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compuesto quimico descrito en la literatura

PBS Tampon fosfato salino

pg/mL Picogramos por mililitro

PGl Prostaciclina, prostaglandina 12

PM Peso molecular

PTGS2 Prostaglandina-endoperoxido sintasa 2; COX-2;
prostaglandina G/H sintetasa; ciclooxigenasa-2

gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
0 a tiempo real

r.p.m. Revoluciones por minuto

ROX Es un fluoroforo de referencia

RQ Cuantificacion relativa

SDS Dodecil sulfato sddico

SGAG Glicosaminoglucanos azufrados

TMB 3,3, 5,5'- tetrametilbenzidina, un cromdgeno
utilizado como sustrato para la HRP en las pruebas
ELISA.

TxA2 Tromboxanos

U Unidad internacional de actividad de los enzimas

UDG Uracil ADN glicosilasa, elimina el uracilo

Caracteres especiales

ug Microgramo

pg/mL Microgramos por mililitro
ulL Microlitro

pum Micrémetros; micras

uM Micromolar
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RESUMENES

La artrosis es la forma mas comin de artritis, una enfermedad
cronica y degenerativa que involucra al cartilago articular y estructuras
aledafias, cursando con dolor y ocasionando en ultima instancia la
pérdida de la movilidad y la funcionalidad de la articulacion afectada.

Las investigaciones llevadas a cabo en este campo atribuyen el
desarrollo de la patologia a diferentes eventos mecanicos y bioldgicos
que resultan en el desequilibrio de los procesos de degradacion y
reparacion que ocurren de forma natural en el cartilago articular,
membrana sinovial y hueso subcondral, y que a nivel celular se traducen
en un aumento de mediadores inflamatorios y enzimas proteoliticas que
degradan progresiva e irremediablemente la matriz extracelular, la base
en la que radica la estructura y resistencia del cartilago.

Hoy en dia no existe ninguna terapia que logre curar o frene la
progresion de la artrosis, con lo cual los objetivos principales en la
terapia actual son el control del dolor y la mejora de la funcionalidad de
la articulacién. Es por ello por lo que la prescripcion de analgesia
antiinflamatoria se realice antes que la intervencién quirdrgica por ser
esta Ultima la opcién mas agresiva.

En esta Tesis se ha estudiado el efecto de los farmacos
indometacina, diclofenaco y celecoxib a la concentraciéon de 1 uM en
cultivos humanos celulares artrésicos y sanos sobre diferentes procesos
celulares, componentes de la matriz extracelular, y mediadores
inflamatorios involucrados en la degeneracién artrosica.

Nuestros resultados contribuyen a la investigacion sobre esta
enfermedad incapacitante complementando la literatura existente y
completando la ausencia de informacion en algunos apartados.

Los tres farmacos antiinflamatorios empleados en este estudio,
indometacina, diclofenaco y celecoxib, a la concentracion de 1 pM no
tienen un efecto apreciable sobre la apoptosis, morfologia, viabilidad o
niveles de glicosaminoglucanos azufrados, inhiben la expresion de las
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matrilinas 1 y 3 y la sintesis de PGE> de forma indirecta por medio de
la inhibicion de la expresion de COX2, pero no ofrecen ninguna mejora
al entramado extracelular en lo que se refiere a la expresion de coladgeno
de tipo 1l 0 X, ejerciendo un efecto deletéreo sobre la expresion de
agrecano. El uso de cualquiera de estos tres AINEs a la concentracion
establecida no modifica los niveles de IL-6 en cultivos artrosicos, pero
los disminuye en cultivos sanos. Paralelamente, provocan un aumento
de la liberacion de TNFa por esos mismos cultivos artrosicos; sin
embargo, en cultivos sanos, no se observa ningun efecto sobre este
parametro debido al tratamiento.

De forma particular, la indometacina, tanto en cultivos sanos como
artrésicos, no ejerce ningun efecto sobre la cicatrizacion y disminuye
los niveles de MMP-13. Tampoco tiene efectos sobre la proliferacién o
la liberacidn de IL-1p en cultivos artrosicos, aunque en sanos inhibe la
proliferacion y potencia la liberacion de esta interleucina. Al final del
estudio los valores de fibronectina se estabilizan a niveles basales en
cultivos artrosicos, pero aumentan en los sanos.

El diclofenaco produce el mismo efecto que la indometacina sobre
los parametros de proliferacion, cicatrizacion y liberacion de MMP-13
al medio. No ejerce ningun efecto sobre la liberacion de IL-1p en ambas
lineas, y su efecto es negativo en cultivos artrésicos al aumentar los
niveles de fibronectina por encima de los niveles basales, pero neutro
en sanos.

El celecoxib produce el mismo efecto que la indometacina sobre la
liberacion de IL-1B y fibronectina al medio. Al contrario que
indometacina y diclofenaco, si ejerce un efecto negativo sobre la
proliferacion en ambas lineas celulares. Su accion sobre la cicatrizacion
es negativa solamente en cultivos artrésicos, pero neutra en cultivos
sanos. En estos tampoco ejerce ningun efecto sobre la liberaciéon de
MMP-13, aunque si produce la disminucion de esta metaloproteinasa
en cultivos artrosicos.
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A artrose é a forma mais comdn de artrite, unha enfermidade
cronica e dexenerativa que involucra & cartilaxe articular e estruturas
contiguas, cursando con dor e ocasionando en ultima instancia a perda
da mobilidade e a funcionalidade da articulacion afectada.

As investigacions levadas a cabo neste campo atriblen o
desenvolvemento da patoloxia a diferentes eventos mecanicos e
bioloxicos que resultan no desequilibrio dos procesos de degradacion e
reparacion que ocorren de forma natural na cartilaxe articular,
membrana sinovial e 6so subcondral, e que a nivel celular tradicense
nun aumento de mediadores inflamatorios e encimas proteoliticas que
degradan progresiva e irremediablemente a matriz extracelular, a base
na que radica a estrutura e resistencia da cartilaxe.

Hoxe en dia non existe ningunha terapia que logre curar ou free a
progresion da artrose, co cal os obxectivos principais na terapia actual
son o control da dor e a mellora da funcionalidade da articulacion. E
por iso que a prescricion de analxesia antiinflamatoria realicese antes
que a intervencion cirdrxica por ser esta Ultima a opcion méis agresiva.

Nesta Tese estudouse o efecto dos farmacos indometacina,
diclofenaco e celecoxib a concentracion de 1 uM en cultivos celulares
humanos artrésicos e sans sobre diferentes procesos celulares,
compofientes da matriz extracelular, e mediadores inflamatorios
involucrados na dexeneracion artrosica.

Os nosos resultados contriblen & investigacién sobre esta
enfermidade incapacitante complementando a literatura existente e
completando a ausencia de informacion nalgins apartados.

Os tres farmacos antiinflamatorios empregados neste estudo,
indometacina, diclofenaco e celecoxib, & concentracion de 1 uM non
tefien un efecto apreciable sobre a apoptosis, morfoloxia, viabilidade ou
niveis de glicosaminoglucanos azufrados, inhiben a expresion das
matrilinas 1 e 3 e a sintese de PGE2 de forma indirecta por medio da
inhibicién da expresién de COX2, pero non ofrecen ningunha mellora
ao armazon extracelular no que se refire & expresion de colageno de tipo
Il ou X, exercendo un efecto deletéreo sobre a expresion de agrecano.
O uso de calquera destes tres AINEs a concentracion establecida non
modifica os niveis de IL-6 en cultivos artrésicos, pero diminleos en
cultivos sans. Paralelamente, provocan un aumento da liberacion de
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TNFa por eses mesmos cultivos artrésicos; con todo, en cultivos sans,
non se observa ningun efecto sobre este parametro debido ao
tratamento.

De forma particular, a indometacina, tanto en cultivos sans como
artrosicos, non exerce ningun efecto sobre a cicatrizacion e diminGe os
niveis de MMP-13. Tampouco ten efectos sobre a proliferacion ou a
liberacion de IL-1pB en cultivos artrdsicos, ainda que en sans inhibe a
proliferacion e potencia a liberacion desta interleucina. Ao final do
estudo os valores de fibronectina estabilizanse a niveis basales en
cultivos artrosicos, pero aumentan nos sans.

O diclofenaco produce o mesmo efecto que a indometacina sobre
0s parametros de proliferacion, cicatrizacién e liberacion de MMP-13
ao medio. Non exerce ningun efecto sobre a liberacion de IL-1f en
ambas as lifias, e 0 seu efecto é negativo en cultivos artrésicos ao
aumentar os niveis de fibronectina por encima dos niveis basales, pero
neutro en sans.

O celecoxib produce o mesmo efecto que a indometacina sobre a
liberacion de IL-1B e fibronectina ao medio. Ao contrario que
indometacina e diclofenaco, si exerce un efecto negativo sobre a
proliferacion en ambas as lifias celulares. A sua accién sobre a
cicatrizacion é negativa soamente en cultivos artrésicos, pero neutra en
cultivos sans. Nestes tampouco exerce ningun efecto sobre a liberacion
de MMP-13, ainda que si produce a diminucién desta metaloproteinasa
en cultivos artrosicos.
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Osteoarthritis is the most common form of arthritis, a chronic and
degenerative disease that involves the articular cartilage and
surrounding structures, causing pain and ultimately the loss of mobility
and functionality of the affected joint.

Research developed in this field attributes the progress of the
pathology to different mechanical and biological events that result in
the imbalance of the degradation and repair inherent processes that
occur in the articular cartilage, synovial membrane and subchondral
bone, which, at the cellular level, are translated towards an increase of
inflammatory mediators and proteolytic enzymes that progressively and
irredeemable degrade the extracellular matrix, the basis on which both,
the structure and resistance of cartilage, lies.

Nowadays, there is no therapy that can cure or halt the progression
of osteoarthritis, so the main objectives in current therapy are pain
management and the improvement of the functionality of the joint. This
is the reason why the prescription of anti-inflammatory analgesia is
preferred before surgical intervention, since the latter is the most
aggressive option.

In this Thesis, the effect of the drugs indomethacin, diclofenac, and
celecoxib at a concentration of 1 uM in healthy and arthritic human cell
cultures on different cellular processes, components of the extracellular
matrix, and inflammatory mediators involved in arthritic degeneration
has been studied.

Our results contribute to the research on this disabling disease by
complementing the existing literature and completing the absence of
information in some sections.

The three anti-inflammatory drugs used in this study,
indomethacin, diclofenac and celecoxib, at a concentration of 1 uM do
not have an appreciable effect on apoptosis, morphology, viability or
levels of sulfated glycosaminoglycans, they inhibit the expression of
matrilins 1 and 3 and, indirectly, the synthesis of PGE2 by inhibiting
the expression of COX2. However, they do not provide any
improvement to the extracellular network in terms of the expression of
type Il or X collagens, and exerting a deleterious effect on the
expression of aggrecan. The use of any of these three NSAIDs at the
established concentration does not modify IL-6 levels in osteoarthritic
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cultures and decreases them in healthy cultures. In parallel, they cause
an increase in the release of TNFa in those same osteoarthritic cultures;
however, in the healthy ones, no effect on this parameter is observed
due to treatment.

In particular, indomethacin, has no effect in both cell lines on
wound healing and also lowers MMP-13 levels. It also has no effect on
the proliferation or release of IL-1p in osteoarthritic cultures, even
though it inhibits proliferation in healthy cultures and enhances the
release of this interleukin. At the end of the study, fibronectin values
were stabilized at baseline levels in arthritic cultures and were increased
in the healthy ones.

Diclofenac produces the same effect as indomethacin on
proliferation, wound healing and the release of MMP-13. It does not
exert any effect in the release of IL-1B in both lines, and its effect is
negative in arthritic cultures by increasing fibronectin levels above the
baseline, although the effect is neutral in the healthy ones.

Celecoxib has the same effect as indomethacin in the release of
fibronectin and IL-1p. Unlike indomethacin and diclofenac, this coxib
has a negative effect on proliferation in both cell lines. It exerts a
negative effect on wound healing only in osteoarthritic cultures, being
neutral in the healthy ones. In these, it does not exert any effect in the
release of MMP-13, although it produces a decrease in the release of
this metalloproteinase in osteoarthritic cultures.
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1. INTRODUCCION

1.1. ARTROSIS VS. ARTRITIS

La artritis no es una enfermedad aislada, es un término que engloba
multiples patologias y enfermedades relacionadas con la articulacion.
La artrosis es el tipo mas comun de artritis. Es una enfermedad cronica
y degenerativa cuya caracteristica determinante es la degradacion
progresiva de la matriz extracelular que compone el cartilago articular,
involucrando en el proceso a todos los tejidos de la articulacion y
cursando con dolor, pérdida de la movilidad y funcionalidad de la
articulacion, presentando un alto grado de comorbilidad con otras
enfermedades.

Durante el proceso artrésico se pueden identificar diferentes
alteraciones (253) (Fig. 1/1A):

e MacroscOpicamente, se observan pequefias
protuberancias en los margenes de la articulacion
denominados osteofitos, formados por la proliferacion de
tejido cartilaginoso que sufre osificacién endocondral y
que contribuyen a la limitacion del movimiento de la
articulacion,  produciéndose  ademéas inflamacién
moderada en las estructuras sinoviales y esclerosis del
hueso subcondral —aumento de la densidad 6sea— bajo
el cartilago adyacente.

e Microscopicamente, en la superficie articular se
identifican grietas o fisuras a la par que se detectan
procesos fibrilativos con pérdida parcial o total del tejido
y desprendimiento de fragmentos desde los osteofitos.
Estos fragmentos —cuyo tamafio oscila desde varios
milimetros hasta 1 centimetro— se conocen como cuerpos
libres articulares (Fig. 1/1B) y pueden bloquear la
articulacion, desencadenar una respuesta inflamatoria y
aumentar in situ la degradacion de las estructuras
articulares.
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e A nivel molecular se describe la produccién de
enzimas proteoliticas e inhibidores que degradan la matriz
del cartilago, y la sobrerregulacion de citoquinas y factores
de crecimiento que alteran la actividad de los condrocitos
y su capacidad para mantener la homeostasis del tejido.

