ESCUELA DE DOCTORADO
UNIVERSIDADE INTERNACIONAL DE LA USC

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Maria
Gonzalez Rodriguez

Tesis doctoral

Efectos inmunometabolicos en
la regulacion de los procesos
degenerativos e inflamatorios
del disco Intervertebral

Santiago de Compostela, 2024

Programa de Doctorado en Investigacion y Desarrollo de Medicamentos






U S C ESCOLA DE DOUTORAMENTO

UNIVERSIDADE INTERNACIONAL DA USC
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

TESIS DE DOCTORADO

EFECTOS INMUNOMETABOLICOS EN

LA REGULACION DE LOS PROCESOS

DEGENERATIVOS E INFLAMATORIOS
DEL DISCO INTERVERTEBRAL

Maria Gonzalez Rodriguez

Director de tesis:
Oreste Gualillo

Co-directores de tesis:
Javier Conde Aranda
Jesus Pino Minguez

Tutor:
Manuel Campos Toimil

PROGRAMA DE DOCTORADO EN INVESTIGACION Y DESARROLLO DE MEDICAMENTOS

SANTIAGO DE COMPOSTELA
2024






SC

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO

DE COMPOSTELA DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES
Y FINANCIACION

La autora declara no tener ningun conflicto de interés en relacién con la tesis doctoral.

El trabajo de esta tesis doctoral se encuentra apoyado econémicamente por parte del
proyecto P120/00902 titulado “Adipokines and E74-like factor 3 (ELF3): a novel loop in the
signaling pathways of inflammatory response in the intervertebral disc degeneration”, el cual
el cual ha sido revisado y aprobado por el Comité Etico de Galicia de Investigacion Clinica
(Cddigo de Registro:2017/279). Adicionalmente, la autora obtuvo un contrato predoctoral
otorgado por la Xunta de Galicia (IN606A-2020/010).

En Santiago de Compostela, a 16 de enero de 2024.






Indice






INDICE

AGRADECIMIENTOS ..ottt bbbttt bbb 15
RESUIMEN ...ttt b bbb bbbttt e bbb bbb 19
ABSTRARCT ettt bbbttt bbb bRttt b et bbb ae e 21
RESUMO ...ttt ettt st b et e b e e r e et et et et e benbenbeeneans 23
L INTRODUCCION ..ottt se sttt s sttt aneneas 27
1.1 La columna Vertebral ... 27
1.2 EL diSCO INTEIVEITEDIaAL........cvi e re s 28
1.2.1 NUCIEO PUIPOSO......c.iiiiieiieie et 29
I N a1 T B | o 0o TS 30
1.2.3 Placas terminales cartilaginoSas ............ccuvirieieienenenesie e 31
1.2.4 Matriz extracelular en el disco intervertebral.............cccoceviviveiieiieie e 32
1.2.4.0 COIAGENOS .....oeiiiieieeiete ettt bbbttt bbb nae s 33
1.2.4.2 ProteOgIICANOS .....couviriiiiieeitesii sttt bbb 34
1.2.4.3 FIDras €lAStICAS ........ccveieiieiieie ettt 34
1.3 La degeneracidn de disco intervertebral ..o 35
1.3. 1 ESCAla PFIMMANN ..o 37
1.4 Cambios en la matriz extracelular en la Degeneracion de disco intervertebral...... 39
1.4.1 Metaloproteinasas de la matriz (MIMPS) ... 40
1.4.2 Desintegrinas y metaloproteasas con motivos de trombospondina....................... 41
1.4.3 Proteasas d€ SEITNA.........ccueeueieerieiieieesieseeseestesseesteesesseesseessesseesseessesseessesssesseesees 42
1.5 Factores de riesgo y desencadenantes de la Degeneracion de Disco

] (T T (=] o] | S 43
I T A Tt o gl 4 =T T oo SRS 43
1.5.2 LeSIONES tFAUMALICAS .....ecveereeiieeieiriesieeieeieesieeiessee e eeesreesteeneesseessaeseessaesseeneesneenes 45
1.5.3 ENVEJECIMIENTO .....viiiiiiiiieiieie ettt bbb 46
T €T 0 =1 o SRS 46
1.5.5 Consumo de tabaco y alconol...........cccoiiiiiii 47
1.5.6 Cambios metabdlicos en el disco intervertebral. ..o 47

1.5.7 Obesidad como proceso inflamatorio: Influencia de las adipoquinas en la
degeneracion de disco intervertebral. ..........ccccooieiiiiii 49
1.5.7.1 ADIPOQUINAS. ..ot ittt ettt sre e nenneas 49



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

1.6 INFIAMACION ...ttt b e 55
1.6.1 Mediadores de procesos iNflamatorios...........ccocvvieiieniiie s 55
1.6.1.1 LS CILOQUINGS ...evveieeieeiiesiiesteeeesiee st e et nte s et be st e sneesbeeseesreenneeneens 55
1.6.1.2 LS QUIMIOCINGS ....c.eveveeueenieeeie sttt s ettt 57

1.7 Factores de transcripcion implicados en la degeneracion de disco
LT =T V=T =] o] =Y USSR 57
1.7.1 ELF3 Epithelium-specific ETS transcription factor (ESE-1) ........cccccoceveivnvnenne. 58
L.7.2 NEFKB .ot e e s re e e e 60
1.8 Relacion entre la degeneracion de disco intervertebral y la artrosis. ...................... 62
1.9 Tratamientos farmacoldgicos para la Degeneracion de Disco Intervertebral......... 63
1.9.1 Farmacos antiinflamatorios esteroidens.........c.ccveieiererenisie e 63
1.9.2 Farmacos antiinflamatorios N0 eSteroide0S. ........covvvererereiieieeieieese e 65
1.9.3 Nutracéuticos como tratamiento antiinflamatorio ...........ccoccocvevevivci i, 65
1.9.4 OlE0CANTNAL ......oiieeiie et 67
1.9.4.1 Actividad antiinflamatoria del oleocanthal..............ccocovieiiiiiiiiiiiene 68
1.9.4.2 Actividad anti-cancerigena del oleocanthal..............cccccovveveveiencinieenen, 69
1.9.4.3 Rol del oleocanthal en enfermedades neurodegenerativas ........................ 69
1.9.4.4 Oleocanthal como tratamiento en enfermedades reumaticas..................... 70
2 HIPOTESIS Y OBJIETIVOS ...ttt sen s enes st 75
BMETODOLOGIA ...ttt 79
3.1 Aislamiento y cultivo primario de disco intervertebral...............cccccooovevieiiiiciiciinns 79
3.2 EXtraccion de ARN MENSAJEIO ......cviuiiuieriiieieesie ettt s see e 82
BB RTAGPCR ..ottt bbbttt e re e 83
3.3.1 Reaccion de transcripCion iNVErsa (RT).....ccveveieeieeie et 83
BLBL2 OPCR ettt ettt bbb ne e 83
3.4 Transformacion y transfeCCION. .........ccoooiiiiiiii s 86
3.4.1 BaCterias COMPETENTES. ......ecuieeereeeiterte sttt 86
I N 1413 0] 40T (o] T o ST 86
3.4.3 Transfeccion para sobreexpresion de ELF3.........ccooooiiiiiniinieeeeee 87
3.4.4 Silenciamiento del gen ELF3.........coo i 88
3.5 Viabilidad CelUIAr ..o 88
3.6 Ensay0s iNMUNONISTOQUIMICOS .......c.coviiiiiiiiieiesie e 90
3.7 EXLracCion de ProteiNa .........ccvoeeiieiiiie et 90
3.7.1 Cuantificacion de 1a ProteiNa ..........ccveceieeii e 91
IR e VAT LotS] (=T I =] [ SRS 91
3.9 Analisis metabdlico de las células de disco intervertebral ..........ccccocevvviiieniiennnn. 95

10



INDICE

3.10 ANALISIS EStATISTICO ... c.viiviieeiiieiiiieieie ettt ere s 96
3.11 REACLIVOS Y @PAKALOS......ccviiieeiieeiesiesteeiesee e eie e staeste e teeteaseessaesteeseesreenseeneesneenas 97
A RESULTADOS ..ottt et et st e s be s beebaesaene et et e ntestestesneareas 101
4.1 CAPITULO I: Caracterizacion del disco intervertebral..............ccccoovvvevcervennnenn. 103
4.1.1 Perfil metaboldmico hallado en el disco intervertebral ..............cccccoveveiiieinnnns 103
4.1.1.1 Analisis MUILIVAIIANTE .....cvevveiviiiiice e 103
4.1.1.2 ANALISIS UNIVATIANTE ......cvviieieie st 106
4.1.2 Perfil comparativo de expresion génica del disco intervertebral en estado
DASAL ...t 109
4.1.3 Perfil comparativo de expresion génica del disco intervertebral con estimulos
INFIAMALOTIOS ...ttt nbeanee s 111
4.2 CAPITULO II: Estudio del factor ELF3 en disco intervertebral.............ccc.cc....... 117
4.2.1 Niveles de expresion de ELF3 en disco intervertebral ..............cccooeiveiiiiennennn. 117
4.2.1.1 La expresion de ELF3 depende del estado patologico del tejido............. 117
4.2.2 Regulacion de los niveles de ELF3 con estimulos inflamatorios......................... 118
4.2.2.1 Comparacion entre el estimulo inflamatorio IL-1a e IL-1p en disco
(0 [=T0 =] 0 =T = To (o J O STPSR 119
4.2.2.2 La IL-1a regula la expresion de ELF3 y de otros mediadores en disco
(0 [=T0 =] 0T - To o J SRS 120

4.2.2.3 La estimulacion con IL-1a durante 24 horas es idonea para la
induccion de ELF3 y otros mediadores proinflamatorios y

ProCatabOlICOS. ........eecvieie et 122
4.2.3 Modulacion farmacoldgica con glucocorticoides. .........oovvevieiveerieieiieeiecie e 123
4.2.3.1 Efecto de la dexametasona sobre la expresion de ELF3 .............ccoeueeeee. 123
4.2.4 Estudio de la leptina como regulador de la expresion de ELF3............c..coc........ 125
4.2.4.1 Niveles basales de leptina en disco sano y degenerado .............ccccoeeveee. 125
4.2.5 Sobreexpresion del gen ELF3 ........coooiiiiiiiecec e 127
4.2.5.1 La sobreexpresion del gen ELF3 aumenta la expresion de genes
INFIAMALOTIOS. ..ot 127
4.2.5.2 La sobreexpresion del gen ELF3 aumenta la expresion de genes
inflamatorios en combinacion Con IL-10.......cooviiriiininiinecc s 130
4.2.6 Silenciamiento del geN ELF3 ..o 134
4.3 CAPITULO Il1: Estudio de sustancias naturales como posibles terapias para
la degeneracion de disco intervertebral............ccooooeiiiii i 139
4.3.1 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral
degenerado en combinacion CON LPS. .........ccocoieiiviiieie i 139
4.3.2 Oleocanthal reduce la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el
catabolismo de matriz inducida por la estimulacion con LPS. ..........c.cccccoveneeee. 140
4.3.3 Oleocanthal regula la activacion de la via de NFxB inducida por el LPS ........... 143

11



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

4.3.4 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral

degenerado en combinacion CON TL-10L .....cevveieiieeieiie e 144

4.3.5 Oleocanthal reduce la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el
catabolismo de matriz inducida por la estimulacion con IL-1a. .....cccoevrvviienene. 145

4.3.6 Oleocanthal regula la activacion de la via de NFkB tras estimulaciéon con IL-
L 0L ettt b bbbt E e Rt Rt et et bbbt ne e 148
BDISCUSION ...ttt bbb 151
5.1 Discusién: capitulo I. Perfil metabolémico del disco intervertebral humano.......... 151

5.2 Discusién: capitulo I1. El factor de transcripcién ELF3 en el disco

intervertebral NUMANO...........ccooi i 157
5.3 Discusién: capitulo I11. Oleocanthal..............cccooeiiiiiiicie e 162
B CONCLUSIONES. ..ottt ettt st sreereenes 169
T CONCLUSIONS ...t s e et e e e s e e e saae e e ne e e e nneeeenees 170
B ABREVIATURAS . ...ttt et e e st e e s te e e s e e e snt e e e snte e e nneeeenees 173
O BIBLIOGRAFTA......co.ooiiieeeee ettt 181
INDICE DE FIGURAS.......oooitiiieteis et 209
ANEXOS ..ot e e et e e rae e e rreeanes 215
9.1 Dictamen del comité de ética de la investigacion de Santiago-Lugo ...................... 215
9.2 Permisos para la utilizacion de figuras con copyright en esta tesis............cccccue..... 219
9.3 Publicaciones con datos derivados de eSta teSiS .........covvrerireriininienese s 233

12



Agradecimientos






AGRADECIMIENTOS

Quiero dar gracias a todas las personas gue han pasado por mi camino y que de alguna
manera han contribuido en que el dia de hoy esta tesis doctoral sea posible. No puedo empezar
sin mencionar al Dr. Francisco Navarrete, que durante la realizacion de mi trabajo final de grado
fue participe de mis comienzos en este mundo que es la investigacion. Gracias a él y al Dr.
Jorge Manzanares por la acogida en su laboratorio en el Instituto de Neurociencias de Alicante.
En un contexto en el que todos los trabajos de final de carrera quedaban en el plano
bibliogréfico, el inconformismo me llevd a contactar al Dr. Antonio Oliviero y Manuel Nieto
que, a los que debo agradecer enormemente la aceptacion en su laboratorio en el Hospital
Nacional de Parapléjicos ya que gracias a ello me ayudaron a iniciarme en el mundo de la
investigacion basica y clinica, siempre de la mano de mi tutor el Dr. Navarrete. Sin ellos, estoy

convencida que todo este trabajo de tesis doctoral no habria sido posible.

Después de culminar mi grado, el impulso por continuar en el mundo de la investigacion
me llevo a contactar al Dr. Oreste Gualillo, uno de mis directores de tesis. Estoy profundamente
agradecida por la gran acogida en su laboratorio y por haber compartido conmigo su sabiduria
a lo largo de estos afios. El Dr. Gualillo no solo me ensefié conceptos tedricos y practicos, sino
gue también me transmitié una valiosa leccion: que los limites de nuestras posibilidades los
establecemos nosotros mismos. Siempre me alento a aspirar a metas mas grandes, desafidndome

a superar cualquier obstaculo y a explorar nuevos horizontes en la investigacion.

El paso por este laboratorio y de todo mi trabajo de tesis no habria sido posible sin la ayuda
del Dr. Jests Pino, al que agradezco profundamente por su dedicacion y su compromiso

incansable hacia la consecuciéon de mi desarrollo académico como doctora.

El laboratorio NEIRID no se entiende sin mencionar la trayectoria profesional de algunos
de sus antiguos miembros, en la que quiero destacar al Dr. Javier Conde, siempre ejemplo de
buen hacer y dedicacion. Quiero agradecer al Dr. Conde por su guia, paciencia y apoyo a lo
largo de este arduo proceso. Sus consejos y sabiduria fueron fundamentales en cada etapa de la

investigacion, llegando incluso en los momentos mas desafiantes.

15



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

Quiero expresar mi profundo agradecimiento al Dr. Manuel Campos por su inestimable
apoyo Yy por haberme acogido con calidez y generosidad en el departamento de Farmacologia

de la USC, asumiendo con dedicacion y compromiso la tutorizacion de esta tesis.

Estar bajo vuestra tutela fue un honor y un privilegio que atesoro profundamente. Cada
consejo, cada discusion y cada momento compartido con vosotros han sido pilares

fundamentales en mi formacién académica y personal.

Quiero expresar mi mas sincera gratitud a todos los miembros del laboratorio NEIRID, en
especial a la Dra. Vera Francisco y Dra. Clara Ruiz, por su guia durante mis primeros pasos en
el laboratorio. Al Dr. Yousof Farrag, por su incansable apoyo y ayuda en los momentos mas
dificiles en este camino. A la Dra. Djidji Ait Eldjoudi por convertirse no solo en una compariera
excepcional, sino en una amiga a quien llevaré siempre conmigo. A Alfonso, por compartir este
trayecto tan complicado paralelamente. A mis compafieros Mariam, Maria V. y Carlos cuya

colaboracion y apoyo han sido fundamentales.

A la Dra. Rosaria Meli y a todo el laboratorio F9, mi paso por su laboratorio fue una
experiencia excepcional, y un placer aprender y colaborar bajo su direccion. Estoy muy
agradecida por la oportunidad de haber formado parte de su equipo y por haber compartido

momentos tan enriquecedores con personas tan talentosas.

No puedo no mencionar a mis comparieros del laboratorio 15, Miguel y Laura, que han
sido y seran siempre una parte del laboratorio 9, siendo imprescindibles en todo este trayecto y
convirtiéndose en unos amigos incomparables. Y a mis compafieras del laboratorio 7, Sandra'y

Laura, por tantos momentos de reflexion y apoyo con el laboratorio 9.

A mi madre, mi padre y mi hermana: su presencia y apoyo han sido pilares inquebrantables
en mi vida, aun desde la distancia. En cada paso de mi camino, su amor y sabiduria han sido

aliento y fortaleza. A mi abuela, por haber sido y seguir siendo siempre un modelo a seguir.

Agradezco a Andrea por haber sido el regalo méas precioso que este trayecto ha puesto en
mi camino. Su incansable apoyo ha sido un pilar fundamental durante esta travesia. En los
momentos mas dificiles, su aliento y confianza fueron el impulso que necesitaba para seguir

adelante a lo largo de estos ultimos afios de dedicacion a esta tesis doctoral.

16



Resumen / Abstract / Resumo






RESUMEN

La degeneracion de disco intervertebral (DDI) es un estado patoldgico caracterizado por el
deterioro de uno 0 mas de los discos situados entre las vértebras que provoca dolor en la espalda
o el cuello. La repercusion de la DDI, una enfermedad huérfana de opciones terapéuticas en la
actualidad, es cada vez mas notable a nivel mundial. Por lo tanto, es de capital importancia

aumentar el entendimiento de los procesos patogénicos que subyacen en la misma.

En este trabajo se describi6 el perfil metabolomico y molecular de las células de disco
intervertebral humano sanas y degeneradas, con el fin de comprender las alteraciones de los
metabolitos tisulares asociados a la degeneracion de disco. Nuestros resultados revelaron una
disminucion en los niveles de triglicéridos, diacilglicéridos, fosfatidilcolinas,
lisofosfatidilinositoles y algunos acidos grasos en el disco degenerado respecto al sano, mientras

que los niveles de ceramidas y acidos biliares mostraron un aumento en esas condiciones.

Con el fin de comprender nuevos procesos asociados a la degeneracion de disco,
focalizamos nuestra atencion en el estudio de expresion del factor de transcripcion ELF3 y la
regulacién de su expresion en los tejidos sanos y degenerados del disco intervertebral humano.
En primer lugar, observamos que la estimulacién con diversos factores inflamatorios (LPS, IL-

la, IFNy y TNFa), aumentaba la expresion de ELF3.

Considerando la similitud fisiopatologica entre el cartilago articular y los tejidos
intervertebrales, y la correlacion entre ELF3 y genes involucrados en la inflamacién y el
catabolismo de la matriz extracelular (ECM) en los condrocitos, quisimos explorar el papel de
este factor de transcripcion en los procesos inflamatorios intervertebrales. Demostramos que,
al igual que en el cartilago articular, la sobreexpresion del gen ELF3 promueve un estado
catabolico celular, aumentando los niveles de expresidn de las metaloproteinasas 3, 9, y 13, asi
como de la agrecanasa ADAMTS5. Ademas, se observd un incremento en la expresion de
citoquinas proinflamatorias como IL-6 y de adipoquinas proinflamatorias como LCN2. Estos
resultados se confirmaron al silenciar ELF3. Estos hallazgos no solo se limitaron a células de

disco intervertebral degeneradas, sino que se constatd que la sobreexpresion de ELF3 en discos
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sanos provocaba efectos similares, lo que sugiere que ELF3 participa de manera crucial en el
inicio y el desarrollo de la enfermedad de degeneracion de disco intervertebral.

También exploramos el potencial farmacoldgico de diversas moléculas capaces de regular
la expresion de ELF3. Dentro de estas, analizamos la actividad de la dexametasona, un
glucocorticoide convencional, y el oleocanthal, una molécula de origen natural con estructura
fenolica presente en el aceite de oliva virgen extra. Nuestros resultados revelaron que ambas
moléculas tienen la capacidad de disminuir la expresion de ELF3. Ademas, nuestros datos
pusieron de manifiesto que el oleocanthal era capaz de bloquear la fosforilacion de la subunidad
p65 de NF«B, bien inducida por el LPS o por la IL-1a en las células de disco degenerado.
Ademas, esta inhibicion se acompafiaba de la reduccion de la transcripcion de genes
inflamatorios, tales como IL-6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 y ADAMTS5, demostrando que
esta sustancia tiene un gran potencial para el tratamiento de los procesos inflamatorios y

catabolicos en las células del disco degenerado.

Palabras clave: Degeneracion de disco intervertebral, inflamacion, metabolomica, ELF3,

oleocanthal.
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ABSTRACT

Intervertebral disc degeneration (IVDD) is a pathological condition characterized by the
deterioration of one or more of the discs located between the vertebrae, causing pain in the back
or neck. The impact of DDI, a disease that currently lacks therapeutic options, is increasingly
notable worldwide. Therefore, it is of capital importance to increase the understanding of the

pathogenic processes underlying this disease.

In this work, the metabolic and molecular profile of healthy and degenerated human
intervertebral disc cells was described, in order to understand the alterations of tissue
metabolites associated with disc degeneration. Our results revealed a decrease in the levels of
triglycerides, diacylglycerides, phosphatidylcholines, lysophosphatidylinositols and some fatty
acids in the degenerated disc compared to the healthy one, while the levels of ceramides and

bile acids showed an increase in their regulation.

To understand new processes associated with disc degeneration, we focus our attention on
the study of the transcription factor ELF3 and the regulation of its expression in healthy and
degenerated tissues of the human intervertebral disc. Firstly, we observed that stimulation with

various inflammatory factors (LPS, IL1a, IFNy and TNFa) increased the expression of ELF3.

Considering the pathophysiological similarity between articular cartilage and intervertebral
tissues, and the correlation between ELF3 and genes involved in inflammation and catabolism
of the extracellular matrix in chondrocytes, we wanted to explore the role of this transcription
factor in intervertebral inflammatory processes. We demonstrate that, as in articular cartilage,
overexpression of the ELF3 gene promotes a cellular catabolic state, increasing the expression
levels of metalloproteinases 3, 9, and 13, as well as the aggrecanase ADAMTS5. Furthermore,
an increase in the expression of proinflammatory cytokines such as IL-6 and proinflammatory
adipokines such as LCN2 was observed. These results were confirmed by silencing ELF3.
These findings were not only limited to degenerated intervertebral disc cells, but ELF3
overexpression in healthy discs was found to cause similar effects, suggesting the crucial
participation of ELF3 in the initiation and development of intervertebral disc degeneration
disease.
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Also, in our research, we explored the pharmacological potential of various molecules
capable of regulating ELF3 expression. Within these, we analyzed the activity of
dexamethasone, a conventional glucocorticoid, and oleocanthal, a molecule of natural origin
with a phenolic structure present in extra virgin olive oil. Our results revealed that both
molecules had the ability to decrease ELF3 expression. Moreover, our results showed that
oleocanthal was capable of blocking the phosphorylation of the p65 subunit of NF«B, either
induced by LPS or IL-la in degenerated disc cells. Furthermore, this inhibition was
accompanied by a reduction in the transcription of inflammatory genes, such as IL-6, NOS2,
ELF3, MMP3, MMP13 and ADAMTS5, demonstrating that this substance has great potential

for the treatment of inflammatory and catabolic processes in the cells of the degenerated disc.

Keywords: Intervertebral disc degeneration, inflammation, metabolomics, ELF3,

oleocanthal.
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RESUMO

A dexeneracion do disco intervertebral (DD) é unha condicion patoloxica caracterizada
pola deterioracion dun ou mais dos discos situados entre as vértebras, que provoca dor nas
costas ou no pescozo. O impacto da DDI, unha enfermidade que actualmente carece de opcions
terapéuticas, é cada vez mais notable en todo o mundo. Polo tanto, é de capital importancia

aumentar a comprension dos procesos patdxenos que o subxacen.

Neste traballo describiuse o perfil metabolico e molecular das células do disco
intervertebral humano sas e dexeneradas, co fin de comprender as alteracions dos metabolitos
dos tecidos asociadas a dexeneracion do disco. Os nosos resultados revelaron unha diminucién
dos niveis de triglicéridos, diacilglicéridos, fosfatidilcolinas, lisofosfatidilinositoles e algins
acidos graxos no disco dexenerado en comparacién co san, mentres que 0s niveis de ceramidas

e acidos biliares mostraron un aumento da sua regulacion.

Para comprender 0s novos procesos asociados & dexeneracion discal, centramos a nosa
atencion no estudo da expresion do factor de transcricion ELF3 e na regulacion da stia expresion
en tecidos sans e dexenerados do disco intervertebral humano. En primeiro lugar, observamos
que a estimulacion con varios factores inflamatorios (LPS, IL-1a, IFNy e TNFa) aumentou a

expresion de ELF3.

Considerando a semellanza fisiopatoloxica entre a cartilaxe articular e os tecidos
intervertebrais, e a correlacion entre ELF3 e xenes implicados na inflamacion e catabolismo da
matriz extracelular nos condrocitos, queriamos explorar o papel deste factor de transcricion nos
procesos inflamatorios intervertebrais. Demostramos que, como na cartilaxe articular, a
sobreexpresion do xene ELF3 promove un estado catabdlico celular, aumentando os niveis de
expresion das metaloproteinasas 3, 9 e 13, asi como da agrecanasa ADAMTS5. Ademais,
observouse un aumento na expresion de citocinas proinflamatorias como a IL-6 e adipocinas
proinflamatorias como a LCN2. Estes resultados confirmaronse silenciando ELF3. Estes
achados non sO se limitaron &s células dexeneradas do disco intervertebral, senén que a

sobreexpresion de ELF3 en discos sans causaba efectos similares, o que suxire que ELF3
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participa de maneira crucial no inicio e desenvolvemento da enfermidade de dexeneracion do

disco intervertebral.

Tamén na nosa investigacion, exploramos o potencial farmacoldxico de varias moléculas
capaces de regular a expresion de ELF3. Dentro destes, analizouse a actividade da
dexametasona, un glucocorticoide convencional, e do oleocantal, unha molécula de orixe
natural con estrutura fendlica presente no aceite de oliva virxe extra. Os nosos resultados
revelaron que ambas moléculas tefien a capacidade de diminuir a expresion de ELF3. Ademais,
0s nosos datos mostraron que o oleocanthal era capaz de bloquear a fosforilacion da subunidade
p65 de NF«B, ben inducida por LPS ou IL-1a en células de disco dexeneradas. Ademais, esta
inhibicidn estivo acompafiada dunha reducién na transcricion de xenes inflamatorios, como IL-
6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 e ADAMTSS5, demostrando que esta substancia ten un gran
potencial para o tratamento de procesos inflamatorios e catabdlicos nas células do disco
dexenerado.

Palabras clave: Dexeneracion do disco intervertebral, inflamacién, metabolomica, ELF3,

oleocanthal.

24



Introduccion






1 INTRODUCCION

1.1 LA COLUMNA VERTEBRAL

La columna vertebral es la estructura fundamental que sostiene el cuerpo y sirve de
armazoén para el sistema nervioso. Este sistema, estd formado por una unidad estructural
Ilamada vértebra que da nombre al subfilo animal de los vertebrados. La estructura de la
columna vertebral consta de diversos elementos, entre los que se encuentran las vértebras, los
discos intervertebrales, los ligamentos y los nervios. En los seres humanos, la columna vertebral
estd formada por 33 vértebras, de las cuales 7 son cervicales, 12 toracicas, 5 lumbares, 5 sacras
(fusionadas formando el sacro) y 4 coccigeas (fusionadas formando el coxis) (Figura 1) [1].

La vertebra tipica esta formada por el cuerpo y el arco vertebral y proporciona un soporte
resistente para la médula espinal que se aloja en su canal central. Este canal, que varia en tamafio
a lo largo de la columna, actiia como un conducto protector para la médula espinal desde donde
surgen los nervios espinales, que forman el tronco simpético que se ramifican hacia diferentes

areas del cuerpo, y los nervios esplacnicos [1].
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Figura 1. Representacion de la columna vertebral y los subtipos de vértebras existentes, junto con la

representacion de una vértebra tipo y sus partes en vista lateral y superior.
Figura de elaboracién propia (Biorender®).
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1.2 EL DISCO INTERVERTEBRAL

El disco intervertebral es una estructura fibrocartilaginosa que se encuentra entre los
cuerpos vertebrales de la columna vertebral. El disco intervertebral sirve como amortiguador
de las vértebras, absorbiendo los impactos y permitiendo la movilidad de la columna. El disco
esta formado por dos estructuras basicas: el anillo fibroso (AF) y el nacleo pulposo (NP).
Ambas estructuras estan rodeadas en la parte superior e interior por placas terminales
cartilaginosas (CEP), que se adhieren a los cuerpos vertebrales y suministran nutrientes vitales
tanto al AF como al NP (Figura 2) [2]. Las células del AF y del NP se encuentran dentro de un
nicho que da lugar a una matriz extracelular especializada y a una estructura avascular en el

interior del disco intervertebral [3,4].

Cuerpo
vertebral

Placas terminales
/ cartilaginosas (CEP)
4 ” ~ -

Disco
intervertebral

Anillo
fibroso
Nicleo
pulposo

Vista lateral Vista superior

Figura 2. Esquema de la estructura del disco intervertebral.

Estructura anatomica del disco intervertebral. Figura de elaboracion propia (Biorender®).

El disco intervertebral se forma en la cuarta semana del desarrollo embrionario, a partir de
fragmentos del esclerotomo, que son porciones de los somitas derivados del mesodermo
paraaxial. Entre las partes cefélica y caudal de los esclerotomos segmentarios se localizan
células mesenquimales. Estas células desempefian un papel fundamental durante la quinta
semana de gestacion al llenar el espacio entre dos cuerpos vertebrales pre-cartilaginosos,
contribuyendo asi de manera significativa a la conformacion del disco intervertebral [5].
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En la zona de los cuerpos vertebrales, la notocorda comienza un proceso de retroceso y
segregacion a lo largo del eje anteroposterior. Con el tiempo, la notocorda se expande y juega
un papel crucial en la formacion del ndcleo pulposo. En esta etapa temprana del desarrollo, el
nacleo pulposo esta principalmente compuesto por células derivadas de la notocorda. Por lo
tanto, es importante destacar que los tejidos que componen los discos intervertebrales tienen su
origen en células notocordales y células mesenquimales derivadas del esclerotomo (Figura 3)
[5]. Este proceso de formacién del disco intervertebral es fundamental para la estructura y

funcionalidad de la columna vertebral en el desarrollo posterior.

Cuerpo
vertebral

Disco
intervertebral

Figura 3. Representacion grafica del desarrollo de las vértebras y los discos intervertebrales a partir de la
notocorda y el esclerotoma.

En la imagen izquierda, se representa un esquema de un embrion en los dias 10.5 y 11.5 de desarrollo, mientras
que en la imagen derecha se muestra el esqueleto axial maduro. El ndcleo pulposo se forma a partir de la
notocorda, mientras que el anillo fibroso y otros tejidos, como el cuerpo vertebral, los ligamentos y las placas
terminales, se originan a partir del esclerotoma. TN (tubo neural), SC (esclerotoma), NC (hotocorda), CV (cuerpo
vertebral), NP (nucleo pulposo), AF (anillo fibroso), y CEP (placa terminal cartilaginosa). Figura de elaboracion
propia (Biorender®).

1.2.1 Nucleo Pulposo

El nucleo pulposo (NP) conforma la parte interna del disco (Figura 4), posee consistencia
de gel y esta formado principalmente por agua en un 70-90%, colageno tipo Il y proteoglicanos
(agrecano, acido hialurénico y pequefios proteoglicanos ricos en leucina). El nicleo pulposo
separa las dos vertebras distribuyendo la presion en las placas terminales cartilaginosas
adyacentes. Las moléculas de proteoglicanos presentes en esta estructura estan dotadas de carga

negativa, y juegan un papel fundamental en la retencion de agua, lo cual contribuye a mantener

29



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

un alto nivel de hidratacién en el disco intervertebral, permitiendo resistir a deformaciones
reversibles, especialmente relacionadas con la compresion. Sin embargo, se ha observado que
el envejecimiento produce una disminucion en la presencia de estos proteoglicanos y de la

capacidad de retencion de agua.

Desde un punto de vista celular, el nucleo pulposo esta compuesto por células notocordales
y células similares a condrocitos (llamadas condrocitos-like). Como se ha mencionado
anteriormente, la funcién principal del nucleo pulposo radica en su capacidad para soportar
cargas compresivas sin sufrir colapso, asegurando una distribucion equitativa de estas cargas
hacia otros componentes del disco intervertebral y a lo largo de la columna vertebral. Las
células del nicleo pulposo obtienen energia principalmente del proceso metabolico de la

glucolisis.

1.2.2 Anillo Fibroso

El anillo fibroso (AF) es la parte externa con forma anular que recubre la parte interna del
disco y la protege (Figura 4). Su estructura estd formada por hebras de colageno cuya
disposicion en capas concéntricas da fuerza y estabilidad al disco intervertebral. El anillo
fibroso es una estructura mas rigida en comparacion con el nacleo pulposo, y principalmente
estd compuesto de colageno tipo |, proteoglicanos agregados y no agregados, que contiene un

alto porcentaje en agua (60-80%).

Desde un punto de vista estructural, el anillo fibroso estd compuesto aproximadamente de
15 a 25 anillos dispuestos de forma concéntrica que contienen fibras de colageno dispuestas de

forma oblicua entre ellas.

Ademas de esta red de colageno, se encuentra presente una red de fibras de elastina que
contribuyen a conformar la estructura del AF. Se ha observado que el AF interno exhibe una
mayor concentracion de glucosaminoglicanos en comparacion con el AF externo, y también
presenta una menor densidad celular. Las células del AF han sido caracterizadas como
fibroblastos de morfologia alargada con prolongaciones citoplasmaticas extensas. Sin embargo,
con el proceso de envejecimiento, la morfologia celular puede variar, volviéndose més

redondeadas y adquiriendo una naturaleza similar a la de los condrocitos.

