaluaron los niveles de expresion de marcadores M1 y M2 mediante citometria de flujo.

Los resultados se expresaron como intensidad media de fluorescencia (IMF).

Como se puede observar en la figura 9, no se detecté un aumento
significativo de la expresion basal de CD86 en membrana en macréfagos
en condiciones de alta glucosa comparandolos con aquellos en condiciones
normales de glucosa. Sin embargo, si se observé una tendencia a una
disminucion de la expresion de CD86 en membrana en aquellos
macrofagos en condiciones de alta glucosa tratados con GYY-4137.
Ademas, y como se puede observar en la figura 9, se detectdé una minima

expresion de CD206 a nivel de membrana.

4.2.3. Evaluacién de la proliferaciéon celular

Finalmente, para caracterizar el fenotipo celular se evalué la capacidad de
proliferacion de los macréfagos sometidos a los diferentes estimulos y

concentraciones de glucosa (figura 10).

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica
28



Proliferacion

2504

200+

150

100+

504

Niveles relativos de proliferacion

Figura 10: Evaluacion de la proliferacion celular. Efecto de los diferentes estimulos en
la proliferacién celular. Los macrofagos fueron estimulados durante 24 horas con LPS,
GYY-4137 o LPS combinado con GYY-4137 bajo distintas concentraciones de glucosa.
Luego se evaluaron los niveles de proliferacion relativa mediante el kit de BrdU Cell
proliferation assay (Cell signaling tecnology). Los resultados se encuentran expresados
como la media + SD de 4 experimentos. Los niveles de proliferacion fueron modulados por
los diferentes estimulos. (*p<0.05 vs Glucosa Normal-#p<0.05 vs Glucosa Normal+LPS,
ep<0.05 vs Glucosa Alta).

Al estudiar el efecto de los diferentes tratamientos se observd un
incremento significativo en la proliferacion basal de aquellos macréfagos
expuestos a una alta concentracion de glucosa comparado a condiciones
normales (*p<0.05 vs Glucosa Normal). También se detecté una
disminucién en la proliferacién al estimular las células con LPS tanto en
concentracion normal como de alta glucosa comparado con su respectivo
basal (*p<0.05 vs Glucosa Normal, *p<0.05 vs Glucosa Alta). A destacar, el
co-tratamiento de los macréfagos con GYY-4137 claramente redujo la
proliferacion celular tanto en condiciones basales ("p<0.05 vs Glucosa
Normal) como en aquellas células estimuladas con LPS (#p<0.05 vs
Glucosa Normal +LPS), e igualmente bajo condiciones altas como
normales de glucosa, aunque alcanzando solamente la significacion para

este ultimo.

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica
29



4.3. Respuesta inflamatoria en macrofagos

4.3.1 Niveles relativos de expresion génica de los mediadores pro-
inflamatorios IL-6, IL-8 e INOS

A continuacion, se procedio a evaluar el perfil inflamatorio de los

macrofagos bajo los diferentes estimulos y condiciones estudiadas. Para
ellos las células fueron de nuevo tratadas durante 24 horas con el estimulo
pro-inflamatorio LPS en presencia o ausencia de GYY-4137 en condiciones
de baja o alta concentracion de glucosa.
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Figura 11: Analisis de la expresion génica de mediadores pro-inflamatorios. Los
macréfagos fueron estimulados durante 24 horas en presencia de LPS, GYY-4137,
LPS+GYY-4137 a distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind la expresion
génica de IL-6, IL-8 e INOS mediante gPCR. Los resultados se expresan con la media +

SD de los 4 experimentos. Los niveles de proliferacion fueron modulados por los

diferentes estimulos(™*p<0.05 vs Glucosa Normal, #p<0.05 vs Glucosa Alta, p<0.05, V
p<0.05 vs Glucosa Alta +LPS)

Los resultados obtenidos, representados en la figura 11 muestran que las
células estimuladas con LPS incrementan su capacidad pro-inflamatoria.
LPS incrementd claramente la expresion de IL-6, siendo este aumento
exacerbado bajo condiciones altas de glucosa. Sin embargo, aunque no
significativamente, el co-tratamiento con GYY-4137 atenud los niveles de
expresion génicos de esta citoquina. En relacion a IL-8, observamos
resultados similares a los detectados con IL-6, aunque en este caso las
mayores modulaciones se detectaron en los macréfagos estimulados con

LPS bajo condiciones normales de glucosa. Ademas, una vez mas,
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detectamos que GYY-4137 redujo la expresion inducida por LPS para este

mediador pro-inflamatorio.