SANA ARTROSICA

Periosteo

Capsula fibrosa

Membrana sinovial

Liquido sinovial

Cartilago articular

Hueso

— Periosteo inflamado

Capsula engrosada

Esclerosis del
hueso subcondral

Degradaciony
adelgazamiento
del cartilago

Cuerpos libres

Sinovitis

Osteofito

Y

-

& & '

Fig. 1/1. A: Articulacion sana vs. artrdsica. B: Cuerpos libres articulares.

El dolor se define como el sintoma clinico mas incapacitante en la
que carece de vasos sanguineos,
sistema linfatico y terminaciones nerviosas, con lo que el dolor se
percibe por la estimulacion de los nociceptores localizados en la capsula
articular y estructuras circundantes mediante sustancias conocidas en
conjunto como mediadores inflamatorios —factores solubles liberados
al liquido sinovial que afectan a los tejidos y que perpetdan la
y fragmentos generados en la

artrosis. El cartilago es un tejido

progresion de la enfermedad—
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degradacion de la matriz.

Algunos autores consideran a la artrosis como una artropatia no
inflamatoria. En pacientes artrosicos se observo inflamacion del sinovio
adyacente al cartilago degenerado, pero no se pudo detectar siempre
cartilago degenerado en los casos de sinovitis. Esto sugiere que la
inflamacidn esta causada por los productos de degradacion del cartilago
y por mediadores inflamatorios (69, 124, 253), aunque la inflamacion
del sinovio o sinovitis tenga un papel crucial en su patogénesis. Todos
los elementos anteriormente citados van a activar a los macrofagos de
la membrana sinovial, que a su vez produciran y liberaran mas
mediadores inflamatorios. La sinovitis cursa en un 90% de los casos y
estd asociada al dolor, a la severidad y a la progresion de la artrosis. Si
el dolor es el sintoma principal, la inflamacion es factor principal
asociado a los sintomas de la enfermedad y al riesgo de pérdida
progresiva de cartilago. La inflamacion, a su vez, podria rebajar el
umbral nociceptivo (108, 162). Como el dolor y la inflamacion estan
causados por mediadores inflamatorios, el tratamiento de primera linea
recomendado para la artrosis moderara a severa son los analgésicos
antiinflamatorios no esteroideos (213).

1.1.1. Prevalencia e incidencia de la artrosis?!

La artrosis es uno de los motivos principales de discapacidad en
adultos, pudiéndose clasificar en dos grupos: artrosis primaria o
idiopética, que puede afectar a una o varias articulaciones, y artrosis
secundaria. Se considera que una conjuncion de factores va a llevar al
desarrollo de esta patologia. La mayoria de las causas clave son
prevenibles en mayor o menor medida, como la obesidad,
traumatismos, patologias previas, alimentacion, cargas articulares
anormales o excesivas relacionadas con trabajos especificos o deporte
de élite; otras no son modificables como la edad, el género, densidad
Osea, forma y alineacion de las articulaciones, antecedentes familiares
0 caracteristicas demograficas.

! La prevalencia examina los casos ya existentes mientras que la incidencia examina los casos
nuevos, en un periodo especifico.
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La incidencia de la artrosis aumenta de
forma progresiva con la edad, y presenta un
alto grado de comorbilidad con otras
enfermedades, afectando a un 10% de los
varones y a un 18% de las mujeres mayores de
60 afos. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), se trata de un problema de salud
publica a nivel mundial debido al creciente
envejecimiento de la poblacion. En 2004 la
OMS calculé que el 15.9% de la poblacién
mundial —el 25.9% en los paises
desarrollados y el 14.3% en los menos
desarrollados— tendra mas de 65 afios para el
afio 2050, con una prevision creciente de hasta
el 32.3% para el afio 2300. La artrosis presenta
una elevada prevalencia en adultos,
apareciendo con mayor frecuencia en rodilla,
cadera, mano, columna y pie, siendo las
mufiecas, hombros y tobillos las articulaciones

4

Fig. 1/2. Principales

articulaciones afectadas

en la artrosis.

menos frecuentemente afectadas (Fig. 1/2). Por su naturaleza
multifactorial, se han intentado correlacionar las causas de la artrosis
con su desarrollo y progresion (9, 14, 167, 179, 223, 264), no
obteniéndose en todos los casos (22, 87) resultados concluyentes.

1.2. LA ARTICULACION SINOVIAL

Las articulaciones son las zonas de ensamblaje de los huesos que
otorgan un grado de flexibilidad variable al esqueleto. Pueden
clasificarse en tres grupos dependiendo del grado de movilidad que

otorguen (103):

e Sinartrosis o articulaciones inmoviles, como las

presentes en los huesos del craneo.

e Anfiartrosis o articulaciones semimoviles, como

las de la columna vertebral.

e Diartrosis o articulaciones moviles o sinoviales,
como la mayoria de las presentes en las extremidades.
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La articulacion sinovial es una estructura compleja en la que se
pueden diferenciar varios elementos: el hueso subcondral, localizado
por debajo del cartilago calcificado y que junto con el cartilago articular
forma la unidad osteocondral (62), el cartilago articular hialino, la
capsula articular junto con lamembrana sinovial, y otros tejidos blandos
como meniscos, ligamentos y tendones.

El objeto de este estudio es el cartilago hialino, que puede ser
temporal o permanente. El cartilago temporal es el reemplazado por
hueso durante la osificacion endocondral, y el permanente esta presente
—entre otros— en las articulaciones maviles, y como regla general no
va a sufrir diferenciacion terminal (266).

En las articulaciones, el cartilago hialino recubre el hueso
subcondral y en él se integran los condrocitos y la matriz extracelular.
Durante el desarrollo de una patologia se pueden detectar en el sitio de
la lesién los diferentes procesos de proliferacion, maduracion,
hipertrofia y diferenciacion terminal de los condrocitos antes
mencionados (294).

1.2.1. El cartilago articular y estructuras relacionadas

El cartilago articular es un tejido conectivo de tipo hialino y origen
mesenquimal, de entre 1 y 7 mm de grosor (103, 111) que recubre la
superficie de los extremos de los huesos en las articulaciones
diartrodiales y que se calcifica con la edad. Se considera que es el tejido
mas comprometido en las patologias articulares del adulto, y una vez
dafado si es capaz de repararse, pero no es capaz de iniciar de forma
espontdnea un proceso regenerativo eficiente, con lo que
frecuentemente se acaba formando un tejido fibroso en su lugar.

El cartilago articular adulto consta de hasta un 95% matriz
extracelular, correspondiendo menos de un 2% del total al porcentaje
celular. En peso humedo, entre el 65y el 80% de su composicion seria
agua, el colageno entre un 15 y un 25%, y agrecano aproximadamente
un 10% del total. En peso seco, los componentes mayoritarios son entre
un 30 y un 50% colageno de tipo Il y entre un 25 y un 30%
proteoglucanos, principalmente agrecano. El porcentaje restante
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corresponderia a glucoproteinas y células (43, 111, 177).

El hecho de que el cartilago articular sano sea un tejido avascular,
alinfatico y aneural va a influir en la oxigenacion y nutricién del tejido.
La presion parcial de oxigeno en las zonas profundas es menor al 1%,
siendo diez veces superior en las zonas més superficiales. La ausencia
de un sistema vascular implica también que la nutricion de las células y
la eliminacién de los deshechos se realice por difusion a través de la
matriz desde y hacia el liquido sinovial durante el movimiento, y
mediante transportadores de glucosa y sistemas de transporte activo a
través de la membrana celular (1, 112).

A nivel estructural presenta cuatro zonas diferenciadas. Estas se
mantienen a lo largo de la vida adulta salvo que se desarrolle una
patologia —por lesidn o defectos genéticos— que rompa el equilibrio
de sefiales que mantiene la estructura estable (Fig. 1/3). En cada zona
la densidad celular va decreciendo desde la mas superficial hasta la mas
profunda, con aumento del tamafio celular y proporcion de
proteoglucanos frente a colagenos (111-112, 118, 177):

e  Zona tangencial superficial o de deslizamiento
(10-20%). Es la superficie que entra en contacto con el
liquido sinovial. El contenido en agua es el mayor de las
zonas y esta compuesta por fibras delgadas de colageno
dispuestas de forma tangencial. Los condrocitos de la zona
superficial son pequefios, elongados y aplanados,
dispuestos paralelamente a la superficie. Ademas de
sintetizar y secretar lubricina, sintetizan también altas
concentraciones de colageno tipo I, pero bajas de
proteoglucano.

e Zona media o transicional (40-60%), con haces
de colageno algo mas gruesos dispuestos radialmente de
forma aleatoria. Los condrocitos son redondeados y estan
presentes en un ndmero menor; la concentracion de
proteoglucanos aumenta con respecto a la zona anterior.

e Zona profunda o radial (30%). En esta zona la
concentracién de proteoglucanos es la mas alta, pero sin
embargo la de agua esta al minimo nivel. En esta zona los
condrocitos son redondeados y estdn agrupados en
columnas dispuestas de forma perpendicular a Ila
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superficie, al igual que las fibras de coldgeno, mucho més
gruesas que las anteriores, atravesando la linea de marea,
que es el frente de calcificacion, permitiendo la union
estable entre la zona profunda y la zona calcificada. Los
condrocitos de la zona radial expresan marcadores de
hipertrofia como colageno tipo X (294).

e Zona de cartilago calcificado, localizada justo
debajo de la linea de marea, separa el cartilago hialino del
hueso subcondral. La linea de marea marca el frente de
calcificacion, y la linea de cementacién marca el limite
entre el cartilago calcificado y la placa de hueso
subcondral (62, 103). En esta zona los condrocitos, muy
escasos, expresan un fenotipo hipertréfico y estan

embebidos en una matriz calcificada.

Superficie articular
Zona tangencial superficial I

o de deslizamiento

S|

Condrocitos articulares

Zona media o transicional —=

Zona profunda o radial —=

Linea de marea
Zona de cartilago calcificado —

Condrocitos hipertroficos

Linea de cementacion
Hueso cortical ————— =

S e

Hueso trabecular ﬁ

Fig. 1/3. Esquema de las zonas del cartilago articular y transicion al tejido 6seo.
A: Distribucion de los condrocitos en cada zona; B: Disposicion de fibras de
colageno tipo IlI; C: Disposicion de colageno tipo X; D: Disposicion de

proteoglucanos.

La superficie del cartilago articular posee una baja friccion debido
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a la lubricaciéon continua, y también resistencia debido a presentar
caracteristicas viscoelasticas. Esto significa que se comporta de forma
elastica bajo un impacto repentino, pero que al mismo tiempo desarrolla
una deformacion inelastica que amortigua la compresion en los
procesos de carga sostenida (151). Esta propiedad, la de sufrir una
deformacion reversible y de repartir la carga sobre el hueso subcondral,
tiene su origen en las caracteristicas de la matriz extracelular, cuya
composicion, arquitectura e integridad depende directamente de los
condrocitos que la secretan.

En este sentido, la capacidad de resistir las fuerzas de compresion
esta asociada a la capacidad de expulsar el agua cuando el cartilago se
comprime. EI modelo que refleja de forma mas adecuada las
propiedades biomecanicas de este tejido es el modelo bifasico de Mow
en 1980 de respuesta al estrés mediante la interaccion de las fases solida
—Ila matriz extracelular— y liquida —el agua— del cartilago (43).

Establecida la porosidad del entramado de la matriz en 60A
(1A=0'1 nm) en condiciones normales, y en 20A bajo compresion,
cuando se aplica una carga el agua sale despacio del tejido debido a la
baja porosidad y a las cargas negativas de los glicosaminoglucanos que
se resisten a la pérdida del volumen acuoso: el agua soporta el estrés
por compresion protegiendo el componente sélido de la matriz
extracelular. Sin embargo, cuando el entramado de la matriz se ve
alterado también se ve alterada su porosidad: el agua sale a mayor
velocidad y el componente sélido de la matriz tiene que hacerse cargo
de la amortiguacidn, con lo que se inicia degradacion. En el caso de que
lo que se produzca sea una friccion superior a la que la lubricacién
normal del cartilago es capaz de soportar, la superficie fibrilaria
conllevando un dafio progresivo del tejido.

Los condrocitos del cartilago articular adulto presentan una baja
tasa de reposicion y un fenotipo estable en condiciones normales. La
percepcion del estrés mecanico por este tipo celular es un importante
modulador de su funcién y mientras la carga mecanica sea moderada
responden de forma positiva. Por el contrario, si se producen aumentos
repentinos en la carga sobre la articulacion, o periodos extensos de
inactividad, se desencadenan procesos catabolicos en la matriz que
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conllevan la destruccion del entramado de colageno y la pérdida de
proteoglucanos (294).

En resumen, los cambios en el esfuerzo biomecénico, mediadores
inflamatorios y fragmentos de la matriz generados actian como sefiales
promoviendo la degradacion progresiva de la articulacion. Esto sumado
a la incapacidad de regeneracion espontanea del cartilago bajo
condiciones fisioldgicas inicia el proceso de artrosis.