30



INTRODUCCION

1.2.3 Placas terminales cartilaginosas

En la parte mas externa del disco intervertebral, se encuentran las placas terminales
cartilaginosas (CEP) formando wuna capa horizontal delgada (1mm de espesor
aproximadamente) (Figura 5), compuesta por fibras de colageno orientadas horizontalmente y
paralelas a las vértebras. Esta estructura supone la via principal por la cual llegan los nutrientes
entre los capilares y las células discales mediante difusion y separan el nucleo pulposo vy el

anillo fibroso del cuerpo vertebral adyacente.

El agua constituye el 58% del peso total del CEP, mientras que el porcentaje de peso en
seco de glucosaminoglicanos sulfatados (s-GAG) representa el 17% y el de colageno oscila
entre el 60% Yy el 80% del peso en seco [6]. Desde un punto de vista estructural, las células del
CEP presentan similitudes morfolégicas con las células del cartilago hialino articular, y al igual
que este tejido, la placa terminal también se caracteriza por estar formada de condrocitos

inmersos en una matriz extracelular rica en agrecano y colageno tipo Il [6].

Figura 4. Disco intervertebral sano.
Estructura del disco intervertebral sano, imagen tomada de una muestra de sujeto sano previa al protocolo de
extraccion celular. Anillo fibroso (AF); Nucleo pulposo (NP). Imagen de archivo propio.

Los nutrientes difunden por gradiente de concentracion desde los capilares pasando por las
placas terminales cartilaginosas hasta las células de disco internas, donde los productos de
desecho viajan en direccidn totalmente opuesta, lo cual genera un aporte de nutrientes limitado
y niveles de acidez mas altos [7]. Ademas, la caracteristica Unica del disco intervertebral, es
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que el ndcleo pulposo esté aislado del sistema nervioso, convirtiendo al disco intervertebral en
un 6rgano inmune privilegiado [3]. Con el paso de los afios, el CEP comienza a calcificarse, lo

cual merma el suministro de nutrientes hacia el nacleo pulposo.

Placa terminal
cartilaginosa

Figura 5. Composicién del disco intervertebral a nivel tisular y anatomico.
En la figura podemos ver una representacion gréfica de las partes que forman el disco intervertebral, junto con
la correspondiente histologia de cada tejido. Figura adaptada de Kirnaz et al (2022) [8].

1.2.4 Matriz extracelular en el disco intervertebral

La matriz extracelular (ECM) es una estructura compuesta por cientos de proteinas. En el
caso del disco intervertebral, la matriz estd compuesta principalmente de colagenos,
proteoglicanos y proteinas no colagenas [9]. En el caso del nlcleo predomina el agua y los
proteoglicanos, mientras que en el caso del anillo fibroso predomina el colageno y el agua
(Figura 6).
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NP AF

\

Agua; 70%

Agua; 80%

Figura 6. Porcentaje de composicion de la matriz extracelular en el ntcleo pulposo (NP) y anillo fibroso (AF)
de disco intervertebral sano.

En la figura podemos observar los diferentes porcentajes de agua (80% NP, 70% AF), proteoglicano (15% NP, 5% en
AF), colageno (4% NP, 21% AF), elastina (0,40% NP, 0,60%AF) y otros componentes. Imagen de elaboracién propia.

1.2.4.1 Colagenos

Los colagenos son los principales componentes de la matriz y confieren a las células
soporte mecanico. Los colagenos poseen la capacidad de actuar en los receptores de membrana
(integrinas) y regulan diferentes procesos como la migracion, proliferacién y diferenciacion de
las células [10].

Existen tres tipos de colagenos: fibrilares (tipos I, Il, 111, V y XI), formadores de red (IV y
V1) y asociados a fibrillas con triple hélice (colageno tipo 1X) [11]. Los colagenos fibrilares se
encuentran en su mayor parte en forma de heterotrimeros, aunque también se pueden encontrar
como homotrimeros para formar fibras de colageno.

La principal parte de la matriz fibrilar del disco esta constituida por los subtipos de
colageno 1 y 1, y en menor cantidad los subtipos 111, V, VI, IX 'y XI [12,13]. El subtipo Il se
encuentra principalmente en el ndcleo pulposo y en la placa cartilaginosa terminal. EIl ndcleo
pulposo se encuentra formado por fibras dispuestas con una orientacién al azar [14]. Por lo que
respecta al anillo fibroso, esta formado principalmente por colageno tipo I en su parte externa,
mientras que la parte interna posee en mayor abundancia el tipo I1. Durante el desarrollo del
tejido del anillo fibroso, las fibras se posicionan formando laminas orientadas en red [15].
Cuando existe una degeneracion de disco intervertebral, algunos tipos de colageno pueden
cambiar a otros, como es el caso del Il que transiciona a | [16]. Ademas, cuando se produce la
degeneracion se puede ver un cambio en la distribucion de éstos, acumulandose mas el subtipo

I en el ndcleo pulposo y en el anillo interno y el subtipo 11 en la parte externa del anillo [17].
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1.2.4.2 Proteoglicanos

Los proteoglicanos son moléculas que juegan un papel importante en el correcto
funcionamiento de los discos intervertebrales. Son macromoléculas formadas por proteinas y
cadenas de glucosaminoglicanos. El proteoglicano mas abundante que existe en los discos
intervertebrales es el agrecano. Este es responsable de la capacidad de retencion de liquidos
debido a su densidad de carga fija [16]. Esta es otorgada por la cantidad de grupos de carga
negativa en su estructura, como grupos sulfato y carboxilo. La alta densidad de carga fija capacita
al agrecano para atraer y mantener moléculas de agua en la matriz del disco, lo que contribuye a
preservar la elasticidad y resistencia de los discos [16].

El agrecano puede agregarse a lo largo de cadenas de acido hialurénico por enlace proteico.
Este enlace muestra afinidad tanto por el acido hialurénico como por el agrecano (en concreto el
dominio G1 de su ndcleo), y estabiliza las interacciones entre ellos, protegiendo de la degradacion

en condiciones catabolicas [18,19].

A medida que el disco envejece y degenera, el agrecano se escinde en fracciones que pierden
la capacidad de agregarse, y por tanto reduce la capacidad de hidratacion del disco intervertebral
[20].

La malla de fibras de colageno en el nucleo pulposo normal atrapa a los agregados de
agrecanos y junto con los proteoglicanos polianidnicos favorecen la retencién del agua, el
mantenimiento de la homeostasis y la estabilidad del disco intervertebral contra la carga por
compresion [21].

Entre otros proteoglicanos de gran dimension, nos encontramos con el versicano, que tiene
un rol importante en la division, adhesion o la diferenciacion de la matriz. Su expresion es mucho
mayor en disco que en cartilago articular y predomina sobre todo en el nucleo pulposo, actuando
como protector al promover la proliferacion y adhesion de las células del ndcleo [22].

En la matriz extracelular se encuentran también otro tipo de proteoglicanos pequefios ricos
en leucina, como la decorina, el biglicano, la fiboromodulina y el lumicano, que contribuyen al
ensamblaje de la matriz mediante la union a otras proteinas de la matriz como los colagenos [23].

1.2.4.3 Fibras eléasticas

La composicion de estas fibras consiste en un nucleo central compuesto de elastina.
Dicha elastina esta rodeada de microfibrillas de fibrilina, proteinas de union al factor de
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crecimiento transformante beta (TGF-B) latentes y microfibrillas asociadas a glicoproteinas
[24]. En el anillo fibroso, las fibras elasticas se ordenan en la misma direccion que las fibras de
colageno (laminas) formando en su conjunto una red integrada [25].

1.3 LA DEGENERACION DE DISCO INTERVERTEBRAL

El dolor lumbar es una de las principales causas de discapacidad con un coste social y
econdmico creciente [26,27]. Segun los datos recogidos en el Estudio de la Carga Global de
Enfermedades 2021 ("Global Burden of Disease Study 2021"), la incidencia de esta dolencia
alcanza alrededor de 619 millones de individuos a nivel mundial. Basdndose en estas cifras, se
prevé un aumento significativo que llevaria esta cantidad a 843 millones para el afio 2050 [27].
Como podemos ver en la Figura 7, la tasa de prevalencia estandarizada por edad mas alta en
2020 fue en Europa central, sequida del este de Europa y Australia. Debido a ello, el dolor
lumbar es considerado un problema de salud publica creciente de suma importancia para la
poblacion. Aproximadamente entre el 70% y el 85% de la poblacién occidental sufre estos
sintomas a lo largo de su vida [28] y esto no es solo incapacitante para las personas, sino que
se convierte en una carga para el sistema sanitario, la economia y la sociedad en general [29].
El dolor lumbar es una de las principales causas de discapacidad, siendo su prevalencia incluso

mas alta que la depresion mayor, la diabetes y las enfermedades cardiacas [30].

Prevalencia estandarizada por edad

T 0.05 to <0.061
3 0.061 10 <0.068
0,068 10 <0.075
B 0.075 10 <0.085
B 0.085 to <0.095
B 0.09510 0.14

Figura 7. Prevalencia estandarizada del dolor lumbar por pais en 2020.
Prevalencia mundial del dolor lumbar en el aiio 2020. Andlisis recogido del “Global Burden of Disease 2021
Imagen libre: Creative Commons CC-BY license, extraida de [31].

35



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

El dolor lumbar es causado principalmente por la degeneracion de disco intervertebral
(DDI), una afeccion musculoesquelética cronica [32]. El deterioro de los discos conlleva la
pérdida de su capacidad para funcionar correctamente, lo que desencadena la DDI. Entre los
sintomas mas relevantes de esta degeneracion se encuentran el dolor de espalda, la rigidez y la
reduccion de la movilidad, aspectos que pueden limitar significativamente el bienestar del
paciente.

La DDI es una enfermedad compleja debida a multiples procesos que pueden causar un
dolor de espalda cronico y otras complicaciones. Este trastorno generalmente lleva asociado
alteraciones metabolicas y estructurales del disco [2]. La DDI esta caracterizada por un dafio de
las placas terminales cartilaginosas, comprometiendo la nutricion tanto del nucleo pulposo
como del anillo fibroso. Esto perturba el metabolismo celular llevandolo a procesos catabdlicos,
como la degradacién de la matriz, y otros cambios de los tejidos como fibrosis o la pérdida de
masa en el disco [2]. En este escenario, la respuesta inflamatoria también juega un papel
importante en la DDI. EI deterioro de los discos intervertebrales, supone la liberacion de
mediadores inflamatorios, entre ellos citoquinas y enzimas proteoliticas, en las proximidades
de los mismos. Estos factores proinflamatorios activan células inmunitarias y no inmunes,
originando una respuesta inflamatoria a nivel local [33] . Este tipo de inflamacion a largo plazo
termina por cronificarse y dafiar ain mas los discos intervertebrales y las estructuras adyacentes

a los mismos, produciendo una mayor degeneracion de los discos intervertebrales.

La causa precisa de esta enfermedad es desconocida, pero hay multiples factores que
intervienen en su aparicion, como la edad, la genética, el esfuerzo mecanico, traumatismos, el
tabaquismo, la obesidad y la inflamacién. En los tltimos afios se han incrementado los esfuerzos
para desarrollar tejidos basados en biomateriales como estrategia de regeneracion celular para
la enfermedad de DDI [34]. Aunque su desempefio en entornos clinicos ha sido muy limitado
y por lo tanto la necesidad de una investigacion méas exhaustiva sobre los mecanismos
subyacentes de la enfermedad sigue siendo una prioridad [35]. Esto es ain mas importante
cuando actualmente solo existen opciones limitadas de terapia quirdrgica que lamentablemente

solo mejoran los sintomas clinicos a corto plazo [36].
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1.3.1 Escala Pfirmann

Para evaluar el grado de degradacion de los discos intervertebrales, se utiliza habitualmente
la escala de Pfirmann, en la que, mediante imagenes de resonancia magnética evalua el grado
de degradacion. Esta escala, que clasifica de manera sistemética y objetiva la degeneracion
discal en 5 grados de severidad, siendo el | el disco sano, y el grado V el disco en su estado mas
degenerado (Figura 8). Los discos degenerados utilizados en esta tesis eran clasificados, segun
esta escala en grados IV y V de degeneracion. Conforme avanza el grado de degeneracion, las
estructuras del disco intervertebral se van perdiendo (Figura 9), hasta llegar a un punto en el

que las partes del disco casi no se diferencian entre si (Figura 9D).

Figura 8. Escala de Pffirman representada con resonancias magnéticas de paciente.
Las imagenes se obtuvieron de pacientes con DDI, obteniendo sus consentimientos informados correspondientes.
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Figura 9. Discos intervertebrales procedentes de cadaveres seccionados en plano sagital medio.

(A)Disco sano procedente de paciente de 35 afios. (B) Disco maduro de paciente de 47 afios. (C) Disco de paciente
de 31 afios de edad. (D) Disco joven degenerado gravemente (31 afios). (E)Disco inducido al prolapso en
laboratorio. Los discos de la A a la D corresponden a la escala de degeneracion de disco intervertebral. Imagen
adaptada de Adams et al.2006 [37].
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1.4 CAMBIOS EN LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA DEGENERACION DE DISCO
INTERVERTEBRAL

La matriz extracelular puede verse influenciada por varios factores como son la nutricion,
la sobrecarga mecéanica y la diabetes, entre otros. Estos factores causan un cambio en la
homeostasis de la misma y, por lo tanto, esto se traduce en lesiones en las células de disco. La
degeneracion discal viene acompafiada de una transformacion primaria de las células del ndcleo

pulposo tipo notocordales a tipo condrocitos [38].
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Figura 10. Representacién de los cambios de composicion segun el estado patoldgico del disco intervertebral.
(A) Disco intervertebral sano: las células del disco producen una cantidad comedida de citoquinas y quimiocinas
gue mantienen la homeostasis del mismo de forma paracrina y autocrina. Las células de NP estan formadas por
un alto contenido de proteoglicanos, las células de AF estan alineadas y los vasos sanguineos del CEP intactos.
(B) Disco degenerado: las células se rodean en este caso de un entorno catabdlico. Las citoquinas son expresadas
por las propias células del disco. ElI nimero de los vasos sanguineos del CEP aumenta, la cantidad de
proteoglicanos del NP disminuye y hay una pérdida de la alineacion de las células de AF. (C): Disco herniado
con fisura en el CEP: Cuando se origina una lesion o degeneracion de disco, las células inmunitarias migran
hacia el disco intervertebral. Las células inmunitarias, incluidas las células T, las células B, los macréfagos, los
neutrofilos y los mastocitos, contribuyen a un ambiente inflamatorio dentro del disco, lo que aumenta ain mas la
expresion de citoquinas y quimiocinas y contribuye a un circulo vicioso de catabolismo impulsado por la
inflamacion. Se produce el crecimiento de vasos sanguineos. Imagen reproducida con permisos de Bermudez-
Lekerika et al. Imagen libre: Creative Commons CC-BY license [39].
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El correcto mantenimiento estructural de las células de disco intervertebral es muy
importante para el correcto mantenimiento de la matriz, ya que afecta a su composicién [40,41].
Ademas de los cambios estructurales mencionados anteriormente, durante la degeneracion se
observa un notable aumento en la expresion de una gran cantidad de citoquinas derivadas del
nucleo durante la degeneracion (Figura 10), que a su vez aumentan la expresion de proteasas
que participan en la remodelacion de la matriz (Figura 11) [42,43].

1.4.1 Metaloproteinasas de la matriz (MMPs)

Las metaloproteinasas (MMPs) entran dentro de la categoria de endopeptidasas
dependientes de calcio que poseen zinc. En total, a dia de hoy, se conocen 23 MMPs diferentes,
clasificadas en: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas, MMP tipo membrana y
otros tipos no clasificados [44,45]. Las metaloproteinasas de tipo colagenasa (MMP1, MMPS,
MMP13 y MMP18) se encargan de escindir principalmente colagenos fibrilares y las
gelatinasas (MMP2 y MMP9) degradan aquellos coldgenos que estan desnaturalizados, como
las gelatinas y laminina. Por otro lado, existen las estromelisinas (MMP3, -19 y -11) que se
encargan de la prote6lisis de proteoglicanos, gelatinas y colagenos y las matrisilinas (MMP7 y
-26) que actlan sobre el agrecano [45]. Por ultimo, las metaloproteinasas tipo membrana
(MMP14, -17, -24, y -25) se encuentran en la membrana plasmatica y participan en la
transduccion de vias de sefializacion y activacion de otras MMP. El resto de metaloproteinasas
no estan clasificadas, pero igualmente participan en la degradacion de los componentes de la
matriz extracelular.

En condiciones fisioldgicas, las metaloproteinasas se expresan en niveles bajos. No
obstante, durante procesos de reparacion o inflamacidn, se observa un aumento significativo en
la expresion de estas enzimas [44]. Este fendmeno se ejemplifica en el tejido del disco
intervertebral, donde los niveles de metaloproteinasas son notablemente inferiores en discos
sanos en comparacion con discos degenerados [46]. De hecho, los niveles de MMPs aumentan
proporcionalmente al nivel de degeneracion de disco intervertebral [47]. La presencia de la
expresion de MMPs en el disco intervertebral degenerado ha sido observada en varios modelos
animales, estableciéndose una conexién que permite anticipar el grado de severidad de la
degeneracion. Esta prediccion se basa en la correlacion existente entre los niveles de

metaloproteinasas y la intensidad de la degeneracion [48,49].
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Cuando la presion soportada por el disco intervertebral se incrementa, el nicleo pulposo
responde generando niveles elevados de MMPs. En concreto, se ha observado un aumento en
la MMP13 debido a la presion sostenida en el disco intervertebral, lo que desencadena el estado
catabolico en ese tejido [50]. Ademas de la presion, el entorno inflamatorio también contribuye
al incremento de expresion de determinadas MMPs [51]. Algunas citoquinas inflamatorias
tienen la capacidad de inducir el poder hidrolitico de la MMP2, aumentando la expresion de
las metaloproteinasas de tipo membrana [52].

El estrés oxidativo y la aparicion de especies reactivas del oxigeno tienen relacién con la
sobreactivacion de las metaloproteinasas [53]. Experimentos en células de nucleo pulposo
tratadas con peroxido de hidrégeno, han demostrado un incremento en la expresion de MMP1,
MMP3 y MMP9 [54]. Se ha descrito recientemente que el estrés oxidativo produce una
reduccién de proteinas antioxidantes (FOXO) y un aumento de la MMP13 lo cual promueve el
estado catabdlico del disco [55].

Hoy en dia se estan estudiando numerosas terapias dirigidas para tratar la degeneracion de
disco usando como diana las MMPs. Ejemplos de ello son el uso de acido feralico como diana
para la MMP3 [56], o bien el miR-29a dirigida a la MMP2 [57], ambos utilizando hidrogeles

como método de suministro de estas moléculas.

1.4.2 Desintegrinas y metaloproteasas con motivos de trombospondina

Existe otra familia de metaloproteasas que contienen trombospondina en su dominio, son las
Ilamadas desintegrinas y metaloproteasas con motivos de trombospondina (ADAMTS). Estas
proteinas tienen la capacidad de unirse a los componentes de la matriz extracelular y promover la
protedlisis de la misma [58]. Dependiendo de su funcion y union a sustratos se clasifican en:
hialectanasas (ADAMTSL, -4, -5, -8, -9, -15 y -20) que se unen a los proteoglicanos; N-
propeptidasas de procoldgeno (ADAMTS2, -3 y -14) que se dirigen a los colagenos I, 11 y I,
ADAMTS13 escinde el factor de von Willebrand, relacionado con la coagulacion; y el resto de
ADAMTS no estan clasificadas por desconocimiento de su funcién [9].

En la degeneracidn de disco, las hialectanasas juegan un papel muy importante, ya que son
las encargadas de degradar el agrecano, que es uno de los proteoglicanos degenerados asociados
a la enfermedad [59]. Durante el proceso de degeneracion de disco, ADAMTSL, -4, -5, -9y -
15 se acumulan y participan en la modificacion de la matriz extracelular [60]. Se ha demostrado

que el tratamiento con citoquinas inflamatorias aumenta la expresion de ADAMTS5 a través

41



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

de sindecan-4, aumentando la progresion de la degeneracién de disco [61]. También, en
modelos animales de compresion se ha visto un incremento de ADAMTS4 y -5 [62].
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Figura 11. Esquema grafico sobre la implicacién de las MMPs y ADAMTSs en la degeneracidn de disco.
Figura de elaboracion propia (Biorender®).

1.4.3 Proteasas de serina

Las proteasas de serina también se han descrito como moléculas involucradas en la
patogénesis de la degeneracion de disco intervertebral. La plasmina, una de las proteasas de
serina encargadas de degradar el disco intervertebral, se produce a través de plasmin6geno y
degrada la fibrina del disco. Esta degradacion propicia la patogénesis del disco intervertebral
y afecta a la estructura del disco [63].

La proteasa nexin-1 (PN-1) también conocida como miembro 2 de la familia de las serpinas
E (SERPINE2) es un inhibidor de proteasa de serinas que pertenecen a la superfamilia de las
serpinas [64]. El grupo de Wu et al., describié que la proteasa nexin-1 se expresa en el disco
intervertebral y su expresion aumenta durante el proceso de degeneracion. Este mismo grupo
pudo demostrar que la SERPINE2 es capaz de inhibir la activacion de las MMPs y ADAMTS a
través de la via de sefializacion regulada por quinasas extracelulares 1/2 / factor nuclear

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (ERK1/2/NF«B) [64].
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1.5 FACTORES DE RIESGO Y DESENCADENANTES DE LA DEGENERACION DE DIsco
INTERVERTEBRAL

La enfermedad de degeneracién de disco intervertebral, se ve afectada por una serie de
factores que pueden desencadenar su inicio y perpetuar su gravedad. Entre ellos podemos
encontrar factores mecanicos, bioldgicos, inflamatorios y metabolicos, teniendo un papel

fundamental el sobrepeso y los procesos inflamatorios (Figura 12).
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Figura 12. Principales factores de riesgo y desencadenantes de la enfermedad de degeneracién de disco
intervertebral.
Figura de elaboracién propia (Biorender®).

1.5.1 Factor mecanico

La carga y descarga repetida de la columna vertebral puede provocar el desgaste y
degeneracion de los discos. Actividades técnicas de levantamiento inapropiadas, malas
posturas, actividades deportivas o relacionadas con el trabajo, ejercen una tension repetitiva
sobre la columna vertebral que acaban generando un sobreesfuerzo y malfuncionamiento de los
discos [65]. La obesidad es un factor que influye por el aumento de carga mecénica, ademas
del aumento en la produccion de adipoquinas y el factor de riesgo inflamatorio [66] .
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Figura 13. Funcidn de resistencia del agrecano y el colageno en el disco intervertebral.

Representacion del ndcleo pulposo con agregados de proteoglicanos en una fibra de colageno. Los agregados de
proteoglicanos se representan como una molécula de hialuronato central (linea discontinua) sustituida con
moléculas de agrecano que poseen una proteina de nucleo central (linea abierta) y cadenas laterales de
glucosaminoglicano sulfatado (linea continua). Figura adaptada de Adams et al. 2006 [37].

El agrecano es el proteoglicano méas abundante en el disco intervertebral, y junto con los
glucosaminoglicanos aniénicos (sulfato de condroitina y sulfato de queratan), otorgan al disco
intervertebral propiedades osméticas que permiten la resistencia a la compresion (Figura 13).
El nicleo y su alto contenido de agua hace que este tejido sea muy gelatinoso y la parte externa
del anillo actie como contenedor del mismo. Con el paso del tiempo y aumento de la edad, el
porcentaje de agua se ve disminuido, especialmente en la parte interna (ntcleo) lo que hace que
la resistencia del disco intervertebral se vea reducida notablemente y por ende la resistencia a

la compresion del mismo [37].
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Figura 14. Representacion esquematica de la estructura y cambios en la funcién sensorial del sistema nervioso
en la degeneracion de disco intervertebral.

La estructura y la funcidn del sistema nervioso se ven afectadas por la degeneracién de disco intervertebral. En
primer lugar, la hernia de disco produce dafio e inflamacion de los nervios afectados. En segundo lugar, se
produce un crecimiento de los nervios en el disco degenerado que aumenta el nivel de moléculas nociceptivas en
las terminales sensoriales. Por dltimo, podemos ver en la figura que, bajo estimulacién mecanica y
proinflamatoria, la via de transmision del dolor exhibe un estado funcional sensibilizado y, en Gltima instancia,
conduce a dolor lumbar. PLL: Ligamento longitudinal posterior. ALL: Ligamento longitudinal anterior; AF:
Anillo fibroso; NP: ntcleo pulposo; ECM: Matriz extracelular; DRG: Ganglio de la raiz dorsal. CEP: Placa
terminal cartilaginosa. Figura traducida de Zhang et al. 2021 [67].

La comprension mecanica causada por los discos herniados puede causar dafios e
inflamacién en las terminales nerviosas o de la medula espinal (Figura 14). Durante la
degeneracion de disco se produce un proceso de crecimiento de las terminales nerviosas que
aumentan los niveles de sustancias nociceptivas en las terminales sensoriales, que conlleva a

un aumento del dolor lumbar [67].

1.5.2 Lesiones traumaticas

La DDI puede surgir a consecuencia de una reparacion incompleta tras una lesion
traumatica. Estudios comparativos entre individuos sanos y aquellos que han experimentado
traumatismos en la columna revelan una mayor degeneracion discal en los ultimos, con un
proceso degenerativo acelerado [68]. Cuando se produce un traumatismo en los discos, se

liberan factores de crecimiento como son el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el
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TGF-B1 que juegan un papel crucial al estimular el crecimiento de vasos sanguineos hacia el
interior del disco. Por otro lado, los mastocitos, al liberar el factor de crecimiento nervioso
(NGF), actuan como inductores del crecimiento nervioso [68]. A consecuencia de esto, se puede
ocasionar herniacion (salida del material discal) debido a las fisuras del anillo, desencadenando
dolor discogénico como resultado de la estimulacion de fibras nerviosas, tanto las preexistentes,

como las de nueva formacion [68].

1.5.3 Envejecimiento

Como ya hemos comentado, los nutrientes llegan al disco intervertebral mediante una red
de capilares en la CEP. A partir de la primera década de vida este sistema comienza a
deteriorarse por la calcificacion progresiva que sufre el CEP [69]. Ademas, otros procesos
asociados con la edad y el envejecimiento, como es la senescencia celular, se consideran
mecanismos que inducen la DDI [70]. A pesar de no haber establecido una relacion directa de
causa Y efecto, se ha observado una estrecha asociacion entre la acumulacion de senescencia en
las células del disco, particularmente en el nacleo pulposo, y la reduccién significativa de su
capacidad de autorreparacion. Este proceso se ve agravado por un estado proinflamatorio, un
aumento en el catabolismo celular y una mayor actividad en la via de la glucélisis anaerobia, lo

cual desencadena un aumento en la produccion de lactato [69].

Como proceso logico de envejecimiento, la senescencia podria ocasionar que la capacidad
de replicacion y reparacion se viese mermada, lo cual se agravaria por la falta de factores de
crecimiento, lactato y procesos inflamatorios. Junto a este proceso, otros factores como la
avascularidad y la sobrecarga mecanica agravan de forma natural la enfermedad [69].

1.5.4 Genética

Investigaciones exhaustivas sobre la degeneracion del disco intervertebral han revelado un
panorama complejo en el que, ademas de los factores ambientales, el componente genético
ejerce una influencia significativa en el desarrollo de esta enfermedad. Los estudios recopilados
hasta el momento han sugerido que la degeneracion del disco intervertebral es una condicion

influenciada por la genética, marcando asi un importante aspecto en su etiologia.

Un analisis donde se compararon las similitudes entre gemelos idénticos (compartiendo el

100% de su informacion genética) y no idénticos (compartiendo el 50% de sus genes), ha
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evidenciado una marcada influencia genética en la degeneracién y progresién de la enfermedad
del disco intervertebral. Estos estudios han indicado una probabilidad de heredabilidad del
orden del 75 % en mujeres del Reino Unido y Australia, mientras que en hombres finlandeses
las estimaciones oscilan entre un rango de 30 % y 55 % [71-73]. A pesar de que aun no se ha
dilucidado completamente como las variaciones genéticas inciden precisamente en el desarrollo
de la degeneracion del disco intervertebral, investigaciones especificas han sefialado la
correlacion de polimorfismos genéticos, como los de los genes COL1A1, COL9A2, COL11A1,
VDR y agrecano, con esta condicion [74]. Estos hallazgos indican una posible relacién entre
ciertos perfiles genéticos y la susceptibilidad a la degeneracion discal, aunque el mecanismo

exacto aun requiere una mayor clarificacion mediante estudios funcionales adicionales.

1.5.5 Consumo de tabaco y alcohol

Varios estudios han destacado la notable influencia del tabaquismo y el consumo de alcohol
en el desarrollo de la DDI [75]. El tabaquismo se ha vinculado con ciertas enzimas, como la
tetramérica triptasa, la cual podria acelerar el proceso de DDI mediante el desencadenamiento
de cambios epigenéticos en las células de disco intervertebral [76]. Ademas, investigaciones
sobre la incidencia de DDI y el tabaquismo han confirmado una conexion evidente entre ambos
factores [66]. Estos descubrimientos resaltan el efecto nocivo que el tabaco y el alcohol tienen
sobre la salud de los discos intervertebrales. La consideracion de estos factores de riesgo
modificables es fundamental para prevenir y manejar la DDI. Sin embargo, se necesita una
investigacion més exhaustiva para comprender completamente los mecanismos mediante los

cuales el tabaquismo y el alcohol contribuyen a la DDI [66].

1.5.6 Cambios metabélicos en el disco intervertebral.

El estado metabdlico del disco intervertebral y el cartilago articular circundante esta muy
relacionado al suministro de nutrientes que reciben. Como mencionamos anteriormente, los
nutrientes llegan al NP y a las zonas avasculares por difusién a partir de la placa terminal
cartilaginosa. Esta placa es nutrida mediante una red vascular, que a medida que la degeneracion

del disco avanza, se ve reducida (Figura 15) [77].

Las células del disco son extremadamente sensibles a la ausencia de suministro de glucosa

y a la acumulacién de &cido lactico [78]. Las células notocordales, conforme van madurando,
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cambian sus necesidades en términos nutricionales. Cuando las células maduran a nucleo
pulposo, se vuelven mucho mas sensibles a los cambios y a la deprivacion de nutrientes, esto

puede verse incluso incrementado debido a la edad y otras enfermedades concomitantes [79].

La parte del disco que mas sufre la ausencia de aporte nutricional es el ncleo pulposo, que
desde estados de degeneracion temprana tiene que adaptarse a situaciones de hipoxia, ausencia
de nutrientes y glucolisis anaerobia, lo que en consecuencia se traduce en un aumento de la
concentracion de lactato y cambios en el pH. Estos cambios generan en su conjunto una pérdida
de la correcta funcion del disco y de la sintesis de la matriz extracelular, contribuyendo asi al

proceso de degeneracion [2].
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Figura 15. Anatomia y fisiopatologia del disco intervertebral degenerado y sano.

En la parte izquierda de la imagen se pueden ver los elementos que conforman el disco intervertebral sano,
mientras que en la parte derecha se observan la anatomia del disco en degeneracién, que supone una pérdida de
la matriz extracelular debido al estado catabdlico del disco, una calcificacion y erosion de la placa terminal
cartilaginosa, estado inflamatorio, aumento de vascularizacion, crecimiento nervioso y formacién de osteofitos.
Imagen adaptada de Lu et al. [80].

Algunas enfermedades concomitantes pueden agravar la degeneracién de disco
intervertebral. Es el caso de pacientes con diabetes mellitus [81], en el que las células del nucleo
pulposo cambian su contenido en aminoacidos, ademas de potenciar la actividad de enzimas
relacionadas con el metabolismo de los hidratos de carbono, lo cual genera que el proceso de
sintesis de proteoglicanos sea defectuoso y su capacidad de retencion hidrica se vea perjudicada
[82].
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Cualquier situacion que cause cambios mecanicos o afecte a la difusidn de sustancias puede
perturbar el metabolismo o el ya limitado suministro de nutrientes, acelerando asi el proceso de
DDI. Las alteraciones en la estructura del CEP afectan negativamente a la nutricion celular del
disco, promoviendo el metabolismo anaerdbico, la produccion de lactato. La produccion de
lactato debido al metabolismo anaerdbico en el disco intervertebral genera estrés en las células,
lo que conduce a la degradacién de la matriz extracelular esencial para su correcto
funcionamiento. Esta situacion puede desencadenar la apoptosis, un proceso de muerte celular

programada, en las células del disco [84].

1.5.7 Obesidad como proceso inflamatorio: Influencia de las adipoquinas en la
degeneracion de disco intervertebral.

La obesidad genera una presion mecanica adicional que los discos intervertebrales deben
soportar, lo cual es un agravante en términos mecanicos para la integridad de la estructura de
los discos. Tradicionalmente, el tejido adiposo era meramente considerado como una reserva
pasiva de energia y sistema de proteccion contra la pérdida de calor. Sin embargo, a dia de hoy,
sabemos que su funcion es mas amplia. Existe también una pérdida de la homeostasis en esta
condicion, que hace al organismo con exceso de peso secretar mayor cantidad de adipoquinas
por parte del tejido adiposo. La obesidad esta considerada como una enfermedad metabolica e
inflamatoria que afecta de forma severa a la homeostasis del disco intervertebral [85]. Los
cambios en el microambiente del disco producen inflamacion tisular que podria desencadenar
procesos como la apoptosis celular, la autofagia y consecuentemente la ruptura de la matriz
[86]. De hecho parece ser un factor mucho mas importante que la edad o el sexo, ya que se han
descrito que pacientes jovenes con obesidad tienen un mayor riesgo de degeneracién de disco,

que los pacientes que desarrollan obesidad en la mediana edad (40-45 afios) [87].

1.5.7.1 ADIPOQUINAS

Las adipoquinas han sido descritas ampliamente por tener un papel muy importante en la
respuesta inmune e inflamatoria [88]. Ademas, estos péptidos de bajo peso molecular son
capaces de contribuir a procesos degenerativos e inflamatorios en la matriz extracelular del

disco intervertebral [89].
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Leptina

La leptina fue descubierta en 1994 y su identificacion cambi¢ la forma de entender el tejido
adiposo como un mero tejido de reserva a un tejido con capacidad endocrina [90]. La leptina
esta principalmente producida por el tejido adiposo blanco, pero también se expresa en otros
tipos de tejidos adiposos como el marron o el medular e incluso por células cartilaginosas y
celulas de disco intervertebral, entre otras [91-94].