Finalmente, con respecto a la expresion de iNOS, se observé que la
incubacion de los macréfagos con altos niveles de glucosa incrementé de
manera significativa los niveles basales de expresion de la enzima (*p<0.05
vs Glucosa Normal). Como era de esperar, la estimulacion con LPS
también increment6 de manera significativa la expresion de iINOS, tanto
bajo una concentracién normal de glucosa como en condiciones de alta
glucosa (*p<0.05 vs Glucosa Normal, ¢p<0.05 vs Glucosa Alta). Por otro
lado, la expresion de INOS en aquellas células estimuladas con LPS en la
presencia de GYY-4137 disminuy0d, aunque solamente de manera
significativa en condiciones incubadas con altos niveles de glucosa ( v
p<0.05 vs Glucosa Alta+LPS). La sintesis de NO estd mediada
principalmente por la regulacion en la expresion de iNOS; esta enzima es
responsable de la produccion de NO a partir de L-arginina. La enzima
arginasa 1, con elevada expresion en macréfagos M2, compite con INOS
por el sustrato L-arginina reduciendo su disponibilidad y como
consecuencia, la produccién de NO (28,36).Curiosamente, la expresion de

arginasa 1 fue indetectable en nuestros estudios (resultados no mostrados).

4.3.2 Niveles de IL-6 liberados al medio extracelular

Para confirmar los resultados obtenidos a nivel de expresion génica, se
evaluaron los niveles de IL-6 liberados al medio extracelular mediante
ELISA como se muestra en la figura 12. Como era de esperar, LPS
incremento la secrecidn de IL-6 de manera significativa en aquellas células
incubadas en altos niveles de glucosa (ep<0.05 vs Glucosa Alta). Ademas,
los macréfagos co-tratados con GYY-4137 atenuaron este efecto,
mostrando una reduccion significativa de la liberacion de IL-6 inducida por

LPS bajo estas condiciones ( p<0.05 vs Glucosa Alta+LPS).
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Figura 12: Andlisis de los niveles de IL-6 secretados al medio de cultivo. Los
macréfagos se estimularon durante 24 horas en presencia de LPS, GYY, LPS+GYY-4137
bajo las distintas concentraciones de glucosa. A continuacion, se determiné la liberacién
de IL-6 mediante la técnica ELISA. Los resultados se expresan con la media = SD de un
total de 4 experimentos realizados. La estimulaciéon de los macrofagos con LPS en un
medio con niveles altos de glucosa incrementé significativamente la produccién de IL-6
(ep<0.05 vs Glucosa Alta). Por otro lado, el co-tratamiento con GYY-4137 disminuyd

significativamente la produccién de IL-6 ( p<0.05 vs Glucosa Alta +LPS).

4.4. Evaluacion del sistema anti-oxidante Nrf-2/HO-1

4.4.1 Efecto en la expresion proteica de Nrf-2

Se ha descrito que una de las vias mediante las cuales Hz2S ejerce sus
efectos beneficiosos es a través de activar la via anti-oxidante Nrf-2/HO-1.
Nrf-2 es un factor de transcripcion que juega un papel importante en la
respuesta contra la inflamacion y el estrés oxidativo, aumentando la
expresion de proteinas anti-oxidantes, como HO-1, que protegen contra el
dafio oxidativo provocado por lesiones e inflamacion. Por este motivo, se
investigdo en primer lugar la expresion proteica de este factor bajo las

diferentes condiciones experimentales.