1.2.2. Condrocitos

Los condrocitos son el nico tipo celular residente en el cartilago
articular y los responsables de la sintesis, mantenimiento y degradacion
de la matriz extracelular. Son células altamente diferenciadas que
permanecen en estado latente y en esta situacion ni se multiplican ni se
diferencian terminalmente. Su actividad mitética es indetectable y su
capacidad de sintesis muy baja, manteniendo estable la matriz
extracelular que los rodea. Al no contener un numero elevado de
mitocondrias, su actividad metabdlica depende del aporte de glucosa al
tejido articular, y este requerimiento depende a su vez del estrés
mecanico al que el tejido se vea sometido. Su densidad en el cartilago
articular es escasa y disminuye con la edad. Ademaés, su
comportamiento va a estar fuertemente influenciado por las sefiales
recibidas desde la matriz extracelular. Las propiedades y funcionalidad
del cartilago van a depender del buen mantenimiento de las funciones
celulares y de la estructura de la matriz extracelular. Aparte de que los
condrocitos no migran a través de la matriz al sitio de la lesion, sumado
a que el cartilago articular es avascular y que la respuesta inflamatoria
en este tejido estd ausente, la consecuencia en caso de agresion es que
no se atraigan células indiferenciadas a la zona dafiada, con lo que la
reparacion del tejido no se realizara adecuadamente (111, 177, 202).

La ruta por defecto de la diferenciacion de los condrocitos es la
terminal hipertrofica que concluye en apoptosis. Al comienzo de la
esqueletogénesis, en el periodo embrionario, las células
condroprogenitoras, de origen mesenquimal, se diferencian en
condrocitos en un proceso conocido como condrogénesis, permitiendo
el desarrollo de los diferentes tipos de cartilago existentes en el

39




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

organismo. En la placa de crecimiento, los condrocitos proliferan, se
diferencian, maduran, entran en hipertrofia y forman la matriz
calcificada sobre la que actlan los osteoclastos, para después ser
invadida por vasos sanguineos para que, finalmente, los osteoblastos
depositen matriz Gsea y el cartilago sea sustituido por hueso
concluyendo los procesos de osificacion endocondral (111, 256, 294).

La unidad bésica en el cartilago articular es el condrén (Fig. 1/4),
que consiste en condrocitos o grupos isogénicos localizados en sus
lagunas y rodeados por su matriz pericelular. Los condrones pueden ser
simples, conteniendo un condrocito, 0 complejos, conteniendo mas de
uno. Los clusters son multiples condrones que comparten matriz
pericelular. La matriz pericelular es una region estrecha caracteristica
en los condrocitos del tejido adulto, situada inmediatamente a
continuacion de la membrana celular y anterior a la propia matriz
extracelular, con la que presenta ligeras caracteristicas diferenciales
como una mayor concentracion de proteoglucanos o una mayor
ordenacion de las fibras de colageno.

Fig. 1/4. Tejido disgregado en el que se pueden apreciar todavia condrones.

La funcidon de esta matriz pericelular no esta completamente
caracterizada. Se ha hipotetizado con que la alteracion de su
composicion o estructura provoca variaciones en la difusion y retencion
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de las moléculas que median la respuesta celular, atribuyéndosele la
capacidad de influir sobre el tipo de respuesta de los condrocitos a las
sefiales bioquimicas y biomecénicas provenientes del exterior (119).

Aunque en los estadios tempranos de la enfermedad los condrocitos
expresan marcadores tipicos que promueven la degradacion del
cartilago, los condrocitos presentes en la zona afectada normalmente
salen de su latencia y se vuelven metabdlicamente activos, aumentando
la expresion génica de proteoglucanos y colagenos. Esto se ha
interpretado como un intento de mantener el fenotipo por medio de la
reparacion del dafio. Pese a todo, los intentos de reparacion de la matriz
deteriorada fracasan a medida que la lesion avanza puesto que los
condrocitos son incapaces de hacer frente a la sintesis de una nueva
matriz funcional (21, 273).

1.2.3. Matriz extracelular

La matriz extracelular del cartilago es secretada por los
condrocitos. Estructuralmente es un entramado de fibras de colageno
—principalmente de tipos IlI, IX y XIl— estabilizadas por
entrecruzamientos moleculares, que le confiere estructura y resistencia
a la tensién al cartilago. En esta red de colageno estd embebido un gel
altamente hidratado de agrecano y otros proteoglucanos, que aporta
resistencia a la compresion, resiliencia y ayuda al control de la difusion
de las moléculas circulantes. El agrecano, al estar constituido
principalmente por glicosaminoglucanos cargados negativamente, atrae
cationes y con ello agua, creando grandes dominios hidrodinamicos que
acttan elevando la presion osmotica del tejido. Es de esta forma como
los grandes agregados de agrecano proporcionan al tejido su resistencia
a la compresion (21, 36, 112).

La matriz extracelular puede ser zonificada por su proximidad al
condrocito, variando en su composicién segun su proximidad a la
celula, (43, 177):

e La matriz pericelular rodea a una unica célula.
Es rica en colageno tipo VI, presentando también
colagenos tipos Il y IX'y proteoglucanos. Se le adjudica un
papel en la mecanotransduccion (148), es decir, en la
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modulacion de la respuesta celular frente al microambiente
y factores mecéanicos.

e La matriz territorial rodea la region pericelular
de un condrocito y estd comprendida dentro de un grupo
de células que incluye su matriz pericelular. En la zona
profunda rodea a cada columna de células. Esta matriz es
rica en proteoglucanos y en colageno tipo II.

e La matriz interterritorial provee la fuerza
tensional y estd compuesta principalmente por una red de
colageno fibrilar tipo Il asociado a colagenos tipo XI
dentro del entramado, y IX hacia la superficie permitiendo
la asociacion con otros componentes de la matriz y la
retencion de proteoglucanos.

1.2.4. C4psula articular, membranay liquido sinoviales

Estos tres elementos presentan una continuidad en la articulacion
(33, 103, 159, 232, 242, 253):

e Lacapsulaarticular es una estructura que sujeta
los extremos 0Oseos que forman la articulacion y se
extiende por los bordes de las superficies articulares.
Consta de una capa exterior fibrosa que es continuacion
del periostio, y de una membrana interna denominada
membrana sinovial, que al llegar al hueso contacta con el
cartilago hialino de la superficie articular.

e La membrana sinovial o sinovio reviste el
interior de la capsula articular y es la responsable de la
secrecion del liguido sinovial. Consta a su vez de dos
elementos:

o La capa subintima o subsinovial, que se fusiona
con la cépsula articular e incluye vasos sanguineos,
linfaticos y terminaciones nociceptivas. Las células que
contiene son fibroblastos, linfocitos y macrofagos, que
participan en la respuesta inmune celular y humoral. Es
semipermeable, permitiendo Unicamente la difusion de
nutrientes u otras moléculas de bajo peso molecular como
factores de crecimiento o citoquinas, reteniendo las
moléculas de lubricina y &cido hialurénico —ambas de
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elevado peso molecular— dentro de la articulacion.

o La capa intima, que entra en contacto con la
cavidad articular. Contiene dos tipos celulares, Ay B. Los
sinoviocitos tipo A son macrofagos responsables de la
eliminacion de detritos a lo largo de la membrana sinovial,
los sinoviocitos tipo B son mayoritarios, de tipo
fibroblastico y producen &cido hialurdnico.

e El liquido sinovial, que es un liguido viscoso
dentro de la articulacion y cuya funcion es la de lubricar y
disminuir la friccion entre las superficies articulares,
posibilitando el movimiento. Su volumen en las
articulaciones humanas sanas es de apenas un par de
mililitros (0.5-2.0 ml). En su composicion se encuentra
acido hialuronico, lubricina y fosfolipidos activos de
superficie, que se adsorben e interaccionan con la
superficie —hidrofébica— del cartilago articular
permitiendo el desplazamiento suave de las superficies en
contacto. Estos compuestos, ademas de lubricar y reducir
la friccidn, eliminan los depdsitos de proteinas plasmaticas
gue hubieran penetrado a través del sinovio y que podrian
alterar la superficie articular o la viscosidad o composicion
del liquido sinovial. En este liquido sinovial también se
van a encontrar mediadores de la respuesta inflamatoria y
productos resultantes de la lesion en el tejido.

1.3. HOMEOSTASIS DEL CARTILAGO

Los condrocitos se encuentran dispersos en el cartilago hialino sano
sin que exista contacto directo entre ellos, asi que la comunicacion entre
las células depende de una interaccidn constante entre ellas y la matriz,
que es la que les transduce las sefiales mecénicas del entorno (102). Se
sabe que no todas las proteinas presentes en la matriz son
potencialmente mecanosensitivas, pero las que si lo son estan situadas
en areas estratégicas en donde es mas probable que se sufra una carga
mecanica como puede ser la periferia —Ila matriz pericelular— vy
estructuras subcelulares. Estas proteinas estarian ancladas a la
membrana, a elementos de la matriz 0 a ambas estructuras (126).

En el cartilago sano se mantiene un equilibrio entre los procesos
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anabolicos y catabolicos para preservar la integridad del cartilago,
aunque, en contraste, la tasa de reposicion de los componentes de la
matriz es baja debido al estado de latencia y el bajo metabolismo de los
condrocitos. Diversos estimulos —estrés mecanico, oxidativo,
traumatismo, moléculas sefial— interrumpirian esa latencia, originando
un desequilibrio en donde predominarian los procesos catabélicos. En
el caso de la artrosis, la integridad de la matriz se ve comprometida al
reactivarse procesos que inducen cambios fenotipicos similares a los
que ocurren durante la esqueletogénesis, induciendo la remodelacién de
la matriz y dirigiendo a las células a la diferenciacién hipertrofica que
culminaria con la muerte celular y calcificacion del cartilago. Entre los
mediadores catabolicos que regulan estos procesos se encuentran
diferentes citoquinas, que a su vez estimulan la sintesis de otras
citoquinas y proteasas, prostaglandinas y oOxido nitrico, creando
sinergias y suprimiendo la expresion de genes asociados al fenotipo
diferenciado de los condrocitos, incluyendo los genes de agrecano y de
colageno tipo 11 que son los principales constituyentes de la matriz y los
que le otorgan sus propiedades al cartilago (102, 108, 112, 253). El
resultado es la pérdida de las propiedades mecénicas del cartilago y su
incapacidad para mantener su resistencia a la deformacion, capacidad
hidrica e integridad del tejido (99). La sefalizacion autocrina y
paracrina es esencial en la extension de la patologia a toda la
articulacion, y esta viene dada por la capacidad de los factores solubles
de difundir a través del liquido sinovial para llegar a los diferentes tipos
celulares presentes en los tejidos anejos. Aunque estas células van a
reaccionar a los componentes liberados al liquido sinovial y van a
contribuir a la progresion de la artrosis, la mayoria de los procesos
degradativos se encuentran en el propio cartilago (124).

La proteolisis de los proteoglucanos y la pérdida de las regiones
ricas en glicosaminoglucanos del agrecano es uno de los eventos
iniciales en la artrosis. Si la situacion es favorable se pueden reemplazar
rapidamente, ya que la pérdida de agrecano ocurre con anterioridad a la
degradacion del colageno tipo 1. El agrecano protegeria al entramado
colagénico de la accion de las proteinasas, asi que la disrupcion de la
red de colageno representa un punto de no retorno en la degradacion del
cartilago. La progresion de la patologia viene dada por la
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sobreproduccidn de citoquinas que mantienen el fenotipo catabdlico de
los condrocitos, causando la degeneracion paulatina del cartilago y
haciendo que la patologia entre en un circulo vicioso degenerativo (47,
69, 239, 248).

En estas fases mas tempranas de la enfermedad el cartilago pierde
su habilidad para mantener agua y proteoglucanos, y se puede detectar
un aumento en la produccion de citoquinas catabolicas (como IL-1B y
TNFa), proteinasas (como MMP-13) y agrecanasas. Los dafios
comienzan a apreciarse en la superficie del cartilago en la forma de
pérdidas localizadas de proteoglucanos y rotura de las fibras de
colageno tipo II:

e La pérdida de agrecano provoca una merma de
las capacidades compresiva del cartilago, y la
sobrecompresion que se genera estimula la secrecion de
proteasas lo cual favorece el dafio tisular.

e La protedlisis del colageno tipo Il ocasiona la
pérdida de la resistencia tensional contribuyendo al
aumento de la hidratacion del cartilago articular, ya que
pierde la capacidad de regular el secuestro de agua por los
proteoglucanos, permitiendo con ello que se hidraten mas
de lo normal.

La proliferacion y la formacion de condrones es caracteristica en
los primeros estadios de la patologia en respuesta a las citoquinas
catabdlicas, que también potencian el aumento en la expresion génica
de COX-2, aumentando los niveles de prostaglandina E2 (PGE>). La
PGE; tiene un caracter dual y en este momento participaria en los
procesos anabdlicos estimulando la sintesis de colageno tipo Il y de
proteoglucanos en un supuesto intento de compensar la pérdida de la
matriz. El cartilago articular apareceria mas grueso de lo normal en esta
fase, aunque solamente seria de forma transitoria ya que el dafio
causado a la matriz seria irreversible debido a las limitaciones del
condrocito adulto respecto a su capacidad de reparacion. Aunque se
genera nueva matriz, ésta es de calidad inferior y es mas susceptible a
la degradacion. Una vez iniciado el patron alterado de la expresion
génica, la presencia de nuevos compuestos y la expresion de
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marcadores hipertréficos favorecen el desarrollo de la patologia (69,
109, 112, 257).