Las propiedades anorexigénicas de la leptina la convierten en un regulador clave del apetito
y del gasto energético al activar su receptor (LepR) [95], actuando a través del eje hipotalamico.
Es por ello que, mutaciones en el gen de la leptina o en su receptor pueden ser responsables del
desarrollo de la obesidad [96]. De hecho, la obesidad conlleva alteraciones en la sefializacion
del receptor de la leptina, lo que se conoce como resistencia a la leptina [97].

Por otro lado, se ha descrito que la leptina tiene una implicacion en la homeostasis de los
tejidos del disco intervertebral de forma directa (a través de su receptor) o de forma indirecta (a
través de citoquinas que son inducidas por la leptina) (Figura 16) [98]. Estudios in vitro
realizados en células aisladas de NP y AF bovinos, estimuladas con leptina, revelaron aumentos
significativos en los niveles de MMP3 y MMP9 [99]. Asimismo, se observo un incremento de
MMP7, MMP11 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en las células de AF, mientras que
en las células de NP se registré un aumento en la expresion de agrecanasas, interleugquina 6 (IL-
6) y TNFa. Estos hallazgos sugieren fuertemente que la leptina podria desempenar un papel
relevante en los procesos degenerativos del disco intervertebral, asi como potenciar los procesos
inflamatorios en curso [99].

Del mismo modo, en el liquido sinovial de pacientes con artrosis (OA) se ha descrito una
correlacion directa entre los niveles de leptina y los niveles de MMP1 y MMP3 [100]. En
condrocitos, la estimulacion con leptina sola y en combinacion con el estimulo inflamatorio IL-
1B, aumentaban los niveles de MMP1, MMP3 y MMP13 [100].

En un estudio con ratones jovenes sin el gen para el receptor de leptina, se demostro que,
en particular las hembras de raton, desarrollaban alteraciones en la columna vertebral, con
cambios morfologicos en las células notocordales [101]. Este hecho, sugiere una proliferacion
y diferenciacion retardada en las células del disco intervertebral. El papel de la leptina y su
receptor en disco intervertebral aln esta por clarificarse, pero gracias a estudios como este,
sabemos que posee un papel importante en el desarrollo del disco [101]. Sin embargo, se
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necesitan investigaciones adicionales para precisar los mecanismos mediante los cuales la

leptina puede influir en el disco intervertebral.
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Figura 16. Leptina aumenta en obesidad e incrementa la inflamacion de bajo grado y respuesta metabdlica.
El incremento de grasa corporal causa que los adipocitos pierdan su correcta funcion y el aumento de la secrecién
de adipoquinas, que generan un estado de inflamacién de bajo grado secretando adipoquinas como IL-18, IL-6 y
TNF. A su vez, aumentan las concentraciones de MMPs y ADAMTSs, aumentando el estado catabdlico de las
células. Figura de elaboracion propia en Biorender ®

Visfatina

La visfatina es una adipoquina también conocida por el nombre de nicotinamida
fosforribosiltransferasa (NAMPT) o factor potenciador de colonias de células pre-B (PBEF)
que aparece aumentada en niveles graves de degeneracion de disco intervertebral comparada
con aquellos de menor grado de degeneracion [102]. La visfatina estd relacionada con la
diferenciacion celular, respuesta al estrés y la apoptosis y se ve aumentada en estados
metabolicos alterados, asi como en enfermedades inflamatorias [103].

Se ha demostrado que la expresion de visfatina aumenta tras un estimulo con IL-1p en las

células del nacleo pulposo, respondiendo ademas de forma dosis-dependiente [104]. Por otro
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lado, ha sido descrita la relacion entre la expresion de la visfatina y el aumento de diversas
enzimas encargadas de la degradacién de matriz (MMP13, ADAMTS4 y -5) y la disminucion
de agrecanos y colageno Il. Al aplicar un inhibidor de la visfatina (APO0866) y realizar un
knockout de la misma, se prevenia la degradacion de matriz del disco intervertebral [104].
También se ha descrito que esta adipoquina esta implicada en la autofagia de células del ntcleo
pulposo, debido a que aumenta la conversion de LC3-1 a LC3-11 e incrementa beclin-1 [104].

Lipocalina-2

La lipocalina-2 (LCN2) es una adipoquina de 198 aminoacidos también conocida como
lipocalina asociada a gelatinasa de neutr6filos (NGAL) [105]. LCN2 es reconocida por
desempefiar un papel crucial en procesos inflamatorios, tales como la artrosis y la artritis
reumatoide [106] , y ha sido identificada como un biomarcador de degeneracion del cartilago
en dichas enfermedades [107]. En la degeneracion de disco intervertebral su rol no estd muy
bien descrito, aunque existen algunos datos sobre su regulacién. En las células de anillo fibroso
y nucleo pulposo la expresion lipocalina-2 aumenta tras el estimulo inflamatorio con proteina
C reactiva [108].

La actividad y expresion del factor de crecimiento nervioso juegan un papel crucial tanto
en el dolor de espalda como en el proceso de degeneracion de disco intervertebral, ya que es un
factor inductor del estado catabdlico del disco. Se ha evidenciado una correlacion directa entre
la actividad de este factor y los niveles de lipocalina-2 en células del anillo fibroso [109].
También, se ha descrito que la lipocalina-2, en células de anillo fibroso de rata, produce un
complejo covalente junto con la MMP9 promoviendo un perfil catabélico en las células [109].

Grelina

La grelina (GHRL) es una hormona secretada por el estbmago que actda a través de un
receptor propio, el receptor secretagogo de la hormona del crecimiento (GHS-R). Su principal
funcion es el estimulo de la ingesta de alimentos, almacenamiento de grasa y liberacion de la
hormona del crecimiento [110]. Por otro lado, cabe destacar el papel del péptido antimicrobiano
expresado en el higado-2 (LEAP2), que actlla como antagonista endégeno de GHS-R. Se secreta
en el intestino e higado y su liberacion es inhibida por el ayuno [111,112]. LEAP2 actla

inhibiendo la activacion del receptor por parte de la grelina y por lo tanto sus efectos [112].
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La presencia de grelina ha sido detectada en células de nicleo pulposo de disco degenerado
y su expresion se ve disminuida tras el estimulo inflamatorio con IL-1p [113]. La funcion de
la IL-1B se ve afectada por la presencia de grelina, ya que esta actia como antagonista del
catabolismo y la inflamacion producida por esta citoquina en células de nicleo pulposo [113].

En estudios in vitro en células de nicleo pulposo humano, se ha descrito que el tratamiento
con grelina es capaz de revertir la proliferacion desorganizada y la apoptosis provocada por la
IL-1B. Ademas, en un modelo de degeneracion en conejo, se describi6 que disminuia los niveles
de MMP3, ADAMTS4 y -5 en células de nicleo pulposo [113]. También esta adipoquina puede
promover el anabolismo de las células de ndcleo pulposo a través de la activacion de la via de
la proteina quinasa B (AKT) y ademas actUa inhibiendo la via del factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFxB) y la traslocacion de su subunidad
p65 al ndcleo [113].

Progranulina

La progranulina (PGRN) es una adipoquina formada por una estructura de 7 dominios y
medio, también conocida como precursor de epitelina granulina (GEP), factor de crecimiento
derivado de células PC (PCDGF), proepitelina y acrogranina [114]. La progranulina se
caracteriza por su actividad antiinflamatoria, pero al ser sometida a procesos proteoliticos, se
convierte en granulinas con actividad proinflamatoria [115]. Estas granulinas tienen la
capacidad de incrementar la expresion de genes proinflamatorios como son IL-1, IL-8 y TNFa,
y ademas tienen la capacidad de activar la via de TLR9 (receptor tipo Toll 9) [116].

Estudios con ratones knockout de progranulina, revelaron deficiencias en la organizacion
Osea, asi como niveles elevados de metaloproteinasas y agrecanasas (MMP13 y ADAMTS5).
Esta condicion ha demostrado generar un desequilibrio en el catabolismo éseo y afectar a la
difusion de nutrientes hacia el ndcleo pulposo, lo cual incrementa el desarrollo de la
degeneracion de disco intervertebral [117].

Los niveles de progranulina en el suero de pacientes con degeneracion de disco aumentan
notablemente, al igual que su expresion en las células del disco degenerado en comparacion
con los individuos sanos [118]. Se ha documentado el papel protector de la progranulina en los
discos degenerados, ya que tiene la capacidad de estimular la produccion de citoquinas
antiinflamatorias, como la IL-10, y de inhibir la produccion de citoquinas proinflamatorias,
como el TNFa [118].
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Quemerina

La quemerina es una adipoquina también conocida por el nombre de proteina reactiva 2 del
receptor del acido retinoico (RARRES2) o gen 2 inducido por tazarotina (T1G2) [119]. Esta
adipoquina est4 aumentada en pacientes con obesidad, presentando concentraciones elevadas
tanto en el suero sanguineo como en el tejido adiposo blanco y otros tejidos [120]. En 2009, se
realizo la primera descripcion que relacionaba el aumento de la sintesis de quemerina con la
accion de la IL-1PB y el TNFa [121]. Estudios recientes han revelado que los niveles basales de
quemerina tienden a ser bajos, pero aumentan significativamente en casos de discos
intervertebrales degenerados. Especificamente, se han documentado niveles elevados tanto de
quemerina como de su receptor CMKLR1 (receptor tipo quimiocina-1) en el ndcleo pulposo, y
este aumento esta relacionado con el grado de degeneracion de disco [122]. Por otra parte, se ha
evidenciado que esta adipoquina puede activar la via de NFxB a través del receptor tipo Toll 4
(TLR4), y fosforilar AKT en funcion de la cantidad presente [122]. Ademés de estas vias de
sefializacion, se ha observado que esta adipoquina tiene la capacidad de reducir la expresion de
componentes clave de la matriz extracelular, como el colageno, el agrecano y el factor de
transcripcion SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 (SOX9). Simultdneamente, aumenta los
niveles de MMP9, MMP13 y ADAMTSS. Estos cambios conducen a un desequilibrio en la
homeostasis de la matriz extracelular del disco intervertebral, lo que podria traducirse en una

mayor degeneracion [122].

Nesfatin-1

La nesfatina-1, descubierta en 2006, es un polipéptido reconocido por sus efectos
anorexigénicos [123]. Esta codificado por la secuencia de nucleobindina-2 (NUCBZ2), una clase
de proteina de union a calcio y ADN que desempefian un papel fundamental en la sefializacion
celular. Este tipo de proteinas actian como precursores de factores reguladores bioactivos en el
sistema endocrino [124]. En 2010, se determind que tanto el tejido adiposo humano como el
murino tenian la capacidad de producir nesfatina-1, lo que en aquel momento la catalogdé como
una nueva adipoquina por describir [125]. De hecho, los niveles de esta adipoquina estan
correlacionados con la obesidad y el indice de masa corporal [125].

En pacientes con artrosis, se han identificado niveles elevados de nesfatina-1 en el fluido
sinovial, mostrando una alta correlacién con la severidad de la enfermedad [126]. Scotece et al.

fueron los primeros en describir que los condrocitos humanos y murinos eran capaces de
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sintetizar y producir nesfatina-1 y su aumento en respuesta a un estimulo inflamatorio [127].
Debido a la similitud fisiopatolédgica del cartilago con el disco, el estudio de esta adipoquina en

la degeneracion de disco intervertebral seria interesante, ya que aun no ha sido descrito.

1.6 INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta fisioldgica en respuesta a estimulos potencialmente
dafinos, como microorganismos, sustancias extrafias o lesiones tisulares. Cuando el sistema
inmunoldgico detecta alguno de estos factores, se activa una cascada de eventos destinados a
eliminar la amenaza y reestablecer la homeostasis. Los sintomas caracteristicos de la
inflamacion incluyen enrojecimiento, hinchazon, aumento de la temperatura local y dolor. Estos
signos son manifestaciones comunes que acompafian a la reaccion del organismo para

protegerse y reparar el tejido afectado [128].

1.6.1 Mediadores de procesos inflamatorios

El proceso inflamatorio se desencadena como respuesta del organismo para detener el dafio
tisular y restaurar el funcionamiento normal del tejido. Durante este proceso, una amplia
variedad de moléculas interacciona entre si, muchas de las cuales se originan a partir de acidos
grasos poliinsaturados como prostaglandinas, leucotrienos y otras son proteinas como
citoquinas, factores de transcripcion, entre otras.

Las citoquinas y las quimiocinas, como mediadores proteicos, se liberan desde depdsitos
intracelulares [129]. Cuando estos mediadores inflamatorios se unen a receptores en las células
diana, activan o inducen la liberacion de més factores inflamatorios. Este proceso conduce a la

formacion de un exudado inflamatorio que contiene proteinas plasmaticas y leucocitos [130].

1.6.1.1 Las citoquinas

Las citoquinas son proteinas que participan en la sefializacion intracelular, y pueden ser
secretadas por varios tipos de células, como macréfagos, linfocitos, mastocitos e incluso en las
células de disco intervertebral [85]. Dentro de las citoquinas inflamatorias mas relevantes asociadas
con la degeneracion de disco intervertebral se encuentran la IL-1, el TNFa y la IL-6 [131].
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Estas citoquinas tienen una funcién crucial en el sistema de defensa y en la respuesta
inflamatoria. Regulan procesos clave como el crecimiento, la diferenciacion, la migracion o la
activacion de las células inmunes. Se distinguen dos tipos principales de citoquinas: las
proinflamatorias (como IL-6, IL-1 y TNFa) y las antiinflamatorias (tales como IL-4, IL-10 e IL-
13) [132].

La IL-1 contribuye significativamente a la degeneracién de disco intervertebral, ya que
participa en la degradacion de la matriz extracelular y esté involucrada en procesos como la
senescencia celular, la angiogenesis, la apoptosis y la respuesta inflamatoria a nivel discal
[43,133]. Investigaciones realizadas en un modelo de hernia de disco lumbar en ratas han
evidenciado que la degeneracion del disco se acelera significativamente después de la inyeccion
de IL-1B [134]. Estos descubrimientos resaltan la importancia fundamental de la IL-1 en el
proceso de degeneracion del disco intervertebral, sefialando su posible uso como objetivo

terapéutico para tratar esta condicion.

Por otro lado, el TNFa es una citoquina ampliamente reconocida por sus efectos
proinflamatorios y desempefia un papel crucial en varios procesos inmunologicos, incluyendo
la diferenciacion celular, el metabolismo lipidico y la apoptosis celular en el disco intervertebral
[135]. Se han identificado niveles basales de expresion de TNFa e IL-1B en discos
intervertebrales sanos, los cuales aumentan significativamente en estados de degeneracion
[135]. Ademas, estas dos citoquinas han demostrado una correlacion positiva con la edad del

paciente y el grado de degeneracion [135].

La IL-6 es una proteina con un peso molecular de alrededor de 26 kDa, reconocida por su
naturaleza proinflamatoria y su capacidad para estimular el crecimiento y la proliferacion de
las células inmunitarias [136]. Esta citoquina desempefia un papel crucial como regulador en
enfermedades inflamatorias cronicas [137] y también juega un papel relevante en los procesos

asociados con la degeneracion de disco intervertebral.

Al igual que ocurre con otras citoquinas, los niveles basales de IL-6 en el disco
intervertebral no son generalmente elevados, pero pueden incrementarse en respuesta a

estimulos inflamatorios o debido a la accidon de otras citoquinas como el TNFa y la IL-1

[136].
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1.6.1.2 Las quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular que desempefian un papel
esencial en la respuesta celular de defensa. Se clasifican como moléculas proinflamatorias que
se producen en respuesta a estados inflamatorios agudos o crdénicos. Son una subclase de
citoquinas cuya funcion principal radica en atraer y dirigir el movimiento de los leucocitos hacia
areas inflamadas o infectadas del organismo. Las quimiocinas actlan como sefiales de
migracion para los leucocitos, facilitando su desplazamiento desde la circulacion sanguinea
hacia los tejidos afectados, donde pueden llevar a cabo funciones importantes en la respuesta

inmune y la resolucion de la inflamacion.

Se ha observado que el desarrollo de la degeneracidn de disco intervertebral esta vinculado
a la presencia de diversas quimiocinas entre las que destaca la IL-8 (conocida también como
ligando de quimiocina con motivo C-X-C 8 o CXCLS8) [138]. Niveles elevados de ciertas
quimiocinas han sido relacionados con la enfermedad de degeneracion de disco y se ha
demostrado ademas que los niveles estan correlacionados positivamente con el grado de
degradacion [139]. Del mismo modo, se ha sido descrito que la via de CCL20/CCR6 (ligando
20 de quimiocina/receptor del ligando 6 de quimiocina) puede de reclutar células productoras
de IL-17 a sitios inflamados en los tejidos de disco intervertebral degenerado en un modelo de
rata [140] y que la CXCL12 inducia la degradacion de la matriz extracelular de células de disco
intervertebral asi como la produccion de metaloproteinasas [141]. También, el eje SDF-
1/CXCR4 (factor 1 derivado de células estromales/receptor 4 de quimiocinas con motivos C-
X-C) muestra niveles elevados en discos degenerados y contribuye a la apoptosis de las células
precursoras neurales a través de la via de NFkB, lo que promueve la enfermedad de
degeneracion de disco intervertebral [118]. Ademas, este mismo eje SDF-1/CXCR4, a través
de la via de PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) /AKT, desempefia un papel en la regulacion de
la supervivencia de las células endoteliales vasculares, su migracion y la angiogénesis en los
discos degenerados [118,119].

1.7 FACTORES DE TRANSCRIPCION IMPLICADOS EN LA DEGENERACION DE DISCO
INTERVERTEBRAL

En el contexto de la degeneracion de disco intervertebral, varios factores de transcripcion

desempefian un papel crucial al regular los procesos moleculares subyacentes. Estos factores
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suelen estar relacionados con la respuesta inflamatoria y la remodelacion del tejido,
coordinando y regulando la expresién de genes vinculados con la matriz extracelular, la

homeostasis celular y la apoptosis.

Estos factores de transcripcion no solo controlan la expresion genica, sino que también
interactian con mediadores inflamatorios como citoquinas y quimiocinas, contribuyendo a la
regulacién de los mecanismos inflamatorios y la progresion de la enfermedad de degeneracion
de disco intervertebral [142,143]

La comprension de estos factores de transcripcion es crucial para el desarrollo de nuevos
enfoques terapéuticos destinados a detener la progresion de la degeneracion de disco y restaurar
la funcion normal del tejido. Entre los factores de transcripcion méas importantes en el disco
intervertebral se encuentran NF«kB, el factor de activacion de proteinas 1 (AP-1), SOX9 y la
proteina p53, entre otros [142]. NFxB es un factor que se asocia con la regulacion de procesos
inflamatorios y apoptosis de las células de disco intervertebral [142]. AP-1, por su parte, regula
procesos de estrés y en la modulacién de la expresion de genes de matriz [143]. SOX9 esta
también implicado en la codificacion de proteinas de matriz, ademas del mantenimiento del
tejido de disco intervertebral [143]. Por altimo, p53 regula procesos apoptoticos y de

senescencia celular [144].

El entendimiento de la influencia y las funciones de estos factores de transcripcion, y de
otros cuya participacion aun no ha sido descrita, en el contexto de la degeneracién de disco
intervertebral es esencial para desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas y dirigidas hacia

esta enfermedad.

1.7.1 ELF3 Epithelium-specific ETS transcription factor (ESE-1)

ELF3, conocido también como ESE-1, ESX, ERT y JEN, es un factor de transcripcion que
desempefia un papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de los tejidos epiteliales.
Pertenece a la familia ETS de factores de transcripcion y se expresa especificamente en células
epiteliales, influyendo en procesos como la diferenciacion, proliferacion, migracion e

inflamacion [145].

La familia de factores de transcripcion ETS estd formada por 30 miembros los cuales se
encargan de regular la diferenciacion, proliferacion celular y remodelacion de la matriz

extracelular en condiciones tanto sanas como patoldgicas [146]. A pesar de la similitud de ELF3
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con la secuencia del dominio ETS de otros factores de transcripcion ETS, posee diferencias que
le confieren propiedades Unicas. ELF3 tiene la caracteristica de poseer dos tipos de dominios:
uno de unién al ADN (como el resto de factores de la familia ETS) y otro de unién a proteina
(este ultimo exclusivo de ELF3) [147]. ELF3 como factor de transcripcion es capaz de unirse
a elementos de respuesta E74 y actuar aumentando o inhibiendo la expresion de ciertos genes
relacionados con la inflamacion [148], la diferenciacidn celular [147], la angiogénesis [149] y
la apoptosis [149].

La induccion de ELF3 esta regulada a través de la via candnica de NFkB. Su promotor se
activa y facilita la subsiguiente transcripcion cuando NFkB se une a un sitio de unién de alta
afinidad en el promotor de ELF3 [148]. Una vez producido, ELF3 interviene en la respuesta
inflamatoria de diversos tipos celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que este factor es
inducible en células de masculo liso vascular, células endoteliales y monocitos/macréfagos tras
un estimulo inflamatorio [148]. Del mismo modo, se ha descrito que ELF3 regula la expresion
de varios genes inflamatorios relevantes como la oOxido nitrico sintasa 2 (NOS2) y
ciclooxigenasa 2 (COX2) [148,150].

ERKJ \
ELF3

l Cytoplasm

Mucleus

ELF3 PROMOTER
ACTIVATION

Figura 17. Representacién esquematica del funcionamiento de ELF3 en cartilago articular.

IL-7a activa los factores de transcripcion ELF3 y NF«B, los cuales inician la induccion de LCN2. Esta activacion
simultanea genera un circuito de retroalimentacion positiva entre ambos factores de transcripcion por parte de IL-
La, provocando asi la induccidn en la expresién de LCN2. Imagen reproducida con permisos de Conde et al.[151].
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Aunque en condiciones fisioldgicas la expresion de ELF3 se encuentra principalmente
restringida a células epiteliales, su presencia en otros tipos celulares como condrocitos o
sinoviocitos en pacientes con artrosis o artritis reumatoide [152], sugiere que su expresion y
regulacién estd influenciada por estimulos inflamatorios, y por lo tanto, podria ser
sobreexpresado por otros tejidos musculoesqueléticos como el disco intervertebral, en
condiciones patoldgicas.

Estudios previos en cartilago articular humano con artrosis demostraron que en los
condrocitos hay una mayor expresion de ELF3 [153]. También se identifico que este factor de
transcripcion desempefiaba un papel significativo en la regulacion de la expresion de citoquinas
proinflamatorias en cartilago articular (Figura 17) [153-157], asi como en la inhibicion de la
expresion de colageno tipo Il alfa 1 (COL2AL1) y la induccién de la expresion de la MMP13
[158]. De igual manera, se ha descrito en condrocitos humanos y murinos, la interaccion entre
ELF3 y el factor de transcripcion NF«B en la induccion de la expresion de la lipocalina-2, una
adipoquina proinflamatoria (Figura 17) [151]. Ademés de estos hallazgos, se ha demostrado
que el tratamiento conjunto con leptina e IL-1B produce sinergia en la expresion de ELF3 en el

mismo tipo celular [146].

1.7.2 NFxB

En 1986 fue descubierto el factor NFxB un factor critico en la respuesta inflamatoria
[159,160]. Su activacién contribuye a estimular la liberacion de moléculas o factores
proinflamatorios y enzimas capaces de degradar la matriz extracelular, ademas de inhibir la

sintesis de colageno en el disco intervertebral, lo que puede contribuir a su degeneracion.

La familia de NF«xB incluye cinco subunidades: RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 y p52 [161].
Estos factores pueden formar homodimeros y heterodimeros y se encuentran en el citoplasma
cuando la via no esta activada, unidos a proteinas inhibitorias como IkB [161]. Cuando NF«B
estd en su forma activa, tiene la capacidad de crear diversas combinaciones de heterodimeros
con los diferentes miembros de la familia y traslocarse al nlcleo. Estas proteinas tienen una
region conservada en la parte amino terminal, donde se encuentran los dominios responsables
de la formacion de dimeros, la localizacion en el nucleo celular y la capacidad de union al ADN.
Otros miembros, como c-Rel, Rel B y p65 tienen ademas otro dominio no-homélogo en la parte

carboxi-terminal, con funcion activadora de la transcripcion de genes especificos con sitios de
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union para NFkB [161]. Por otro lado, el homodimero de p50 carece del dominio de
transactivacion, pero aun asi pueden unirse a las secuencias de uniéon de NFkB presentes en el

ADN y actuar como represores [161].

TLR

Complejo NF-kB

- @30 posrerel)

Activacion de
genes de

@ @g C@D H respuesta inmune

KB (P50) p65/c-Rel o
degradada IANYIANYI NI\ I ,)\Y,

Figura 18. Esquema de la via de sefializacion candnica de NFxB.
Imagen de elaboracidon propia con BioRender®.

La activacion de la ruta de NFkB puede ocurrir de dos maneras: la clasica llamada candnica
y la no canodnica. El proceso canénico (Figura 18) depende de las quinasas IKKp e IKKy, que
pueden ser activadas por distintos factores, entre ellos las citoquinas, factores de crecimiento,
mitdgenos, componentes microbianos y factores inducidos por estrés [162] que estimulan
receptores de membrana como el TLR, receptores de TNF y el receptor de IL-1. IKK es un
complejo trimérico compuesto por dos subunidades cataliticas (IKKa e IKKf) y una subunidad
regulatoria llamada IKKy, que es esencial para la modulacion de NF«B. Por lo general, NFkB
se encuentra en su forma inactiva en el citoplasma, por la union a las proteinas 1xBs. Para la
liberacion y activacion del factor nuclear kappa B es imprescindible que las proteinas IkB se

degraden. Cuando IKK se activa, se fosforila IkBa y se produce su degradacion en el
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proteosoma, lo que a su vez desencadena la liberacion de los dimeros p65/p50. Estos dimeros
son capaces de translocarse al nucleo y regular la transcripcion de genes diana [163]. Entre
estos genes diana se encuentran citoquinas proinflamatorias, como son la IL-1, IL-6 y TNF;
quimiocinas como CXCL8, CCL2 y CCL3; moléculas de adhesion de leucocitos o genes

antiapoptoticos [162].

La forma no candnica de activacion de esta ruta ocurre por la estimulacion de ciertos
miembros de la familia de receptores de TNF. EI TNFa requiere que su receptor trimerice y que
se reclute una proteina adaptadora llamada dominio del receptor de TNF asociado a la via de
muerte (TRADD) al dominio citoplasmatico. Como resultado, TRADD activa el factor
asociado a receptor de TNF 2 (TRAF2) y una serie de MAP quinasas, desencadenando la

activacion de las IKKs y, en tltima instancia, propiciando la activacion de NFxB [164].

1.8 RELACION ENTRE LA DEGENERACION DE DISCO INTERVERTEBRAL Y LA ARTROSIS.

A pesar de ser afecciones distintas, la artrosis y la degeneracion de disco intervertebral
exhiben mudltiples similitudes. Ambas condiciones involucran cambios degenerativos en el
sistema musculoesquelético, y presentan una notable superposicion en las vias y procesos
moleculares de degeneracion que tienen lugar en el disco y en el cartilago, respectivamente
[165]. La OA y DDI comparten procesos moleculares endogenos, que abarcan desde la
degeneracion de la matriz extracelular hasta la inflamacion, el estrés oxidativo, la apoptosis, la

senescencia y la disminucion de la autofagia [166].

La composicion de la ECM del disco intervertebral y de las articulaciones sinoviales
presentan muchas similitudes a pesar de las diferencias de estructura. La estructura de la ECM
del nacleo pulposo y el cartilago es rica en colageno tipo Il y agrecano, mientras que la parte
del anillo fibroso y la capsula articular es rico en colageno tipo 1 y elastina. Los condrocitos y
las células del disco se ocupan de la remodelacion de la matriz extracelular y son sensibles a
los cambios extracelulares, especialmente a la carga mecanica. Estos estimulos externos que
conllevan a la degradacién de la matriz, presentan un perfil similar en ambos tejidos. De modo
gue vemos aumentada la expresion de metaloproteinasas, desintegrinas y metaloproteasas con
motivos de trombospondina, asi como la reduccidn de la expresién de colageno Il y agrecano
[166].
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Ambas enfermedades eran tradicionalmente consideradas como enfermedades
degenerativas causadas meramente por factores mecanicos y por desgaste debido al
envejecimiento. Sin embargo, a dia de hoy, se ha descrito ampliamente que la inflamacion y las
adipoquinas juegan un papel fundamental en la aparicion y desarrollo tanto de la DDI [167,168],
asi como de la OA [169]. La inflamacidn sistémica de bajo grado, los traumatismos y la carga
mecanica pueden inducir la produccion de citoquinas inflamatorias como IL-1p o TNF, que

también contribuyen a un estado de degeneracion de la matriz [166].

Los productos resultantes de la degeneracion de la matriz extracelular, como el péptido Ag
32-mer derivado del agrecano, son capaces de activar los receptores tipo Toll (TLRS),
desencadenando asi una respuesta inflamatoria amplificada que conduce a la progresiva
destruccion articular, tanto en la DDI como en la OA [170]. Se ha demostrado, en modelos in
vitro de ambas enfermedades, que los TLRs estan sobreexpresados. Esta situacion desencadena
la activacion de vias que provocan la liberacion de citoquinas proinflamatorias [171] y la
apoptosis celular, tanto en cartilago [172], como en disco [173]. Estos procesos, que fomentan
la desintegracién de la matriz, la presencia de inflamacion cronica y la apoptosis celular,

establecen un ciclo destructivo persistente en ambas afecciones.

En resumen, aunque la OA y la DDI se consideran distintas desde el punto de vista médico,
comparten varios aspectos fisiopatologicos fundamentales. Desde los procesos moleculares
hasta los efectos biomecanicos y cambios degenerativos, por lo que podemos concluir que

existen similitudes notables entre ambas condiciones.

1.9 TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS PARA LA DEGENERACION DE DIsScO
INTERVERTEBRAL

1.9.1 Farmacos antiinflamatorios esteroideos

Los glucocorticoides son los farmacos mas utilizados para controlar el proceso inflamatorio
y autoinmune de enfermedades como la artritis reumatoide, la esclerosis multiple y otras
enfermedades inflamatorias autoinmunes y/o degenerativas [174]. Estos medicamentos se han
utilizado ampliamente para tratar el dolor de espalda asociado a la degeneracion de disco
intervertebral, particularmente para el tratamiento del dolor de hernia discal aguda y

radiculopatia [175]. Se ha demostrado que la infiltracion de este tipo de farmacos a nivel
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epidural es efectiva para el tratamiento del dolor [175]. Sin embargo, estos farmacos han

demostrado provocar complicaciones como puede ser la osteonecrosis vertebral [176].

GC®

.
CBP /
Efectos inflamatorios

Efectos antiinflamatorios Citoquinas, quimiocinas, proteinas
Anexina-1, GLIZ, SLPI y MKP-1 inflamatorias, receptores, enzimas y
moléculas de adhesién

Figura 19. Representacién esquematica de los efectos transcripcionales de los glucocorticoides.

Los glucocorticoides (GC), tras unirse a su receptor, forman un complejo (GC-GR) que puede desencadenar dos
mecanismos: transactivacion; la cual se activa por la acetilacion de histona acetiltransferasa (HAT) o bien por
transrepresion, por la desacetilacion por histona desacetilasa 2 (HDAC). Imagen de elaboracion propia
(Biorender®).

A nivel molecular, debido a su naturaleza lipéfila, los glucocorticoides difunden a través
de la membrana celular y se unen a su receptor en el citoplasma. Una vez activado el receptor,
éste se transloca al ndcleo celular, donde provoca efectos en la transcripcion génica,

aumentando la expresion de genes antiinflamatorios (transactivacion) o disminuyendo la

expresion de transcritos inflamatorios (transrepresion) (Figura 19) [177].

Dentro del nucleo celular, los glucocorticoides ejercen su accién de diferentes maneras, ya
sea dependiendo o no de su unién al ADN. El receptor de glucocorticoides homodimerizado se
une a los elementos de respuesta a los corticoides en la regién promotora de genes especificos,
lo que resulta en la activacion de la transcripcién génica. Esto lleva a la regulacion de genes
como IL-10, IL-12 y la proteina quinasa fosfatasa-1 (PKP-1) [174].

El otro mecanismo de accion de los glucocorticoides es independiente de la union con el

ADN, implica la union del receptor de glucocorticoides con factores de transcripcion como
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NFkB, AP-1y STAT1 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 1) que controlan la
expresion de citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6, TNFa; quimiocinas como CCL1, CCLS5,
CCL11, CXCLS8; enzimas inflamatorias como COX2 y NOS2 y moléculas de adhesién como
VCAM-1 (molécula de adhesién vascular 1) e ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular 1)
[178].

1.9.2 Farmacos antiinflamatorios no esteroideos

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEsS) desempefian un papel
fundamental en el tratamiento sintomatico del dolor de espalda. Estos compuestos son
ampliamente reconocidos por sus propiedades antiinflamatorias o analgésicas , ya que actdan
bloqueando las acciones de COX1 y COX2, impidiendo de tal manera que se produzcan
mediadores inflamatorios [179]. Cabe destacar que la COX1 es la forma constitutiva que
participa en funciones fisiol6gicas normales del organismo, mientras que la COX2 es la forma

inducible, predominante en sitios inflamatorios.

Hasta la fecha, no se ha logrado una comprension completa del impacto de estos
medicamentos en la evolucion de la degeneracion en el disco intervertebral y en la homeostasis
de la matriz [179].

1.9.3 Nutracéuticos como tratamiento antiinflamatorio

Un compuesto nutracéutico puede definirse como un suplemento dietético que se presenta
en una matriz no alimentaria, es decir, en forma farmacéutica, y contiene una sustancia natural
bioactiva concentrada. Esta sustancia se encuentra normalmente en los alimentos y, cuando se
consume en dosis superiores a las que se encuentran en dichos alimentos, presume proporcionar
beneficios para la salud que son mayores que los que podria ofrecer el alimento por si solo. En
términos generales, los nutracéuticos son sustancias naturales que a menudo se encuentran en
alimentos (a menudo Ilamados alimentos "funcionales™) y que pueden participar incluso en la

prevencion y/o el tratamiento de enfermedades [180].

La ingesta de complementos alimenticios, como la glucosamina y el condroitin sulfato, ha
sido descrita como una medida farmacoldgica para combatir el dolor articular en pacientes con

artrosis, siendo una opcion mas segura que los AINES, especialmente en pacientes geriatricos
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[181]. En particular, el condroitin sulfato ha sido reconocido por su capacidad para inhibir la

respuesta inflamatoria y catabodlica en la articulacion [182].