Como se observa en la figura 14, el tratamiento con GYY-4137 incremento
la expresidn proteica de Nrf-2 en aquellos macréfagos incubados con altas
niveles de glucosa, tanto en presencia como ausencia de LPS. No obstante,

no se alcanzaron diferencias significativas.
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4.4.2. Efecto en la expresién génica de HO-1

A continuacion, analizamos la expresion génica de la enzima HO-1, diana
transcripcional de Nrf-2, la cual juega un papel importante en la respuesta
contra la inflamacion y el estrés oxidativo en la articulacion (figura 13). Para
ello, los macrofagos fueron estimulados como ya se describi6 en resultados
anteriores. Como se puede observar en la figura 13, la expresion génica de

HO-1 disminuyd significativamente en presencia de una elevada

concentracion de glucosa (*p<0.05 vs Glucosa Normal).
HO-1

2.04

Expresion relativa

=] ]
& PP oS F P P P
& & £ & F P
X ¥
S &

Figura 13: Analisis de la expresion génica de HO-1. Los macréfagos fueron estimulados
durante 24 horas con LPS bajo distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind
la expresion génica de HO-1 mediante gPCR. Los resultados se expresan con la media +
SD de los 4 experimentos. La expresion génica de HO-1 disminuyd significativamente

(*p<0.05 vs Glucosa Normal).

4.4.3. Efecto en la expresién proteica de HO-1

Para confirmar los resultados previos, se investigo la expresién proteica de
la enzima HO-1. Por lo que se estudio su expresion frente a los diferentes
estimulos y concentraciones de glucosa. En la figura 14 puede observarse
una mayor expresion de HO-1 en aquellas células tratadas con LPS+GYY-
4137, aunque no se obtuvo la significacion estadistica debida a la alta
variabilidad entre datos.
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Figura 14: Analisis de la expresion proteica de HO-1/Nrf-2. Los macréfagos fueron

estimulados durante 24 horas con LPS, GYY-4137 o LPS combinado con GYY-4137 bajo
distintas concentraciones de glucosa. Luego se determind la expresion proteica de HO-1
y de Nrf-2 mediante la técnica Western blot. Se observa una mayor expresion de HO-1 en
aquellas células tratadas con LPS+GYY-4137. El tratamiento con GYY-4137 increment6
la expresion proteica de Nrf-2 en aquellos macréfagos incubados con altas niveles de
glucosa, tanto en presencia como ausencia de LPS. Los resultados se expresan con la

media + SD de 3 experimentos realizados.

4.5. Expresion de CSE en la membrana sinovial en pacientes OA y
OA diabéticos.

Con la finalidad de conocer si existian diferencias en la expresion de la

enzima sintetizadora de H2S, CSE en los tejidos de pacientes, se realizo la

técnica inmunohistoquimica en muestras sinoviales procedentes de

pacientes OA y pacientes OA diabéticos (figura 15).
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Figura 15: Andlisis de la expresién de CSE en muestras humanas de tejido sinovial.

Se muestran imagenes representativas inmunohistoquimicas para CSE realizadas en

biopsias de membrana sinovial de pacientes OA (n=9) y OA diabético (OA-DB (n=7),

ademas de un control negativo de técnica (muestra incubado sin anticuerpo). Con color

marrén se muestra la sefial positiva para la expresion de CSE (magnificacion de 20x). La

grafica muestra el porcentaje de células positivas para CSE.

Tras el analisis de la expresion de CSE en los tejidos de los pacientes, se

detectd una reduccion significativa en el grupo OA diabético con respecto

al del grupo OA sin antecedentes de diabetes (°p<0.05).