A medida que progresa la enfermedad, los proteoglucanos
comienzan a perder la capacidad de agregacion de sus
glicosaminoglucanos a la par que disminuye su produccion, seguida de
una degradacion severa del colageno tipo Il. Cuando la proporcion de
proteoglucanos llega a un valor critico, los niveles de agua que en un
principio habian aumentado caen por debajo de lo normal. Al mismo
tiempo se produce un incremento en la expresion de citoquinas
proinflamatorias, colagenasas y agrecanasas, y una disminucién de la
sintesis de sus inhibidores, dirigiendo al cartilago hacia una
degradacion definitiva (69, 257, 294).

Aparte de la muerte celular debida al desenlace de los procesos de
calcificacion, el numero de condrocitos se va a ver afectado debido a
PGE;. La sintesis de PGE>, en colaboracion con citoquinas y otros
mediadores, va a promover la apoptosis de los condrocitos al alterar la
funcion mitocondrial, disminuyendo el namero de células que podrian
colaborar en hacer frente al dafio y colaborar en la restauracion (108,
202).

1.4. ANALGESICOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los AINEs son un grupo farmacol6gico que actda inhibiendo las
isoformas de la enzima ciclooxigenasa (COX) impidiendo con ello la
transmision del estimulo nervioso en los sitios de inflamacion al
bloguearse la sintesis de prostanoides a partir del acido araquiddnico
(61). Estan entre los farmacos maés prescritos a lo largo de las Gltimas
décadas para el tratamiento de la sintomatologia de la artrosis por su
accion antiinflamatoria, analgésicay antipirética, aunque la mayor parte
de sus efectos adversos estan relacionados con la inhibicion de la
sintesis de las prostaglandinas y su seguridad en relacion con los
trastornos gastrointestinales, cardiovasculares y renales que pueden
provocar limita su uso en muchos pacientes (44, 211). En el afio 2017,
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) emiti6 un informe respecto al consumo de AINESs en Espafia
para el periodo 2013-2016. En él se refleja una merma en el consumo
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de AINEs a lo largo de ese periodo, pero también se detalla que el
subgrupo de AINEs de mayor consumo habia sido el de derivados del
acido propionico, seguido por el de los coxibs, encontrdndose en tercer
lugar el de los derivados del &cido acético con el diclofenaco el farmaco
de mayor consumo dentro del subgrupo (4, 61) (Tabla 1/1).

Tabla 1/1. Clasificacion de los AINEs en estudio segun su grupo quimico.

Grupo Subgrupo AINE
Acidos carboxilicos Acidos acéticos
Acidos indol e indenacéticos Indometacina
Acidos heteroarilacéticos Diclofenaco
Inhibidores selectivos Sulfonamidas Celecoxib
COX-2 (Coxibs)

Los AINEs se absorben rapidamente después de su administracion
por via oral, y se unen a proteinas plasmaticas en porcentajes superiores
al 95%, sobre todo a la albumina, en los fluidos extracelulares. El
metabolismo de todos ellos se realiza en el higado y la excrecion es
renal. La union a proteinas es un factor importante puesto que al
aumentar la dosis de farmaco o disminuir la concentracién de proteinas
plasmaticas puede provocar el aumento de la fraccion de farmaco libre,
que es la que va a poder salir del sistema vascular para producir el efecto
deseado, ya que si es captado por estas proteinas plasmaticas no podra
actuar. Los farmacos tienden a acumularse en el liquido sinovial, en
donde la concentracion de proteinas es entre un 50 y un 80% menor que
en plasma, con lo que la fraccion de farmaco libre es mayor y
permanece mas estable (61, 278).

1.4.1. Indometacina
La indometacina (Fig. 1/5) se introdujo en la practica clinica a

principios de los afos sesenta. Presenta gran actividad antiinflamatoria,
analgesica y antipirética.
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Es un AINE no selectivo, tiempo
dependiente (Tabla 1/2), que actla
impidiendo la sintesis de prostaglandinas al
inhibir de forma reversible la actividad de
las isoformas COX-1 y -2 en el sitio de
inflamacién (60, 83, 275).

Tabla 1/2. Indometacina.

0
HsCO OH
CHs
N
0 Cl

Fig. 1/5. Indometacina.

Nomenclatura sistematica

Acido 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indol-

(IUPAC) 3 acético

Formula quimica C19H16CINO4

PM 35779

Numero CAS 53-86-1

Solubilidad en DMSO 72 mg/mL (200 mM) (288)
Semivida 3-11 horas (82-83), 4'5 horas (203)

Aclaramiento 1'4 mL/min/Kg (83)

Biodisponibilidad (oral) 98% (83)

Union a proteinas

plasmaticas 90% (83)

Metabolismo Hepatico (83)

Eliminacién Orina y heces (83)

No se recomienda almacenar las soluciones acuosas de indometacina mas de 1 dia.

1.4.2. Diclofenaco sédico

El diclofenaco (Fig. 1/6) se desarroll6 en los

afios setenta demostrando gran capacidad Q

antiinflamatoria,
siendo mayor su efecto antiinflamatorio.

Es tambien un AINE no selectivo, tiempo
dependiente (Tabla 1/3) y uno de los inhibidores
mas efectivos de la enzima COX, que actla
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impidiendo la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicion pseudo
reversible de la actividad de sus isoformas 1y 2 (60, 83).

Tabla 1/3. Diclofenaco sédico.

Nomenclatura sistematica
(IUPAC)

Sal monosadica del acido 2-[(2,6-diclorofenil)amino]-
bencenoacético

Férmula empirica

C14H10ClzNaNO;

PM

31813

Numero CAS

15307-79-6

Solubilidad en DMSO

31'81 mg/mL (100 mM) (267)

Semivida

2 horas (209, 211)

Aclaramiento

350 mL/min/Kg (83)

Biodisponibilidad (oral)

Superior al 99% (83) *en ausencia de alimento

Unioén a proteinas
plasmaticas

Superior al 99% (83), principalmente albimina (63)

Metabolismo

Hepatico (83)

Eliminacion

60-70% orina, y heces (63,83)

No se recomienda almacenar las soluciones acuosas de diclofenaco sédico mas de

12 horas.

1.4.3. Celecoxib

El celecoxib (Fig. 1/7) presenta propiedades
antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Es un
AINE integrado en el grupo de los coxibs,
inhibidores selectivos de la actividad de la enzima
COX-2 (Tabla 1/4). Ademas de ser un inhibidor
irreversible fuerte, tiempo dependiente, de COX-2
es también un inhibidor débil, reversible y tiempo

HsC

O:$=O
NH,

independiente de la isoforma COX-1 (61, 275).
Los inhibidores selectivos de COX-2 fueron
introducidos en el afio 1999 (40) y se desarrollaron para producir
analgesia y efecto antiinflamatorio reduciendo los efectos tdxicos
gastrointestinales asociados a los AINES no selectivos (215).

Fig. 1/7. Celecoxib.

49




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 1/4. Celecoxib.

Nomenclatura 4- [5- 4- metilfenil)- 3- (trifluorometil)- 1H- pirazol- 1-
sistematica (IUPAC) ilo] bencenosulfonamida

Formula quimica C17H14F3N30,S

PM 38137

Numero CAS 169590-42-5

Solubilidad en DMSO 100 mg/mL (262 mM) (149)

Semivida 8-11 horas (95, 107, 185, 237, 260)

Semivida de eliminacion |0'6 mL/min/Kg (83)

Biodisponibilidad (oral) [99% (48)

Uni6n a proteinas ~97% (95, 107, 260)

plasmaticas
Metabolismo Hepatico (83)
Eliminacion 27%, orina; 57%, heces (83)

No se recomienda almacenar las soluciones acuosas de celecoxib mas de 1 dia.

El celecoxib fue el primer inhibidor altamente selectivo de COX-2
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) americana. A
concentraciones clinicas parece que el celecoxib no inhibe la COX-1y
ejerce su actividad en el sitio de inflamacion inhibiendo selectivamente
a COX-2 (95) disminuyendo con ello la sintesis de prostaglandinas (83)

Existe gran variabilidad entre pacientes a la respuesta al
tratamiento por celecoxib debido a la heterogeneidad en la
metabolizacion del farmaco a causa de los diversos polimorfismos
existentes en el citocromo P-450 2C9 —CYP2C9—, la principal
enzima responsable de su metabolismo (80, 95, 115).

1.5. COMPONENTES MOLECULARES
Los componentes celulares y mediadores estudiados son solo una

pequefa parte entre todos los elementos que participan en el desarrollo
y progresion de la enfermedad.
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1.5.1. Enzimas
1.5.1.1. Ciclooxigenasa (COX)

La COX es una enzima clave en la biosintesis de las
prostaglandinas, y puede actuar al mismo tiempo como ciclooxigenasa
(COX) y peroxidasa (POX), catalizando los dos primeros pasos en la
sintesis de prostaglandinas a partir del &cido araquidonico (AA).

Fue conocida inicialmente como prostaglandina sintetasa, pero se
le cambid el nombre al no utilizar ATP, denominandose desde entonces
como prostaglandina G/H sintasa (PGHS), prostaglandina H2 sintasa,
prostaglandina endoperoxido sintasa (PTGS), o simplemente COX
aludiendo a una de sus dos actividades enzimaticas. En vertebrados
existen dos isozimas de PTGS, la constitutiva PTGS1, con sus variantes
COX-1y COX-3 —1la cual sigue siendo objeto de estudio y abunda en
el cortex cerebral y corazon— y la inducible PTGS2 o COX-2 (Fig.
1/8).

Ambas isozimas estan
codificadas por genes distintos
con un 60% de homologia en la
region catalitica del AA (50, 51,

Bolsillo hidrofilico lateral

Grupo hemo

Grupo hemo

S

83, 227), sin embargo, el 8

cambio de un Unico aminoacido  |sitio gs? Sitio

en la posicion 523, isoleucina | 5[ active

en COX-1 por valina en COX- z 5§
2, es critico para la selectividad cox-1 & COX-2

por COX-2 de los coxibs (127). Fig. 1/8. Monémeros de COX1y COX2.

Para cualquiera de las

isoformas la forma funcional es un homodimero en el que cada
monomero consta de un canal hidrofébico y tres dominios diferentes
(60, 77, 227, 243):

e Dominio de factor de crecimiento epidérmico,
N-terminal, responsable de la dimerizacion de la enzima.

e Dominio de unién a membrana, que forma el
canal hidrofébico en el centro del dominio catalitico
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e Dominio catalitico, C-terminal, que contiene los
sitios activos de COX y peroxidasa, presentando dos
I6bulos y una hendidura en donde se encuentra el sitio
activo peroxidasa y se une el grupo prostético hemo; los
farmacos en estudio se unen a este dominio causando una
pérdida total o casi total de la actividad de la enzima

Hay que destacar que el dimero en si actia como un heterodimero
conformacional, en el que uno de los mondémeros presenta actividad
alostérica, regulatoria, y el otro, actividad catalitica, funcional. Ambos
monomeros son interdependientes, pero por cada dimero solo puede
haber actividad COX en un unico sitio activo (77, 243).

El AA es un acido graso
poliinsaturado de 20 carbonos
liberado de la membrana
plasmatica por fosfolipasas
A2 (PLA2) tras la recepcion
de unestimulo (Fig. 1/9). Enla
enzima, el sitio activo
ciclooxigenasa —también
Ilamado bis-dioxigenasa— es
el canal hidrofébico que se
abre en el dominio de union a
la membrana y que es por
donde penetra el AA. Por
medio de la actividad COX se
afiaden dos moléculas de
oxigeno al AA generando
prostaglandina G2 (PGGy).

PGG2 va a difundir al sitio
peroxidasa, que es una
hendidura en la superficie de

PGH;, Citosol

PGH, Lumen del reticulo
endoplasmatico

Citosol

/I]f\ Membrana plasmatica

Fig. 1/9. Produccion de PGH,.

PLA2: Fosfolipasa A2. AA: Acido
araquidénico. PGG;: Prostaglandina Ga.

PGH;: Prostaglandina H,.

la enzima en la region que contiene al grupo hemo (18, 51). Para que la
actividad peroxidasa se lleve a cabo se necesita la oxidacion del grupo
hemo, resultando en la reduccién de PGG: a prostaglandina H2 (PGH>),
el precursor comun de todos los prostanoides, que seran posteriormente
sintetizados por sus sintasas especificas (44, 88, 241, 268) (Fig. 1/10).
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Traumatismo

AA ™N Bicapa lipidica
PLA2

Citosol

Actividad
CcoxX nsAINE
COXIB
NN COOH
Actividad < V

POX

A &'

H PGl Sintasa H H PGE Isomerasa H H PGD Sintasa H H PGF Sintasa H H TxA Sintasa H

Prostanoides

foey (PavL)y @ -@

COOH O CH N SN—="N 00K
~ ; ; T OH
: H H OH
C\é\/\/\/ OH OH © OH OH
OH OH
’ Prostaciclinas ‘ ’ Prostaglandinas ‘ ’ Tromboxanos

Fig. 1/10. Ruta de biosintesis y acciones de los prostanoides (via COX). AA: acido
araquidonico; PLA2: fosfolipasa-2; COX: ciclooxigenasa; POX: peroxidasa; nsAINE:
AINEs no selectivos; COXIB: Inhibidores selectivos de COX-2; PG: prostaglandina.