En algunos informes de casos clinicos se ha planteado que la glucosamina y el condroitin

sulfato podrian tener un impacto positivo en la degeneracion sintomatica de los discos

intervertebrales, especialmente en etapas tempranas de la enfermedad [183]. El suplemento

alimentario de otras sustancias naturales, como el acido graso omega-3, ha demostrado tener

efecto protector contra la degeneracion de disco intervertebral en ratas [184].
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Asimismo, numerosos estudios han resaltado las ventajas de la dieta mediterranea en
el tratamiento de algunas enfermedades [185]. Esta dieta, reconocida por su principal
componente lipidico, el aceite de oliva virgen extra (AOVE), ha sido extensamente
documentada por sus efectos beneficiosos en la reduccion de enfermedades inflamatorias

[186], aterosclerosis [187], cancer [188] y enfermedades neurodegenerativas [189].

Diversos componentes fenolicos hallados en el aceite de oliva han sido
meticulosamente estudiados para indagar en su potencial farmacoldgico [190]. Dentro del
AOVE, una fraccion no saponificable alberga estos compuestos fendlicos y el tocoferol.
Estos elementos ejercen como antioxidantes hidrofilicos y son exclusivos del aceite virgen

debido a su pérdida durante el proceso de refinamiento [191].

Es relevante mencionar que varios estudios han mostrado que seguir una dieta
mediterranea se relaciona con una disminucién del riesgo de diversos tipos de cancer y
tasas de mortalidad por cancer mas bajas [9,10]. En el estudio PREDIMED (Prevencion
con Dieta Mediterranea), se determind que, tras 4,8 afios de seguimiento, los pacientes que
seguian una dieta mediterranea enriquecida con aceite de oliva virgen extra tuvieron una
disminucion en la incidencia de los eventos cardiovasculares de forma significativa [185].
Todo ello pone de manifiesto que un régimen alimentario alto en grasas insaturadas, como

es la Dieta Mediterranea, podria ser una herramienta para la promocién de la salud [185].

En cuanto a las dolencias reumaticas, la dieta mediterranea ha sido descrita por reducir
el dolor asociado a la enfermedad en pacientes con artritis reumatoide [192]. Ademas
podemos destacar que ciertos componentes del aceite de oliva, como son los &cidos grasos

poliinsaturados omega-3 y los polifenoles, han demostrado ciertos efectos en la mejora de
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la degeneracion de disco intervertebral vy tratamiento del dolor asociado en modelos
experimentales animales [184,193].

Entre los alimentos funcionales no estudiados interesantes en la DDI, quisimos
centrarnos en el oleocanthal, compuesto fenolico derivado del aceite de oliva virgen extra.
Este compuesto ya ha demostrado poseer caracteristicas antiinflamatorias y cualidades

farmacéuticas en cartilago articular que describiremos a continuacion.

1.9.4 Oleocanthal

El oleocanthal (OC) fue documentado en 1993 por primera vez [194], siendo s6lo una
década mas tarde cuando el compuesto, conocido entonces como (-)-decarboxylmethyl
ligstroside aglycone (Figura 20), fue descrito como el responsable de la caracteristica irritante
del aceite de oliva. Debido a esta propiedad fue bautizado en ese momento como oleocanthal,
de oleo (aceite), canth (de picor) y al (de aldehido) [195]. La sensacion de picor generada por
este compuesto evocaba la misma sensacion que provocaba el ibuprofeno en forma liquida. Por
lo tanto, se llevd a cabo una investigacion para explorar sus propiedades antiinflamatorias,
confirmando que esta molécula, en efecto, poseia esta caracteristica. Esto condujo a una
redefinicion de la molécula como una sustancia natural antiinflamatoria no esteroidea
[196,197].

HO

Figura 20. Estructura quimica del oleocanthal.
Nombre IUPAC: 2-(4-Hydroxyphenyl) ethyl (3S,4E)-4-formyl-3-(2-oxoethyl) hex-4-enoate. Imagen de
elaboracion propia.

La capacidad del oleocanthal para generar picor se limita solamente a la region orofaringea,
lo cual indica que en ella se encuentra situado un receptor sensorial especifico, el llamado canal

de cationes de potencial de receptor transitorio, subfamilia A, miembro 1 (TRPAL) [198]. Se
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ha observado que este receptor esta relacionado con procesos de inflamacion cronica, lo que
sugiere que las propiedades antiinflamatorias del oleocantal podrian ser el resultado de su
interaccion con este receptor. Es por ello que el grado de picor del aceite de oliva se relaciona

con un mayor contenido de oleocanthal, lo que, a su vez, se traduce en mayores beneficios.

1.9.4.1 Actividad antiinflamatoria del oleocanthal

El primer indicio sobre la actividad antiinflamatoria del OC fue documentado por
Beauchamp et al. comparando esta sustancia con el ibuprofeno [196]. El oleocanthal ha sido
definido como un AINE de origen natural por su efecto inhibitorio de las enzimas COX1 y
COX2 (Figura 21) [196,197,199]. Cabe destacar, que, a igualdad de dosis, esta sustancia natural
presentaba mayor eficacia que el ibuprofeno en la inhibicidn de dichas enzimas [196]. Estos
efectos farmacoldgicos del OC, han sido descritos ser dosis-dependiente [195]. Ademas, se ha
visto que el oleocanthal es capaz de inhibir la 5-lipooxigenasa, inhibiendo la sintesis de
leucotrienos [200].

- Aumento de mediadores y
Glucocorticoides Oleocanthal citoquinas inflamatorias
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Figura 21. Representacion esquematica de la actividad antiinflamatoria del oleocanthal (OC).
Imagen de elaboracion propia (Biorender ®)

Diversos grupos de investigacion han analizado como el OC y sus variantes impactan en
la generacion de 6xido nitrico (NO) bajo la influencia del lipopolisacarido bacteriano (LPS) en
células de cartilago. Este radical libre actGa como intermediario en la respuesta inflamatoria
asociada a varias enfermedades degenerativas inflamatorias como la artrosis y artritis
reumatoide [201]. Se constatd que tanto el OC como su derivado 231 reducian la produccion
de nitritos y la expresion de la proteina iNOS, relacionada con la sintesis de NO, en condrocitos
estimulados con LPS [197].
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1.9.4.2 Actividad anti-cancerigena del oleocanthal

El consumo de aceite de oliva virgen extra ha sido ampliamente relacionado con la
disminucion en el riesgo de padecer ciertos tipos de cancer [202-205]. La habilidad del OC de
disminuir la inflamacién crénica, una de las caracteristicas fisiopatol6gicas del cancer en estado
temprano, lo convierte en una posible herramienta terapéutica para combatir dicha enfermedad.

El oleocanthal es capaz de inhibir la proliferacion, invasion y migracion celular de manera
selectiva en células cancerigenas, ya que no posee actividad citotoxica en células no-
cancerigenas [206]. EI OC demuestra propiedades anticancerigenas a través de diversas vias.
La via de sefializacion HGF/c-Met (factor de crecimiento de hepatocitos/receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos c-Met), comUnmente reactivada en la progresion del cancer,
desempefia un papel crucial en la tumorigénesis, el crecimiento invasivo y la expansion
metastasica. El OC se destaca como un potente inhibidor de esta via, suprimiendo eficazmente
la sefializacion de c-Met y afectando a la invasion, migracion y proliferacion celular tanto en
cancer de mama como de prostata. Ademas, el OC influye en moléculas posteriores en la via
de c-Met, como AKT, MAPK (quinasas activadas por mitdgenos), STAT3 (transductor de sefial
y activador de la transcripcion 3) y mTOR (diana de rapamicina en mamiferos), mostrando
efectos antiproliferativos. Mas alla del cancer de mama, se investigo la eficacia del OC en
melanomas, carcinomas hepatocelulares y canceres colorrectales, 1o que subraya su potencial
como agente anticancerigeno versatil [207,208]. Otra diana de inhibicion del OC, es la proteina
Hsp-90, crucial en la preservaciéon de proteinas asociadas al desarrollo de tumores, siendo
descrito este proceso inhibitorio en la linea U937.48 (linea celular de leucemia-linfoma de
macrofagos humanos) [209]. También se ha demostrado el potencial de esta molécula para
inhibir la proliferacion de células de mieloma maultiple a través de la activacion de mecanismos
apoptaticos y la inhibicion de las vias de sefializacion ERK-1/2 y AKT [210].

1.9.4.3 Rol del oleocanthal en enfermedades neurodegenerativas

El potencial terapéutico del OC como antiinflamatorio, lo convierte también en un
compuesto prometedor para el tratamiento de enfermedades asociadas a inflamacion a nivel
neuronal, como el Alzheimer. Se han realizado estudios que exploran el efecto del OC en un
modelo animal de Alzheimer utilizando ratones TgSwDI, demostrando su capacidad para
reducir la activacion de los astrocitos y los niveles de IL-1pB [211]. Este estudio, uno de los

pocos que ofrece datos in vivo con este compuesto en relacion a la neurodegeneracion, reveld
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que el OC puede disminuir la carga de placas amiloides y los vasos en el hipocampo. Esta
disminucion se correlaciona con un aumento en el aclaramiento cerebral a través de la barrera
hematoencefalica, junto con un incremento de las proteinas glicoproteina P y la proteina 1
relacionada con el receptor de lipoproteina LDL (LRP1) , y una activacion de la via de
aclaramiento mediante la apolipoproteina E (ApoE) [211]. Es importante destacar que también
se ha descrito que el aceite de oliva con un alto porcentaje de OC ha mostrado resultados
similares en un modelo de Alzheimer en ratones 5xFAD [212].

Ademas, investigaciones recientes han descubierto que el OC también puede tener un
impacto beneficioso al interferir con las rutas de agregacion y eliminacion de péptidos y
proteinas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas. EI OC ejerce su efecto al inhibir
la formacion de fibrillas en la proteina tau mediante una reaccién de entrecruzamiento covalente
con los grupos g-amino presentes en los residuos de lisina del fragmento de tau K18 [213].
Ademas, el OC se une de forma covalente a la proteina tau-441, induciendo cambios
conformacionales que impiden la agregacion de proteinas [214].

Cabe destacar que, el OC también interviene en la agregacion de la proteina AP al modificar
su estructura y su reactividad inmunoldgica, al tiempo que reduce la union sinaptica y su efecto
sinaptotdxico. Ademas, se ha reportado que el OC estimula el flujo de salida y la eliminacién
de AP al regular de manera positiva las proteinas responsables del transporte a través de la

barrera hematoencefalica (BHE), como la glicoproteina P y la LRP1 [215,216].

Adicionalmente, el OC disminuye la inflamacion inducida por AP, restaura la expresion de
proteinas de apoyo neuroldgico en los astrocitos que son negativamente reguladas por A, como
el transportador de glutamina GLT1 y el transportador de glucosa GLUT1, y previene la
regulacién negativa de las proteinas sinapticas en las neuronas SH-SY5Y-APP inducida por
AP, incluyendo SNAP-25 y PSD-95 [217].

1.9.4.4 Oleocanthal como tratamiento en enfermedades reumaticas.

El OC se ha estudiado como un posible tratamiento para enfermedades reumaticas,
como la artrosis y la artritis reumatoide. Se ha observado que este compuesto reduce la
produccion de NO y la expresion de NOS2 en la linea celular condrogénica murina ATDC5
estimulada con LPS [197]. Ademaés, se ha demostrado que los condrocitos estimulados con LPS
y pretratados con OC disminuyen la expresion y liberacién de otras citoquinas inflamatorias,

como la IL-6 y la proteina inflamatoria de macrofagos-1 alfa (MIP-1a) [210].
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Estos efectos se confirmaron, no solo en lineas celulares murinas, sino también en
condrocitos primarios humanos obtenidos de pacientes con artrosis. Se observé que el
oleocanthal actuaba como inhibidor de la produccion de NO y redujo la expresion de citoquinas
y mediadores proinflamatorios como NOS2, COX2, IL-6, IL-8, CCL3, LCN2 y TNFa en
celulas estimuladas con LPS. Ademas, el OC también disminuy¢é la expresion de MMP13 y
ADAMTSS, lo que lo convierte en un posible tratamiento para contrarrestar la degradacion de

la matriz en el cartilago articular [199].
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Figura 22. Efecto del oleocanthal en macrdfagos y condrocitos estimulados con LPS
Imagen de elaboracion propia (Biorender®).

Ademas del estudio con condrocitos, se evaluaron los efectos del OC en macré6fagos,
células encargadas de regular la inflamacion y la degradacion de la matriz en la artrosis [218].
Los resultados obtenidos en la linea celular J774A.1 fueron similares a los hallados en los
condrocitos (Figura 22). El oleocanthal indujo una reduccién significativa de la produccion de
citoquinas proinflamatorias, como IL-6, MIP-1a, IL-13 y TNFa, ademas de disminuir el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) [218].

Esta sustancia, que demostro ser capaz de inhibir mediadores y citoquinas cruciales en el
entorno inflamatorio del cartilago, ha emergido como una candidata prometedora para el
tratamiento de la artrosis. Por lo tanto, es importante destacar que también podria desempefar
un papel relevante en la investigacion del disco intervertebral, un tejido con similitudes

fisiopatoldgicas al cartilago articular.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Se ha documentado previamente que los procesos catabolicos en condrocitos humanos,
tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, estdn regulados por el factor de
transcripcion ELF3, cuya expresion se ve influenciada por diversos estimulos inflamatorios.
Ademas, se ha demostrado una correlacion entre la obesidad y la inflamacion, evidenciando la
interaccion sinérgica entre la adipoquina leptina y IL-1p para potenciar la induccion de ELF3
en los condrocitos. Esta adipoquina no solo ha mostrado su capacidad de sinergia con otros
factores proinflamatorios en condrocitos, sino que también desempefia un papel catabdlico en
el cartilago articular por si sola.

A pesar del conocimiento de la implicacion de estos factores en procesos inflamatorios
asociados con enfermedades como la artrosis, su papel especifico en otras patologias, como la
degeneracion de disco intervertebral, ain no ha sido caracterizado. Del mismo modo, ain queda
por investigar el potencial de nuevas sustancias, como el oleocanthal, reconocidas por sus
propiedades protectoras contra la inflamacion y el catabolismo en el cartilago. Por lo tanto, y
debido a la similitud fisiopatoldgica existente entre el cartilago articular y las células del ndcleo
pulposo y el anillo fibroso del disco intervertebral, planteamos la hipotesis de que los
mecanismos previamente estudiados en el cartilago articular podrian operar de manera analoga
en el disco intervertebral, lo que proporcionaria un nuevo marco para la comprension de la

fisiopatologia subyacente en la DDI.

El principal objetivo de esta tesis es impulsar el conocimiento de los mecanismos de la
degeneracion de disco intervertebral, para ofrecer nuevas oportunidades de tratamiento y

nuevas terapias. Por ello, los objetivos particulares que hemos perseguido han sido:

1. Estudio metabolémico de muestras de disco humano, sano y degenerado. Este objetivo se
centra en estudiar los perfiles metabdlicos enddgenos de muestras de células tomadas de
sujetos en estado sano o degenerado, utilizando la Cromatografia Liquida de Ultra Alta

Resolucién-Espectrometria de Masas.

2. Imitar el estado proinflamatorio con IL-1pB y la adipoquina leptina, y posterior estudio de su

perfil molecular para determinar los cambios.
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3.

76

Valorar la expresion del factor de transcripcion ELF3 en tejido de disco sano y degenerado

y su modulacion con diferentes estimulos proinflamatorios o antiinflamatorios.
3.1. Efectode lalL-1a, IL-1pB, IFNy, TNFo y LPS en la expresion del factor de transcripcion
ELF3.

3.2. Efecto de la leptina en la expresion del factor de transcripcion ELF3, sola y en

combinacion con IL-1a.

3.3. Efecto de la dexametasona en la expresion del factor de transcripcion ELF3 cuando se

induce un estimulo inflamatorio.
3.4. Efecto de la sobreexpresion y silenciamiento del gen ELF3.

3.5. Efecto del oleocanthal como posible tratamiento antiinflamatorio y regulador del factor

de transcripcion ELF3.
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3 METODOLOGIA

3.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE DISCO INTERVERTEBRAL

Las células de los discos intervertebrales humanos (Figura 23) se obtuvieron a partir de
extracciones realizadas en pacientes sometidos a intervenciones por patologias asociadas a la

degeneracion discal, asi como de donantes sanos.

Todo este procedimiento se llevd a cabo mediante la obtencién de consentimientos
informados por parte de los pacientes, en conformidad con los principios de la Declaracion de
Helsinki. Esta investigacion se enmarca dentro del proyecto P120/00902 titulado “Adipokines
and E74-like factor 3 (ELF3): a novel loop in the signaling pathways of inflammatory response
in the intervertebral disc degeneration”, el cual ha sido revisado y aprobado por el Comité
Etico de Galicia de Investigacion Clinica (Codigo de Registro:2017/279).

Como criterios de inclusidn se consideraron pacientes de rangos de edad entre 39 y 71 afios
que fueron intervenidos por degeneracion de disco intervertebral. En el caso de las muestras
sanas se obtuvieron de autopsias de ambos sexos con edades entre 19 y 69 afios, sin antecedentes
de degeneracion discal en su historial clinico. Por otro lado, se establecieron criterios de
exclusion para pacientes que padecieran hiperglucemia o diabetes tipo 11, debido a la posibilidad
de generar respuestas diferentes a estimulos inflamatorios, lo que constituiria un factor de

confusion en los resultados.

En cuanto al disco sano, se pudieron diferenciar las dos partes que conforman el mismo,
anillo fibroso y nucleo pulposo, siendo este Gltimo muy escaso. Sin embargo, en caso del disco
degenerado, la muestra llega en un estado de degeneracion avanzado, no se puede hacerse en
ningun caso distincion de estos dos tipos de células. Una de las limitaciones de nuestros estudios
es la escasez de muestra sana, ya que estas muestras provienen de pacientes que no tenian
ninguna enfermedad coadyuvante y generalmente sufrian una muerte debida a un traumatismo
o0 accidente de trafico. Por dicha razon, solamente experimentos seleccionados se realizaron en
disco sano. Las muestras procedian de pacientes del Hospital Clinico de Santiago de

Compostela, donde se sittan las instalaciones del laboratorio NEIRID, lo que permitio el
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procesamiento inmediato de las muestras tras su extraccion, garantizando una mayor eficiencia
en el aislamiento celular.

Figura 23. Vista de células de disco degenerado a microscopio 6ptico 40x.
Imagen de archivo propio.

Las muestras llegaban sumergidas en suero salino, se lavaban rigurosamente en una
solucién de DMEM sin suero con 50 U/ml penicilina y 50 U/ml estreptomicina. Tras lo cual se
procedia a trocear el tejido con un bisturi sobre una placa p100, incubandose después con una
solucién de pronasa [Img/ml en DMEM/F12 + antibi6tico + 10% de suero fetal bovino (FBS)]
durante 30 minutos a 37°C en un incubador. Pasado este tiempo, se realizaban varios lavados
con PBS 1X. Acto seguido se procedia a la incubacion con colagenasa P (1 mg/ml en
DMEM/F12 + antibi6tico + 10% de FBS) durante 5-6 horas a 37°C en agitacion constante.

Tras este proceso, la suspension se filtraba a través de un filtro de 40 um vy el eluido que
contenia las células del disco intervertebral se centrifugaba durante 10 minutos a 200g. El pellet
resultante, compuesto por las células, se sembraba en una placa hasta alcanzar la confluencia
deseada. Todas estas etapas se llevaban a cabo bajo condiciones de esterilidad, dentro de una

campana de cultivos.
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Figura 24. Esquema representativo del protocolo de procesado de una muestra de disco intervertebral.
Imagen de elaboracién propia en Biorender®.

Para el mantenimiento celular adecuado, se procedia al cambio de medio de cultivo de las
células cada dos dias. Para determinar el nimero de células en los experimentos, se contaban
mediante el uso de Azul Tripan en una camara de Neubauer.

En el proceso de pasaje celular, se retiraba el medio de cultivo y se agregaba 1 ml de
tripsina/0.5% EDTA por pocillo, tras realizar un lavado previo con PBS 1X. Después de afadir
la tripsina, se permitia que actuara durante 5 minutos en el incubador a una temperatura de 37°C
para asegurar el desprendimiento total de las células en la placa. Luego, se procedia a la
resuspension en medio completo. Tras centrifugar y retirar la tripsina utilizada, las células se
volvian a resuspender para el sembrado en los experimentos. Se llevaban a cabo un maximo de

3 pases celulares para evitar la desdiferenciacion celular.
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3.2 EXTRACCION DE ARN MENSAJERO

Para la extraccion del ARN mensajero se emplearon NZYol (NZYTech, Lisboa, Portugal)
y el kit E.Z.N.A de ARN total (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA, USA). Inicialmente, las
células se sembraron y se trataron en placas p6 con una densidad de 2x10° células por pocillo.
Una vez finalizado el tratamiento, se retiraba el medio de los pocillos y se agregaba NZYol.
Posteriormente, se homogeneizaba la mezcla mediante pipeteo y se transferia a tubos tipo
Eppendorf. En estos tubos, se afiadian 150 pul de cloroformo, se mezclaban vigorosamente y se

dejaban reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Después de esta etapa, se procedia a una centrifugacion a 12000 rpm a 4°C durante 20
minutos. La fase superior, que contiene el ARN, se transferia a nuevos tubos Eppendorf, a los
cuales se les afiadia una cantidad igual de etanol al 70%. Tras una correcta mezcla, esta solucion
se vertia a columnas de ARN junto con un colector y se centrifugaba a 10000 g durante 1
minuto. El filtrado resultante se desechaba y se afiadian 250 pl de tampén de lavado 1.
Posteriormente, se centrifugaba bajo las mismas condiciones mencionadas anteriormente.
Luego, se afiadian 75 ul de DNAsa y se dejaban incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Tras esta incubacion, se afiadian otros 250 pl de tampén de lavado I y se

centrifugaban de nuevo.

Se cambio el tubo colector y se procedi6 a dos lavados consecutivos con 500 pl de tampon
de lavado Il. Finalmente, se centrifugd a 14000 g durante 2 minutos para asegurar la completa
eliminacion de la solucion residual en el filtro de la columna. Después de esta etapa, se
trasladaban las columnas a los tubos Eppendorf finales donde se almacenaria el ARN. Se
anadieron 25 ul de agua libre de nucleasas en el centro de la columna, se dejo incubar durante

2 minutos y posteriormente se centrifugd durante 2 minutos a 14000 g.

El ARN resultante se cuantifico en un Nanodrop®y se guardd a -70°C hasta su uso. Para
comprobar la calidad del ARN obtenido, se observaron que las ratios de absorbancia 260/280

y 260/230 fueran superiores a 2 y 1.7 respectivamente.
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3.3 RT-QPCR

3.3.1 Reaccidn de transcripcion inversa (RT)

La reaccidn de transcripcion inversa se llevo a cabo utilizando el kit "NZY First-Strand
cDNA Synthesis Kit" de NZYTech (Lisboa, Portugal), siguiendo estrictamente las indicaciones
proporcionadas por el fabricante. Las cantidades de ARN total de partida fueron de entre 0.1y
1 pg. Sediluyeron las cantidades de ARN para normalizar la cantidad de ARN total entre todas

las muestras de cada experimento.

Posteriormente, se preparo la mezcla “master mix" del kit, utilizando 10 pL por muestra,
junto con el mix enzimatico, anadiendo 2 pulL por muestra. La primera fase de la transcripcion
inversa se llevd a cabo en un termociclador durante 10 minutos a 25°C, seguido de 30 minutos

a 50°C y finalmente 5 minutos a 85°C.).

En la etapa final, se agreg6 la ARNasa y se procedio a la segunda fase de la transcripcion
inversa, manteniendo la reaccién durante 20 minutos a 37°C (realizada también en

termociclador). EI ADNc resultante se conservd a -20°C hasta su utilizacion posterior.

3.3.2 gPCR

Se llevaron a cabo PCRs cuantitativas a tiempo real realizadas en AriaMx Real-time PCR
System (Agilent Technologies, Reference codigo G8830A) utilizando el protocolo estandar: 1

ciclo de 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C.

Ademas, se llevo a cabo un analisis de la curva de disociacion posterior con 1 ciclo a 95°C
durante 1 minuto, 55°C durante 30 segundos y 95°C durante 30 segundos. Se llevo a cabo esta
curva de disociacién para evaluar la especificidad de la amplificacion y detectar la formacion
de productos no especificos o dimeros de cebadores. Con ello, evaluamos la especificidad y

pureza de los productos amplificados.

El sistema AriaMx Real-time PCR System, nos permite hacer un analisis cuantitativo
relativo a un control, al que se asigna el valor de 1. Todos los resultados obtenidos fueron
comparados con un control sin tratamiento de manera que los diferentes tratamientos son

expresados de forma relativa a este valor del calibrador.
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En cada muestra, se analizaron los genes de interés y un gen normalizador, principalmente
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), que se mantiene constante con los
tratamientos. ElI gen normalizador se utiliz6 como control de carga para asegurar que las

diferencias observadas se deben a los efectos de los tratamientos.

El sistema de cuantificacion que utiliza nuestro programa es conocido como AACt, siendo
Ct el ciclo a partir del cual la amplificacion empieza a ser estadisticamente significativa. Ya
que el Ct es inversamente proporcional al ADNc y sabiendo que en cada ciclo de PCR se

duplican las copias, la expresion del gen viene dada por la férmula:
Expresion génica = 2™¢

Ya que, como hemos dicho, las expresiones génicas se tienen que normalizar con un gen
que permanece inmutable a los tratamientos, se divide la expresion del gen problema entre el
gen normalizador, obteniendo lo siguiente:

2—Ct (gen interés)

¥ AN i — — 9-—[Ct(genint)-Ct(gennorm)] _ 9-ACt
ExpreSlon gentca 2—Ct (gennormalizador) 2 2

Después de normalizar cada gen respectivamente con su control de carga, se realizan los

calculos de cuantificacioén relativa con la muestra control.

Se determina el nimero de veces que aumenta o disminuye una condicién o tratamiento

con respecto al control. Para ello, se realiza el siguiente calculo:

2 —ACt (gen tratamiento)

= 2-[ACt (gen trat)— ACt(control)] _ 2—AACt

2 —ACt (control)

También como control de calidad de la PCR se afiade un pocillo a la placa con la
mezcla del cebador sin ningun tipo de muestra, que nos indicara la posible contaminacion
en el caso que el cebador amplifique si no se le aflade ADNCc.

Master mix utilizada: SYBR green qPCR Master Mix de Qiagen
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Tabla 1. Cebadores utilizados (marca Qiagen):

Catélogo

PPHO09786B
PPHO00121B
PPHO0446E
PPHO00150E
PPHO01136F

PPHO00560C
PPHO0173E
PPHO0152E
PPH72244A
PPHO0568A
PPHO00341F
PPH02482B
PPH16287B
PPH19934A
PPHO8354A
PPHO02377A
PPH14333A
PPH17251E

PPHO00623E
PPH01018C
PPHO0235F
PPH00028B
PPHO00581F

Descripcion

E74-like factor 3

Metaloproteinasa de matriz 13
Lipocalina 2

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Sintasa de prostaglandina-endoperdxido 2
(sintasa de prostaglandina G/H y
ciclooxigenasa)

Interleuquina 6

Oxido nitrico sintasa 2
Metaloproteinasa de matriz 9
Interleuquina 1 beta

Interleuquina 8

Factor de necrosis tumoral o
Progranulina

Nicotinamida fosforribosiltransferasa
Nucleobindina 2

Miembro 2 de la familia E de serpinas
Respondedor del receptor de acido retinoico 2
Grelina

Péptido antimicrobiano expresado en el
higado-2

Molécula de adhesion de células vasculares 1
Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
Metaloproteinasa de matriz 3

Receptor de leptina

Leptina

Simbolo

ELF3
MMP13
LCN2
GAPDH
COX2

IL-6
NOS2
MMP9
IL-1p
CXCLS8
TNFa
GRN
NAMPT
NUCB2
SERPINE2
RARRES2
GHRL
LEAP2

VCAM1
HPRT
MMP3
LepR
LEP

METODOLOGIA

Numero de
secuencia

NM_004433.4
NM_002427
NM_005564.3
NM_002046.3
NM_000963

NM_000600
NM_000625
NM_004994
NM_000576
NM_000584
NM_000594
NM_002087
NM_005746

NM_006216
NM_002889
NM_016362
NM_052971

NM_001078
NM_000194
NM_002422
NM_002303
NM_000230
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3.4 TRANSFORMACION Y TRANSFECCION.

3.4.1 Bacterias competentes

Para llevar a cabo la transfeccion, se adquirieron las ProClone™ Competent Cells,

derivadas de E.coli (células DH5a), para la transformacion de vectores de expresion.

Se utilizé un medio de cultivo LB (compuesto por triptona, extracto de levadura, NaCl y
agar) con ampicilina. Las bacterias se sembraron en placas utilizando el método de estria

cruzada y se incubaron durante toda la noche a 37°C

A partir de las colonias obtenidas, se seleccion6 una y se inocul6 en 5 ml de medio LB
liquido (triptona, extracto de levadura, NaCl y NaOH) y se realiz6 la incubacion de la misma

durante toda la noche en agitador orbital.

Posteriormente se transfirieron 0.5 ml de ese precultivo a 50 ml de LB liquido y se incubd a
37°C en agitacion hasta que la densidad Optica a 590 nm se encontrd entre 0.4 y 0.6. Hecho esto, se
centrifugo el cultivo bacteriano, se eliminé el sobrenadante y se resuspendi el pellet bacteriano en
un buffer que contiene: 10% PEG, 5% DMSO, 10 mM MgClzy 10 mM MgSOQa4. A continuacion se
afiadieron 625 pl de glicerol al 50% estéril, se hacieron alicuotas de 100 pl y se guardaron en el

congelador a -80°C.

3.4.2 Transformacion

El protocolo de transformacion se llevd a cabo mediante shock térmico, la alicuota de
bacterias se dejé en hielo durante 10-15 minutos y se le afiade ADN plasmidico ELF3 y se
mezcl6 suavemente para después incubarlo de nuevo durante 30 minutos. Tras este tiempo de
espera se realizo el choque térmico a 42°C durante 45 segundos y después 2 minutos en hielo,
afiadiendo 150uL de LB a las bacterias competentes. Tras este proceso se incubaron 1 hora a
37°C en continua agitacion. Este procedimiento de choque térmico es fundamental para facilitar

la entrada del ADN plasmidico en las bacterias y promover la transformacion exitosa.

86



METODOLOGIA

Transformacion de bacterias competentes
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Figura 25. Representacion grafica del protocolo de transformacién de bacterias competentes.
Elaboracion propia (Biorender®).

3.4.3 Transfeccion para sobreexpresion de ELF3

Las transfecciones se llevaron a cabo utilizando los plasmidos obtenidos de las
midipreparaciones. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con una densidad de 2x10°
células por pocillo, alcanzando las mismas una confluencia de entre el 75-90%. Antes de la
transfeccion, el medio de cultivo fue reemplazado por Opti-MEM | Reduced Serum Medium
(Thermo Fisher Scientific).

Se prepard una mezcla de transfeccion combinando medio Opti-MEM 1, 100 ng de ADN
plasmidico (pELF3: vector de expresion de ELF3 o pCl: vector vacio) y TransFectin™ Lipid
Reagent (BioRad) en la proporcion recomendada por el fabricante. La mezcla se incub6 a

temperatura ambiente durante 15 minutos para permitir la formacion de complejos.

Posteriormente, la mezcla de transfeccion se afiadié gota a gota a las células, las cuales se
incubaron a 37°C durante 24 horas para permitir una eficiente transfeccion. Después de 24 horas
de transfeccion, el medio de transfeccion se reemplazo por DMEM y oMEM (6:4)
suplementado con un 20% de FBS.

Luego, a las 48 horas posteriores a la transfeccion, las células se estimularon con IL-10 a
una concentracion de 0.1 ng/mL durante 24 horas, seguido por la extraccién de proteinas y
ARNmM.
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El plasmido utilizado para la sobreexpresiéon proteica fue ELF3, cedido por la Dra.
Goldring del Hospital for Special Surgery de Nueva York. Se comprob6 mediante andlisis de

la expresion de ARN mensajero, que dichas transfecciones fueron satisfactorias.

3.4.4 Silenciamiento del gen ELF3

Se realizo el silenciamiento del gen ELF3 mediante el uso del kit TriFECTa® RNAI. Para
ello se procedi6 a la siembra de una densidad de células de 2x10° células por pocillo (en p6),
tras 24 horas se procedio a la transfeccion del siRNA del gen ELF3 del kit TriIFECTa® RNAI
(Integrated DNA Technologies) junto con el reactivo siLentFect (BioRad), lipido idoneo para
la transfeccion de ARN de interferencia. La transfeccion se llevé a cabo en medio Opti-

MEM ™! sin antibiético.

La concentracion utilizada para el silenciamiento fue de 20nM, afiadiendo el siRNA a un
tubo con 125uL de medio Opti-MEM™, por otro lado, preparando el reactivo siLentFect en
otros 125uL de Opti-MEM™, una vez preparados a las concentraciones adecuadas, se
mezclaron ambas preparaciones, dejandolas incubar durante 15 minutos. Este tratamiento se
afiadié a las células, dejandolo actuar durante 4 horas, tras las cuales se les retird el medio
cambidndolo por su medio habitual, y se les dejé durante 48 horas su recuperacion y correcto

silenciamiento. Pasado este tiempo se llevé a cabo el tratamiento con IL-1a.

3.5 VIABILIDAD CELULAR

Con el fin de evaluar el potencial citotoxico de las distintas sustancias naturales utilizadas
en esta tesis, se llevo a cabo el ensayo colorimétrico de 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT). Este ensayo nos permite estudiar la actividad metabdlica de las
células vivas dentro del cultivo celular, debido a que la metabolizacion del MTT depende de la
actividad redox celular y siendo por tanto un marcador de su estado metabdlico. Al mismo
tiempo, se utiliza como medida indirecta de viabilidad o proliferacion de las células.

Especificamente, se evalud el potencial citotoxico del oleocanthal en un rango de dosis de
1 a 5 uM. Este ensayo esta basado en la oxidoreductasa mitocondrial NADPH (nicotinamida
adenina dinucle6tido fosfato) que tiene la capacidad de reducir las sales de tetrazolium en
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cristales insolubles que tornan en color plrpura, este color, es medido en un rango de 598nm

mediante la ayuda de un espectrofotometro [219].

N Reaccion de reduccié ;
/ \N eaccion de reauccion N/NH

deshidrogenasa mitocondrial

!
A
N—N N > \ N /N CH;
e ae
N" g
B S
Br CHj CH3
MTT Sal de formazan

Figura 26. Reduccién enzimatica de 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) a sal
de formazén [220].
Imagen de elaboracidn propia.