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica

35



5. DISCUSION

La OA es la patologia mas frecuente que afecta a las articulaciones. Esta
enfermedad no tiene cura, y los tratamientos actuales son insuficientes para
prevenir su desarrollo, centrandose principalmente en el tratamiento del
dolor. Asimismo, un numero creciente de evidencias indica que la
inflamacion contribuye al desarrollo de la OA y que el sistema inmune juega
un papel importante en esta patologia (16). En ese sentido, los macrofagos
desempefian diversos papeles en la inflamacion y reparacion de tejidos
(23), habiéndose identificado dos estados de polarizacion de estas células
cuando se enfrentan a diferentes estimulos. En la fase inflamatoria, los
macrofagos tipo M1, activados clasicamente, producen altos niveles de
citoquinas y quimiocinas pro-inflamatorias. Por otro lado, los macréfagos
M2, activados alternativamente, son necesarios para la resolucion de la
inflamacion (37). En este aspecto, comprender los cambios fenotipicos de
la polarizacion de los macrofagos y la funcion de cada subtipo es de gran
valor por su posible implicacion clinica. Estudios recientes proporcionaron
evidencia convincente de que la sefalizacion mediante H2S esté implicada
en el dictado de polarizaciones de macrofagos. Por lo que el H2S se
presenta ahora como una potencial diana terapéutica al intervenir en las

vias de sefializacién de los macrofagos.

En trabajos previos en el grupo se detectd que la sintesis de este gas es
defectuosa en pacientes artrésicos y especialmente en su fenotipo
metabolico (32,34). Asimismo, también observaron mediante diferentes
modelos in vivo e in vitro que la induccion de la sintesis de este gas
presenta efectos protectores frente a distintos procesos patoldgicos
teniendo lugar en la articulacion (34,38) Para profundizar en estos
hallazgos, y determinar si H2S también juega un papel clave en la
inflamacion mediada por macréfagos en la artrosis metabdlica, en este

trabajo detectamos que un estrés por altos niveles de glucosa (simulando
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un fenotipo metabdlico) puede favorecer la polarizacion de macrofagos
hacia el tipo M1, mientras que la administracion de una fuente exdgena de

H2S atenula estos efectos.

En mamiferos, la biosintesis de H2S se produce principalmente a través de
la actividad catabodlica de las enzimas: CBS, CSE y MPST (24,39).
Perturbaciones en la biosintesis de H2S se encuentran ligadas a procesos
patologicos. Principalmente, la disminucion de la produccién de H2S se
vincula con una actividad reducida o una menor expresion de CSE, CBS,
MPST o de una combinacion de ellas (32). En este estudio, al incubar
macrofagos en condiciones de glucosa alta comprobamos que presentaban
una disminucion significativa de la expresion de las 3 enzimas relevantes
para la sintesis de H2S, en linea con los resultados obtenidos por otros
estudios (34). Asimismo, la activacién de los macréfagos con LPS en estas
condiciones indujo también una disminucion de la expresion de las 3

enzimas, siendo esté reduccion estadisticamente significativa para CSE.

El deterioro local de la biosintesis de H2S se considera un evento clave en
la patogénesis de las complicaciones relacionadas con la diabetes(34).
Por ejemplo, en otros estudios se ha descrito que la expresion reducida de
CSE y/o CBS favorece el desarrollo/progresion de la cardiopatia
diabética(40). Asi mismo, en nuestro trabajo, al comparar la expresion de
CSE en tejidos sinoviales de pacientes OA y pacientes OA DB, se obtuvo
como resultado una menor expresion en OA DB. Estos resultados estarian
sugiriendo que los mecanismos de defensa anti-oxidante y anti-
inflamatorios del organismo podrian encontrarse defectuosos en los

pacientes diabéticos.

En la inflamacion, los macrofagos activados liberan un gran namero de
mediadores inflamatorios como NO, PGE2, TNF-a, e IL-6, asi como
también enzimas reguladoras (INOS y COX-2)(41-43). Nuestros
resultados muestran que aquellos macrofagos activados con LPS en

presencia de una concentracion alta de glucosa exhiben un mayor perfil de
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tipo pro-inflamatorio. Este hecho se observo a través de una mayor
expresion génica de CD86 (caracteristico del perfil M1) y un incremento de
la expresion de iINOS (enzima responsable de la produccion de NO a partir
de L-arginina), y concretamente de su expresion inducible, la cual se
encuentra asociada frecuentemente a procesos inflamatorios (37,44). Asi
mismo, se increment6 la expresion de IL-6, citoquina con funcién pro-

inflamatoria.