1.5.1.1.1. Ciclooxigenasa 1 (COX-1)

COX-1 es una proteina integral de membrana localizada
principalmente en el reticulo endoplasmatico. Es una isoforma ubicua
y se expresa de forma constitutiva —en condiciones basales, en células
en reposo— en practicamente todos los tejidos. Su activacion permite
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la sintesis de prostaciclinas que cuando son liberadas median respuestas
fisiolégicas de tipo homeostasis renal, citoproteccion gastrica, y de
antiagregacion plaquetaria al permitir la biosintesis de tromboxanos
TxA: (83)

1.5.1.1.2. Ciclooxigenasa-2 (COX-2)

COX-2 es una proteina integral de membrana localizada
principalmente en el reticulo endoplasmatico. Se expresa en un nimero
limitado de tipos celulares, su actividad es apenas detectable a nivel
basal en el cartilago normal y, respondiendo a su funcioén, inducible en
los sitios de inflamacion como el cartilago artrosico (83, 88, 124, 218).

La expresién de COX-2 responde al estrés mecéanico, ya que la
compresion seria uno de los eventos que inducirian la sintesis y
liberacion de grandes cantidades de prostaglandinas, especialmente
PGEz, en los tejidos inflamados. Esto incluiria a COX-2 dentro del
grupo de genes mecanosensitivos (116).

Su expresion también esta relacionada con la remodelacion de la
matriz en respuesta a mediadores inflamatorios como IL-1 o TNFa.
La consiguiente produccion de PGE> se correlacionaria con la
degradacion de proteoglucanos, asi que la inhibicion de COX-2 seria, a
priori, una medida preventiva contra la degradacién de proteoglucanos
inducida por estos mediadores (69).

1.5.1.1.3. Papel de la prostaglandina E, (PGE>)

Los factores clave en los procesos inflamatorios son las
prostaglandinas. Las prostaglandinas son moléculas de origen lipidico
del grupo de los eicosanoides, sintetizadas a partir del AA via COX.
Los efectos de estas moléculas en el metabolismo de los condrocitos
son complejos e incluyen el aumento de la sintesis de colageno tipo II,
la promocion de la apoptosis y la activacion de metaloproteinasas y
agrecanasas (69).

A nivel fisioldgico, PGE:> es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis en las funciones de diferentes 6rganos. Paralelamente es
considerada un importante mediador proinflamatorio (18, 144) ya que
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se ha observado que se libera de forma espontanea en grandes
cantidades en patologias inflamatorias, como la artrosis, cuando se
compara con el cartilago sano (17, 138).

En este sentido y aunque sus efectos sean predominantemente
catabolicos, PGE> tiene una actividad dual en el cartilago artrésico
(252): se relaciona con IL-1B de forma que ambas moléculas aumentan
su liberacion, estimulando la secrecion de MMP-13 e inhibiendo la
sintesis de proteoglucanos, ademéas de potenciar la degradacion del
colageno tipo 11y del agrecano (17, 213).

Por si sola, PGE2 no produce ningun efecto en la rotacion de los
proteoglucanos del cartilago sano (295), pero en presencia de IL-1p y
TNFa, que estimulan su produccién, la rotacién aumenta y la propia
PGE: potencia el dafio (2) al estimular la secrecion de MMP-13 y
agrecanasas potenciando con ello degradacion de agrecano y coladgeno
tipo 11, al mismo tiempo que inhibe la sintesis de proteoglucanos. Se
han estudiado las concentraciones a las que se ejercerian estos efectos
catabdlicos, que se incluyen en el rango de nano (10"°) a micromolar
(10®). A concentraciones menores, del rango de picomolar (102,
PGE: seria capaz de revertir el deterioro inducido por IL-1p, inhibiendo
la degradacion de los proteoglucanos, estimulando la proliferacion y la
sintesis de colageno tipo Il y de los propios proteoglucanos (17, 141,
252). En resumen, con la inhibicion de PGE: se prevendria el dafio
inducido por citoquinas (182, 193) y se mejoraria la sintesis de
proteoglucanos en el cartilago artrosico (180). Respecto a su relacion
con los eventos apoptoticos, si se ha comprobado que por si misma,
PGE, tampoco induce la muerte celular pero si potencia la muerte
celular inducida por 6xido nitrico (NO), una molécula mensajera
implicada en procesos catabolicos de inflamacion y destruccion de
tejidos articulares (2, 202).

1.5.1.1.4. COXy AINEs

Los farmacos inhibidores de COX pueden ser selectivos 0 no
selectivos, pudiendo clasificarse en 4 grupos diferentes (95):

1. Inhibidores selectivos de COX-1
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2. Inhibidores no selectivos de COX (indometacina
y diclofenaco)
3. Inhibidores con moderada selectividad por

COX-2
4. Inhibidores altamente selectivos de COX-2
(celecoxib)

Que un farmaco sea considerado un inhibidor selectivo de alguna
de las isoformas quiere decir que, aunque se pueda unir con igual
eficacia a ambas isoformas, presenta una mayor afinidad por una que
por la otra. En el caso de COX, esta selectividad la marcan los
aminoacidos que componen sus isoformas. Los AINESs no selectivos se
unen generalmente a COX por Argl120 por su grupo carboxilo (Fig.
1/11), blogqueando en
cualquier caso la entrada del T e 523 vars
sustrato a la enzima, como es FissT3
el caso de la indometacina. En

el caso del diclofenaco, este se
une a COX por Ser530.
Debido a su tamafio, 11523,
[le434 e His513 obstruyen el
acceso de los coxibs, por tanto,
los coxibs no se unen a COX-

Arg513
Arg 120

\ Arg120

2
~

2 Cox-1 COX-2

Fig. 1/11. Aminoacidos representativos
para la interaccion de los farmacos con

1. La sustitucion por Val523, COX.
Val434 y Arg513 crea un
bolsillo hidrofilico lateral que permite el acceso de los coxibs. En el
celecoxib en lugar de un grupo carboxilo aparece un grupo sulfonamida,
que es el que va a permitir la union a COX-2 por Arg513 (40, 60, 127).
La selectividad por las isozimas de COX se define por ICso 0
concentracion inhibitoria, la concentracién de farmaco necesaria para
inhibir la produccion de prostaglandinas un 50%, entendiéndose que, a
menor valor, mayor potencia del farmaco. Para comparar la selectividad
de los diversos inhibidores entre las isoformas -1y -2 de COX se utiliza
el indice de selectividad, SI (218).

o1 = SO%licg
 COX2c,
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Esta ratio, a pesar de ser una herramienta Util para comparar la
potencia de diferentes AINEs, tiene el inconveniente de que es un valor
variable: en la literatura se recalca que los valores ICso para cada
isoforma de COX no solo varian entre especies, si no que también
varian dependiendo del tipo celular estudiado o si ha sido medido en
células intactas u homogenados celulares (Tabla 1/5).

Tabla 1/5. ICso para COX-1y COX-2.

Farmaco Ref. ICs0 COX-1 150 COX2 | (cox 1S/|coxz)
(269) (*1) 0028 pM 1680 M 0,017
% (30) (*2) 0063 pM 048 pM 0131
g (104) (*3) 01 pM 10 pM 01
3 (104) (*4) 03 M 01 pM 3
- (218) (*4) 0013 pM 10 uM 0013
(269) (*1) 157 UM 110 pM 1427
8 (30) (*2) 0611 pM 063 pM 096
% (104) (*3) 003 pM 001 pM 3
g (104) (*4) 02 uM 002 pM 10
(218) (*4) 0075 pM 0038 pM 197
(214) (*3) 15 uM 004 pM 375
g (104) (*3) 15 uM 004 pM 375
s (104) (*4) 83 M 03 pM 276
- (218) (*4) 67 pM 087 pM 77

(*1): Valores en células intactas: Macréfagos murinos; (*2): Valores en células
intactas: Condrocitos humanos; (*3): Enzimas recombinantes humanas; (*4) Valores
en muestras sanguineas humanas; Sl: indice de selectividad (ratio COX-1/COX-2).

Basandonos en el ICso, la indometacina y el diclofenaco
pertenecerian al grupo de farmacos que inhiben con escasa selectividad
ambas isoformas de COX. Por el contrario, el celecoxib se incluiria en
el grupo de farmacos cuya potencia por la isoforma -2 es mucho mayor.
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Las reacciones adversas con el uso de AINEs son frecuentes. Esto
es debido a que la accién antiinflamatoria de los AINES responde a la
inhibicion de COX-2 y los efectos adversos a la inhibicién de COX-1.
Aunque los farmacos sean usados a sus dosis terapéuticas y demuestren
propiedades antiinflamatorias similares, van a producir efectos
adversos diferentes que responden a una mayor especificidad por COX-
1 que por COX-2, con lo que uno de los grandes problemas del
tratamiento con AINES es la aparicion de trastornos gastrointestinales,
que aparecen en respuesta a la inhibicion de la actividad de COX-1. La
indometacina, como presenta mayor potencia por esta isoforma, esta
entre los farmacos que provocan mayor toxicidad gastrointestinal.

Estos efectos adversos se explican con la inhibicion de la sintesis
de la prostaciclina PGl debida a la inhibicién no selectiva de COX.
PGl, es una prostaglandina antitrombotica, vasodilatadora, que
previene la activacion plaquetaria y neutraliza la accion de los TxAz,
prostaglandinas protrombdticas, aumentando el riesgo de sangrado
gastrico. PGI, también es responsable de la homeostasis renal con lo
gue con su inhibicién también se aumenta el riesgo de trastornos
renales.

En relacion con los
efectos adversos (Fig. PN
1/12), los inhibidores
selectivos de COX-2,
coxibs, se desarrollaron
para producir efectos | Medio
antiinflamatorios,
analgesia, y reducir los Bajo
efectos secundarios de
los AINEs tradicionales. & |
Como son akamente | & g e
selectivos por COX-2 N Renales (b
presentan la ventaja de FARMACO
no alterar la sintesis de Fig. 1/12. Riesgo de efectos adversos de los
prostanoides a traves de farmacos en estudio.

COX-1. Sin embargo, el
uso de coxibs puede aumentar el riesgo de sufrir trastornos

Alto

Efectos adversos
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cardiovasculares ya que la alteracion selectiva de la ratio PGlo-TxA2
hacia los tromboxanos aumenta el riesgo de trombosis (44, 56, 95, 137,
247).

Analizando los efectos secundarios de los farmacos en estudio, el
celecoxib seria el de menos riesgo gastrointestinal, el diclofenaco el de
riesgo medio, y la indometacina la de riesgo alto. Por otra parte, el
celecoxib presentaria un riesgo cardiovascular elevado al favorecer
eventos trombaticos, mientras que diclofenaco e indometacina tendrian
riesgos moderados (46, 100, 186). A nivel renal, el riesgo es
relativamente alto con indometacina, e intermedio con diclofenaco y
celecoxib (100).

Los efectos adversos son mas frecuentes en pacientes artrosicos de
edad avanzada a tratamiento con AINES porque presentan mayor
comorbilidad con otras afecciones propias de la edad, como
disminucion de la masa hepatica o alteraciones en la circulacién
sanguineay en la funcion renal. Otros factores que pueden intervenir en
la aparicion de efectos adversos son el tabaquismo y el consumo de
alcohol. Como los AINEs pueden desplazar o ser desplazados de sus
sitios de union por otros farmacos, el uso simultaneo de otros
medicamentos también aumenta la posibilidad de desarrollar reacciones
cruzadas (56, 61).

1.5.1.2. Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

Las MMP son proteinasas enclavadas dentro de la familia M10
dentro del clan MA de las endopeptidasas, pudiendo ser de dos tipos:
secretadas o de anclaje a la membrana. Estan relacionadas con la
actividad proteolitica y la remodelacion tisular, asi que su regulacion es
a nivel de mRNA para evitar su accién anticipada. Son sintetizadas
como preproenzimas y expresadas como zim0genos —proenzimas
inactivas— una vez que el péptido sefial es eliminado, requiriendo de
un procesado posterior para desarrollar su actividad. La composicion de
sus dominios en su estructura va a determinar la especificidad por el
substrato, y segun estos dos aspectos se van a poder categorizar en
diferentes grupos (69, 197, 230).
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1.4.1.2.1. Metaloproteinasa de matriz-13 (MMP-13)

La MMP-13 —también llamada colagenasa-3— (Fig. 1/13)
pertenece las denominadas colagenasas, un grupo de MMPs secretadas
que escinden preferentemente cadenas de triple hélice de colageno. Es
la mas potente de las tres colagenasas conocidas y se sintetiza como
preproenzima con activacion extracelular. El péptido sefial se elimina
durante la traduccion, se origina el zimégeno proMMP-13, y la enzima
se mantiene latente en tanto en cuanto su prodominio se mantenga
unido. Estructuralmente, presenta un péptido sefial y un propéptido en
el extremo N-terminal, seguido de un dominio catalitico con zinc en el
sitio activo, una region bisagra, y un dominio con homologia a la
proteina sérica hemopexina en el extremo C-terminal, que determina la
especificidad por el sustrato y se encarga de interactuar con los
componentes de la matriz extracelular (69, 166, 197, 205, 230).

La expresion de MMP-13 se va a realizar por los condrocitos
hipertroficos con una diferenciacion mas terminal (155, 294) y va a
estar fuertemente influenciada por cascadas de sefializacion
inflamatorias mediadas por citoquinas y otros factores (157). En el
cartilago sano adulto, su expresion va a ser escasa o nula (230).

Prodominio con grupo tiol  Péptido sefial

Sitio activo

’ . C-terminal

Y Bisagra Y
Dominio catalitico flexible Dominio de tipo hemopexina
(4 repeticiones)

Fig. 1/13. Estructura de la metaloproteinasa de matriz 13 (MMP-13).