El compuesto resultante de la reaccion, la sal de formazan, resulta ser proporcional al

ndmero de mitocondrias funcionales en las células vivas.

Para llevar a cabo este ensayo, se sembraron 8000 células por pocillo en una placa de 96
pocillos y se permiti6 su adhesién durante un dia. Se realiz6 una serodeprivacién de las células
durante 4 horas previas al tratamiento. Luego, se expusieron las células a diferentes
concentraciones de oleocanthal con un pretratamiento de 4 horas. Tras este pretratamiento, se
procedi6 a tratarlas con LPS o IL-la a una concentracion de 100 ng/ml o 0.1ng/ml

respectivamente durante 24 horas a 37°C.

Previo a la finalizacion del tratamiento se afiade el MTT (4 horas antes) a una concentracién
de 0.5mg/ml. Pasadas 4 horas, y coincidiendo con las 24 horas del tratamiento con el LPS/IL-
la, se aflade un agente solubilizante (SDS 10% in HCI 0.01M), que se encarga de disolver la
sal de formazan. La absorbancia se midi6 24 horas después de afiadir el agente solubilizante en
un lector de ELISA a una longitud de onda de 550nm (Titertek Multiscan; Labsystems,
Helsinki, Finland).

La viabilidad fue medida comparando el control de las células sin tratar, utilizando la

siguiente férmula:

Viabilidad celul ((y)_Absorbanciadeltratamiento 100
tabtiidad cetutartz) = Absorbancia del control .
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3.6 ENSAYOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Para la técnica de inmunohistoquimica, las muestras se incubaron en portaobjetos a
temperatura ambiente. Se inicié con un bloqueo utilizando una solucion de recuperacion de
epitopos inducida por calor a pH alto (97°C) durante 20 minutos. Luego, se aplicé el anticuerpo
primario, Anti-ESE-1 (ab97310) (Abcam), diluido a 1:100, durante 30 minutos, eliminando el
exceso de solucion tamponada posteriormente. Después de un lavado adecuado con solucion
tamponada, se aplico el polimero marcado con HRP durante 20 minutos, utilizando el sistema
EnVision® + Dual Link System HRP (polimero de dextrano conjugado con peroxidasa de
rabano picante y anticuerpos aislados de cabra anti-mouse y anti-rabbit) (Dako Agilent, K4065).

A continuacion, se aplicd la solucién de sustrato cromdgeno, cubriendo la muestra
adecuadamente con DAB+ (1 mL de solucidén tampon de sustrato que contiene peroxido de
hidrégeno y 20 pL de 3,3'- solucion cromogena de tetraclorhidrato de diaminobencidina)
durante 10 minutos. Finalmente, se realiz6 la contratincién con hematoxilina (Hematoxilina
EnVision FLEX) durante 15 minutos. Posteriormente, se lavaron las muestras con agua

destilada y se procedio a la observacion bajo el microscopio.

3.7 EXTRACCION DE PROTEINA

Después de completar el tratamiento correspondiente, se descart6 el medio de las células y
se procedid a realizar un lavado con PBS frio, el cual también fue descartado. Luego, se
afiadieron 50 pL de un tampon de lisis compuesto por 10 mM de Tris—HCl a pH 7.5, 5 mM de
EDTA, 150 mM de NaCl, 30 mM de sodio pirofosfato, 50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de
sodio ortovanadato, 0.5% de Triton X-100, 1 mM de PMSF y 0.5M de EDTA. Ademas, se
incorpord un céctel inhibidor de proteasas (AEBSF, Aprotinina, Bestatina, E64, Leupeptina,
Pepstatina A) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Con la ayuda de un raspador despegamos todas las trazas de células junto con el tampon
de lisis para obtener las proteinas, este tampon de lisis de cada pocillo se pasé a tubos tipo
Eppendorf, los cuales fueron sometidos a una vigorosa agitacion en vortex cada 5 minutos
durante un total de 20-25 minutos. Después de esta incubacion se centrifugaron a 14000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. El pellet fue descartado, y el sobrenadante, que contenia las proteinas,

se almaceno a -40°C para Su uso posterior.
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3.7.1 Cuantificacion de la proteina

Para llevar a cabo la cuantificacion de las proteinas extraidas se utilizé el método Bradford,
(DC protein assay, Biorad), con albumina sérica bovina (BSA) como proteina estandar.
Se gener0 una curva estandar utilizando diferentes concentraciones conocidas de BSA para

establecer la relacion entre la absorbancia y la concentracion (Figura 27).

Recta patron para cuantificacion de proteinas

1.0
0.8
0.6

0.4

Absorbancia
»

0.2

0.0-¢ T |
0 5 10 15 20 25

microg/microl

Figura 27. Ejemplo de recta patrén para la determinacion de la concentracion de proteinas mediante el método
Bradford.

Las muestras se prepararon mediante una dilucién de 1:5 de reactivo de Bradford con agua
destilada (800 pL de agua destilada, 198 pL de reactivo de Bradford y 2 ul. de muestra).
Después de la adecuada preparacion y agitacion, se transfirieron las muestras a cubetas y se

procedio a la lectura de la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotometro.

3.8 WESTERN BLOT

Después de la extraccion de proteinas, se procedio a la preparacion de las muestras para el
ensayo de Western Blot. Se ajusto la cantidad de proteina a utilizar por muestra en un rango de
20 a 40 pg y se mezclo con la cantidad adecuada de buffer de carga (75% de proteinay 25% de
buffer de carga). Posteriormente, las muestras fueron calentadas a 100 °C en un termobloque
durante 5 minutos.

Para la electroforesis en geles de acrilamida, se prepararon dos tipos de geles: el gel
concentrador (stacking) y el gel separador (resolving). El gel concentrador, con un pH maés
acido, permite el rapido movimiento de las proteinas hacia el siguiente gel, mientras que el gel

91



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

separador discrimina las proteinas segin su peso molecular. En general, se utilizaron geles al

10% de acrilamida.

Western Blot

Extraccion de Preparado del @ SDS-page
proteina lisado proteico
Afadir loading
buffer —
Lysis
—_—
@ Electrotransferencia @ Adicién de anticuerpo

especifico

Sustrato Producto

A

[]
>4 k\
Anticuerpo anti-especie

PVDF membrane Anticuerpo especifico para
la proteina problema

Figura 28. Esquema del protocolo de Western Blot.
Se representa el proceso de elaboracion del Western Blot. 1. Tras haber realizado el tratamiento se procede al

lisado de las proteinas 2. Se prepara el lisado proteico con el buffer de carga 3. Se preparan los geles SDS-page.
4. Se procede a la electrotransferencia en una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). 5. Se afiaden los
anticuerpos (primario toda la noche y secundario 1 hora) 6. Tras los lavados después del anticuerpo secundario

se procede a la lectura.
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Soluciones para preparar geles electroforesis de SDS:

Gel separador

10% (25-100 kDa)

10ml por gel x1 X2
H20 4 ml 7.9 ml
Acrilamida mix 30% 3.3mi 6.7 ml
Tris HCI 1.5M pH8.8 2.5 ml 5ml
SDS 10% 100 pl 200 pl
APS 10% 100 pl 200 pl
TEMED 4 ul 8 ul
Volumen total (ml) 10 20

Gel concentrador (5%)

4ml por gel x1 X2
H20 2.7 ml 55ml
Acrilamida mix 30% 670 pl 1.3ml
TrisHCI 1 M pH6.8 500 pl 1ml
SDS 10% 40 pl 80 pl
APS 10% 40 pl 80 pl
TEMED 4 pl 8 ul

hora con un amperaje fijo de 250mA (350mA en el caso de dos geles).

METODOLOGIA

Cuando se tienen preparados los geles en la cubeta de Western Blot, se hacen correr las
proteinas a través del gel hasta que se separan adecuadamente, acto seguido se pasa a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante el método de transferencia. La
membrana de PVDF se activa previamente con metanol, durante 30 segundos, mas tarde se
hace un lavado a la misma con agua durante 5 minutos y se deja con tampon de transferencia
(100ml TGS 10x, 200ml metanol y 700ml de agua destilada) hasta su uso.

Se realizé transferencia semiseca en el aparato Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
(Bio Rad), poniendo papel de filtro grueso, la membrana de PVDF, el gel con las proteinas
(descartando el gel concentrador) y colocando encima mas papel de filtro grueso, todo ello

convenientemente hidratado en tampdn de transferencia. Y se procede a la transferencia de 1
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Una vez transferidas las proteinas a las membranas se procedio a bloguear las mismas con
tampdn de bloqueo hecho con leche al 5% (skim milk powder VWR chemicals) en una solucién

de Tris Buffer Saline-Tween 20 (TBS-T al 1%) por una hora a temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios (Tabla 2) se resuspendieron en una solucién de TBS-T al 1% de
BSA utilizando la ratio de uso recomendado por el fabricante (generalmente una dilucién
1:1000, en tampdn de bloqueo), incubando la membrana durante toda la noche a 4°C.

Tras la incubacién de la membrana, se lavo la misma con TBS-T: 4 lavados durante 10
minutos cada uno a temperatura ambiente y en un agitador. Tras ello se le aflade a la membrana
el anticuerpo secundario correspondiente (dependera de la naturaleza del anticuerpo primario)
a una concentracion de 1:2000 en BSA al 1% en TBS-T, dejandolo incubar durante una hora a

temperatura ambiente y agitacion.

Tras la incubacion con el anticuerpo secundario, se vuelve a lavar 4 veces la membrana
con TBS-T durante 10 minutos cada lavado. Tras estos lavados, la membrana esta lista para ser
revelada, este proceso se realiz6 con Immobilon® (Millipore) como agente revelador, con una
mezcla del mismo 1:1 de los reactivos que lo conforman, y se dejo incubar 5 minutos a
temperatura ambiente. Las imagenes fueron obtenidas con el sistema ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad Laboratories, Inc.), y la densitometria posterior se realiz6 con el software
Image Lab 6.0.1 Software (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules CA, USA). Una vez revelada
la membrana, se retir6 el anticuerpo, liberando nuevamente las proteinas en la membrana para
posteriores anticuerpos problema. Como proteina control de carga utilizamos el anticuerpo de
GAPDH, que nos permite confirmar las diferencias de expresion en la proteina de interés en

funcion de los tratamientos normalizando la cantidad cargada en el gel de las mismas.

Como proceso de deshibridacion de los anticuerpos (stripping) se utilizé un tampdn con
SDS 10%, Tris-HCI 2M pH 6.8; B-mercaptoetanol y agua. Para su uso se afiadio el mismo a la
membrana y se dejo por 30 minutos en un bafio a 55°C. Tras ello, se realizaron 4 lavados de 10
minutos con TBS-T, realizando nuevamente un bloqueo con leche al 5% durante 1 hora.

En el caso que la membrana se quiera guardar, se seca apropiadamente con papel de filtro
y se almacena. Si fuese necesario su uso se debe hidratar adecuadamente como realizadbamos

con la membrana de PVDF (metanol 30 segundos, agua 5 minutos y tampon de transferencia).
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados

. Anticuerpo
Anticuerpo Peso molecular . A X
: . Casa comercial Dilucion secundario
primario (kDa) .
correspondiente
GAPDH 37 Sigma Aldrich 1:1000 Conejo
MMP13 60 Cell Signaling 1:1000 Conejo
NOS2 130 Cell Signaling 1:1000 Conejo
COX2 74 Cell Signaling 1:1000 Conejo
ELF3 42 GeneTex 1:1000 Conejo
IL-6 25 Cell Signaling 1:1000 Conejo
Fosfo-P65 65 Cell Signaling 1:1000 Conejo
P65total 65 Cell Signaling 1:1000 Conejo

3.9 ANALISIS METABOLICO DE LAS CELULAS DE DISCO INTERVERTEBRAL

El analisis metabdlico fue llevado a cabo por OWL Metabolomics (Bizkaia, Espafia). Las
muestras seleccionadas se fraccionaron en grupos con cualidades fisicoquimicas comparables,
utilizando las combinaciones correctas de solventes organicos, como se describid anteriormente
[221], para la extraccion de los metabolitos. Se utilizaron cuatro plataformas basadas en
cromatografia liquida de alta resolucion asociada a espectrometria de masas (UHPLC-MS) para
realizar perfiles de: acilos grasos, acidos biliares, esteroides y lisoglicerofosfolipidos
(plataforma 1); glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esteroles lipidos y esfingolipidos
(plataforma 2); aminoéacidos (plataforma 3); perfilado de metabolitos polares, incluido el
metabolismo central del carbono (plataforma 4). La calidad general del procedimiento de
analisis se superviso utilizando extractos repetidos de las muestras de control de calidad, a

saber, muestras de calibracion, validacion, blanco y blanco de idoneidad del sistema [222].

El procesamientos de datos se realiz6 con TargetLynx para MassLynx 4.1 (Waters Corp.)
[223]. La correccion de respuesta dentro del lote y entre lotes fue realizada siguiendo el

procedimiento descrito por Martinez-Arranz et al. [224].
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3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en esta tesis estan expresados como las medias = el error estandar
de la media (SEM) de al menos tres experimentos diferentes. La seleccion de las muestras se
Ilevé a cabo de manera aleatoria, con una estratificacion especifica en grupos de interés, tales
como NP sano, AF sano y AF degenerado. Se utiliz6 el paquete de software estadistico R v.3.1.1
(R Development Core Team, 2011, AUT) para el analisis de datos metabolémicos, mientras
que GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, CA) fue utilizado para el resto de
analisis.

Las comparaciones entre grupos experimentales se llevaron a cabo utilizando la prueba de
la t de Student para muestras independientes (distribucién normal, bidireccional). Este test fue
utilizado cuando teniamos que comparar dos grupos entre si. Por otro lado, se utiliz6 también
el andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), cuando se debia comparar tres 0 mas grupos
independientes. En ambos casos se considero significativo un valor de p < 0,05.
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3.11 REACTIVOS Y APARATOS

*® & & o oo o

ARNI — Integrated DNA Technologies, lowa, EEUU.

Acrilamida - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.
Anticuerpo anti-rabbit - GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont Bukinghamshire,
Reino Unido.

Anticuerpo anti-GAPDH - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Aparato de tansferencia semiseca TRANSBLOT®- Bio-Rad laboratories, Alfred
Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.

B-Mercaptoetanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA.

ChemiDoc MP ImagingSystem (Bio-Rad Laboratories,Inc.)

Colagenasa P - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Dexametasona - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Glicina - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Graphpad prism: programa de analisis estadistico — GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EEUU.

IL-1B (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

IL-1a (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Image Lab — Programa de densitometria para Western Blot, Bio-Rad laboratories,
Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.

LPS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Revelador Immobilion western detection Kit — Millipore, MA, EEUU.

Kit de extraccion de ARN y proteina — Kit E.Z.N.A ARN total (Omega Bio-tek, Inc.,
Norcross, GA, USA)

Kit de extraccién de ADN plasmidico (midiprep) - Nzytech; Portugal.

Kits de RT — Nzytech, Portugal

Lector de ELISA Multiscan EX — Thermo Labsystems, East Forge Parkway, Franklin,
MA, EEUU.

Leptina (humana) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Marcador de peso molecular de proteinas - Precision Plus Protein Dual, Bio-Rad
laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.

Medio DMEMa (Dulbecco's modified eagle's medium) - Gibco, EEUU.
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Medio MEMa (medio minimo esencial modificado o) - Gibco, EEUU.

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) - Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

NZYol, MB18501 (trizol) - Nzytech; Portugal.

PBS — Tabletas sin calcio ni magnesio — MP Biomedicals, LLC, Illkirch, France.
Penicilina/Estreptomicina - Lonza, Verviers, Belgica.

Primers (cebadores) - SABiosciences Corporation (QIAGEN Company), MD, EEUU.
Pronasa - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Concentrado del Reactivo de Tincion para Ensayo de Proteinas Bio-Rad, Bio-Rad
laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.

PVDF (polyvinylidene difluoride) transfer membrane - Millipore, MA, EEUU.

SDS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Seroalbumina bovina (BSA) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

siLentFect - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.
Sistema de electroforesis de geles de acrilamida - Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel
Drive, Hercules, California, EEUU.

Sistema de PCR en tiempo real (Agilent AriaMX thermal cycler, Agilent
Technologies, Reference code. G8830A), Stevens Creek Boulevard, Santa Clara, CA,
EEUU.

Software estadistico R v.3.1.1 (R Development Core Team, 2011, AUT)

Suero Fetal Bovino (FBS) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

TransFectin™ Lipid Reagent, Bio-Rad laboratories, Alfred Nobel Drive, Hercules,
California, EEUU.

Tris Base - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

TriFECTa® RNAI (Integrated DNA Technologies) de Bio-Rad laboratories, Alfred
Nobel Drive, Hercules, California, EEUU.

Tripsina/EDTA 0.5% - Lonza, Verviers, Belgica.

Triton X100 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.

Tween 20 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.
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RESULTADOS

4.1 CAPITULO I: CARACTERIZACION DEL DISCO INTERVERTEBRAL

4.1.1 Perfil metaboldmico hallado en el disco intervertebral

Con el fin de elaborar un perfil metabolémico de disco sano y degenerado y poner en
conocimiento las diferencias entre ellos, se llevé a cabo un estudio utilizando la técnica de

cromatografia liquida de alta resolucion asociada a espectrometria de masas (UHPLC-MS).

La UHPLC-MS se realizd en células de pacientes sanos y con degeneraciéon de disco
intervertebral (grupos experimentales). El analisis metabdlico de las muestras se llevo a cabo

considerando 4 clases de metabolitos:

1) Acidos grasos, acidos biliares, esteroides, lisoglicerofosfolipidos.
2) Glicerolipidos, glicerofosfolipidos, lipidos esteroles y esfingolipidos.
3) Aminoacidos

4) Perfil de metabolitos polares, incluyendo los del metabolismo central del carbono.

De cada perfil metabolomico obtuvimos una medida con tendencia linear, los resultados
gue estaban fuera del 30% de esta medida linear fueron descartados. La normalizacion de los

datos se llevo a cabo mediante el procedimiento descrito por Martinez-Arranz et al. [224].

4.1.1.1 Analisis multivariante

Se llevo a cabo un andlisis multivariante con el fin de visualizar, de forma sencilla, las
agrupaciones de metabolitos en los diferentes grupos experimentales. Se realiz6 un andlisis de
componentes principales (PCA) en el que se observo cierta asociacion de las muestras segun el
grupo experimental y el género (en el caso de las muestras degeneradas) (Figura 29). Con el fin
de corroborar estos hallazgos, se realizd un analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales ortogonales (OPLS-DA). En este modelo, se consiguié una clara agrupacion de

muestras segun el grupo experimental (Figura 30).
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Figura 29. Grafico de dispersién de puntos del modelo PCA de muestras de células en los diferentes grupos

experimentales.
Se representan en color rojo las pacientes mujeres con DDI (n=5), en azul los pacientes hombres con DDI

(n=5) y en blanco los sujetos sanos(n=5).

:
25-
% 0 ®O
251
-50- | | | | -
15 10 5 0 5 10

t[1
@ Discos degenerados ]
ODiscos sanos

Figura 30. Grafico de dispersion de puntos del modelo OPLS-DA de muestras celulares de disco intervertebral

sano (blanco) y degenerado (azul).
Se representan en color azul los pacientes con DDI (n=10) y en blanco los sujetos sanos (n=5).
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Como muestra la Figura 31, los metabolitos que se encuentran lejos del origen del gréfico
tienen un impacto mas fuerte en el modelo. Ademas, las variables correlacionadas
positivamente estan agrupadas juntas, mientras que las variables correlacionadas negativamente
estan posicionadas en los lados opuestos del origen del grafico. En ambos casos, los metabolitos
responsables de las diferencias entre los grupos de muestras fueron principalmente los acidos
biliares (BA) y ceramidas (Cer), los cuales parecian estar aumentados en las células obtenidas
de discos degenerados. En la Figura 31 estan representados los diferentes metabolitos
estudiados en este analisis. La distribucion de los metabolitos del resto de las clases depende
del metabolito, aunque la mayoria de ellos parecian estar disminuidos en las células obtenidas
de discos degenerados.
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Figura 31. Diagrama de dispersion de cargas del modelo OPLS-DA de muestras de disco intervertebral.
Diagndstico del modelo (A=4; R2X=0,771; R2Y= 0,900; Q2X=0,230). AA: aminoacidos; BA: &cidos biliares;
Carb Acid: é&cidos carboxilicos; Cer: Ceramidas; Cho: colesterol; ChoE: ésteres de colesterol; CMH:
Monohexosilceramidas; DG: Diglicéridos; LPC: Lisofosfatidilcolinas; LPE: Lisofosfatidiletanolaminas; LPI:
Lisofosfatidilinositoles; Misc: miscelanea; MUFA: Acidos grasos monoinsaturados; NAE: N-acil etanolaminas;
Ns: nucledsidos; PC: fosfatidilcolinas; PE: Fosfatidiletanolaminas ; PUFA: Acidos grasos poliinsaturados; SFA:
Acidos grasos saturados; SM: Esfingomielinas; TG: triglicéridos.
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4.1.1.2 Analisis univariante

Sobre estas muestras, se llevo a cabo un analisis de datos univariante, calculando el

porcentaje de cambios con un test t de Student p-value.

Una vez que determinamos diferencias entre los distintos grupos experimentales, quisimos
estudiar mas en detalle la composicién de ese metaboloma. En total se identificaron 357
metabolitos, de los cuales ocho de los metabolitos disminuian significativamente en los discos
intervertebrales degenerados con respecto a los sanos (Figura 33) (Tabla 3). Nuestros datos
también presentan una tendencia a la disminucion de acidos grasos (FA), triglicéridos (TG),
ésteres de colesterilo (Cho), glicerofosfolipidos [especialmente diacilglicerofosfocolinas
(DAPC) vy lipososfatidilinositoles (LPI)] y esfingomielinas (SM) en el disco degenerado en
comparacidn con el disco sano (Tabla 3). Por el contrario, los discos degenerados tienen niveles
ligeramente aumentados, aunque no significativos de triglicéridos (TG) con cadenas de acilo
mas cortas, acidos biliares (BA), y ceramidas (Cer), monohexosilceramidas (CMH) y

carbohidratos (CHO) en comparacién con discos sanos (Figura 32).

Cabe destacar que cuando comparamos por sexo, el perfil metabdlico difiere
significativamente. Por un lado, observamos que los hombres tienen una gran cantidad de
metabolitos reprimidos en comparacion con el tejido sano. Sin embargo, las mujeres poseen
una tendencia general al alza en casi todos los metabolitos mostrados, lo cual nos sugiere que
el sexo puede ser un factor que influye en el metaboloma global durante la degeneracion de

disco intervertebral (Figura 32).

No todas estas comparaciones arrojaban resultados estadisticamente significativos, por lo
cual, se decidid hacer un analisis mas detallado con aquellos que en al menos uno de los grupos

tuvieran significatividad (Tabla 3).
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E 1 2
p<0,01 p<0,001

Figura 32 . Representacion en mapa de calor (heatmap) de los metabolitos obtenidos por HPLC-MS para las
diferentes muestras de disco sanas y degeneradas
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Se indican debajo de la figura los codigos de color para el log2 (fold-change) y p-valores del test t de student con
comparaciones no pareadas. En la grafica observamos en color verde los metabolitos que estan disminuidos en disco
degenerado en comparacion con los discos sanos. Mientras que el color rojo nos indica un aumento de los metabolitos.
A mayor intensidad del color representado, mayor aumento o disminucién, respectivamente. Se utilizé un tamafio
muestral de 5 pacientes mujeres con DDI, 5 pacientes hombres con DDI y 5 sujetos sanos. AA: Aminoacidos; SFA:
Acidos grasos saturados; FA: Acidos grasos; MUFA: Acidos grasos monoinsaturados; PUFA: Acidos grasos
poliinsaturados; NAE: N-acil etanolaminas; DG: Diglicéridos; TG: Triglicéridos; Cho: colesterol; ChoE: ésteres de
colesterol; BA: &cidos biliares; PE: Fosfatidiletanolaminas; DAPE: Diacilglicerolfosfoetanolaminas; MEMAPE: 1-
éter, 2-acilflicerofosfoetanolaminas; LPE: Lisofosfatidiletanolaminas; MAPE: 1 0 2
monoacilglicerofosfoetanolaminas; MEPE: 1-monoeterglicerofosfoetanolaminas; PC: Fosfatidilcolinas; DAPC:
Diacilglicerolfosfocolinas; MEMAPC: 1-éter, 2-acilglicerofosfocolinas; LPC: Lisofosfatidilcolinas; MAPC: 1 o 2
monoacilglicerofosfocolinas;  MEPC:  1-monoeterglicerofosfocolinas;  PI: Fosfatidilinositoles; LPI:
Lisofosfatidilinositoles; Cer: Ceramidas; SM: Esfingomielinas; CMH: Monohexosilceramidas; CHO: Carbohidratos;
Carb acids: acidos carboxilicos; Ns: Nucledsidos.

Tabla 3. Metabolitos encontrados significativamente alterados en disco degenerado vs sano.

Comparacién de los metabolitos significativamente relevantes de disco degenerado frente a disco sano. Log, fold-
change y p-valores de t de student no pareada se indican con la leyenda de colores. LPE:
lisofosfatidiletanolaminas; PC: fosfatidilcolinas; LPC: lisofosfatidilcolinas; LPI: lisofosfatidilinositoles; SM:
esfingomielinas.

-2 2
p<0,05 p<0,01 p<0,001

Disco degenerado vs disco sano
Clase Metabolito (ambos sexos)
log2(fc)
Diacilgliceroles DG (34:2) -0,99
TG (52:4)
TG (54:5)
Triacilgliceroles TG (55:3) -0,57 2,79E-01
TG (58:4) -0,89 8,06E-02
16 o0
Acidos biliares Acido glicodeoxicélico 0,64 9,55E-02
LpE PE (22:4/0:0) -0,41 5,29E-01
PE (0:0/16:1) -0,62 1,35E-01
PC (14:0/18:2) -0,99
PC PC (34:3) -0,89
PC(0-20:0/20:4) 1,57E-01
PC (0:0/17:1) -0,68 1,86E-01
LPC PC (0:0/20:4) 0,69 1,95E-01
PC (0:0/22:5) -0,37 2,39E-01
- LPI (18:1) 2,23E-03
LPI (18:2) 9,72E-03
R SM (31:1)
SM(d18:1/12:0)
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Los metabolitos con mayores diferencias entre grupos, fueron representadas con un grafico

de cajas y bigotes para mayor claridad de los resultados (Figura 33).
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Figura 33. Niveles de los metabolitos indicados en disco intervertebral degenerado (n=10, 5 hombres, 5
mujeres) y en el disco intervertebral sano (n=5).

Unidades relativas de intensidad de los metabolitos indicados. A: diacilglicerol 34:2 [ DG (34:2)]; B:
Triacilglicerol 52:4 [TG (52:4)]; C: Triacilglicerol 58:10 [TG (58:10)], D: Triacilglicerol 54:5[TG (54:5)], E:
fosfatidilinositol 18:2 [LPI (18:2)]; F: fosfatidilinositol 18:1 [LPI (18:1); G: fosfatidilcolina (PC [14:0/18:1]);
H: Esfingomielina (SM [31:1]). Observamos los distintos metabolitos disminuidos en disco intervertebral
degenerado con respecto al sano. Los valores se representan como media de intensidad relativa = IQR (rango
intercuartil). *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con disco sano.

4.1.2 Perfil comparativo de expresion genica del disco intervertebral en estado basal

Se comparo la expresion génica de células de disco sano (clasificadas en NP y AF) y disco
degenerado. Se llevo a cabo el estudio de expresion de ARN mensajero (ARNm) de los
siguientes genes: NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1B y TNFa (asociados a inflamacion); LCN2,
PGRN, NAMPT, NUCB2, SERPINE2 y RARRES?2 (adipoquinas); MMP9 y MMP13; grelina
y LEAP2 y VCAM-1.

Como se puede observar en la Figura 34 A-F, H-L, M, N, O, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos sano NP, sano AF y degenerado, correspondientes a los genes de
NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1B, TNFo, PGRN, NAMPT, NUCB2, SERPINE2, RARRES?2,
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GHRL, MMP13, y MMP9. Por el contrario, determinamos una disminucion considerable en la
expresion de LCN2 (Figura 34 G) y LEAP2 (Figura 34N) en células de disco degenerado en
comparacion con sano AF, mientras que VCAM-1 (Figura 34P) mostraba un aumento
significativo en el disco degenerado con respecto al sano AF. Los dos tipos celulares sanos

(AF y NP) no mostraron ningun tipo de diferencias significativas entre ellos.

Para facilitar la visualizacién de estos resultados se generé un mapa de calor (Figura 35),
donde aparte de las diferencias antes descritas, también podemos observar que los genes con

mayor expresion son PGRN y SERPINE2, mientras que los genes menos expresados en estos

tipos celulares fueron IL-1p y TNFa.
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Figura 34. Comparacion del perfil de expresion de ARN mensajero en disco sano (NP sano y AF sano) y disco
degenerado.

Expresion de ARN mensajero en los grupos indicados de los genes NOS2 (A), COX2 (B), IL-6(C), IL-8 (D), IL-
1B(E), TNFa(F), LCN2(G), PGRN(H), NAMPT(I), NUCB2 (J), SERPINE2 (K), RARRES2(L), GHRL(M), LEAP2
(N), MMP13 (N), MMP9(0) y VCAM-1(P). Los datos se representaron en log2 fold change media + SEM de 9
experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con disco sano AF.
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Figura 35. Representacion en mapa de calor de la comparacion del perfil de expresion de ARN mensajero en
disco sano (NP sano y AF sano) y disco degenerado.

Mapa de calor representando log2 fold change de la expresion de ARN mensajero de las diferentes muestras. Del
violeta al rojo se incrementan los valores de log2 (fold-change).

4.1.3 Perfil comparativo de expresion génica del disco intervertebral con estimulos
inflamatorios

Una vez analizadas las diferencias de expresion génica en estado basal, quisimos investigar
los efectos de estimulos proinflamatorios como la IL-1B y la leptina en el disco intervertebral.
Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que la IL-1B y la leptina son capaces de
actuar de manera conjunta en la induccion de la respuesta inflamatoria en condrocitos [225].
Para comprobar que estos dos factores también producen sinergia en las células de disco
intervertebral, tratamos células de disco intervertebral sano (AF y NP) y degenerado, con IL-
1B o leptina y su combinacion.

Sin embargo, como se observa en la Figura 36 y Figura 37, nuestros resultados indicaron
gue no habia sinergia en la expresion de ARNm en ninguno de los genes estudiados cuando se
estimularon las células de disco con la combinacion de IL-1B y la leptina. Lo que sugiere que
los efectos proinflamatorios descritos para la leptina en el cartilago articular no tienen tanta
relevancia en el tejido intervertebral. Por ello, nos centramos en los efectos de la IL-1f3, cuya
participacion en la degeneracion de disco esta ampliamente desarrollada.

Los niveles de expresion de ARNm de los marcadores inflamatorios NOS2, COX2, IL-6 e
IL-8, aumentaron de manera estadisticamente significativa cuando estimulamos las células con
IL-1p en todas las condiciones (AF sano, NP sano y AF degenerado). Otras citoquinas como el

TNFa, solo arrojaron resultados estadisticamente significativos en células de NP sanas y AF
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degeneradas; para VCAM-1 fueron significativos en AF sanas y degeneradas; y en el caso de
la expresion de IL-1B, los cambios solo eran significativos en el caso de células AF degeneradas
(Figura 36 y Figura 37).

Ademas, observamos que la expresion de ciertas adipoquinas se regulaba por la estimulacién
con IL-1B. Como se puede ver en la Figura 37 G-L, la expresion de LCN2 aumentaba de manera
significativa en todos los grupos tratados con esa citoquina proinflamatoria. La expresion de
SERPINE?2 se indujo de manera significativa en células de NP sanas y AF degeneradas, mientras
gue RARRES?2 s6lo en AF sanas. Finalmente, s6lo encontramos un incremento significativo de
NAMPT en células degeneradas. En el caso de PGRN, NUCB2 GHRL/LEAP no hay aumentos
tras el tratamiento con IL-1p (Figura 36 y Figura 37).

A LEPTINA B IL1p C IL1p + LEPTINA
7 8

1 2 3 4 6 1 2 3 4 5 6 7 8

NP AF Degenerado NP AF Degenerado NP AF Degenerado

Figura 36. Mapa de calor de los diferentes perfiles de expresién génica de nicleo pulposo, anillo fibroso en
células de disco sano y células de disco degenerado estimuladas con IL-18 y leptina.

Representacion en log2 fold change de los niveles de ARN mensajero de las muestras indicadas tratadas con
800nM de leptina y 0.05 ng/mL IL-18, solas o en combinacion durante 48 horas. Los colores del mapa van de
verde a rojo con valores crecientes de log2 fold-change.

En cuanto a los genes relacionados con la degeneracion de matriz, destacamos una
induccion significativa de la MMP13 en respuesta a la estimulacion de IL-1p (Figura 37N),
mientras que los niveles de MMP9 no mostraron diferencias significativas (Figura 37M).

Posteriormente, evaluamos la expresion proteica de NOS2, COX2, I1L-6 (Figura 38), y del
mismo modo que ocurria con la expresion de ARNm, la IL-1p es capaz de aumentar de manera
significativa la expresion de proteina de dichos factores proinflamatorios. También

confirmamos la falta de sinergismo entre la IL-1p y la leptina.

En conjunto, nuestros hallazgos indican que las células del disco intervertebral, tanto en
condicion sana como degenerada, responden de manera similar a la estimulacion con IL-1B y

leptina.
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Figura 37. Niveles de expresion de ARNm en el nacleo pulposo y anillo fibroso de células de disco sano y
células de disco degenerado en respuesta a tratamientos con IL-18 y leptina.
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Determinacion mediante RT-gPCR de los niveles de ARNm de los genes indicados en células de NP sano y AF
sano y degenerado tratadas con leptina 800nM y IL-7 0.05 ng/ml solas o en combinacién 48 horas. Los datos se
representaron en log2 fold change media + SEM de 9 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001

en comparacion con el control.
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Figura 38. Niveles de expresion de proteina en anillo fibroso de células de disco degenerado estimuladas con

IL-1p y leptina.