Por otro lado, ante el mismo estimulo se incremento la expresion de CD163,
(marcador de M2). Si bien se han descrito diferentes fenotipos que no se
ajustan a categorias simples de macréfagos pro o anti-inflamatorios, sino
que existen fenotipos intermedios entre M1 y M2; el aumento de la
expresion de CD163 puede deberse a una respuesta a un ambiente
inflamatorio. Se ha descrito en la literatura que CD163, un receptor
recolector (scavenger) especifico de monocitos y macréfagos
(especialmente macréfagos M2)(45), esta sujeto a un proceso de clivaje de
la superficie celular durante la activacién celular generandose la forma
soluble de CD163 (sCD163) (46,47), su clivaje estaria asociado al control
de la activacion celular disminuyendo la inflamacion. Numerosos estimulos
inducen el clivaje de CD163, tales como la activacibon mediada por
receptores tipo toll (TLR), receptores Fcy o mediadores de estrés oxidativo
(46,47). Ademés, la forma soluble de CD163 (sCD163) fue identificada
recientemente como un marcador de riesgo de desarrollar DB tipo 2 y en
macrofagos se asocio fuertemente con la resistencia a la insulina y con

variables del sindrome metabdlico.(48,49)

A partir de estos resultados, y dado el papel de H2S en la polarizacion de
macrofagos, se estudio el efecto de la adicion de un liberador lento de H2S,
GYY-4137 sobre el fenotipo de los macréfagos ante los distintos estimulos.
En este sentido, los resultados muestran que al introducir un liberador lento
de H2S (GYY-4137), se produjo una disminucion significativa de la

expresion de CD86 (marcador M1) de membrana en aquellos macréfagos
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en condiciones de glucosa alta. Ademas, el co-tratamiento con GYY-4137
atenuo tanto los niveles de expresion génicos de IL-6, IL-8 como los niveles

de IL-6 liberados al medio extracelular.

De manera consistente, bajo este tratamiento también disminuy6 la
expresion de iINOS de manera significativa en aquellas células estimuladas
con LPS e incubadas con altos niveles de glucosa (Vp<0.05 vs Alta
Glucosa+LPS). La sintesis de NO esta mediada principalmente por la
regulacion en la expresion de iINOS; esta enzima es responsable de la
produccion de NO a partir de L-arginina (50). La sintesis de NO y de
especies reactivas de nitrégeno en macréfagos M1 resulta indispensable
para la actividad antimicrobiana y la secrecion de citoquinas inflamatorias
tales como IL-6, TNF-a e interferones (37,44). En cuanto a los macrofagos
M2, estos expresan niveles elevados de arginasa 1, enzima que compite
con iNOS por el sustrato L-arginina reduciendo su disponibilidad y como
consecuencia, la produccién de NO (28,36). Sin embargo, no se obtuvo

expresion de arginasa 1 en nuestro trabajo.

Al estudiar la proliferacion celular, se observd un incremento significativo
en la proliferacion basal de aquellos macréfagos sometidos a una alta
concentracion de glucosa. Este aumento en la proliferacion podria estar
indicando una mayor activacion de los macrofagos a altas concentraciones
de glucosa. En cambio, el estimulo con LPS disminuyd la proliferacion de
estas células, como otros autores ya habian observado anteriormente (51).
En macrofagos, el H2S envia una sefial de tipo anti-inflamatoria generando
un impacto sobre su activacion y polarizacion a través de diferentes
mecanismos (52), esto explicaria que en este trabajo al administrar de
manera exogena de H2S mediante el tratamiento con GYY-4137 se
observara una disminucion en la proliferacion, en relacion a los niveles

basales y en comparacion con aquellas células tratadas con LPS (53,54).
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En su conjunto, estos hallazgos podrian indicar que el tratamiento de
macréfagos con una fuente exdégena de H2S favorece un cambio en su

fenotipo hacia un perfil menos inflamatorio.

Se ha descrito que una de las vias mediante las cuales H2S ejerce sus
efectos beneficiosos es a través de activar la via anti-oxidante Nrf-2/HO-1,
la cual desempefia un papel en la eliminacion de los factores de estrés
ambientales y enddgenos del cuerpo(55) pero también en la respuesta a la
inflamacion y el estrés oxidativo en la articulacion (56). Asi mismo, se ha
sefialado que H2S no es solo inductor de esta via de sefializacion, sino

ademas un objetivo de la actividad transcripcional de Nrf-2 (34).