Diversos estudios han intentado demostrar la localizacion de esta
enzima en el cartilago: puede localizarse en las zonas superficiales, en
donde se la ha encontrado colocalizada con IL-1B y TNFa en zonas
superficiales del cartilago artrosico (259), y en las zonas mas profundas,
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aungue su expresion va a ser mayor en las zonas que rodean a las
lesiones. También se ha comprobado que la actividad degradativa sobre
el colageno tipo Il varia en funcion de la extension de la lesion, siendo
mayor en la zona profunda y en las zonas dafiadas. Muestra una gran
especificidad por el colageno tipo 1l y actda también sobre otros tipos
de coldgeno, agrecano Yy fibronectina, entre otras moléculas,
presentando la actividad gelatinolitica més eficiente de las colagenasas
(84, 230). Las colagenasas actuan sobre el colageno tipo Il
desenrollando en primer lugar la triple hélice de colageno para después
hidrolizar los enlaces peptidicos, generando fragmentos de % y ¥ de
longitud, con lo que las propiedades mecéanicas del cartilago
disminuyen significativamente al exponerse los constituyentes de la
matriz a mas proteasas. Los propios fragmentos de colageno tipo Il
generados van a promover la actividad catabdlica al sobrerregular los
niveles de MMP-13 (entre otras MMP), aumentar la degradacion del
colageno fibrilar y fomentar la actividad gelatinasa (205, 230, 244).

Como esta MMP va a intervenir en los procesos de degradacion de
la matriz y de intercambio de cartilago por hueso, se la considera un
marcador hipertrofico junto con el colageno tipo X (55). La expresion
de ambos genes se ha encontrado colocalizada en los condrocitos
artrosicos; sin embargo, diferentes estudios han demostrado que la
expresion de MMP-13 no esta sometida a la de colageno tipo X ya que
la sintesis de esta MMP puede ser inducida por rutas alternativas a la
diferenciacion terminal de los condrocitos, como la inflamacién o el
estrés mecanico, y puede expresarse en el cartilago artrdsico a niveles
superiores que los de colageno tipo X (39, 248, 266).

1.5.2. Citoquinas proinflamatorias

Las citoquinas —en las que se engloban interleucinas, linfoquinas,
factores de necrosis tumoral (TNF), e interferones— son pequefias
proteinas liberadas por las células que intervienen en el metabolismo
del cartilago y causan su degradacion al promover procesos catabolicos
mediante la sintesis de MMPs, prostanoides y apoptosis de los
condrocitos (Fig. 1/14). Como afectan al comportamiento de otras
células su accion no es muy diferente a la de las hormonas.
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Fig. 1/14. Sefhalizacion y regulacion mediada por citoquinas.

1.5.2.1. Catabédlicas

En este apartado se incluyen las citoquinas IL-13 y TNFa. Ambas
son sintetizadas como precursores en el interior de la célula y
convertidas a su forma activa por rotura proteolitica (69). Su produccion
estd aumentada en los condrocitos artrdsicos y pueden actuar de forma
conjunta o por separado (175, 284), localizdndolas en zonas
superficiales del cartilago (259). A ambas se las puede detectar en el
liquido sinovial de los pacientes artrésicos (124), pero la actividad de
estas citoquinas no se basa Unicamente en su concentracion si no
también en la capacidad de modular la sintesis de otras citoquinas (124).

1.5.2.1.1. Interleucina 1f (IL-1p)

La citoquina IL-1p ejerce un papel fundamental en la destruccion
del cartilago (213). Se expresa en el citosol como el prolL-1p y no tiene

actividad bioldgica hasta que sufre proteolisis y se libera al exterior de
la célula en su forma activa (7, 178). Ejerce su accién por union al
receptor 1L-1R1, al cual también se pueden unir la interleucina IL-a y
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el inhibidor fisiol6gico IL-1Ra (antagonista del receptor de IL-1). La
actividad bioldgica de IL-1B estaria limitada mediante diversos
mecanismos de control, como son la unidn de IL-1p al receptor IL-1R2,
con lo que se crearia un complejo inactivo incapaz de inducir ninguna
sefial, o la union de IL-1Ra al receptor R1, que bloquearia el receptor
para IL-1B y tampoco permitiria la induccion de sefial (177, 284).

Sus niveles no parecen estar elevados en el liquido sinovial en la
articulacion artrésica humana (38, 231) pero los condrocitos aumentan
su liberacidn durante la artrosis (142), y sus efectos durante la patologia
han sido definidos y son variados (27, 110, 112, 124, 150, 177-178, 238,
253, 277):

e Estimula su propia expresion y la sintesis
proteica de otras citoquinas proinflamatorias como IL-6 y
TNFa, induciendo su actividad y creando sinergias

e En sinergia con TNFa, induce la expresion
COX-2 por los condrocitos articulares activando y
promoviendo la sintesis de prostaglandinas, sin alterar la
expresion COX-1

e En sinergia con TNFa, estimula la expresion de
COX-2 en condrocitos articulares aumentando la
produccion de PGE;

e Inhibe la expresion génica y sintesis de colageno
tipo Il

e Aumenta la expresion génica de MMPs en las
articulaciones artrosicas, promoviendo su sintesis —entre
ellas la de MMP-13— vy la sintesis de agrecanasas

e Inhibe la sintesis de los principales inhibidores
de las enzimas proteoliticas

e Inhibe la expresion génica y sintesis de
proteoglucanos como el agrecano, aumentando su
liberacion de la matriz, y disminuyendo la sintesis de
glicosaminoglucanos

e Aumenta la reabsorcion de cartilago y hueso,
estimula la liberacidn de factores proangiogénicos

e  Estimula la produccion de 6xido nitrico e induce
la apoptosis de los condrocitos

63




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

1.5.2.1.2. Factor de necrosis tumoral o. (TNFa)

Esta citoquina pertenece a la superfamilia de los factores de
necrosis tumoral. Es un importante mediador en la degradacion de la
matriz y también se expresa como precursor y es secretado en su forma
libre como TNFa tras su rotura en la superficie celular (86, 177, 284),
encontrandola en etapas severas de la enfermedad (177). Comparte la
mayoria de los efectos de IL-1p, pudiendo actuar sinergisticamente con
ella durante los procesos artrésicos al activar las mismas rutas de
sefializacion intracelular que desencadenan los procesos inflamatorios
y de dafio articular (102, 110, 150, 178, 187, 194, 253, 284):

e Estimula la produccion de diferentes citoquinas
proinflamatorias como IL-6, factores de crecimiento y
guimiocinas

¢ Inhibe la sintesis de colageno tipo Il

¢ Inhibe la sintesis de glucoproteinas, potenciando
la pérdida de proteoglucanos

e Ensinergiacon IL-1p, induce la expresion COX-
2 por los condrocitos articulares activando y promoviendo
la sintesis de prostaglandinas

e  Estimula la expresion de MMPs

e Inhibe la sintesis de inhibidores de las enzimas
proteoliticas

e Aumenta la reabsorcion de cartilago y hueso,
estimula la liberacion de factores proangiogénicos

e Estimula la produccion de Oxido nitrico v,
aunque por si solo no tiene efecto sobre la apoptosis,
también tiene un poder inductor sobre esta

e A altas concentraciones detiene la migracion

1.5.2.2. Regulatorias
1.5.2.2.1. Interleucina 6 (IL-6)

Al igual que IL-1P, esta interleucina también es expresada
constitutivamente por los condrocitos articulares. Sus niveles suelen

64




Introduccién: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

aumentar durante los procesos inflamatorios, pero solo se han
encontrado niveles elevados de IL-6 en cartilago y liquido sinovial en
una fraccion de pacientes artrdsicos, con lo que se ha sugerido que
tampoco sea un mediador clave en la patologia (81). Su papel no esta
del todo claro puesto que por si misma no es capaz de estimular
directamente la degradacion del cartilago (109) y también se ha descrito
que, en la artrosis, la mayor parte de la IL-6 presente en la articulacion
proviene del sinovio (25). Su produccion ocurre generalmente en
respuesta a IL-1p y actta sinergisticamente con IL-13 y TNFa (284).
Su actividad puede ser inducida por la presencia de fragmentos de
colageno tipo Il, y los condrocitos responderian a esta interleucina
produciendo mas citoquinas proinflamatorias y MMPs que degradarian
mas colageno tipo |1, entrando en un circulo vicioso y perpetuando la
degradacion de la matriz (153).

Los condrocitos artrésicos producen altas concentraciones de IL-6
durante la regeneracion de la matriz (175, 262) pero no todos los
pacientes artrosicos expresan los mismos niveles de IL-6, asi que se
pueden encontrar subgrupos de grandes y menores productores. La
fluctuacién de estos valores es objeto de debate, explicAndose por la
duracion de la enfermedad o la fase de desarrollo (78, 192).

IL-6 es otra molécula ambivalente en la patogénesis de la artrosis
ya que modula al mismo tiempo actividades anabdlicas y catabdlicas
(150, 155-156, 177, 201, 253, 262, 284):

e En sinergia con otras citoquinas, reduce la
expresion y sintesis de colageno tipo Il

e Estimula la sintesis de colédgeno tipo Il en
condrocitos artrésicos

e Ensinergia con IL-1p, aumenta la produccion de
MMPs, entre ellas MMP-13, potenciando la degradacion
del colageno tipo Il

e Induce la produccién de moléculas inhibidoras o
blogueantes de la accion de metaloproteinasas y citoquinas

e Inhibe la sintesis de proteoglucanos como el
agrecano

e Potencia el catabolismo de proteoglucanos
mediado por agrecanasas
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e  Aumenta la produccidn de glicosaminoglucanos
en condrocitos sanos

e Reduce o estimula la proliferacion de los
condrocitos

1.5.3. Apoptosis

Cuando se habla de muerte celular hay que diferenciar tres tipos
principales: La apoptosis, que es la muerte celular propia de los
procesos naturales, organizada y regular, que no induce inflamacion y
que requiere energia en forma de ATP; la autofagia, asociada a la
muerte celular, cuyas caracteristicas principales son la formacion de
vacuolas autofagicas de doble membranay la ausencia de condensacion
de la cromatina; y la necrosis, que es debida a un trauma o estrés celular
agudo (117, 195). A mayores se ha descrito un tipo de muerte celular
propio de los condrocitos denominado condroptosis. La condroptosis
comparte caracteristicas con la apoptosis, pero en lo que respecta a los
cambios citoplasmaticos, en la condroptosis si se observaria el
incremento de las organelas destacando la expansiéon el reticulo
endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi (54, 135).

La muerte celular por apoptosis es un proceso fisiolégico celular
normal, pero como el cartilago no esta vascularizado y los fagocitos no
pueden acceder a é€l, los cuerpos apoptéticos se acumulan
contribuyendo a la destruccion de la matriz pericelular en la medida en
que sus sefiales permanecen en la zona (123).

Los procesos de diferenciacion terminal hipertréfica culminan en
apoptosis y provocan la desintegracion del cartilago para hacer que la
deposicion de hueso sea posible (122-123, 172). Se asume que la
artrosis estd relacionada con la muerte celular por apoptosis (184),
viéendose que en el cartilago artrosico existe un mayor ndmero de
células apoptoticas que en el cartilago sano, y correlacionandose el
numero de células apoptéticas con la severidad de la lesion (31, 122).

La apoptosis puede desarrollarse a través de dos vias diferentes
dependiendo del estimulo que la desencadene: la extrinseca o mediada
por receptores de muerte, y la intrinseca o mitocondrial. Ambas vias
van a provocar la activacion de las caspasas. Las caspasas son un grupo
de cistein-proteasas intracelulares encargadas de ejecutar la apoptosis.
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Se caracterizan por no degradar sus sustratos, si no que los escinden en
varios fragmentos permitiendo su activacion o inactivacion
generalmente mediante la eliminacion de sus dominios regulatorios. Se
sintetizan como zimodgenos que son activados por dimerizacion
inducida por proximidad y/o la escision de sus subunidades en respuesta
a estimulos inflamatorios o proapoptoticos provocando a su vez la
escision de diversas proteinas celulares y precipitando los cambios que
Ilevan a la muerte celular. Existen dos tipos de caspasas: las iniciadoras
(-2, -8, -9, -10) que son activadas a través de rutas de sefializacion
apoptotica y participan en la transmision de la sefial, y las efectoras (-
3, -6, -7) que causan la rotura proteolitica de sus sustratos, expanden y
amplifican la cascada que provoca los eventos apoptoticos
determinando la muerte celular (131, 195, 200, 266, 276, 282).

1.5.3.1. Caspasa-9

La caspasa-9 —anteriormente conocida como Apaf-3 (factor-3 de
activacion de la apoptosis)— es la caspasa activa situada mas arriba en
la cascada de caspasas, siendo la responsable de provocar la escision y
activacion de las procaspasas efectoras -3, -6, y -7 (131).
Estructuralmente (Fig. 1/15) presenta un prodominio CARD (dominio
de reclutamiento de caspasas, para el reclutamiento y activacion por el
apoptosoma) en el extremo N-terminal, un dominio catalitico formado
por una subunidad grande con el sitio activo cisteina, y una subunidad
mas pequefia C-terminal (165, 282).

N-terminal Sitio activo C-terminal

O

Dominio CARD | Subunidad grande Subunidad pequeha

(Prodominio)

J

Y
Dominio catalitico

Fig. 1/15. Estructura de la caspasa-9.