A-C. Cuantificacion de la densitometria de la expresion de proteina de NOS2, COX2, e IL-6 en células de AF
degeneradas tratadas con 800nM de leptina y 0.05 ng/ml IL-18 sola o en combinacion por 48 h. GAPDH fue el
control de carga. D. Imagen representativa de Western Blot incubado con anticuerpos anti-NOS2, COX2, IL-6 y
GAPDH. Los datos representan la media + SEM de 5 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001

en comparacion con el control.
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CAPITULO II:
Estudio del factor ELF3 en disco intervertebral






RESULTADOS

4.2 CAPITULO Il: ESTUDIO DEL FACTOR ELF3 EN DISCO INTERVERTEBRAL
4.2.1 Niveles de expresion de ELF3 en disco intervertebral

4.2.1.1 La expresion de ELF3 depende del estado patoldgico del tejido

Como se observa en la Figura 39, el analisis inmunohistoquimico demuestra la expresion
de ELF3 tanto en el AF como en el NP procedentes de tejido sano y degenerado. La localizacion
es predominantemente perinuclear, aunque también citoplasmatica. Es digno de mencion, que

la tincion para ELF3 presenta mayor intensidad en el disco intervertebral degenerado.

TEJIDO DE DISCO

TEJIDO DE DISCO INTERVERTEBRAL SANO INTERVERTEBRAL DEGENERADO
A Sy B C
™
'a.
" a

Q< v @5
®
ANNULUS FIBROSUS NUCLEUS PULPOSUS

Figura 39. Localizacion de ELF3 en tejido de disco intervertebral sano y degenerado.
Imagenes representativas de preparaciones para inmunohistoquimica de tejido de disco intervertebral sano (A:
Anillo fibroso, B: Nucleo pulposo) y degenerado (C) y tincion para el anticuerpo anti-ELF3. Imagenes tomadas

al microscopio Optico 60x.

Este dato, se confirmd mediante el anélisis de ARNm y proteina de ELF3. Como muestra
la Figura 40, tanto los niveles de ARNm como de proteina de este factor de transcripcion se
encuentran aumentados de manera significativa en el disco intervertebral degenerado en

comparacion con el tejido sano.
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Figura 40. La expresion de ELF3 esta aumentada en células de disco intervertebral degenerado.

A. Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en los tejidos indicados. B, C. Imagen representativa de Western Blot
mostrando el nivel de expresién de ELF3 y el control de carga GAPDH en los tejidos indicados y el
correspondiente andlisis densitométrico. Los datos representan la media + SEM de 5 experimentos
independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con disco sano AF.

4.2.2 Regulacién de los niveles de ELF3 con estimulos inflamatorios

Con el proposito de determinar si la expresion del ARNm de ELF3 era susceptible de
modulacion en respuesta a ciertos estimulos proinflamatorios, las células de disco intervertebral
sano fueron estimuladas con los siguientes agentes proinflamatorios: LPS, IL-1a, interferén
gamma (IFNy) y TNFa

Como podemos observar en la Figura 41A, la expresion de ARNm de ELF3 se incrementd
de manera estadisticamente significativa después de la estimulacion con IL-1la. Aunque la
estimulacion con LPS no alcanz6 significacion estadistica, mostré una evidente tendencia al

aumento que posteriormente se confirmo mediante anélisis de Western Blot (Figura 41B-C).
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Figura4l. EILPSy la IL-1a aumentan la expresion de ELF3 en células de disco intervertebral sano.
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A. Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en tejido sano con los tratamientos indicados. B, C. Imagen
representativa de Western Blot mostrando el nivel de expresion de proteina de ELF3 y el control de carga GAPDH
en tejido sano con los tratamientos indicados y el correspondiente andlisis densitométrico. Los datos representan
la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con
el control.

El andlisis de la expresion de ARNm de ELF3 en disco degenerado arrojo resultados
similares a los obtenidos en disco sano (Figura 42A). No obstante, el analisis de Western Blot
en disco degenerado no mostrd variaciones significativas en la expresion de la proteina de

ELF3, debido seguramente a la elevada expresion basal del tejido degenerado (Figura 42 B-C).
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Figura 42. El LPS y la IL-1a aumentan la expresion del ARNm de ELF3 en células de disco intervertebral
degenerado.

A. Nivel de expresién de ARNm de ELF3 en tejido degenerado con los tratamientos indicados. B, C. Imagen
representativa de Western Blot mostrando el nivel de expresion de proteina de ELF3y el control de carga GAPDH
en tejido degenerado con los tratamientos indicados y el correspondiente andlisis densitométrico. Los datos
representan la media £ SEM de 3-9 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion
con el control.

4.2.2.1 Comparacion entre el estimulo inflamatorio IL-1a e IL-1p en disco
degenerado.

Considerando que tanto IL-1a como IL-1f actian uniéndose al mismo receptor de IL-
1, se llevaron a cabo experimentos de comprobacion de ambos estimulos. Aunque la IL-1p
también fue capaz de inducir la expresion del factor de transcripcion de ELF3 y de otros genes
proinflamatorios y procatabolicos como prostaglandina-endoperéxido sintasa 2 (PTGS2) y
MMP13, la respuesta de las células de disco degenerado a la IL-1a fue sensiblemente mayor y
significativa a de la IL-1p en lo que se refiere a la expresion de ARNm de ELF3, MMP13 y
PTGS2 (Figura 43).
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Figura 43. Comparacion de la expresion de diversos genes en disco degenerado tras la estimulacion con IL-1a
e IL-1p.

A. Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en tejido degenerado después de la estimulacién con los tratamientos
indicados; B. Nivel de expresion de ARNm de MMP13 en tejido degenerado después de la estimulacion con los
tratamientos indicados; C. Nivel de expresion de ARNm de PTGS2 en tejido degenerado después de la
estimulacién con los tratamientos indicados. Los datos representan la media £+ SEM de 5 experimentos
independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, en comparacion con el control e IL-1a en comparacion con IL-18.

4.2.2.2 La IL-1a regula la expresion de ELF3 y de otros mediadores en disco
degenerado.

Con el fin de definir si el impacto de la respuesta inflamatoria que la IL-1a puede
generar en las células de disco degenerado era similar al observado para la IL-1f3, se exploraron
diferentes genes relacionados con la inflamacion y degradacion de matriz, como ELF3, IL-6,
LCN2, MMP3, MMP9, MMP13, NOS2 y PTGS2. Como podemos ver en la Figura 44, todos

estos genes se expresaban de manera significativa al estimular las células con IL-1o.
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Figura 44. Comprobacion de la expresion de genes inflamatorios y catabdlicos inducidos por IL-1la en disco
intervertebral degenerado.

Nivel de expresion de ARNm en tejido degenerado después del tratamiento con IL-1a 0.Ing/ml de: A: ELF3, B:
MMP13, C: MMP3; D: MMP9; E: IL-6; F: NOS2; G: PTGS2. Los datos representan la media £ SEM de 10
experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacién con el control.
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4.2.2.3 La estimulacion con IL-1e durante 24 horas es idénea para la induccion
de ELF3y otros mediadores proinflamatorios y procatabdlicos.

Estudiamos la modulacion de la respuesta de células de disco intervertebral degenerado
con IL-1a a diferentes tiempos (3, 6, 12, 24 y 48 horas) para determinar las condiciones dptimas
de tratamiento en los sucesivos experimentos. Como podemos ver en la Figura 45, después de 3
horas de tratamiento con IL-1a la expresion de ARNm de ELF3 alcanza niveles maximos,
mientras que otros marcadores de inflamacion como son la IL-6 y PTGS2 o marcadores de
degradacion de matriz como MMP13, muestran una respuesta maxima a 24 horas. Debido a esta

razdn, todos los experimentos posteriores se llevaron a cabo fueron a 24 horas.
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Figura 45. Expresion de diversos genes proinflamatorios en experimentos tiempo respuesta a IL-1e.

Nivel de expresion de ARNm en tejido degenerado después del tratamiento indicado a 3, 6, 12, 24, 48 horas: A:
ELF3, B: MMP13, C:1L-6 D: PTGS2. Los datos representan la media + SEM de 5 experimentos independientes.
*p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con el control.
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4.2.3 Modulacion farmacolégica con glucocorticoides.

4.2.3.1 Efecto de la dexametasona sobre la expresion de ELF3

Para conocer si podiamos contrarrestar la induccion de ELF3 observada en un
ambiente inflamatorio, se realizaron experimentos con un farmaco antiinflamatorio
ampliamente utilizado en el tratamiento de la degeneracion de columna como es la
dexametasona (DX). Ademas, experimentos previos de nuestro grupo demostraron la habilidad
de la DX para interferir en la expresion de ELF3 en cartilago articular. Por lo tanto, estimulamos
las células de disco con IL-1a y DX, solas y en combinacion. La expresion de ELF3 inducida
por la IL-lo mostré una disminucion significativa cuando se estimuld en presencia de
dexametasona, tanto a nivel del ARNm en células de disco sano y degenerado (Figura 46 A-B)

como a nivel de expresion proteica (Figura 47) en células de disco degenerado.
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Figura 46. La dexametasona disminuye la expresion de ARNm de ELF3 en células de disco intervertebral
degenerado (A) y sano (B) en respuesta a estimulos proinflamatorios.

Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en tejido degenerado (A) y sano (B) después del tratamiento con IL-/«
0.1n/ml, dexametasona (DX) 1uM, y su combinacion. Los datos representan la media + SEM de al menos 3
experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, IL-1a en comparacién con DX+IL-1a.
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Figura 47. La dexametasona disminuye la expresion proteica de ELF3 en células de disco intervertebral
degenerado en respuesta a estimulos proinflamatorios.
Nivel de expresion proteica de ELF3 en tejido degenerado después del tratamiento con IL-Za 0. In/ml, dexametasona
(DX) 1uM, y su combinacion. Los datos representan la media £ SEM de 3 experimentos independientes. *p<0,05,
**p0,01, ***p0,001, IL-1a en comparacion con DX+IL-1a.
Como control de la regulacién de la respuesta inflamatoria, se determing la expresion de la
IL-6, y, como esperdbamos, la DX en combinacion con la IL-1a, disminuy6 el efecto inductor
de esta Gltima (Figura 48A), asi como la expresion de genes de degradacion de la matriz como

la MMP13 (Figura 48B).
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Figura 48. La dexametasona disminuye la expresion de genes inflamatorios y catabolicos en células de disco
intervertebral degenerado en respuesta a estimulos proinflamatorios.

Nivel de expresién proteica de MMP13(A) e IL-6(B) en tejido degenerado después del tratamiento con IL-/a
0.1n/ml, dexametasona (DX) 1uM,y su combinacion. Los datos representan la media + SEM de al menos 3
experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, IL-1a en comparacién con DX+IL-1a.
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4.2.4 Estudio de la leptina como regulador de la expresion de ELF3

4.2.4.1 Niveles basales de leptina en disco sano y degenerado

Una vez que establecimos que la expresion de ELF3 en disco esté regulada por factores
proinflamatorios clasicos como la IL-1a, quisimos indagar si la adipoquina proinflamatoria
leptina, que esta estrechamente relacionada con enfermedades del sistema musculo esquelético
como la artrosis, podria también influir en los cambios producidos en este factor de
transcripcion durante el desarrollo de la degeneracion de disco intervertebral.

Inicialmente se determind si el disco intervertebral sano y degenerado expresaban leptina
y su receptor. Como se observa en la Figura 49, los tejidos discales expresaban tanto el ARNm
de la leptina como el de su receptor. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en el cartilago
articular artrésico, la expresion de la leptina se encuentra reducida en el disco degenerado
comparado con el disco sano. No se observan variaciones en la expresion del ARNm del

receptor de leptina en las condiciones analizadas.
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Figura 49. La expresion de leptina se ve disminuida en disco degenerado, y los niveles de su receptor
permanecen invariables.

A: Niveles de expresién de ARNm de leptina en células de disco intervertebral sano vs degenerado. B: Niveles
de expresion de ARNm del receptor de leptina en células de disco intervertebral sano vs degenerado. Los datos
representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes.
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A continuacion, analizamos el impacto de la leptina en la expresion de ELF3. La
estimulacion de las células del disco degenerado con la combinacion de IL-1o y leptina no
produjo cambios significativos en la expresion de ARNm de ELF3 respecto al tratamiento con
IL-1 o sola, pero si una tendencia clara a la disminucion de los niveles de proteina de este factor
de transcripcion (Figura 50 A, C, D). Del mismo modo, las células sanas del AF estimuladas
con la combinacion de IL-1a y leptina no mostraron variaciones significativas en la expresion
de ELF3 en comparacion con el tratamiento individual con IL-1a (Figura 50 B). El tratamiento
solo con leptina no mostré cambios significativos en la expresion de ELF3 en ninguna de las

condiciones estudiadas.
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Figura 50. La combinacion IL-1a y leptina no muestran variaciones significativas en la expresion de ELF3.
A: Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en células degeneradas, B: Nivel de expresion de ARNm de ELF3 en
celulas sanas. C-D: Niveles de expresion proteica de ELF3 en disco degenerado. Comparacion entre IL-1a y
leptina+IL-1a. Los datos representan la media = SEM de al menos 3 experimentos independientes.
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4.2.5 Sobreexpresion del gen ELF3

4.2.5.1 La sobreexpresion del gen ELF3 aumenta la expresion de genes
inflamatorios.

Como hemos comprobado anteriormente, ELF3 esta sujeto a regulacion por estimulos
inflamatorios. Con el objetivo de obtener una comprension mas profunda del papel del gen
ELF3 en el disco intervertebral y si aparte de estar ligado al ambiente inflamatorio, es capaz de
regular los procesos degenerativos en el disco, realizamos experimentos funcionales de

sobreexpresion tanto en células de disco intervertebral sano como degenerado.

Como se observa en la Figura 51A, la transfeccion de las células de disco sano con el
plasmido que contiene el inserto para el gen ELF3 produjo una sobreexpresion de este gen de
manera eficiente. Dicha sobreexpresién del gen ELF3 vino acompafiada de un aumento
significativo de los niveles de factores catabdlicos como la MMP13 (Figura 51B) y de
mediadores inflamatorios como la IL-6 (Figura 51E), LCN2 (Figura 51G) y PTGS2 (Figura
51H). Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de MMP3, MMP9 y ADAMTS5
(Figura51C, D, F).

De igual manera, estudiamos el efecto de la sobreexpresion de ELF3 en las células de disco
degenerado. Como muestra la Figura 52A, la transfeccion y sobreexpresion fue eficiente. De
manera analoga a los resultados en disco sano, la sobreexpresion del gen ELF3 aumento
significativamente los niveles de MMP13 (Figura 52B), MMP3 (Figura 52C), IL-6 (Figura
52E) y PTGS2 (Figura 52H). Sin embargo, en este caso no encontramos significatividad en los
niveles de expresion de MMP9, ADAMTS5 y LCN2 (Figura 52D, F, G).
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Sobreexpresion de ELF3 en disco sano
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Figura 51. La sobreexpresion del gen ELF3 en células de AF sanas aumenta la expresién de genes
inflamatorios y de degeneracion de matriz.

Niveles de expresion de ARNm en células AF sanas ELF3 (A), MMP13(B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6 (E),
ADAMTS5 (F), LCN2 (G), PTGS2(H) en células transfectadas con el plasmido vacio (pCl) o el plasmido de
sobreexpresion del gen ELF3 (pELF3). Los datos representan la media + SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con pCl.
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Sobreexpresion de ELF3 en disco degenerado
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Figura 52. La sobreexpresion del gen ELF3 en células de AF degeneradas aumenta la expresion de genes
inflamatorios y de degeneracion de matriz.
Niveles de expresion de ARNm en células AF degeneradas ELF3 (A), MMP13(B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6
(E), ADAMTSS5 (F), LCN2 (G), PTGS2(H) en células transfectadas con el plasmido vacio (pCl) o el plasmido de
sobreexpresion del gen ELF3 (pELF3). Los datos representan la media £ SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con pCl.
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4.2.5.2 La sobreexpresion del gen ELF3 aumenta la expresion de genes
inflamatorios en combinacion con IL-1a

Una vez descritos los efectos de la sobreexpresion del gen de ELF3 de manera basal,
decidimos afiadir a esta condicion la estimulacion con la IL-1a. Comprobamos inicialmente la
expresion del gen ELF3 (Figura 53A y Figura 54A). De acuerdo con los resultados antes
descritos se observo que la expresion de ELF3 estaba ligeramente aumentada en presencia de
IL-1a.

A partir de estos experimentos en disco sano y degenerado, demostramos que la
sobreexpresion del gen ELF3 junto con la IL-1a conduce a un aumento en la expresion de genes
relacionados con el catabolismo del disco, tales como la MMP13, asi como MMP3 y
ADAMTS5 (estos dos ultimos significativos solo en disco sano) (Figura 53 B, C y F; Figura 54
B, Cy F). Por otro lado, detectamos un incremento en la expresion de IL-6 cuando el gen ELF3
se sobreexpresaba en combinacion con la estimulacion con IL-1a (Figura 53 E y Figura 54 E).
Asimismo, se pudo apreciar un aumento en la expresion de la adipoquina LCN2 cuando el gen
ELF3 se sobreexpresaba tanto de manera individual como en combinacion con el estimulo
inflamatorio (solo en disco sano) (Figura 53 G), asi como la tendencia al aumento de PTGS2
(Figura 53 H), en ambas condiciones. No observamos diferencias significativas en la expresion

de MMP9 en ninguna de las condiciones analizadas.

Aparte del analisis de ARNm, quisimos corroborar a nivel de proteina algunos de nuestros
hallazgos con una seleccion reducida de los representantes mas importantes de la respuesta
inflamatoria y catabdlica. Para ello analizamos la expresion de MMP13 e IL-6 mediante la
técnica de Western Blot en células de disco degenerado. Con estos experimentos obtuvimos un
incremento estadisticamente significativo de la expresion de MMP13 después de la
sobreexpresion de ELF3 sola y en combinacion con IL-1a (Figura 55A), mientras que los
niveles de IL-6 solo aumentaron en células expuestas a la combinacion de ambos factores
(Figura 55B).
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Figura 53. La sobreexpresion del gen ELF3 en combinacion con IL-1a 0.1ng/ml en células de AF sanas
aumenta la expresion de genes inflamatorios y de degeneracion de matriz.
Niveles de expresion de ARNm en células AF sanas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-6 (E),

ADAMTS5 (F), LCN2 (G),

PTGS2 (H) en células transfectadas con el plasmido vacio (pCl) o el plasmido de

sobreexpresion del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinacion con IL-7a 0. 1ng/ml. Los datos representan la media
+ SEM de al menos 3 experimentos independientes. 4p<0,05, 4%p0,01, 4&&p0,001, pELF3 en comparacién con
pCl y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+IL-1a en comparacion con pCl+IL-1a.
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Sobreexpresion de ELF3 en disco degenerado
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Figura 54. La sobreexpresion del gen ELF3 en combinacion con IL-1a 0.1ng/ml en células de AF degeneradas
aumenta la expresion de genes inflamatorios y de degeneracion de matriz.

Niveles de expresion de ARNm en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D), IL-
6 (E), ADAMTSS (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) en células transfectadas con el plasmido vacio (pCl) o el plasmido
de sobreexpresion del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinacion con IL-/a 0.1ng/mi. Los datos representan la
media = SEM de al menos 3 experimentos independientes. ¥p<0,05, ¥%p0,01, £44p0,001, pELF3 en comparacion
con pCl y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+IL-1a en comparacién con pCl+IL-1a.
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Figura 55. La sobreexpresion del gen ELF3 en combinacion con IL-1a en células de AF degeneradas aumenta
la expresion proteica de genes inflamatorios y de degeneracion de matriz

Niveles de expresién proteicos en células AF degeneradas de MMP13(A) e IL-6 (B) en células transfectadas con
el plasmido vacio (pCl) o el plasmido de sobreexpresion del gen ELF3 (pELF3) solo y en combinacion con IL-1a
0.1ng/ml. Los datos representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. $p<0,05, 4p0,01,
&&&p0,001, pELF3 en comparacion con pCl y *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, pELF3+1L-1a en comparacion con

pCl+IL-1a.
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4.2.6 Silenciamiento del gen ELF3

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en la sobreexpresion del gen ELF3, se
realizaron experimentos de silenciamiento de este mismo gen en disco degenerado (Figura 56),
de manera individual y en combinacion con el estimulo inflamatorio de IL-1a. Como podemos
observar en la Figura 57B, el silenciamiento de ELF3 produjo una disminucion estadisticamente
significativa en la expresion de ARNm de MMP13 inducida por la IL-1a, asi como tendencias
sin significancia estadistica en la expresion de los genes de degradacion de matriz como MMP3,
MMP9 (Figura 57 C, D) y genes inflamatorios como IL-6 y PTGS2 (Figura 57 E, H) en las
mismas condiciones. No observamos diferencias en la expresién de ADAMTS5 en ninguno de

los grupos analizados.

Al igual que los experimentos anteriores, quisimos confirmar nuestros datos a nivel de
proteina. La disminucion de la expresion de MMP13 inducida por IL-1a en células silenciadas
para ELF3 fue corroborada mediante Western Blot (Figura 58A). Del mismo modo, pudimos
observar que la tendencia observada en la reduccién de los niveles de los transcritos de IL-6 en

la condicién siELF3 + IL-1a fue también corroborada a nivel de proteina (Figura 58B).
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Figura 56. Niveles de expresion de ELF3 en disco degenerado tras el silenciamiento del gen ELF3.

A: Niveles de expresion de ARNm de ELF3, B: Niveles de expresion proteica de ELF3. siC-: Control negativo de
silenciamiento. SiELF3: células transfectadas con siRNAs especificos para el gen ELF3. Se normalizé con el
control de carga GAPDH. Los datos representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes.
*p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con siC-.
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Figura 57. El silenciamiento del gen ELF3 en células de AF degeneradas disminuye la expresion de genes
inflamatorios y de degeneracion de matriz (solo y en combinacioén con IL-1a).

Niveles de expresion de ARNm en células de AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B), MMP3 (C), MMP9 (D),
IL-6 (E), ADAMTSS5 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) transfectadas con los siRNAs indicados solos y en combinacion
con IL-7a 0.1ng/ml. Los datos representan la media = SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05,
**n0,01, ***p0,001, SiIELF3 +IL-7a en comparacion con siC-+IL-/a.
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Silenciamiento de ELF3 en disco degenerado
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Figura 58. El silenciamiento del gen ELF3 en células de AF degeneradas disminuye la expresion proteica de
genes inflamatorios y de degeneracion de matriz (solo y en combinacion con IL-1a).

Niveles de expresion proteicos en células de AF degeneradas de MMP13 (A) e IL-6 (B) transfectadas con los
siRNAs indicados solos y en combinacion con IL-7a 0. Ing/ml. Los datos representan la media + SEM de al menos
3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001, SIELF3 +IL-/a en comparacion con siC-+IL-/a.
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4.3 CAPITULO I11: ESTUDIO DE SUSTANCIAS NATURALES COMO POSIBLES TERAPIAS PARA
LA DEGENERACION DE DISCO INTERVERTEBRAL

Se utilizaron células primarias de disco intervertebral degenerado para estudiar el efecto de
sustancias naturales para el tratamiento de la degeneracion de disco. El objetivo de este bloque
de experimentos fue determinar si el oleocanthal tenia efectos antiinflamatorios en estas células,
y especialmente, si era capaz de regular un factor tan determinante en el catabolismo del disco

intervertebral como es ELF3.

4.3.1 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral
degenerado en combinacion con LPS.

En primer lugar, se realizaron pruebas de viabilidad celular en respuesta al compuesto,
utilizando el ensayo MTT, para identificar la dosis sin efecto citotoxico. Como se puede
observar en la Figura 59, el oleocanthal no altera la viabilidad celular de las células de disco en

ninguna de las condiciones analizadas.
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Figura 59. El oleocanthal no afecta a la viabilidad celular en disco degenerado.

Las células de disco fueron pretratadas con 1-5uM de oleocanthal durante 4 horas para después afiadir LPS 100
ng/ml. Los resultados representan, en porcentaje con respecto al control, las medias de al menos 3 experimentos
independientes con 8 observaciones individuales cada una para cada experimento y tratamiento. La viabilidad
fue estudiada utilizando el ensayo MTT siguiendo los pasos descritos en la metodologia. Las células fueron
tratadas con DMSO a la concentracién mas alta para ver la influencia de éste como vehiculo del oleocanthal.
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4.3.2 Oleocanthal reduce la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el
catabolismo de matriz inducida por la estimulacion con LPS.

Para estos experimentos se utilizaron las dosis de 1uM y 5uM, dosis minima y maxima que
demostraron no tener efecto citotoxico en las células primarias de disco intervertebral
degenerado (Figura 59). Determinamos que el oleocanthal era capaz de inhibir la expresion de
ELF3, MMP3, ADAMTSS5, IL-6, NOS2 y PTGS2 inducida por LPS a dosis baja. Del mismo
modo, la dosis alta de oleocanthal contrarresto la induccion de MMP13 y LCN2 ejercida por el
LPS, ademas de los genes antes mencionados (Figura 60). Algunos de estos resultados fueron
ademas confirmados mediante Western Blot, escogimos como representantes del estado
proinflamatorio ELF3 y IL-6 (Figura 61A-B).
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Figura 60. Oleocanthal disminuye la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el catabolismo de
matriz inducida por la estimulacién con LPS.

Niveles de expresion de ARNm (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13(B),
MMP3 (C), ADAMTSS5 (D), IL-6 (E), NOS-2 (F), LCN2 (G), PTGS2 (H) con tratamientos de OC 1uM, OC 5uM y
LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con
OC. Los datos representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01,
***n0,001 en comparacién con LPS. Comparacion de LPS 100ng/ml vs IuM de oleocanthal + LPS y LPS
100ng/ml vs 5uM de oleocanthal + LPS.,
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Figura 61. Oleocanthal disminuye la expresion proteica de genes involucrados en la inflamacion inducidos por
la estimulacion con LPS.

Niveles de expresidn proteicos (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A) e IL-6 (B) con
tratamientos de OC 1uM, OC 5uM y LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre
un pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media = SEM de al menos 3 experimentos
independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en comparacion con LPS. Comparacion de LPS 100ng/ml vs 1uM
de oleocanthal+ LPS'y LPS 100ng/ml vs 5uM de oleocanthal + LPS.
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4.3.3 Oleocanthal regula la activacion de la via de NFkB inducida por el LPS

Para obtener un entendimiento mas profundo de los mecanismos moleculares subyacentes
a la actividad del oleocanthal en las células del disco intervertebral humano, analizamos
mediante Western Blot su influencia en la via de sefializacion de NFkB. Como se muestra en la
Figura 62, el LPS indujo la fosforilacion de la subunidad p65 de NFkB. El pretratamiento con

OC redujo esta fosforilacion, especialmente a una concentracion de 5 uM.
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Figura 62. Oleocanthal regula la activacion de la via de NFxB inducida por el LPS.

Niveles de expresién proteica (a 25 minutos) de phospho-P65 y P65 total en disco degenerado con tratamientos
de OC IuM, OC 5uM y LPS 100 ng/ml y sus respectivas combinaciones, habiendo realizado siempre un
pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media £+ SEM de al menos 3 experimentos
independientes. Comparacién de LPS 100ng/ml vs I1uM de oleocanthal+ LPS y LPS 100ng/ml vs 5uM de
oleocanthal+LPS.
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Figura 63. Representacién esquematica del efecto del oleocanthal sobre la via de sefializacion NFxB.
Imagen de elaboracion propia BioRender®.

4.3.4 Oleocanthal no altera la viabilidad de las células de disco intervertebral
degenerado en combinacion con IL-1a.

Tras ver el efecto que el oleocanthal producia en las células estimuladas con
lipopolisacarido bacteriano, se decidio comprobar el efecto del oleocanthal en células
estimuladas con IL-la. Como se puede ver en la Figura 64, el oleocanthal (s6lo o en

combinacion con IL-1a) no altera la viabilidad celular a las dosis de 1uM y 5uM.
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Figura 64. El oleocanthal no afecta a la viabilidad celular en disco degenerado.

Las células de disco fueron pretratadas con 1-5uM de oleocanthal durante 4 horas para después afiadir IL-1a 0,1
ng/ml, y sus combinaciones, como podemos ver en la gréfica. Los resultados representan, en porcentaje con
respecto al control, las medias de al menos 3 experimentos independientes con 8 observaciones individuales cada
una para cada experimento y tratamiento. La viabilidad fue estudiada utilizando el ensayo MTT siguiendo los
pasos descritos en la metodologia. Las células fueron tratadas con DMSO a la concentracion mas alta para ver

la influencia de éste como vehiculo del oleocanthal.

4.3.5 Oleocanthal reduce la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el
catabolismo de matriz inducida por la estimulacion con IL-1a.

Como se muestra en la Figura 65, la IL-1a induce la expresion de ARNm de MMP13,
MMP3, ADAMTSS5, IL-6, ELF3 y NOS2 en las células AF degeneradas después de 24 horas,
en comparacién con el control no tratado. El pretratamiento durante 4 horas con oleocanthal a
1 uM disminuy6 significativamente los niveles de expresion de IL-6, pero no de los otros
mediadores. Sin embargo, a la dosis de 5 uM, el oleocanthal logré disminuir los niveles de

ELF3, MMP13, MMP3, ADAMTSS, IL-6 y NOS2.
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Figura 65. Oleocanthal disminuye la expresion de genes involucrados en la inflamacion y el catabolismo de

matriz inducida por la estimulacién con IL-1a.

Niveles de expresion de ARNm (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A), MMP13 (B),
MMP3 (C), ADAMTS5 (D), IL-6 (E), NOS-2 (F) con tratamientos de OC IuM, OC 5uM y IL-1o. ng/ml y sus
respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos
representan la media £ SEM de al menos 3 experimentos independientes. *p<0,05, **p0,01, ***p0,001 en
comparacion con IL-1a. Comparacion de IL-1a vs 1uM de oleocanthal+ IL-1a y IL-1a vs SuM de oleocanthal +

IL-10.

También quisimos corroborar algunos de nuestros hallazgos mediante Western Blot. Como
se observa en la Figura 66A, el oleocanthal indujo una disminucion de la expresion proteica de

la ELF3, asi como de IL-6. Siendo los resultados coherentes con los obtenidos anteriormente

en la expresion de ARN mensajero.
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Figura 66. Oleocanthal disminuye la expresion proteica de genes involucrados en la inflamacion inducidos por

la estimulacion con IL-1a.

Niveles de expresion proteicos (expresados en porcentaje) en células AF degeneradas de ELF3 (A) e IL-6 (B) con
tratamientos de OC luM, OC 5uM y IL-1a ng/ml y sus respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un

pretratamiento de 4 horas con OC. Los datos representan la media

SEM de al menos 3 experimentos

independientes. Comparacion de IL-1a vs 1uM de oleocanthal + |L-1a y IL-1a vs S5uM de oleocanthal + 1L-1a.
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4.3.6 Oleocanthal regula la activacion de la via de NFkB tras estimulacion con IL-1a

De manera similar a los experimentos con el LPS, nos propusimos investigar como el

oleocanthal afecta a la regulacion de la via de sefializacion NFxB bajo la influencia de la IL-

la. Para ello, evaluamos la fosforilacion de la subunidad p65 de NFkB mediante Western Blot.

Como se observa en la Figura 67, la IL-1a induce la fosforilacion de p65, pero al realizar el

pretratamiento con OC, esta fosforilacién disminuye de manera dependiente de la dosis.

=
Q2
g pP65/P65
s
5 47
o
8
L 34
- [
] T
B Phospho-NFkB p65
I
g H H T NFkB P65 Total
: |
B R s T

A, N (S AS a0

o) 0\ % (\Q W
IS o>
W 00 00

a3

= 4

+ F

s 2 b b

= =2 3 3

L un ] L] N

, O U AN S (8]
&) @) @] = o o
i — — D GEEES w—

Figura 67. Oleocanthal regula la activacion de la via de NFxkB inducida por |L-1al.

Niveles de expresion proteica de phospho-P65 y P65 total en disco degenerado con tratamientos de OC 1uM, OC
SuM y IL-10. ng/ml y sus respectivas combinaciones habiendo realizado siempre un pretratamiento de 4 horas con
OC. Los datos representan la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes. Comparacion de IL-1a

vs IuM de oleocanthal + IL-1a y IL-10 vs 5uM de oleocanthal+ 1L-1o.
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5 DISCUSION

5.1 DISCUSION: CAPITULO |. PERFIL METABOLOMICO DEL DISCO INTERVERTEBRAL HUMANO

De acuerdo con los datos recopilados en el Estudio de la Carga Global de Enfermedades
2021 ("Global Burden of Disease Study 2021"), se estima que aproximadamente 619 millones
de personas en todo el mundo padecen dolor de espalda. La proyeccion de estos datos indica
que habra un aumento sustancial que en el afio 2050 llegaria a alcanzar la cifra de 843 millones
de afectados [27]. Dentro de ellos, la mayoria de los casos de dolor lumbar estan relacionados
con la enfermedad de degeneracion de disco intervertebral.

La degeneracion de disco intervertebral, es una enfermedad musculoesquelética muy
compleja que involucra maltiples factores y se ve caracterizada por alteraciones metabolicas y
estructurales en el disco intervertebral. A medida que avanza, se produce un deterioro gradual
en la estabilidad mecéanica y en la capacidad de amortiguacién de la estructura del disco
intervertebral. La DDI presenta una etiologia multifactorial, hecho que complica nuestra
capacidad para comprender su origen y desarrollo, lo que plantea un desafio en cuanto a la
identificacion de terapias efectivas y biomarcadores fiables.

Actualmente, el diagnoéstico de la DDI se sustenta principalmente en el empleo de técnicas
de imagen en fases avanzadas de la enfermedad en las que ya se manifiestan sintomas,
careciendo de biomarcadores que permitan discernir entre la degeneracion silente y la
degeneracion sintomatologica. Ademas, el manejo de esta enfermedad se apoya
fundamentalmente en enfoques conservadores que incluyen el uso de analgésicos, agentes
antiinflamatorios, relajantes musculares, terapia fisica, reposo, y como ultima opcién,
procedimientos quirdrgicos. Por lo que no existe una cura definitiva o terapias especificas para
contrarrestar la degeneracion discal.

Debido a la necesidad de nuevos enfoques terapéuticos para el tratamiento de la
degeneracion de disco intervertebral se hace imprescindible el estudio del perfil biologico del
mismo. Con el fin de esclarecer los mecanismos que participan en la fisiopatologia y el
desarrollo de la enfermedad y comprender mejor los procesos metabdlicos que ocurren en esta
estructura del sistema musculo-esquelético, la primera parte de esta tesis se baso en el estudio
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metabolomico del disco intervertebral. Existen tres razones principales para la realizacion de
esta aproximacion metodologica:

= Comprender la salud del disco intervertebral: el metaboloma del disco y en particular
la comparacion de los metabolomas entre tejidos sanos y degenerados que nos puede
proporcionar informacion valiosa sobre su estado de salud y puede ser Gtil para la
deteccion temprana de cambios patoldgicos.