Nrf-2 es un sensor de estrés oxidativo y factor de transcripcion clave que
protege las células de sustancias extrafias y dafio oxidativo. Bajo
condiciones fisiologicas, Nrf-2 estd presente principalmente en el
citoplasma; sin embargo, cuando el nivel de ROS es elevado, la
transcripcion de proteinas anti-oxidantes, incluyendo HO-1, es potenciada
por Nrf-2 (57,58). El incremento de la expresion de HO-1 es importante para
la proteccion celular en condiciones de estrés oxidativo e inflamacion. En
un estudio reciente se observo que la expresion de proteinas anti-oxidantes
aumenta después de la activacion de la via Nrf2 / HO-1, que a su vez
reduce la inflamacion y el estrés oxidativo en estudios in vitro empleando

macréfagos (59).

No obstante, los resultados de este estudio mostraron que la expresion
génica de HO-1 y de Nrf-2 disminuy6 significativamente en presencia de
una elevada concentracion de glucosa. Estos resultados se corresponden
con trabajos previos en los que se observo una disminucion de los niveles
de expresion de Nrf-2 y HO-1 en cartilago de pacientes OA DB (60) sumada
a una menor actividad promotora y una disminucion de los niveles de HO-
1 a niveles altos de glucosa (61). El eje Nrf-2/HO-1 seria disfuncional en
condrocitos de pacientes OA DB, esto explicaria una mayor respuesta

inflamatoria en estos pacientes (60). De este modo, el deterioro de la via
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Nrf-2 / HO-1 bajo condiciones de estrés por glucosa observado en nuestro
trabajo, podria favorecer la activacion de respuestas catabolicas en

macrofagos.

La disminucion de la expresion de Nrf-2 en condiciones de glucosa alta se
revirtié con el tratamiento con GYY-4137, al igual que otros autores habian
observado anteriormente en condrocitos artrésicos (34). Estudios previos
muestran que el pretratamiento con GYY de macréfagos de raton
estimulados con LPS reduce la secrecién de mediadores pro-inflamatorios
(62). Ademas, en sinoviocitos humanos y en condrocitos articulares, GYY-
4137 provoco una disminucién de la produccion de NO2, PGE2, TNF-a, e
IL-6 (63) asi como también en condrocitos humanos aislados de tejidos
artrésicos (24,64).

En su conjunto, los hallazgos obtenidos en este trabajo sugieren que el
estrés por altos niveles de glucosa favorece la polarizaciéon de macréfagos
in vitro hacia el tipo M1 (pro-inflamatorio) que se evidencia por una mayor
expresion de CD86, iINOS y de citoquinas pro-inflamatorias como IL-6. El
co-tratamiento con GYY-4137, un donador de H2S de liberacion lenta,
provoca una disminucion significativa de la expresion de estos marcadores,

dando como resultado un fenotipo menos inflamatorio.

Por dltimo, mencionar que el estudio tiene algunas limitaciones, como el
namero de experimentos realizados in vitro y el tamafio de muestra de
biopsias de pacientes, los cuales indudablemente han influido sobre el
poder estadistico de los andlisis realizados. Por otra parte, la cantidad de
marcadores evaluados para definir el perfil de los macrofagos a de
ampliarse en futuros experimentos para asi extraer conclusiones mas
robustas. Finalmente, los ensayos se han realizado en una linea celular en
lugar de un cultivo de macréfagos primarios, lo cual aportaria un contexto

mas cercano a lo que ocurre in vivo.
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6. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos inicialmente propuestos para este estudio,

podemos concluir que:

Los macréfagos expuestos a una concentracion de glucosa alta in
vitro presentan una disminucion de la expresion de las 3 enzimas
relevantes para la sintesis de H2S.

Los macréfagos activados con LPS en presencia de una
concentracion alta de glucosa exhiben un mayor perfil de tipo pro-
inflamatorio, caracterizado por el incremento en la expresion génica
de CD86 (caracteristico del perfil M1), INOS (enzima responsable de
la producciéon de NO a partir de L-arginina) e IL-6 (citoquina con
funcién pro-inflamatoria).