La caspasa-9 participa en forma de procaspasa-9 en la ruta
intrinseca o mitocondrial (Fig. 1/16). Esta ruta se activa por sefiales
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intracelulares, especialmente en respuesta a la desaparicion de
estimulos de supervivencia que inducen a que la membrana
mitocondrial externa se permeabilice. Cuando esto ocurre, el citocromo
¢ (también denominado Cyt ¢ 6 Apaf-2) es traslocado al citosol. Cyt ¢
es una proteina intermembrana esencial en la cadena respiratoria
mitocondrial, con lo que su traslocacion causa la disfuncion de la
cadena de transporte de electrones. Una vez en el citosol, Cyt ¢
interactla con la proteina adaptadora Apaf-1 y con la procaspasa-9 en
presencia de dATP dando forma al apoptosoma, una plataforma para la
unién y activacion de la procaspasa-9 (54, 131, 135).

Viaintrinseca

Membrana plasmatica

Citoplasma
Dimeros inactivos de procaspasas -3, -6,y -7

Dimero Dimero
Caspasa-9 activa - inactive
RIS

Dimeros activos de caspasas -3, -6,y -7

A,

Rotura de proteinas citosdlicas y
degradacioén de la ldmina nuclear APOPTOSIS
Asociacion de
procaspasa-9
A . ﬂ 0l o )

Qo
s Mitocondria 0
: oL 0 C'tocromo € Heptamerizacion
del apoptosoma
Dominio 9
CARD

Exposicion del

Apaf—l dominio CARD

dATP

Fig. 1/16. Esquema de la via intrinseca mediada por caspasa-9. Para mayor
claridad solo se muestran dos dimeros de caspasa-9 en el apoptosoma.
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Apaf-1 existe como mondmeros inactivos en el citoplasma celular.
Posee un dominio CARD similar al de caspasa-9, un lugar de unién de
nucleotidos, y un dominio de oligomerizacion. Cuando interacciona con
Cyt c en presencia de dATP sufre un cambio conformacional y expone
el dominio de oligomerizacion, con lo que se permite la
heptamerizacion de la molécula y la creacion de un apoptosoma activo
y funcional. La activacion de caspasa-9 requiere su dimerizacién, con
lo que a partir de este momento la procaspasa-9 es reclutada en dimeros
por el apoptosoma, activandose y sufriendo un proceso de rotura
autocatalitica entre sus subunidades, siendo liberada més tarde para
permitir el reclutamiento de nuevas moléculas de procaspasa-9 (221,
282, 287).

1.5.3.2. Ligando inductor de la apoptosis relacionado con el
factor de necrosis tumoral (TRAIL)

TRAIL es una citoquina miembro de la familia de los TNF que
actla en la ruta extrinseca de la apoptosis. Esta ruta esta inducida por
sefiales extracelulares que incluyen la activacion de receptores de
muerte de la superfamilia TNF, TRAIL-R1 (DR4) y TRAIL-R2 (DR5),
que poseen un dominio de muerte que media la apoptosis celular.

Para poder llevar a cabo su actividad, TRAIL necesita trimerizarse
con su receptor y reclutar a FADD, (proteina asociada a Fas con
dominio de muerte), una proteina acopladora que recluta a su vez
procaspasas iniciadoras (Fig. 1/17), como procaspasa-8. Su asociacion
en el complejo DISC (complejo de sefalizacion inductor de muerte)
provoca la rotura proteolitica y activacion de la caspasa-8, que una vez
liberada en el citosol escinde y activa procaspasas ejecutoras
propagando la sefial apoptotica. La caspasa-8 puede escindir a BID
(proteina con dominio BH3 de interaccion agonista de muerte), una
proteina proapoptotica de la familia Bcl-2, que se transloca a la
mitocondria y activa a su vez la ruta intrinseca de la apoptosis (54, 163,
216, 282).
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(_ Unidn de TRAIL y trimerizacidn del receptor ; .
Via extrinseca
TRAIL

DR4/5 I Membrana plasmatica

Citoplasma
ISC

Dimeros inactivos de procaspasas -3, -6,y -7

Prodominio Caspasa-8 activa

Subunidad
grande -

Subunidad Dlmerosactlvos de caspasas -3,-6,y-7
pequeiia [j U U G D

i

Rotura de proteinas citosdlicas y
degradacién dela ldmina nuclear

Mondémero

R X Dimerizaciény
inactivo de

\ escision mutua J
procaspasa-8 i

Citocromo ¢ APOPTOSIS

Mitocondria

Viaintrinseca

Fig. 1/17. Esquema de la via extrinseca de la apoptosis mediada por TRAIL. FADD:
Proteina asociada a Fas con dominio de muerte. DISC: complejo de sehalizacion
inductor de muerte. BID: proteina con dominio BH3 de interaccién agonista de
muerte.

1.5.4. Proteinas colagénicas

El coldgeno es el principal componente de la matriz extracelular de
los tejidos conectivos. En vertebrados existen 28 tipos de colagenos
numerados del I al XXV1I1 segun el orden de su descubrimiento, y todos
comparten una estructura basica en triple hélice dextrdgira, formada por
tres cadenas o polipeptidicas levogiras unidas por puentes de hidrégeno
y formadas por la secuencia de aminoacidos repetitiva Gly-X-Y donde
Gly es glicina, X suele ser prolina, e Y suele ser 4-hidroxiprolina. La
glicina es el aminoacido mas pequefio, con lo que se puede ubicar hacia
el interior de la hélice provocando que los otros amino&cidos tengan
que exponerse hacia el exterior. La prolina otorga el giro levogiro a la
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cadena o y la hidroxiprolina otorga estabilidad a la triple hélice. Las
cadenas o presentan dominios colagénicos y no colagénicos, que
participan en el ensamblaje y en la actividad bioldgica del colageno.
Los colagenos se depositan en la matriz extracelular proporcionando
puntos de anclaje a diferentes macromoléculas —como proteoglucanos
o fibronectina— y permitiendo la interaccion entre la célula y la matriz
por medio de la unién a diferentes receptores (26, 145, 222). En este
estudio solamente se abordan los tipos Il y X, homotrimeros de la
isoforma al (Fig. 1/18).

N-terminal C-terminal

Ao ATARNe

Fig. 1/18. Esquema del homotrimero de la isoforma a1.

1.5.4.1. Colageno tipo 1l (COL2A1)

El colageno tipo Il es un homotrimero de cadenas al, capaz de
formar fibrillas relativamente largas (Fig. 1/19). Se le considera, por
tanto, un colageno fibrilar. Su estructura se escribe como [al(II)]3
(145). Representa més del 95% del colageno presente en el cartilago
articular sano y le proporciona al tejido sus propiedades caracteristicas
de resistencia a la tension, entrecruzandose con otros coladgenos para
formar las largas fibrillas que forman el entramado en el que se enlazan
otras moléculas no colagénicas (43, 111).

N-terminal C-terminal

Dominios no colagénicos

|
TLIT I'*
L Propéptido

Secuencia Gly-X-Y

Regidon de empalme alternativo

Fig. 1/19. Estructura de la cadena a1(ll).
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Es degradado preferentemente por MMP-13, que escinde la
molécula en fragmentos de % y Y de longitud, los cuales son
degradados por otras enzimas y secretados al fluido sinovial (205, 244).
Este proceso desestabiliza la matriz con su correspondiente pérdida de
funcionalidad, ademas de exponer a otros elementos a la accion
proteolitica. El colageno tipo Il media y modula la degradacién de la
matriz, ya que los fragmentos generados son a su vez capaces de inducir
la actividad de citoquinas proinflamatorias y diversas MMP,
perpetuando los procesos catabolicos y acelerando la destruccion del
cartilago (155).

1.5.4.2. Colageno tipo X (COL10A1)

El colageno tipo X es un homotrimero de corta longitud formado
por cadenas al, y no forma fibras (Fig. 1/20) si no que se organiza en
el cartilago hipertrofico de forma multimérica como un enrejado
hexagonal por medio de la interaccion de sus dominios globulares C-
terminales. La asociacién entre multimeros préximos esta mediada por
las interacciones entre dominios en triple hélice adyacentes y su
estructura se escribe como [al(X)]s (161, 222).

N-terminal C-terminal

T
| Secuencia Gly-X-Y
Dominio no colagénico

Dominio no colagénico

altamente conservado

Fig. 1/20. A: Estructura de la cadena a1(X). B: Diagrama de la malla hexagonal.

Normalmente su expresion esta restringida al cartilago hipertrofico
y a la zona hipertréfica de la placa de crecimiento durante la
esqueletogénesis de los vertebrados —Ilos procesos de osificacion
endocondral—, ausente en condiciones normales en el cartilago
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articular adulto pero presente en diferentes patologias como la artrosis,
detectandose su sobreregulacion en las zonas proximas a una lesion. La
presencia de colageno tipo X es indicativa de procesos de calcificacion
y de la mineralizacion tipica del tejido en los estadios finales de la
artrosis. Esta considerado, junto con la enzima MMP-13, como un
marcador estandar para los condrocitos hipertréficos y el aumento de
su expresion va acompafiado de la disminucion de la expresion del
colageno tipo Il (139, 236, 266). A pesar de estar reconocido como
marcador hipertréfico, se lleva tiempo cuestionado que el aumento de
su sintesis no sea un evento causal de la degeneracion del cartilago, si
no que la diferenciacion hipertréfica venga provocada por la
incapacidad de la célula para sintetizar una matriz funcional tras un
estimulo (273).

Se demostro también que su gen es mecanosensitivo y responde a
esfuerzos elésticos (286), reactivandose su expresion en el adulto para
Ilevar a cabo procesos de reparacion de fracturas y durante la artrosis
(41).

1.5.5. Proteinas no colagénicas
1.5.5.1. Matrilinas

La de las matrilinas es una familia de cuatro proteinas oligoméricas
no colagénicas que se encuentran en las matrices celulares de diferentes
tejidos. Las matrilinas -1y -3 estan mas restringidas al cartilago, en una
proporcién mucho mayor que las -2 y -4, cuya distribucién es mucho
mas amplia (274). Su funcion es adaptadora y colaboran en la
formacién de una red filamentosa en la matriz pericelular al
interconectar los componentes de la matriz extracelular, como fibrillas
de colageno, agrecano y diversas macromoléculas. Estructuralmente,
presentan un péptido sefial en el extremo N-terminal, dominios
denominados factor de von Willebrand tipo A (VWFA 0 mas
comunmente VWA, relacionado con la adhesion celular, las
interacciones entre proteinas de la matriz extracelular, y los receptores
de integrinas), dominios similares al factor de crecimiento epidérmico
(EGF), y un superenrollamiento en forma de a-hélice —coiled-coil—
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C-terminal que es el responsable de que las matrilinas se ensamblen
formando oligomeros (70, 212, 280).

Las matrilinas -1 y -3 tratadas en este estudio se expresan casi
exclusivamente en los tejidos del cartilago articular y dseo (152, 212),
y la expresion de ambas estd aumentada durante la artrosis (111, 274).
Estas dos matrilinas son capaces de formar heterooligbmeros —
heterotetrameros— conteniendo dos cadenas de matrilina-1 y dos
cadenas de matrilina-3, unidas entre ellas por medio de puentes
disulfuro en sus dominios superenrollados C-terminales (274, 285).

La protedlisis de estas moléculas influye negativamente sobre su
funcion adaptadora porque provoca la separacion de sus subunidades y
con ello una reduccién en la capacidad de asociacién con otras
moléculas, colaborando en la desestructuracion de la matriz (152, 212).

1.5.5.1.1. Matrilina-1 (MATN1)

Originalmente, a la matrilina-1 se la denomind proteina de la
matriz del cartilago (CMP), aludiendo a su localizacion principal. Es
uno de los componentes principales del cartilago hialino y un marcador
del condrocito maduro ya que su concentracion aumenta con la
maduracion del tejido y con la edad (67, 212). También sirve como
marcador en etapas tempranas de proliferacion durante la
diferenciacion de los condrocitos (27). Por el contrario, su expresion en
el cartilago articular

adulto sano es muy Péptido seRal Dominio en hélice a

limitada o nula (217). VWFA superenrollada
Se  autoensambla l | — |

predominantemente  en

forma de trimeros (285) y BDM

Su monomero (Flg 1/21) N-terminal T C-terminal

presenta un péptido sefal, Dominio similar a EGF

dos VWA, un dominio
similar a EGF, y un
dominio C-terminal para la oligomerizacion (188), pudiendo
interaccionar consigo misma, con fibrillas de colageno, proteoglucanos,

Fig. 1/21. Estructura de la matrilina-1.
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e integrinas alf1 (217) y potenciando la adhesion de los condrocitos
(204).

Se ha sugerido que la expresion de matrilina-1 en el cartilago
artrosico sea interpretada como una respuesta reparativa ante una matriz
endeble y que la molécula juegue un papel importante en la restauracion
de las interacciones entre las moléculas de la matriz y entre esta y la
propia célula (204). También existen evidencias de la sobreregulacion
del gen MATNL1 en condiciones de estrés mecanico, con lo que se le
considera un gen mecanosensitivo (286).

1.5.5.1.2. Matrilina-3 (MATN3)

La matrilina-3 es la més pequefia de las matrilinas y a diferencia de
las otras tres su mondémero solamente presenta un VWA. Presenta
también cuatro dominios similares a EGF, y un dominio C-terminal
para la oligomerizacion (Fig. 1/22). Se autoensambla
predominantemente en forma de tetrdmeros, aunque en menor medida
también en trimeros y dimeros, y como solamente dispone de un
dominio VWA no hay interaccion entre sus subunidades y su estructura
es mucho mas flexible (154, 217).