= Asimismo, puede llevar a la identificacion de biomarcadores metabolicos que estén
asociados con las condiciones degenerativas y utilizarse para el diagnostico precoz y el
seguimiento de enfermedades.

» Finalmente puede ser Util en revelar posibles dianas terapéuticas para el desarrollo de
tratamientos destinados a prevenir y/o tratar las enfermedades degenerativas discales.

Hasta el momento, se dispone de un conocimiento limitado sobre el metaboloma en el
contexto de la enfermedad de disco intervertebral. EI equipo de Shan et al. llevo a cabo la
determinacion de los niveles de metabolitos en el plasma de pacientes con hernia discal
intervertebral utilizando cromatografia de gases y espectrometria de masas. Sus hallazgos
revelaron que, en los pacientes con hernia discal, se observo un aumento en los niveles en
plasma de acido glutdmico, aspartico y glicina en comparacién con el grupo control. Sin
embargo, se registrd una disminucion en otros metabolitos, como la glucosa 1-fosfato [226].
Otros estudios, como el que realizd el grupo de Radek et al. utilizaron el método de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de alta resolucion para la caracterizacion de
los niveles de metabolitos en el tejido de disco intervertebral de pacientes con degeneracion.
En este contexto, se describieron sobre todo proteoglicanos y glucosaminoglicanos. La
degradacidn de los proteoglicanos se puso de manifiesto debido a las altas concentraciones de
aminoacidos (alanina, glicina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina y valina), estando la
concentracion de las mismas correlacionada con el nivel de degeneracion [227]. Se observé
que en los grados de degeneracion mas avanzados (Pfirrmann IV y V), en comparacion con
otros menos avanzados (Pfirrmann 1I1), las concentraciones de creatinina, glicina,
hidroxiprolina, alanina, leucina, valina, acetato, isoleucina, a,-glucosa y mioinositol, eran méas
elevadas, mientras que se registraban niveles disminuidos de sulfato de condroitina [227]. La
reduccién del sulfato de condroitina posiblemente indica una disminucion de los
glucosaminoglicanos sulfatados en el ndcleo pulposo degenerado del disco, mientras que el
incremento de la hidroxiprolina podria estar relacionado con una modificacion en el contenido
y la disposicién general del colageno en el anillo fibroso.
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Debido a la escasez de resultados al respecto, se hace imperante el estudio completo del
perfil metabdlico de las células de nucleo pulposo y anillo fibroso del disco intervertebral. En
la primera parte de esta tesis, se caracteriz6 la metaboldémica de las células del disco, tanto en
pacientes sanos como con degeneracion de disco intervertebral, centrdndonos en este caso en
la lipidomica celular, no descrita en la literatura hasta este momento.

Como resultado de estos experimentos obtuvimos que los metabolitos mas afectados en el
disco degenerado fueron los triglicéridos, los diacilglicéridos y los acidos grasos (saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados), que principalmente son moléculas cuya funcion es la
reserva energética. Ademas de esta funcidn, se han descrito otras funciones de los &cidos grasos,
siendo capaces también de regular el metabolismo e inflamacién [228]. Su carencia en el disco
degenerado podria estar relacionada con la falta de recursos energéticos que llegan al tejido a
lo largo de la degeneracion. Al ser el disco un tejido avascularizado y tras la paulatina
degeneracion de las placas terminales a través de las cuales se suministran los nutrientes, el
disco degenerado deja de tener a su disposicién glucosa, oxigeno y otros nutrientes, por lo que
predomina la oxidacion de los &cidos grasos en las mitocondrias [229,230]. Los acidos grasos,
serian los encargados de otorgar la energia a las células que se degradarian formando acetil-
coA 'y 2-propanol, metabolitos que se han visto aumentados en disco degenerado [231].

Los acidos grasos desempefian un papel crucial en la regulacion de dos actores importantes
en la respuesta inflamatoria: NFxB y los receptores activados por los proliferadores de
peroxisomas (PPARs) [228]. Se ha postulado un papel relevante para NF«kB en la fisiopatologia
de la DDI [232,233], ya que la inhibicion de esta via frenaba la enfermedad. Por otro lado, los
lisofosfatidilinositoles (LP1), se han identificado como lipidos sefializadores bioactivos debido
a su capacidad para inducir una respuesta inflamatoria y de sensibilizacion al dolor mediante la
interaccion agonista con el receptor acoplado a proteina G 55 (GPR55) [234]. Estudios recientes
han descubierto que la inhibicion de este receptor por un antagonista del mismo atenua la
activacion de los condrocitos inducida por los productos finales de la glicacion avanzada [235].
La disminucion de los niveles en disco degenerado tanto de acidos grasos como LPI, podrian
explicar, parcialmente, la similitud entre los niveles de expresion de genes inflamatorios
(NOS2, COX2, IL-6, IL-8, IL-1B y TNFa) encontrados entre discos sanos y degenerados.

Sin embargo, los niveles disminuidos de fosfatidilcolina, podrian estar referidos a un
aumento en la respiracion mitocondrial del disco degenerado [236]. La respiracion mitocondrial

ha sido descrita por afectar a la degeneracion de disco intervertebral debido a que juega un
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papel fundamental en el metabolismo glucolitico, estrés oxidativo, y homeostasis celular en
células de disco. Se ha descrito una alteracion estructural y funcional en las mitocondrias de
células de disco degeneradas [237]. Esta pérdida de funcién mitocondrial contribuye al
desequilibrio en la regulacion del estrés oxidativo, senescencia celular prematura y muerte

celular, las cuales son caracteristicas en la DDI [238,239].

En condiciones fisioldgicas normales, se puede observar la presencia de esfingomielina y sus
derivados (ceramidas y esfingosinas) en el plasma o formando parte de lipoproteinas. No
obstante, puede ocurrir una desregulacion de los niveles de esfingomielina y sus componentes en
el plasma, lo que desencadena un estado fisiopatoldgico, observaciones ya descritas en
enfermedades cardiovasculares, renales y metabdlicas [240,241]. Ademas, la disminucidon de los
niveles de esfingomielinas y el aumento de las ceramidas que observamos podrian estar
vinculados a un estado de senescencia, autofagia o incluso a la muerte celular en los discos
degenerados. Se conoce que el equilibrio entre ceramidas y esfingomielinas desempefia un papel
critico en el destino de las células [242]. Los esfingolipidos, incluyendo la ceramida y
esfingosina-1-fosfato, son lipidos importantes en la regulacion de la senescencia celular, siendo
la ceramida inductora de la misma, mientras que la esfingosina-1-fosfato es inhibidora [243,244].

Entre los factores que desencadenan cambios en el disco intervertebral estan la induccion
de la inflamacién, la secrecion de citoquinas inflamatorias, la apoptosis, la autofagia y los
cambios en la morfologia celular [245]. Debemos destacar la importancia de la inflamacion en
el proceso de degeneracion de disco intervertebral, factor que contribuye a la patogénesis de la
enfermedad. Factores asociados a la inflamacion como la IL-6, IL-1 o0 el TNFa, han sido
ampliamente estudiados y descritos como factores que contribuyen a la enfermedad [246,247].
También la obesidad genera un incremento de la presion mecéanica entre los discos
intervertebrales y, al mismo tiempo, aumenta los niveles de citoquinas, adipoquinas y
promueve el estado inflamatorio celular de bajo grado [85,247]. EI tejido adiposo secreta
adipoquinas que van a través del flujo sanguineo y llegan hasta el tejido circundante del disco
intervertebral, lo que contribuye a un estado de inflamacion paulatino y crénico que afecta al
estado del disco intervertebral [122]. Nuestros resultados revelan diferencias en los niveles de
lipocalina-2 entre los grupos de anillo fibroso sano y degenerado, mostrando una disminucion
en estado degenerado. Sin embargo, cuando sometiamos a las células a un estimulo
inflamatorio, como la IL-1B, en todos los casos la expresion de esta adipoquina se veia
aumentada. Estos hallazgos sugieren que las adipoquinas podrian ser un blanco terapeutico
viable, dado el cambio en sus niveles asociado al estado patoldgico. Tanto las adipoquinas como
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las citoquinas desempefian un papel crucial en la degeneracion discal, aunque ain no se ha
definido completamente su funcion en esta enfermedad. Por lo tanto, esta tesis aborda la
descripcion de los niveles de algunas de estas moléculas y explora los efectos del tratamiento
con leptina en estos tejidos por primera vez.

Es importante sefialar que, ademés del incremento observado en algunas adipoquinas, se
ha documentado un aumento en las metaloproteinasas en el disco intervertebral. Ambos factores
podrian estar relacionados, ya que existe un estudio en células del anillo fibroso en discos de
ratas, donde la estimulacion con IL-1p resulté en un aumento de los niveles de LCN2. Este
aumento estuvo acompafiado por la inhibicion de la autodegradacion de la MMP9, lo que
desencadeno la degeneracion de la matriz [109]. Este hallazgo plantea la reflexion sobre la
relevancia del estudio de las adipoquinas en relacion con el deterioro de la matriz.

Estudios previos han caracterizado la grelina por su capacidad de inhibir la via de AKT en
las células del ndcleo pulposo [113]. En el marco de nuestra investigacion, hemos logrado
describir que los niveles de grelina, asi como los de su antagonista endégeno (LEAP2), se
encontraban disminuidos en las células del disco degenerado en comparacion con las células en
estado de salud. Este hallazgo sugiere una disminucion en la funcion protectora de la grelina en
este estado degenerado del disco. Sin embargo, cabe destacar que, a diferencia de lo que se
habia descrito previamente en las células del nlcleo pulposo de conejo, el tratamiento con IL-
1P no provocd un aumento en los niveles de esta adipoquina [248], lo que sugiere diferencias

en la regulacién de estos factores entre especies.

Nuestros resultados no arrojaron diferencias entre los niveles de progranulina en estado
sano con respecto al degenerado. A pesar de ello, se ha demostrado que la progranulina
desempefia un papel protector en el disco intervertebral, antagonizando los efectos del TNF
[249]. La deficiencia de progranulina conlleva niveles elevados de metaloproteinasas, 1o que
intensifica la degeneracion de la matriz [117]. Estos hechos subrayan la relevancia de investigar
a fondo algunas de estas adipoquinas, incluso si no se observan diferencias evidentes en los
niveles basales entre discos sanos y degenerados. Es el caso de algunas adipoquinas estudiadas
en esta tesis, cuyos niveles entre estado sano y degenerado no cambiaron: SERPINE2, NUCB2,
RARRES2 y NAMPT. Estas citoquinas han sido previamente asociadas con un papel
fisiopatolégico en condrocitos, lo que suscita un genuino interés en su estudio, dada la similitud
del perfil fisiopatologico con el tejido del disco intervertebral. Por ejemplo, en condrocitos,
SERPINEZ2 ha sido descrita por su capacidad de inhibir la activacion de las MMPs y ADAMTS
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a través de la via de ERK1/2/NF«B [53]. Nuestros resultados determinaron que los niveles de
SERPINEZ2 aumentaban cuando las células sanas y degeneradas eran estimuladas por IL-1p, no
mostrando sinergia ni aumentos significativos cuando se estimulaban con leptina.

Del mismo modo, en cultivos de adipocitos in vitro, se ha observado que la IL-1p tiene la
capacidad de elevar los niveles de quemerina [94]. Nuestros resultados han demostrado que
este fendmeno se reproduce tanto en el disco intervertebral sano como en el degenerado. Se ha
caracterizado a esta adipoquina por su funcion degradante de la matriz extracelular en el disco,
lo que conduce a la liberacion de mediadores inflamatorios dependientes de TLR4 y CMKLR1
[122]. Por otro lado, la visfatina también se ha correlacionado de manera positiva con el proceso
de degeneracion de disco, ya que participa en la degradacién de la matriz bajo la influencia de
la IL-1pB [104]. Como muestran nuestros resultados, los niveles de visfatina aumentan cuando
se induce un estado inflamatorio con IL-1B. Por el contrario, en el contexto de discos
intervertebrales degenerados, los niveles de NUCB2 no presentaron cambios significativos tras

la estimulacion de las células con IL-1p, leptina o su combinacion.

Como hemos podido constatar, los niveles de LCN2 y GHRL/LEAP muestran una
disminucion en el contexto de la degeneracion de disco, lo que sugiere de manera concluyente
que desempeiian un papel relevante en el desarrollo de esta enfermedad. No obstante, se
requiere una mayor informacion para poder describir de manera completa la funcion que
desempefian en estas células.

Tanto las adipoquinas generadas por la DDI como aquellas influenciadas por otros factores
desempefian un papel esencial en la fisiopatologia de la enfermedad. A pesar de que la
investigacion ha arrojado luz sobre las interrelaciones entre las adipoquinas y los estados
patoldgicos de la enfermedad, la complejidad de los mecanismos fisiopatologicos dificulta su
identificaciébn como contribuciones individuales. La comprension de todos estos factores se
vuelve de suma importancia para el futuro estudio de biomarcadores diagndsticos en las etapas
iniciales de la enfermedad y para el desarrollo de terapias eficaces destinadas a la degeneracion
de disco intervertebral.
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5.2 DISCUSION: CAPITULO Il. EL FACTOR DE TRANSCRIPCION ELF3 EN EL DISCO
INTERVERTEBRAL HUMANO.

El segundo bloque experimental abordado en la presente tesis, se enfoco en investigar la
expresion del factor de transcripcion ELF3 en células y tejidos del disco intervertebral tanto
sano como degenerado. ELF3, un miembro perteneciente la familia de factores de transcripcion
ETS, que se expresa principalmente en las células epiteliales y desempefia un papel crucial en

varios procesos celulares, incluida la diferenciacion y la respuesta inflamatoria [250].

Los estudios previos sobre este factor de transcripcion ofrecen una evidencia contundente
sobre la presencia de una mayor cantidad de ELF3 en el cartilago humano afectado por artrosis
en comparacion con cartilago sano. Asimismo, ELF3 desempefia un papel significativo en la
regulacion de la expresion de citoquinas proinflamatorias en OA [153-157]. De hecho, nuestro
grupo de investigacion describi6 la interaccion entre ELF3 y el factor de transcripcion NFkB
en la induccion de la expresion de la lipocalina-2, adipoquina proinflamatoria, tanto en
condrocitos humanos como murinos [151]. Siendo capaces de revelar también la induccion
sinérgica de ELF3 a través de la leptina y la IL-1B en modelos in vitro de cartilago artrésico
[146].

La DDI comparte numerosas similitudes patologicas con la OA, particularmente en sus
etapas avanzadas. Cuando examinamos la patologia molecular de la DDI y la OA, notamos una
superposicién significativa. Esto incluye la expresion de mediadores inflamatorios como
COX2, IL-6, IL-8, CCL3, IL-1B, TNFa y LCN2 [166,246,247]. Ademas, la expresion de
factores catabdlicos, especificamente MMP3, MMP13 y ADAMTSS5, también muestra
paralelismos significativos en ambas condiciones [166]. Las células del disco intervertebral con
DDI y los condrocitos en el cartilago articular con OA, asi como los macréfagos M1 en estas
condiciones, mantienen un estado de inflamacién de baja intensidad que conduce a la

generacion de citoquinas proinflamatorias como la IL-1p y el TNF [135,251].

En esta tesis, hemos sido capaces de describir, por primera vez, la presencia de ELF3 en
tejidos y células de discos intervertebrales tanto sanos como degenerados. Observamos que su
expresion viene incrementada en casos de degeneracion de disco intervertebral, corroborando
los resultados previamente reportados en el cartilago articular [150,152]. También resaltamos
el notable aumento en la expresion del ARNm y la proteina de ELF3 en células de anillo fibroso
en estado sano al ser estimuladas con LPS o IL-1a. Como se describid anteriormente, los
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estimulos proinflamatorios pueden inducir la expresion de ELF3 en los condrocitos OA, lo que
puede contribuir a la degradacion y remodelacion del cartilago en la OA al impulsar la
expresion génica de la colagenasa y alterar el anabolismo de los condrocitos. Del mismo modo,
de nuestros resultados podemos destacar que el factor de transcripcion ELF3 es inducido por
mediadores inflamatorios tanto en tejidos sanos como en tejidos patologicos de disco
intervertebral. Por ende, el incremento en la expresion de ELF3 en células del anillo fibroso
(AF) estimuladas por LPS, IL-1a u otros estimulos, sugiere que este factor, activado tanto por
la estimulacion de TLR4 como por los receptores de citoquinas, podria desempefar un papel
en el desarrollo de la degeneracion de disco intervertebral. Estos hallazgos, junto con la
observacion de que los niveles de proteina ELF3 se mantienen estables en células degeneradas
independientemente de estimulos adicionales, sugieren que este factor posiblemente desempefie
un papel clave tanto en la aparicién como en el desarrollo de la enfermedad degenerativa del

disco intervertebral [146].

Considerando que ELF3 posee una clara modulacion de su expresion inducida por agentes
proinflamatorios, quisimos comprobar su modulacién farmacol6gica mediante el uso de
glucocorticoides clasicos como la dexametasona. El tratamiento con este antiinflamatorio, a
células del disco intervertebral estimuladas con IL-1a, resulté en una marcada disminucion en
la expresion de ELF3. Estos datos estan en linea con los datos publicados anteriormente sobre

el papel de ELF3 en la degeneracion de cartilago articular [146].

En la literatura, ha sido descrito que ELF3 es capaz de controlar los promotores
transcripcionales y la expresion génica de NOS2, COX2 y MMP13 [153]. El factor de
transcripcion ELF3 desencadena la activacion de la enzima MMP13 y al mismo tiempo suprime
la transcripcion del gen COL2AL en el tejido cartilaginoso. Este mecanismo ejerce un papel
critico en el proceso de catabolismo del cartilago [252,253]. En investigaciones previas
realizadas en nuestro grupo, ya se ha reportado un aumento de la expresion de LCN2 en
condrocitos que sobreexpresaban el gen ELF3 y que ademés eran tratados con IL-la en
comparacion con las células tratadas Unicamente con IL-1a [151]. Por el contrario, cuando el
gen ELF3 fue silenciado, se observd una disminucion en la expresion de LCN2 [151].
Basandonos en estos descubrimientos previos, nuestro estudio actual aporta una novedosa
evidencia que demuestra que la sobreexpresion de ELF3 también induce la expresion de ARNm
de factores catabdlicos e inflamatorios como MMP13, MMP3, MMP9, ADAMTSS5, IL-6,

LCN2 y PTGS2 en células de disco intervertebral degenerado y sano. Ademas, la
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sobreexpresion de ELF3 aument6 ain mas la ya elevada expresion de ARNm de MMP13,
MMP3, MMP9, ADAMTSS5, IL-6 y LCNZ2 en células de disco intervertebral degenerado y sanas
estimuladas por IL-la. Estos descubrimientos sugieren el posible papel de este factor de
transcripcion en los procesos inflamatorios y degenerativos asociados con la enfermedad
degenerativa del disco intervertebral. De hecho, en la DDI, las MMPs y ADAMTS se destacan
como los principales agentes que median la degradacion de la matriz extracelular. Se ha descrito
que muchas de estas enzimas proteoliticas experimentan un marcado incremento en su
expresion tanto en la DDI como en la OA [166,254,255]. En nuestro estudio, indagamos el
papel desempefiado por ELF3 en la regulacién de la transcripcion de diversas enzimas,
incluyendo una colagenasa (MMP13), una gelatinasa (MMP9), una estromelisina (MMP3) y
una agrecanasa (ADAMTS5), encontrando que todas ellas experimentan un aumento de su
expresion inducido por ELF3. Estos resultados indican una actividad procatabdlica de ELF3
que puede contribuir potencialmente a la remodelacion y degradacion de la matriz extracelular.
Ya se describid con anterioridad que ELF3 activa la transcripcion de MMP13 mediante la union
a un sitio ETS conservado en la region promotora proximal de dicho gen [156]. Ademas, la
interaccion entre ELF3 y el promotor de MMP13 situado en las proximidades se intensifica

cuando los condrocitos se estimulan con IL-1f. [156].

Otras metaloproteinasas como MMP9, han sido descritas por desempefiar un papel
relevante en las células del disco intervertebral [109,256]. Zigouris et al. describieron una
correlacion significativa entre la expresion de MMP9 y los niveles de deterioro histoldgico en
los tejidos del disco intervertebral, lo que sugiere que MMP9 podria estar implicada en los
procesos relacionados con la DDI [256]. Ademas, se ha establecido una asociacion con otras
MMPs, como la MMP3, y la progresion de la enfermedad degenerativa del disco intervertebral
[257]. Los estudios demuestran que la estimulacion de las células del nucleo pulposo con IL-
1B induce una regulacion al alza en la expresion de MMP3, en concordancia con nuestros

hallazgos relacionados con la estimulacion de IL-1a [257].

Existen estudios que plantean la hipotesis de que ADAMTS5 desempefia un papel relevante
en la degradacion de los componentes de la matriz extracelular en el disco intervertebral, lo que
puede debilitar su estabilidad estructural [258]. En un modelo in vivo de DDI, mediante puncion
anular en conejos, se observé que la supresion de ADAMTS5 condujo a una reduccidn efectiva
de la degeneracion discal, lo cual plantea que ADAMTS5 pueda ser considerado como una

diana terapéutica para tratar la DDI [259]. Ademas, se ha observado un aumento en la expresion
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de ADAMTSS en los discos intervertebrales con hernia en pacientes humanos, lo que sugiere
su implicacion en el proceso degenerativo de la DDI. Asimismo, se ha documentado que
ADAMTS5 experimenta un aumento en su expresion en las células del disco intervertebral
estimuladas por IL-1B, lo cual concuerda con los resultados presentados en este estudio [258].
Hasta donde sabemos, mostramos por primera vez que la sobreexpresion de ELF3 tiende a
aumentar la expresiéon de ADAMTSS5 en células de disco intervertebral sano y degenerado.

Por otro lado, nuestros hallazgos nos permiten resaltar no solo el papel procatabdlico de
ELF3, sino que también describen el papel proinflamatorio del mismo. Esto se observa en el
aumento significativo de factores proinflamatorios como IL-6, LCN2 y PTGS2 en células de
AF sano y degenerado cuando se sometian a la sobreexpresion del gen ELF3. Hallazgos
recientes demuestran que ELF3 también desempefia un papel significativo en la sinergia entre
IL-17 y TNF en fibroblastos sinoviales [260]. En estos fibroblastos ha sido descrito que algunos
de los genes regulados por Ik dependen de ELF3. Debido a esto, la induccion de ELF3 podria
ser una via de activacion colaborativa, en la que ELF3 seria capaz de cooperar con AP-1y

NFkB para prolongar la produccion de mediadores inflamatorios.

La obesidad, es uno de los factores con mayor riesgo para la DDI, no solamente por el
estrés mecanico que genera, sino también por los niveles elevados de citoquinas y adipoquinas
que el tejido adiposo blanco libera. Por esta razon, esta condicién agrava el estado inflamatorio
celular [85,247]. Previamente, nuestro grupo describié que la leptina, adipoquina con
propiedades proinflamatorias, podia interactuar con la IL-1p para la induccion del gen ELF3 en
condrocitos humanos [146]. En nuestros resultados, resulté un hallazgo inesperado no observar
esta respuesta sinérgica de la leptina y la interleuquina, ni en células sanas ni degeneradas. Este
comportamiento, fue demostrado no solo para el gen ELF3, sino también en la expresion de
varias citoquinas proinflamatorias (como NOS2, COX2 e IL-6) y adipoquinas (como LCNZ2)
[261]. Podemos afirmar que la sinergia entre la leptina y la IL-1B depende de la presencia del
receptor de leptina [146], debido a ello investigamos los niveles de expresion del receptor en
células de disco sanas y degeneradas, observando que no habia diferencias de expresion en
ninguna de las dos condiciones. Sin embargo, destacamos una expresion significativamente
mayor en los niveles de expresion de leptina en células sanas de AF con respecto a las
degeneradas. Esta disminucion de la expresion de leptina en células degeneradas podria deberse
a la disfuncion celular asociada al proceso degenerativo caracteristico de la DDI. Aunque en

nuestro estudio no observamos diferencias en el receptor, cabe destacar que en ratones
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silenciados para el gen del receptor de la leptina, se desarrollan alteraciones en la columna
vertebral y cambios celulares en las células notocordales, implicando ello su importante rol en
la proliferacion y diferenciacion de las células de disco, lo que nos sugiere su implicacion en el
disco intervertebral [101], y aln estaria por determinar si los niveles de leptina estan
relacionados con dicho proceso. Cabe destacar que la presencia de leptina circulante y en el
tejido puede afectar a la homeostasis del disco intervertebral, actuando a través del receptor de
leptina 0 bien mediante otras citoquinas que son inducidas por la propia leptina [98,262].
También se ha descrito que la leptina estd implicada en la expresion de diferentes
metaloproteinasas, como MMP3 y MMP9 [99]. Asimismo, se observo un incremento de
MMP7, MMP11 y TNFa en las células de AF, mientras que en las células de NP se registro un

aumento en la expresion de agrecanasas, IL-6 y TNFa [99].

Estos hechos son concordantes con lo que ya se habia descrito en liquido sinovial de
personas con artrosis, mostrando una relacion directa entre los niveles de MMP1y MMP3. En
estos casos, la exposicion a la leptina por si sola, asi como en combinacién con el estimulo
inflamatorio IL-1f, provoco un aumento en los niveles de MMP1, MMP3 y MMP13 [100]. No
obstante, nuestro estudio no pudo corroborar la similitud fisiopatoldgica del cartilago articular
y el disco intervertebral en cuanto a la expresion de ELF3, ya que no produjo una sinergia junto
con el factor proinflamatorio IL-1pB, pero el conjunto de todos estos nuevos descubrimientos
amplia nuestro entendimiento sobre el papel de ELF3 en la DDI, resaltando su contribucién en
los procesos inflamatorios y degenerativos. En un futuro, podriamos apuntar a ELF3 como una
ruta prometedora para intervenciones terapéuticas de la DDI. Futuras investigaciones seran
fundamentales para la adquisicion de un entendimiento completo de los mecanismos precisos

que regulan ELF3.
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5.3 DISCUSION: CAPITULO I11. OLEOCANTHAL

En la actualidad no existen opciones de tratamiento curativo para abordar la degeneracion
del disco intervertebral. La principal estrategia terapéutica se centra en el empleo de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos o corticoides, dirigidos a aliviar los sintomas. A
pesar de ello, ninguno de los medicamentos utilizados ha logrado prevenir la progresion de la
degeneracion discal. La ausencia de farmacos que puedan alterar estos procesos catabolicos en
el disco intervertebral subraya la necesidad de hallar nuevas terapias capaces de modificar la

evolucion de la degeneracion y, en su caso, revertir la enfermedad del disco intervertebral.

Una terapia preventiva, alternativa y/o complementaria a estos medicamentos son los
denominados "nutracéuticos”. En lineas generales, los nutracéuticos son sustancias naturales
presentes frecuentemente en alimentos (cominmente denominados alimentos "funcionales")
que, al ser consumidos en dosis especificas, pueden ofrecer beneficios para la salud, incluso en

la prevencion y/o tratamiento de enfermedad [180].

Existen estudios que muestran la posibilidad de contrarrestar la degeneracion sintomatica
del disco intervertebral, especialmente en fases tempranas de la enfermedad, mediante la ingesta
de suplementos alimenticios como la glucosamina y el condroitin sulfato [183]. Ademas, se ha
observado que la inclusion de otras sustancias naturales, como el &cido graso omega-3, en
suplementos alimentarios, muestra indicios de tener efectos protectores contra la degeneracion

de disco intervertebral, segun estudios en modelo animal de rata [184].

En este contexto de investigacion sobre la salud y la alimentacion, es fundamental destacar
el papel trascendental que el aceite de oliva virgen extra ha desempefiado en la dieta
mediterranea a lo largo de la historia, destacandose por sus notables beneficios para la salud. A
lo largo de los siglos, la Olea europea L. ha proporcionado una amplia variedad de compuestos
fendlicos que han capturado la atencion de la comunidad cientifica por su potencial terapéutico.
Numerosos compuestos fenolicos obtenidos del AOVE son considerados componentes
nutracéuticos clave en la dieta mediterrdnea. Estos compuestos exhiben propiedades

beneficiosas, incluyendo actividades antiinflamatorias, antioxidantes y antitromboticas.

Uno de estos compuestos, el oleocanthal, ha emergido en los Gltimos afios como un agente
terapéutico prometedor contra diversas enfermedades, demostrando su potencial farmacoldgico
[186-189]. Alrededor del 10% de la composicién fendlica del AOVE corresponde al
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oleocanthal. Este modesto porcentaje presente en el AOVE ha sido descrito por jugar un papel
en procesos inflamatorios, cancerigenos, neurodegenerativos y en enfermedades
musculoesqueléticas [186-189]. EIl uso de compuestos fendlicos administrados a largo plazo
ha demostrado tener beneficios sustanciales para la regulacion de enfermedades inflamatorias
[263].

El ultimo blogue experimental de esta tesis ha sido dirigido al estudio de los posibles
efectos farmacoldgicos del oleocanthal en células de disco intervertebral. Esta molécula de
estructura fendlica, extraida del aceite de oliva virgen extra, fue probada por nuestro grupo de
investigacion en las células de cartilago demostrando un potente efecto antiinflamatorio. Sin

embargo, sus efectos no habian sido estudiados previamente en células de disco intervertebral.

Nuestros resultados revelan, por primera vez, la capacidad del oleocanthal para reducir
tanto la respuesta inflamatoria como la catabolica en células humanas de disco intervertebral
degenerado estimuladas con LPS o IL-1a. En el &mbito de enfermedades como la artrosis,
nuestro grupo de investigacion identifico el oleocanthal como un posible tratamiento,
demostrando efectos tanto en los condrocitos como en las células del sistema inmunitario
innato, como los macrofagos [197,199,218]. Estas investigaciones previas de nuestro grupo
confirmaron el efecto antiinflamatorio del oleocanthal en células primarias de cartilago de
pacientes con artrosis estimuladas con LPS [199]. Ademas, se pudo identificar que esta
sustancia actua como inhibidora de la NOS2, una enzima crucial en el proceso inflamatorio.
Junto con este hallazgo, se pudo describir como el oleocanthal era capaz de reducir otros
factores proinflamatorios como COX2, IL-6, IL-8, CCL3, LCN2 y TNFa [199]. Las
propiedades anti-catabdlicas del oleocanthal también fueron evaluadas por nuestro grupo en
células de condrocito humano, describiendo la capacidad del oleocanthal para suprimir la
respuesta de IL-1a con respecto a la expresion de los genes MMP13y ADAMTSS5 [199]. Aparte
de sus efectos en condrocitos, se probd su eficacia en la inmunidad innata mediante el estudio
de macrofagos J774A.1. Los resultados obtenidos en esta linea celular fueron consistentes con
los observados en condrocitos, siendo capaz de disminuir la expresion de mediadores
proinflamatorios como IL-6, MIP-1a, IL-1B y TNFa, ademas del factor GM-CSF [218].

Como se ha sefialado previamente en esta tesis, es importante destacar que la degeneracion
del disco intervertebral comparte numerosas similitudes con el proceso degenerativo observado

en la artrosis. En ambos casos, la degeneracion del disco se caracteriza por la pérdida de espacio
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articular, la esclerosis subcondral y la formacion de osteofitos, de manera anéloga a la progresion
observada en la artrosis articular. Existen maltiples estudios que comparan la patologia molecular
de la degeneracion de disco y la artrosis, revelando la presencia de factores inflamatorios
caracteristicos como la IL-6, IL-8, CCL3, LCN2y COX2. Cabe destacar también, que la similitud
en la expresion de factores catabolicos, como son MMP3, MMP13 y ADAMTS5 [166]. Ademas,
los estados patoldgicos tanto del disco intervertebral, como del cartilago articular en la artrosis,
vienen caracterizados por la produccion celular continuada de citoquinas proinflamatorias tales
como IL-1B y TNFa, siendo también los macrofagos M1 responsables de esta produccion
[135,251], por lo que nuestros datos sugieren que el oleocanthal podria ser efectivo en la
regulacion de los procesos fisiopatoldgicos que ocurren en ambas enfermedades.

También es digno de mencion que en nuestra investigacion no detectamos efectos citotoxicos
del oleocanthal en las células de disco intervertebral degenerado, a las concentraciones de 1 a
5uM. Este descubrimiento fue concordante con los datos obtenidos en investigaciones anteriores
sobre la citotoxicidad en células de condrocitos humanos y en macréfagos humanos y murinos
[197,218,264]. Cabe sefialar que, nuestros resultados demuestran que el oleocanthal ejerce su
efecto independientemente del estimulo inflamatorio, en nuestro caso, LPS e IL-1la. En el
contexto de la enfermedad de DDI y OA, los receptores TLRs sufren un aumento en su expresion
y su activacion conlleva al aumento de produccion de varias citoquinas proinflamatorias
[171,265]. En nuestro estudio describimos la capacidad del oleocanthal para suprimir la respuesta
inflamatoria de tres factores inflamatorios relevantes (IL-6, NOS2 y ELF3) activados por TLR4,
incluso con la dosis mas baja de 1 uM. Por otro lado, demostramos la capacidad del oleocanthal
para mitigar la expresion de mediadores catabdlicos como MMPs y ADAMTS5, genes que
también se expresan tras la estimulacion de TLR4. Asimismo, corroboramos la capacidad del
oleocanthal para reducir la expresion de dichos genes cuando las células eran estimuladas con IL-
lo, en este caso siendo solo la concentracion mas alta (5 uM) la que mostrd una actividad
antiinflamatoria y anticatabolica significativa. Podriamos atribuir este resultado a la mayor
estimulacion inflamatoria causada por la IL-1a en comparacion con el LPS. Cabe destacar que la
IL-1a también ha sido previamente identificada como sobreexpresada en discos intervertebrales

degenerados en comparacion con los sanos [43].