La expresion génica de HO-1y de Nrf-2 disminuye significativamente
en presencia de una elevada concentracion de glucosa mostrando
un posible deterioro de la via Nrf-2/HO-1. La adicion de una fuente
de H2S exogena revierte la expresion de Nrf-2.

Los resultados obtenidos al comparar biopsias de pacientes OA vs
OA DB, muestran una disminucion de la sintesis de CSE, enzima
relevante para la sintesis de H2S, en sinoviales de OA DB;
evidenciando un posible deterioro en la biosintesis local de H2S en

estos pacientes.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que existe una desregulacion de

la sintesis de H2S en el tejido sinovial de pacientes OA con diabetes, la cual

parece estar asociada a la exposicioén de los macréfagos tisulares a altos

niveles de glucosa. La administracion de HzS a través de donadores de este

gas, como es GYY-4137, podria resultar de utilidad para regular las

respuestas catabolicas en la articulacion a través de atenuar la polarizaciéon

de macrofagos hacia un perfil mas pro-inflamatorio. Este efecto podria ser

mediado, al menos parcialmente, mediante la activacion del sistema Nrf-

Papel del H,S en la polarizacién de macrofagos asociada a la artrosis metabélica

42



2/HO-1, abriendo asi nuevas vias a explorar en el tratamiento de la OA en

pacientes diabéticos.
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8. ANEXO I: COPIA DEL MODELO DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL
PACIENTE

SERVIZO
N\ ] GALEGO
de SAUDE

D./ Dia.:
INTRODUCCION.

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

OBJETIVO DEL PROYECTO. -

El objetivo de este estudio se centra en estudiar los mecanismos que

participan en la patogénesis de las enfermedades del aparato locomotor.
DESCRIPCION DEL PROYECTO. -

Usted ha sido sometido a una intervencion quirdargica en la que se le han
extraido tejidos articulares los cuales, siguiendo la normativa de eliminacién
de residuos biologicos, 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 Corufa para que se almacenen en el Banco
de Muestras de dicho Hospital para, posteriormente, realizar los estudios
de investigacion encaminados a conocer mejor por qué se producen

algunas enfermedades del aparato locomotor.
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Asi mismo se le solicita autorizacion para la extraccion de saliva o0 10 ml de
sangre, siendo extraida esta Ultima siguiendo el procedimiento rutinario

para efectuar analisis estandar de sangre.

RIESGOS. -

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

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

Usted no recibird ningan tipo de compensacion econdémica o de cualquier
otro tipo por su participacién, independientemente de que los resultados de
los estudios que se van a realizar puedan dar lugar a patentes con fines

médicos.
CONFIDENCIALIDAD. -

Toda la informacion que se obtenga de analizar su muestra, asi como toda
la informacion clinica referente a usted utilizada en las investigaciones
futuras, 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 Caréacter 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 solo ira identificada desde el mismo momento de la extraccion con

un cédigo.

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

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

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

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

completamente confidencial y nunca formara parte de ninguna publicacion.

Con su aceptaciéon 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 solo 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 ningun caso de la suya

exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, sies
qgue los hay, sélo serdn 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 Investigacién Biomédica, tiene derecho a conocer o0 no, la informacién

obtenida con el andlisis de sus muestras. En el caso de que usted decida
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no ser informado, la ley establece que cuando la informacién obtenida sea
necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares
biolégicos, se podra informar a los afectados o0 a sus representantes

legales.

PARTICIPACION VOLUNTARIA. -

-Su participacion en el proyecto de investigacion es totalmente voluntaria.
- Si firma el consentimiento informado, confirmara 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 solo se

guardard la informacién obtenida hasta ese momento.

-Su no-participacion o retirada posterior del consentimiento no afectara en

modo alguno a su asistencia médica presente o futura.
OBTENCION DE INFORMACION ADICIONAL. -

Usted puede contactar con cualquier miembro del Servicio de
Reumatologia del C.H.U. A Corufa 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 informacién mas adecuada.
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