La activacion de ambos receptores, el receptor TLR4 y el receptor 1 de la interleuquina-1
(IL-1R1), desencadena una cadena de sefializacion intracelular que implica la activacion de

factores de transcripcion clave en las respuestas inflamatorias y degenerativas [266]. En nuestro

164



DISCUSION

estudio, analizamos el efecto del oleocanthal en la via de NFkB, factor de transcripcion que esta
ampliamente reconocido como un mediador fundamental en la inflamacion y respuesta
inmunologica [162]. Nuestros resultados mostraron que el OC es capaz de bloquear la
fosforilacion de la subunidad p65 de NFxB también conocida como RelA, y su posterior
activacion en las células de disco degenerado. Esta inhibicién de la via conlleva la reduccién de
la transcripcion de genes inflamatorios, tales como IL-6, NOS2, ELF3, MMP3, MMP13 y
ADAMTSS, lo que a su vez disminuiria de manera significativa los procesos inflamatorios en las
células del disco degenerado. Es digno de mencion que la supresién simultanea de los factores de
transcripcion NFkB y ELF3 tiene una relevancia particular, dado que se ha documentado su
colaboracién en la regulacién de respuestas proinflamatorias en las células del disco intervertebral

y el cartilago articular [151,267].

La capacidad de varios nutracéuticos para inhibir la sefalizacion de NFxB, ha sido
ampliamente estudiada, sugiriendo el posible uso de los mismos asociadas a procesos
inflamatorios mediados por esta via, como es el caso del resveratrol, los polifenoles, alcaloides,
terpenoides, taninos e incluso algunos acidos grasos monoinsaturados [268]. En los Gltimos
afios, las propiedades del oleocanthal han despertado el interés de numerosos investigadores.
Nuestro grupo de investigacion, con sus investigaciones previas en cartilago y con las
presentadas en esta tesis, ha logrado respaldar el valor del oleocanthal como una molécula
prometedora para la prevencién y tratamiento de trastornos inflamatorios y degenerativos como
es la degeneracion de disco intervertebral. Es fundamental resaltar que investigaciones recientes
han revelado que el oleocanthal exhibe notables efectos antioxidantes, antiinflamatorios e
inmunomoduladores en un modelo de artritis inducida por colageno en ratones cuando se
administra como parte de la alimentacion. Estos resultados sugieren que el oleocanthal podria
constituir una innovadora herramienta dietética en la lucha contra trastornos inflamatorios,

incluyendo la artritis reumatoide y otras afecciones musculoesqueléticas.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio claramente sefialan la viabilidad del oleocanthal
como un posible tratamiento para la degeneracion de disco intervertebral. No obstante, para
consolidar y profundizar en la comprension de las posibilidades terapéuticas del OC, sera esencial

llevar a cabo investigaciones adicionales en el futuro, incorporando estudios in vivo.
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10.

6 CONCLUSIONES

El perfil metabolomico del disco degenerado con respecto al disco sano mostré niveles
disminuidos de triglicéridos, diacilgliceroles, fosfatidilinositoles, fosfatidilcolinas y
esfingomielinas, asi como algunas adipoquinas, como LCN2 y LEAP/GHRL, que podrian

ser una diana para el tratamiento de la enfermedad.

El tratamiento con leptina no tiene efectos significativos en los genes inflamatorios
estudiados. La leptina junto con la interleuquina no produce sinergia en la expresion de

genes inflamatorios.

La expresion del gen ELF3 depende del estado patolégico del tejido, siendo mayor en disco

degenerado.

La IL-1a induce la expresion de ELF3 en células de disco.

La leptinay la interleuguina no producen sinergia en la expresion del gen de ELF3 en disco.
La dexametasona disminuye la expresion del gen de ELF3 en disco.

La sobreexpresion del gen ELF3 aumenta la expresion de genes inflamatorios IL-6, PTGS2
y NOS2 y genes degradadores de la matriz como MMP3, -9y -13 y ADAMTSS5 tanto en

células sanas como degeneradas.

El silenciamiento del gen ELF3 parece disminuir la expresion de los genes inflamatorios
IL-6, PTGS2, NOS2 y de degradacion MMP3, -9y -13.

Oleocanthal es capaz de regular el gen ELF3 en disco degenerado, asi como otros genes
proinflamatorios (IL-6, NOS2, PTGS2) y de degradacion (MMP13), en células de disco
intervertebral degenerado estimuladas tanto con LPS como con IL-1a.

La fosforilacién de p65 puede ser regulada por oleocanthal en células de disco intervertebral

degenerado estimuladas con LPS o IL-1a.
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7 CONCLUSIONS

The metabolomic profile of the degenerated disc compared to the healthy disc showed
decreased levels of triglycerides, diacylglycerols,  phosphatidylinositols,
phosphatidylcholines, and sphingomyelins, as well as certain adipokines such as LCN2

and LEAP/GHRL, which could serve as a target for disease treatment.

Leptin treatment does not have significant effects on the studied inflammatory genes.
Leptin, in combination with interleukin, does not induce synergy in the expression of

inflammatory genes.

The expression of the ELF3 gene depends on the pathological state of the tissue, being

higher in the degenerated disc.

IL-1a induces ELF3 expression in disc cells.

Leptin and interleukin do not induce synergy in the expression of the ELF3 gene in disc.
Dexamethasone reduces the expression of the ELF3 gene in disc.

Overexpression of the ELF3 gene increases the expression of inflammatory genes IL-6,
PTGS2, NOS2, and matrix-degrading genes such as MMP3, -9, and -13, as well as
ADAMTSS, in both healthy and degenerated cells.

Silencing of the ELF3 gene appears to decrease the expression of inflammatory genes IL-
6, PTGS2, NOS2, and degradation genes MMP3, -9, and -13.

Oleocanthal is capable of regulating the ELF3 gene in degenerated discs, as well as other
proinflammatory genes (IL-6, NOS2, PTGS2) and degradation-related genes (MMP13),

in intervertebral disc cells stimulated with both LPS and IL-1a.

Phosphorylation of p65 can be regulated by oleocanthal in degenerated intervertebral disc
cells stimulated with LPS or IL-1a.
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AA

ADAMTS1
ADAMTS?2
ADAMTS3
ADAMTS4
ADAMTS5

ADAMTS13
ADAMTS14
ADAMTS15

AF
AINEs
AKT
AOVE
ApoE
ARNi
AP-1
BA
BHE
BSA
Carb acids
CCL1
CCL2
CCL3
CCL5
CCL11
CCL20
CCR6
D S

8 ABREVIATURAS

Aminoécidos

Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 1
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 2
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 3
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 4
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 5
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 13
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 14
Desintegrina y metaloproteasa con motivos de trombospondina 15
Anillo fibroso

Antiinflamatorios no esteroideos

Proteina quinasa AKT / Proteina quinasa B

Aceite de oliva virgen extra

Apolipoproteina E

Acido Ribonucleico de interferencia

Factor de activacion de proteinas 1

Acidos biliares

Barrera hematoencefélica

AlbUmina sérica bovina

Acidos carboxilicos

Ligando 1 de quimiocina

Ligando 2 de quimioquina /proteina quimioatrayente de monocitos 1
Ligando 3 de quimiocina

Ligando 5 de quimiocina

Ligando 11 de quimiocina

Ligando 20 de quimiocina

Receptor del ligando 6 de quimiocina

Placas terminales cartilaginosas
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Cer Ceramidas

Cho Colesterol

CHO Carbohidratos

ChoE Esteres de colesterol
CMH Monohexosilceramidas

CMKLR1 Receptor tipo quimiocina 1

COL1Al Colageno tipo I, alfa 1

COL2A1 Colageno tipo I, alfa 1

COL9A2 Colageno tipo 1X, alfa 2

COL11A1 Colageno tipo XI, alfa 1

COoX1 Ciclooxigenasa 1

COX2 Ciclooxigenasa 2

CXCLS8 Ligando de quimiocina con motivo C-X-C 8
CXCL12 Ligando de quimiocina con Motivo C-X-C 12
CXCR4 Receptor 4 de quimiocinas con motivos C-X-C
c-Met Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos c-Met
DAPC Diacilglicerolfosfocolinas

DAPE Diacilglicerolfosfoetanolaminas

DDI Degeneracion de disco intervertebral

DG Diglicéridos

DX Dexametasona

ECM Matriz extracelular

ELF3 Epithelium-specific ETS transcription factor 3
ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ERK1/2 Via de sefializacion regulada por quinasas extracelulares 1/2
FA Acidos grasos

FBS Suero fetal bovino

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

FOXO Factores de transcripcion "Forkhead Box O"
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

GEP Precursor de epitelina granulina

GHRL Grelina
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GHS-R
GM-CSF
GLT1
GLUT1
GPR55
HGF
ICAM-1
IFNy
IKKs
IL-1
IL-1a
IL-1B
IL-4
IL-6
IL-8
IL-10
IL-12
IL-13
IL-17
IL-1R1
LCN2
LPC
LEAP2
LepR
LPE
LPI
LPS
LRP1
MAPC
MAPE
MAPK
MEMAPC

ABREVIATURAS

Receptor secretagogo de la hormona del crecimiento
Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
Transportador de glutamina
Transportador de glucosa

Receptor acoplado a proteina G 55
Factor de crecimiento de hepatocitos
Molécula de adhesion intercelular 1
Interferon gamma

Quinasas inhibitorias del factor kappa B
Interleuquina 1

Interleuquina 1 alfa

Interleuquina 1 beta

Interleuquina 4

Interleuquina 6

Interleuquina 8

Interleuquina 10

Interleuquina 12

Interleuquina 13

Interleuquina 17

Receptor 1 de la Interleuquina-1
Lipocalina-2

Lisofosfatidilcolinas

Péptido antimicrobiano expresado en el higado-2
Receptor de leptina
Lisofosfatidiletanolaminas
Lisofosfatidilinositoles
Lipopolisacarido bacteriano
Lipoproteina LDL

1 0 2 monoacilglicerofosfocolinas

1 0 2 monoacilglicerofosfoetanolaminas
Quinasas activadas por mitdgenos

1-éter, 2-acilglicerofosfocolinas

175



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

MEMAPE 1-éter, 2-acilflicerofosfoetanolaminas

MEPC 1-monoeterglicerofosfocolinas

MEPE 1-monoeterglicerofosfoetanolaminas

MIP-1a Proteina inflamatoria de macrofagos-1 alfa

MMP1 Metaloproteinasa de matrizl

MMP2 Metaloproteinasa de matriz 2

MMP3 Metaloproteinasa de matriz 3

MMP7 Metaloproteinasa de matriz 7

MMP8 Metaloproteinasa de matriz 8

MMP9 Metaloproteinasa de matriz 9

MMP11 Metaloproteinasa de matriz 11

MMP13 Metaloproteinasa de matriz 13

MMP14 Metaloproteinasa de matriz 14

MMP17 Metaloproteinasa de matriz 17

MMP18 Metaloproteinasa de matriz 18

MMP19 Metaloproteinasa de matriz 19

MMP24 Metaloproteinasa de matriz 24

MMP25 Metaloproteinasa de matriz 25

MMP26 Metaloproteinasa de matriz 26

mTOR Diana de rapamicina en mamiferos

MTT 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

MUFA Acidos grasos monoinsaturados

NAE N-acil etanolaminas

NADPH Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

NAMPT Nicotinamida fosforribosil transferasa

NF«B Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NGF Factor de crecimiento nervioso

NO Oxido nitrico

NOS2 Oxido nitrico sintasa 2

NP Nucleo pulposo

Ns Nucledsidos
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NUCB2
OA

ocC
OPLS-DA
PC

PCA
PCDGF
PE
PGRN

PI

PI3K
PKP-1
PN-1
PPARS
PTGS2
PUFA
PVDF
RARRES?
SDF-1
SEM
SERPINE2
SFA
s-GAG
SM
SOX9
STAT1
STAT3
TIG2

TG
TGF-p1
TLR4
TLR9

ABREVIATURAS

Nucleobindina-2

Artrosis

Oleocanthal

Analisis discriminante de minimos cuadrados parciales ortogonales
Fosfatidilcolinas

Analisis de componentes principales

Factor de crecimiento derivado de células PC
Fosfatidiletanolaminas

Progranulina

Fosfatidilinositoles

Fosfatidilinositol 3-quinasa

Proteina quinasa fosfatasa-1

Proteasa nexin-1

Receptores activados por proliferadores peroxisomales
Prostaglandina-endoperoxido sintasa 2

Acidos grasos poliinsaturados

Fluoruro de polivinilideno

Proteina reactiva 2 del receptor del acido retinoico
Factor 1 derivado de células estromales

Error estandar de la media

Miembro 2 de la familia de las serpinas E

Acidos grasos saturados

Glucosaminoglicanos sulfatados

Esfingomielinas

Factor de transcripcion SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9
Transductor de sefial y activador de la transcripcion 1
Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
Gen 2 inducido por tazarotina

Triglicéridos

Factor de crecimiento transformante beta 1

Receptor tipo Toll 4

Receptor tipo Toll 9
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TNFa
TRADD
TRPAlL
TRAF2
UHPLC-MS
VDR
VCAM-1

178

Factor de necrosis tumoral alfa

Dominio del receptor de TNF Asociado a la via de muerte
Receptor transitorio, subfamilia A, miembro 1

Factor asociado a receptor de TNF 2

Cromatografia liquida de alta resolucion — espectrometria de masas
Receptor de la vitamina D

Molécula de adhesion de células vasculares 1
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ANEXOS

9.1 DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Secretaria Técnica

CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

XUNTA DE GALICIA Comité A Xeral.‘(‘ de Eﬁc’a t:‘aehw stigacion de Galicia j BI l c I B

Secretaria Xeral Técnica

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA
Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:

Que este Comité evalud en su reunién del dia 22 de junio de 2017 el estudio:

Titulo: Papel de las adipokinas, de los factores neuroendocrinos y de las nuevas citokinas en
la degeneracién del disco intervertebral (DDIV)

Promotor: Jests Pino Minguez, Oreste Gualillo

Tipo de estudio: Outros

Version:

Codigo del Promotor:

Codigo de Registro: 2017/279

Y, tomando en consideracién las siguientes cuestiones:

La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los
requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacién biomédica, el
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos
de autorizaciéon y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacién biomédica y del
tratamiento de las muestras biolégicas de origen humana, y se regula el funcionamiento y
organizacion del Registro Nacional de Biobancos para investigacién biomédica, la ORDEN
SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios
Postautorizacién de Tipo Observacional para medicamentos de uso humano, y la Circular n®
07/2004, de investigaciones clinicas con productos sanitarios.

La idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio, justificacién de los
riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

Los principios éticos da Declaracion de Helsinki vigente.

Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un dictamen FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la investigador/a del

centro:
Centros Investigadores Principales
IDIS-CHUS Jests Pino Minguez, Oreste Gualillo

En Santiago de Compostela, a 30 de junio 2017.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

Nado digitalmente por: guillermo.jose.prada.ramallal@sergas.es
a: 2017.06.29 15:38:20 +02'00'

Guillermo José Prada Ramallal
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Secretaria Técnica

XUNTA DE GALICIA Comité Autonémico de Etica da Investigacion de Galicia B I
Secretaria Xeral. Conselleria de Sanidade l c I B
CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo,

HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo cumple tanto en su
composicion como en sus PNTs los requisitos legales vigentes (RD 1090/2015 de ensayos clinicos, y
la Ley 14/2007 de Investigaciéon Biomédica).

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

e Juan Manuel Vazquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y
Salud Publica. Area de Gestién Integrada de Santiago.

e Pilar Rodriguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Guillermo José Prada Ramallal (Secretario). Médico especialista en Farmacologia Clinica.
Area de Gestién Integrada de Santiago. Fundacién Ramén Dominguez.

e Lorenzo Armenteros del Olmo (Vicesecretario). Médico especialista en Medicina Familiar
y Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Francisco Campos Pérez. Bi6logo. Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago de
Compostela.

e Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencién Primaria. Area de Gestién Integrada
de Santiago.

¢ Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gestién
Integrada de Lugo.

e Victor Herran Carreira. Paciente. ADIL-Asociacion de Diabéticos Lucense.

e Maria Jestis Lamas Diaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de
Gestion Integrada de Santiago.

¢ Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestién
Integrada de Santiago.

¢ Rafael Carlos Vidal Pérez. Médico especialista en Cardiologia. Area de Gestién Integrada de
Lugo.

e Maria Jestis Wandosell Picatoste. Enfermera. Area de Gestién Integrada de Santiago.

Para que conste donde proceda, y a peticiéon del promotor/investigador, en Santiago de Compostela,
a 30 de junio de 2017.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

E G4
‘V%‘C‘;Y S . R .
%(FJ nado digitalmente por: guillermo.jose.prada.ramallal@sergas.es

Guillermo José Prada Ramallal
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W XUNTA DE GALICIA SERVIZO | Xerencia do Servizo
CONSELLERIA DE SANIDADE \ GALEGO Galego de Saide j BI I C I B
Secretaria Xeral Técnica de SAUDE

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Ana Estany Gestal, Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 25 de mayo de 2021 la modificacion del estudio:

Titulo: Papel de las adipokinas, de los factores neuroendocrinos y de las nuevas citokinas en la
degeneracion del disco intervertebral (DDIV)

Version modificacion: modificacion Abril 2021

Promotor/a: Jesus Pino Minguez, Oreste Gualillo

Investigador/a: Jesus Pino Minguez, Oreste Gualillo

Cédigo de Registro: 2017/279

Y que este Comité acepta de conformidad con sus procedimientos normalizados de trabajo y tomando
en cuenta los requisitos éticos, metodoldgicos y legales exigibles a los estudios de investigacién con
seres humanos, sus muestras o registros, que dicha modificacién sea incorporada al estudio de
investigacion mencionado.
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https://sede.xunta.gal/cve?idcve

NOTA: Se le recuerda que en el caso de que en este estudio se recluten pacientes, el equipo
investigador debe tener disponible el Documento de Consentimiento Informado (Hojas de Informacién
y Hojas de Firma) tanto en galego como en castellano en el momento de comenzar el reclutamiento.
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XUNTA DE GALICIA SERVIZO | Xerencia do Servizo BI ICI3
CONSELLERIA DE SANIDADE \ GALEGO | Galego de Satide j
Secretaria Xeral Técnica de SAUDE

Y HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo cumple tanto en su composicién
como en sus PNTs los requisitos legales vigentes.

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo es:

Vicepresidenta
Pilar Rodriguez Ledo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.

Secretaria

Ana Estany Gestal. Licenciada en Farmacia.

Vicesecretaria
Maria Mercedes Rodicio Garcia. Médico especialista en Pediatria.

Vocales

Lorenzo Armenteros del Olmo. Médico especialista en Medicina Familiar y Comunitaria.
Beatriz Bernardez Ferran. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria

Cristina Blanco Freire. Enfermera.

Francisco Campos Pérez. Licenciado en Biologia.

Jesus Fernandez Alvarez. Miembro lego.

Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho.

Eva Marcos Doldan. Analista-programadora.

Jesus Prego Dominguez. Enfermero.

Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica.

Juan Manuel Vazquez Lago. Médico especialista en Medicina Preventiva y Salud Publica.

Para que conste donde proceda, y a peticién de quien proceda, en Santiago de Compostela,

La Secretaria del Comité Territorial de Etica de la Investigacion de Santiago Lugo,

Wg Xacobeo 21-22
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Figura 5. Composicion del disco intervertebral a nivel tisular y anatomico.
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Figura 9. Discos intervertebrales procedentes de caddveres seccionados en plano sagital medio./Figura
13. Funcion de resistencia del agrecano y el colageno en el disco intervertebral.
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Figura 14. Representacion esquemdtica de la estructura y cambios en la funcion sensorial del sistema
nervioso en la degeneracion de disco intervertebral.
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Figura 17. Representacion esquematica del funcionamiento de ELF3 en cartilago articular.

Jan 26, 2024

License Number
License date

Licensed Content
Publisher

Licensed Content
Publication

Licensed Content Title
Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Licensed Content Pages
Type of Use

Requestor type

Format

Portion

Number of figures/tables
Will you be translating?
Title of new work

Institution name

Expected presentation
date

Portions

Requestor Location

Publisher Tax ID
Total
Terms and Conditions

This Agreement between Maria Gonzalez Rodriguez ("You") and John Wiley and Sons ("John Wiley and Sons") consists of your
license details and the terms and conditions provided by John Wiley and Sons and Copyright Clearance Center.

5691431060207
Dec 17, 2023
John Wiley and Sons

Journal of Physiology

E74-like factor 3 and nuclear factor-kB regulate lipocalin-2 expression in chondrocytes
Javier Conde, Miguel Otero, Morena Scotece, et al
Jul 18, 2016

594

21

14

Dissertation/Thesis

University/Academic

Print and electronic

Figure/table

1

No

EFECTOS INMUNOMETABOLICOS EN LA REGULACION DE LOS PROCESOS
DEGENERATIVOS E INFLAMATORIOS DEL DISCO INTERVERTEBRAL
Universidad de Santiago de Compostela

Jan 2024

Figure 7

Maria Gonzalez Rodriguez
Calle varela de montes, 7

Santiago de Compostela , 15706
Spain

Attn: IDIS

EU826007151

0.00 EUR

TERMS AND CONDITIONS

This copyrighted material is owned by or exclusively licensed to John Wiley & Sons, Inc. or one of its group companies (each
a"Wiley Company") or handled on behalf of a society with which a Wiley Company has exclusive publishing rights in relation to
a particular work (collectively "WILEY"). By clicking "accept" in connection with completing this licensing transaction, you agree
that the following terms and conditions apply to this transaction (along with the billing and payment terms and conditions
established by the Copyright Clearance Center Inc., ("CCC's Billing and Payment terms and conditions"), at the time that you
opened your RightsLink account (these are available at any time at http://myaccount.copyright.com).

Terms and Conditions

o The materials you have requested permission to reproduce or reuse (the "Wiley Materials") are protected by copyright.

« You are hereby granted a personal, non-exclusive, non-sub licensable (on a stand-alone basis), non-transferable,
worldwide, limited license to reproduce the Wiley Materials for the purpose specified in the licensing_process. This




ANEXOS

license, and any CONTENT (PDF or image file) purchased as part of your order, is for a one-time use only and
limited to any maximum distribution number specified in the license. The first instance of republication or reuse granted
by this license must be completed within two years of the date of the grant of this license (although copies prepared
before the end date may be distributed thereafter). The Wiley Materials shall not be used in any other manner or for any
other purpose, beyond what is granted in the license. Permission is granted subject to an appropriate
acknowledgement given to the author, title of the material/book/journal and the publisher. You shall also duplicate the
copyright notice that appears in the Wiley publication in your use of the Wiley Material. Permission is also granted on
the understanding that nowhere in the text is a previously published source acknowledged for all or part of this Wiley
Material. Any third party content is expressly excluded from this permission.

With respect to the Wiley Materials, all rights are reserved. Except as expressly granted by the terms of the license, no
part of the Wiley Materials may be copied, modified, adapted (except for minor reformatting required by the new
Publication), translated, reproduced, transferred or distributed, in any form or by any means, and no derivative works
may be made based on the Wiley Materials without the prior permission of the respective copyright owner.For STM
Signatory Publishers clearing permission under the terms of the STM Permissions Guidelines only, the terms
of the license are extended to include subsequent editions and for editions in other languages, provided such
editions are for the work as a whole in situ and does not involve the separate exploitation of the permitted
figures or extracts, You may not alter, remove or suppress in any manner any copyright, trademark or other notices
displayed by the Wiley Materials. You may not license, rent, sell, loan, lease, pledge, offer as security, transfer or assign
the Wiley Materials on a stand-alone basis, or any of the rights granted to you hereunder to any other person.

The Wiley Materials and all of the intellectual property rights therein shall at all times remain the exclusive property of
John Wiley & Sons Inc, the Wiley Companies, or their respective licensors, and your interest therein is only that of
having possession of and the right to reproduce the Wiley Materials pursuant to Section 2 herein during the
continuance of this Agreement. You agree that you own no right, title or interest in or to the Wiley Materials or any of the
intellectual property rights therein. You shall have no rights hereunder other than the license as provided for above in
Section 2. No right, license or interest to any trademark, trade name, service mark or other branding ("Marks") of
WILEY or its licensors is granted hereunder, and you agree that you shall not assert any such right, license or interest
with respect thereto

NEITHER WILEY NOR ITS LICENSORS MAKES ANY WARRANTY OR REPRESENTATION OF ANY KIND TO YOU
ORANY THIRD PARTY, EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE MATERIALS OR THE
ACCURACY OF ANY INFORMATION CONTAINED IN THE MATERIALS, INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY
IMPLIED WARRANTY OF MERCHANTABILITY, ACCURACY, SATISFACTORY QUALITY, FITNESS FOR A
PARTICULAR PURPOSE, USABILITY, INTEGRATION OR NON-INFRINGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES
ARE HEREBY EXCLUDED BY WILEY AND ITS LICENSORS AND WAIVED BY YOU.

WILEY shall have the right to terminate this Agreement immediately upon breach of this Agreement by you.

You shall indemnify, defend and hold harmless WILEY, its Licensors and their respective directors, officers, agents and
employees, from and against any actual or threatened claims, demands, causes of action or proceedings arising from
any breach of this Agreement by you.

IN NO EVENT SHALL WILEY OR ITS LICENSORS BE LIABLE TO YOU OR ANY OTHER PARTY OR ANY OTHER
PERSON OR ENTITY FOR ANY SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, EXEMPLARY OR
PUNITIVE DAMAGES, HOWEVER CAUSED, ARISING OUT OF OR IN CONNECTION WITH THE DOWNLOADING,
PROVISIONING, VIEWING OR USE OF THE MATERIALS REGARDLESS OF THE FORM OF ACTION, WHETHER
FOR BREACH OF CONTRACT, BREACH OF WARRANTY, TORT, NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OR OTHERWISE
(INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF PROFITS, DATA, FILES, USE, BUSINESS
OPPORTUNITY OR CLAIMS OF THIRD PARTIES), AND WHETHER OR NOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF
THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. THIS LIMITATION SHALL APPLY NOTWITHSTANDING ANY FAILURE OF
ESSENTIAL PURPOSE OF ANY LIMITED REMEDY PROVIDED HEREIN.

Should any provision of this Agreement be held by a court of competent jurisdiction to be illegal, invalid, or
unenforceable, that provision shall be deemed amended to achieve as nearly as possible the same economic effect as
the original provision, and the legality, validity and enforceability of the remaining provisions of this Agreement shall not
be affected or impaired thereby.

The failure of either party to enforce any term or condition of this Agreement shall not constitute a waiver of either
party's right to enforce each and every term and condition of this Agreement. No breach under this agreement shall be
deemed waived or excused by either party unless such waiver or consent is in writing signed by the party granting such
waiver or consent. The waiver by or consent of a party to a breach of any provision of this Agreement shall not operate
or be construed as a waiver of or consent to any other or subsequent breach by such other party.

231



MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

232

o This Agreement may not be assigned (including by operation of law or otherwise) by you without WILEY's prior written
consent.

« Any fee required for this permission shall be non-refundable after thirty (30) days from receipt by the CCC.

o These terms and conditions together with CCC's Billing and Payment terms and conditions (which are incorporated
herein) form the entire agreement between you and WILEY concerning this licensing transaction and (in the absence of
fraud) supersedes all prior agreements and representations of the parties, oral or written. This Agreement may not be
amended except in writing signed by both parties. This Agreement shall be binding upon and inure to the benefit of the
parties' successors, legal representatives, and authorized assigns.

« In the event of any conflict between your obligations established by these terms and conditions and those established
by CCC's Billing and Payment terms and conditions, these terms and conditions shall prevail.

o WILEY expressly reserves all rights not specifically granted in the combination of (i) the license details provided by you
and accepted in the course of this licensing transaction, (ii) these terms and conditions and (iii) CCC's Billing and
Payment terms and conditions.

o This Agreement will be void if the Type of Use, Format, Circulation, or Requestor Type was misrepresented during the
licensing process.

o This Agreement shall be governed by and construed in accordance with the laws of the State of New York, USA,
without regards to such state's conflict of law rules. Any legal action, suit or proceeding arising out of or relating to these
Terms and Conditions or the breach thereof shall be instituted in a court of competent jurisdiction in New York County in
the State of New York in the United States of America and each party hereby consents and submits to the personal
jurisdiction of such court, waives any objection to venue in such court and consents to service of process by registered
or certified mail, return receipt requested, at the last known address of such party.

WILEY OPEN ACCESS TERMS AND CONDITIONS

Wiley Publishes Open Access Atrticles in fully Open Access Journals and in Subscription journals offering Online Open.
Although most of the fully Open Access journals publish open access articles under the terms of the Creative Commons
Attribution (CC BY) License only, the subscription journals and a few of the Open Access Journals offer a choice of Creative
Commons Licenses. The license type is clearly identified on the article.

The Creative Commons Attribution License

The Creative Commons Attribution License (CC-BY) allows users to copy, distribute and transmit an article, adapt the article
and make commercial use of the article. The CC-BY license permits commercial and non-

Creative Commons Attribution Non-Commercial License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial (CC-BY-NC)License permits use, distribution and reproduction in any
medium, provided the original work is properly cited and is not used for commercial purposes.(see below)

Creative Commons Attribution-Non-Commercial-NoDerivs License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial-NoDerivs License (CC-BY-NC-ND) permits use, distribution and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited, is not used for commercial purposes and no
modifications or adaptations are made. (see below)

Use by commercial "for-profit" organizations

Use of Wiley Open Access articles for commercial, promotional, or marketing purposes requires further explicit permission from
Wiley and will be subject to a fee.

Further details can be found on Wiley Online Library http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-410895.html

Other Terms and Conditions:

v1.10 Last updated September 2015

Questions? E-mail us at customercare@copyright.com.




ANEXOS

9.3 PUBLICACIONES CON DATOS DERIVADOS DE ESTA TESIS

Metabolomic signature and molecular profile of normal and degenerated human
intervertebral disc cells

Vera Francisco®?; Djedjiga Ait Eldjoudi®; Maria Gonzalez-Rodriguez®; Clara Ruiz-Fernandez®; Alfonso
Cordero-Barreal®; Patrice Marques®; Maria Jesus Sanz®?; José T. Real¢; Francisca Lago'; Jesus Pino®”;Yousof
Farrag®; Oreste Gualillo®.

Afiliaciones:

@ Institute of Health Research INCLIVA and Endocrinology and Nutrition Service, University Clinic Hospital of Valencia,
Calle Menéndez y Pelayo 4, 46010 Valencia, Spain

b SERGAS (Servizo Galego de Saude) and IDIS (Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago), NEIRID Lab
(Neuroendocrine Interactions in Rheumatology and Inflammatory Diseases), Research Laboratory 9, Santiago University
Clinical Hospital, Tr. da Choupana s/n, 15706 Santiago de Compostela, Spain

¢ University Clinic Hospital of Valencia and Department of Pharmacology, Faculty of Medicine and Odontology, Institute of
Health Research INCLIVA, University of Valencia, Calle Menéndez y Pelayo, n° 4, 46010 Valencia, Spain

4 CIBERDEM - Spanish Biomedical Research Centre in Diabetes and Associated Metabolic Disorders, ISCIII, Av. Monforte
de Lemos, 3-5, 28029 Madrid, Spain

¢ Department of Medicine, Faculty of Medicine and Odontology, University of Valencia, Av. de Blasco Ibafiez, n° 15, 46010
Valencia, Spain

fSERGAS (Servizo Galego de Saude) and IDIS (Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago), Molecular and Cellular
Cardiology Lab, Research Laboratory 7, Santiago University Clinical Hospital, Tr. da Choupana s/n, 15706 Santiago de
Compostela, Spain

Fecha de recepcion: 20 de diciembre de 2022.
Fecha de revision: 2 de mayo de 2023.

Fecha de aceptacion: 3 de junio de 2023.
Feccha de publicacion 18 de junio de 2023.

Francisco, V., Ait Eldjoudi, D., Gonzalez-Rodriguez, M., Ruiz-Fernandez, C., Cordero-Barreal, A., Marques, P.,
Sanz, M. J.,Real, J. T., Lago, F., Pino, J., Farrag, Y., & Gualillo, O. (2023). Metabolomic signature and molecular
profile of normal and degenerated human intervertebral disc cells. The spine journal: official journal of the North
American Spine Society, 23(10), 1549-1562. https://doi.org/10.1016/j.spinee.2023.06.005

The Spine Journal: ISSN impreso: 1529-9430 / ISSN online: 1878-1632 © 2023 Elsevier Inc. All rights reserved.

Derechos de autor de la revista “The Spine Journal”: Como autora de este articulo de Elsevier, donde se ha publicado el
Capitulo 1, la revista permite la reutilizacion del articulo por parte de la autora como parte de su tesis. Por lo tanto, no se requiere
permiso. Para mas informacion: https://www.elsevier.com/about/our-business/policies/copyright#Author-rights

Contribucion de la autora Maria Gonzalez-Rodriguez: Trabajo experimental, analisis de datos y redaccion del manuscrito.
2022 JCR The Spine Journal impact factor: 4,5.

Orthopedics 10/86 — Q1

Clinical Neurology 55/212 — Q2

233


https://doi.org/10.1016/j.spinee.2023.06.005
https://www.elsevier.com/about/our-business/policies/copyright#Author-rights

MARIA GONZALEZ RODRIGUEZ

234

Metabolomic signature and molecular profile of normal and degenerated human intervertebral disc cells

Author:

Vera Francisco,Djedjiga Ait EldjoudiMaria Gonzélez-Rodriguez,Clara Ruiz-Fernindez,Alfonso Cordera-Barreal,Patrice Marques,Maria Jesus Sanz José T. Real, Francisca Lago Jesus
Ping,Yousof Farrag,Oreste Gualillo

Publication: The Spine Journal
Publisher: Elsevier
Date: October 2023

& 2023 Et:

vier Inc. All rights reserved.

Journal Author Rights

Please note that, as the author of this Elsevier article, you retain the right to include it in a thesis or dissertation, provided it is not published commercially. Permission is not required, but please
ensure that you reference the journal as the original source. For more information on this and on your ather retained rights, please visit: ht
business/| s/copyright#Author-rights

elsevier com/




CAMPUS [ V:
UNIVERSIDADE CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

La degeneracion de disco intervertebral (DDI), un trastorno patoldgico
que causa dolor en la espalda o el cuello debido al deterioro de los discos
vertebrales, es una enfermedad huérfana sin opciones terapéuticas
efectivas. Esta tesis destaca la importancia de comprender los procesos
subyacentes a la DDI y presenta un analisis detallado del perfil
metabolomico y molecular de células de discos intervertebrales sanas y
degeneradas. Se describe el papel del factor de transcripcion ELF3 en la
degeneracién, revelando su aumento en respuesta a factores
inflamatorios y su contribucion a procesos catabolicos celulares.

Ademas, se explora el potencial farmacolégico de moléculas como el
oleocanthal para regular la expresion de ELF3, destacando su potencial
en el tratamiento de la inflamacion y catabolismo en el disco
intervertebral.
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