Esta matrilina se

localiza  principalmente , ) Dominio en hélice a
p Péptido senal superenrollada

en el cartilago, y aunque | !

se la suele encontrar

coexpresada con la W

mat““na'l, el contenido N-terminal T l T : C-terminal

de cada una en el tEjidO VWFA Dominios similares a EGF

puede variar a lo largo de
la vida del individuo
(154). Colabora en la formacion de una matriz pericelular
interaccionando con fibrillas de colageno, proteoglucanos,
glucoproteinas, e integrinas a5p1, encargadas de mediar la adhesion
celular (271, 281).

Su expresion es débil o nula en los condrocitos hipertroficos (154,
292), y en el cartilago sano (217). Por lo contrario, se sobreexpresa en
las lesiones artrosicas en la medida de la extension del dafio, aunque su

Fig. 1/22. Estructura de la matrilina-3.
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contenido acabe disminuyendo debido al aumento de su proteo6lisis y a
la desorganizacion de la matriz provocada por la accion de las enzimas
proteoliticas, que al degradar los componentes de la matriz eliminan los
sitios de anclaje de la matrilina, contribuyendo a la desestabilizacion
del entramado matricial. Este hecho hace que se la pueda usar como un
marcador de la progresion de la artrosis (70, 217) pero con reservas, ya
que sus valores, aunque sean elevados durante la patologia, no son
homogéneos entre pacientes (271). Que sus niveles aumenten durante
la progresion de la artrosis ha sugerido que este evento, al igual que
ocurre con el colageno tipo Il y el agrecano, sea una respuesta
compensatoria frente al avance de la enfermedad (217).

Ademas de su funcién como elemento de anclaje, se ha estudiado
la capacidad de prevenir la diferenciacion terminal hipertréfica de los
condrocitos. Esta ocurriria al unirse a BMP-2 (proteina morfogenética
del hueso-2), impidiendo la interaccion con su receptor, y bloqueando
por tanto la ruta que regula la expresion de genes relacionados con la
hipertrofia, por ejemplo, del colageno tipo X (290).

Al igual que ocurre con otros componentes de la matriz, la
matrilina-3 presenta un caracter dual en funcion de su concentracion o
estado circulante. Se ha descrito que, en su forma soluble y circulante,
la matrilina-3 estimula procesos catabdlicos a la par que infrarregula la
sintesis de componentes de la matriz extracelular. Cuando la molécula
era inmovilizada via integrinas a5B1, se inducia la adhesion celular
favoreciendo la supervivencia y la sintesis de matriz al sobrerregular la
expresion del colageno tipo Il e infrarregular la expresion de MMP-13
(271). También se ha descrito que puede ejercer funciones anabdlicas o
catabdlicas dependiendo de la concentracion existente de proteina. A
bajas concentraciones, entre 100 a 200 ng/mL, puede ejercer efectos
anabdlicos al provocar la expresién del receptor antagonista de
interleucina (IL-Ra) en los condrocitos tratados y favorecer la supresion
de la inflamacion mediada por IL-1pB, pudiendo también inducir la
sintesis de colageno tipo Il y agrecano, y la reduccion de la expresion
génica de las proteasas MMP-13, ADAMTS-4 y ADAMTS-52. A

2 Estas dos enzimas ADAMTS (metaloproteinasas con actividad de desintegrina con motivos
de trombospondina) son importantes en el remodelado de la matriz extracelular ya que son
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concentraciones superiores, entre 5 a 50 ug/mL, ejerceria efectos
catabolicos, estimulando la expresion de MMP-1, -3 y -13, e
interleucinas 1l-1B, 11-6 e IL-8, ademas de la de las enzimas dxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y COX-2, amplificando con ello la
inflamacién y la degradacion de la matriz (140, 153, 196, 271).

1.5.5.2. Fibronectina (FN)

La fibronectina es una glucoproteina que media procesos de
adhesion en los tejidos conjuntivos, organizando la matriz extracelular,
interconectando proteoglucanos y colageno con la superficie celular.
Existen varias isoformas de fibronectina que ademas de participar en la
adhesion, intervienen en procesos de diferenciacion celular, migracion,
cicatrizacién y procesos neoplasicos, facilitando o impidiendo el
movimiento del citoesqueleto, expresandose preferencialmente en
lugares con morfogénesis activa, migracion celular e inflamacion.

Se secreta formando
dimeros  solubles, que
permanecen inactivos
mientras circulan libremente
en el plasma. Las
subunidades del dimero se
unen por sus extremos C-
terminales por medio de
puentes disulfuro y cada una
de ellas presenta tres
dominios de unidn diferentes
(Fig. 1/23).

N-terminal

Dominio de union
al colageno

Dominio de union

ﬁ' ala célula

Dominio de union al
W& proteoglucano

En reposo, esta proteina \g:g-
adopta una conformacion C-terminal
plegada. En el momento en
que interacciona con Fig. 1/23. Estructura de la fibronectina.

integrinas de superficie, se
despliega y se vuelve altamente insoluble, formando las denominadas

capaces de procesar procolagenos, motivos VWF y proteoglucanos, siendo reconocidas
agrecanasas.
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fibrillas de fibronectina (Fig. 1/24), que se mantienen muy estiradas y
bajo tension.

Matrilina-1

Matrilina-3

4 ) Glucoproteinas ""

©

Proteoglucanos

Fig. 1/24. Polimerizacion de fibronectina. Tras unirse a las integrinas, los dimeros
de fibronectina sufren un cambio conformacional por la unién del citoesqueleto a
las integrinas, exponiendo los sitios de union a otras macromoléculas de la matriz.
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Las fibrillas son esenciales para el posterior ensamblaje simultaneo
de diferentes macromoléculas como colagenos, glicosaminoglucanos,
otras fibronectinas y diferentes componentes de la matriz, permitiendo
a la fibronectina adoptar funciones mecanorreguladoras en el ambiente
extracelular (8, 29, 90, 121, 146).

La fibronectina en si misma no ejerce un efecto catabolico, pero al
ser degradada por proteasas —entre ellas MMP-13— se generan
fragmentos que adquieren propiedades cataliticas (al igual que ocurre
con los fragmentos de colégeno tipo 1) al interaccionar con integrinas
de superficie, potenciando la desestabilizacion de la matriz al promover
la sintesis de méas enzimas proteoliticas, ya de por si sobreexpresadas
en la artrosis, citoguinas, degradacion de proteoglucanos y liberacion
de colageno tipo Il, provocando una retroalimentacion positiva que
acaba destruyendo el cartilago de forma irreversible (81, 108, 177, 244).

1.5.6. Proteoglucanos
1.5.6.1. Glicosaminoglucanos (GAG)

Los GAG son largos polisacaridos no ramificados compuestos por
repeticiones de disacaridos. Se denominan asi ya que uno de los
azUcares es siempre un aminoazlcar (N-acetilglucosamina o N-
acetilgalactosamina) y generalmente esta sulfatado. El segundo azlcar
es casi siempre un acido urénico (glucuroénico o iduronico) (Fig. 1/25).

Existen dos tipos principales de GAG: los no sulfatados, que
incluyen al &cido hialurénico (HA), y los sulfatados, en donde se
incluyen el condroitin y dermatéan sulfato, heparan sulfato, y ketaran
sulfato. La terminologia en este grupo es diferencial ya que, aunque se
nombran de forma genérica, los glicosaminoglucanos que contienen
galactosamina, como condroitin o dermatan sulfato, se denominan
galactosaminoglucanos y los que contienen glucosamina, como el
heparin o heparan sulfato, glucosaminoglucanos (98).

La importancia de los GAG radica en presentar una carga muy
negativa debido a la presencia de numerosos grupos carboxilo
(COOH/COQ) y sulfato (SO4/SO3’). Esto hace que atraigan cationes
como el Na*, que es osmaéticamente activo, resultando en el arrastre de
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agua hacia la matriz, que le proporciona turgencia y soporte mecanico
al tejido.

N-acetilglucosamina

|
¢=0

CH,

(B1>4)
H L 0 (O H 'I\IH H OH
813
HO H/H 1> -0
e &, Unidad de repeticion
|
: -0
CH, Acido glucurénico
N-acetilgalactosamina-4-sulfato
1
0 rO’ 1
H/ N (!
; HZOHO (B81>4)
2.0 NH H  OH
H |
H b/ H =0
(’O H  NH CH;  Unidad de repeticion
I
' =0
CH,
H,OH
° I
0
H VL
0 H OH

=0
Unidad de repeticion

Galactosa

Fig. 1/25. Ejemplos de glicosaminoglucanos. A: Acido hialurénico; B: Condroitin-4-
sulfato; C: Keratan sulfato. Los grupos anionicos se han sombreado en gris.
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Que los GAG presenten una carga negativa neta provoca fuerzas
de repulsion entre ellos, con lo que en solucidn tienden a extenderse y
deslizarse unos sobre otros, propiedad que hizo que inicialmente fueran
denominados mucopolisacaridos (8, 43, 169).

Las funciones principales de los GAG son la de ensamblaje de
complejos proteicos tanto en la superficie celular como en la matriz
extracelular, y de intervencién en procesos de sefializacion celular al
interaccionar con diversos elementos de la matriz extracelular, como
proteoglucanos, glucoproteinas, fibronectina, quimiocinas, compuestos
solubles y receptores de superficie (29). La péerdida de GAG y su
liberacion al medio es un rasgo distintivo en la artrosis y un marcador
muy usado de la degeneracién del cartilago articular (133).

1.5.6.2. Agrecano (ACAN)

Excepto el HA, todos los GAG se encuentran unidos de forma
covalente a una proteina central o nucleo proteico —core protein—
formando mondmeros de proteoglucano. Los proteoglucanos son, por
tanto, agregados supramoleculares, y constituyen entre el 5y el 10%
del peso seco del cartilago y representan el segundo componente mas
importante de la matriz extracelular por detras del colageno tipo Il. El
agrecano es el principal proteoglucano del cartilago articular (8).

Es esencial para el mantenimiento de las funciones de compresion
y de recuperacién tras la deformacion del cartilago. Su funcionalidad
va a estar determinada por su grado de retencion en la matriz
extracelulary por la concentracion de sus GAG (8), con lo que cualquier
alteracion que cause una disminucion en la concentracion de GAG o
potencie la liberacién de proteoglucanos de la matriz va a provocar una
sobrecompresion del tejido durante la carga, estimulando la secrecion
de proteinasas y con ello la degeneracion tisular (225).

Su estructura consta de un nucleo proteico con cadenas de GAG
unidas covalentemente. Este nucleo proteico presenta a su vez tres
dominios globulares estabilizados por puentes disulfuro, denominados
G1, aminoterminal, que interactia con unas pequefias glucoproteinas
denominadas proteinas de union —Ilink proteins— y que a su vez
estabilizan una union no covalente con las cadenas de HA; G2, de
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funcion desconocida; y G3, carboxiterminal, con propiedades similares
a las lectinas que le permiten interactuar con otras moléculas de la
matriz extracelular (Fig. 1/26). Los dominios G1 y G2 estan separados
por un dominio interglobular (IGD) y entre los dominios G2 y G3 se
sitian dos dominios de unién a GAG, KS (de keratan sulfato), y CS (de
condroitin sulfato), subdividido en CS1y CS2 (120, 177, 244, 270).

La rotura proteolitica de la molécula se produce por medio de
agrecanasas, que acttan a lo largo nucleo proteico separando las
cadenas laterales de GAGs (270).

T Temm mmun
i HE A ER
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§§§ §§£ %%g i %gségigs

W ] e

Fig. 1/26. Estructura del agrecano.

El agrecano forma agregados al unirse al HA. Estos agregados de
agrecano pueden llegar a contener hasta 100 unidades de agrecano
dispuestas de forma radial a lo largo del mismo filamento de HA (Fig.
1/27), y su estructura va a depender de la longitud de la fibra de HA 'y
de la cantidad de proteinas de union presentes. Presenta una carga
altamente negativa debido a los ya mencionados grupos carboxilo y
sulfato de los GAG del agrecano. Las propiedades compresivas del
tejido tienen su origen en esta carga negativa, ya que atrae iones
cargados positivamente como Na* o Ca2", creando un gradiente
eléctrico que provoca el establecimiento de uno osmotico®,
secuestrando agua hacia el interior de la matriz del cartilago.

3 Se explica por el equilibrio de Gibbs-Donnan.
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Aunque la concentracion
de HA en el cartilago aumenta Hialuronano
con la edad, su longitud y la
proporcion de GAG en el
agrecano disminuye y con ello
el nimero de cargas negativas y
la capacidad de atrapar agua,
resultando en la pérdida de las
propiedades amortiguadoras y | .
compresivas del tejido (43, 49, :

e, ‘ Agrecano

120, 226). V \“‘vu Agregado de agrecano
L
.,
N\
\*\4, B
Fig. 1/27. Diagrama de un agregado de
agrecano.

1.6. EL CULTIVO CELULAR IN VITRO
1.6.1. El cultivo celular

El término cultivo celular se refiere al proceso completo de aislar
las células de un organismo y hacerlas proliferar manteniendo sus
propiedades fisiol6gicas, bioquimicas y genéticas en un ambiente
artificial. Todas las soluciones, medios y equipamiento que entren en
contacto con las células tienen que ser estériles, debiendo trabajar en
condiciones que también aseguren la esterilidad.

En una primera etapa del cultivo celular se intenta establecer un
cultivo primario aislando las células del tejido y haciéndolas proliferar
bajo las condiciones adecuadas hasta llegar a la confluencia. En la
confluencia las células han ocupado toda la superficie disponible y no
gueda espacio para seguir expandiéndose. Las células de mamifero
presentan una caracteristica que es la inhibicion de la proliferacion por
contacto, con lo que en confluencia el crecimiento del cultivo se detiene
(59). Para mantener los cultivos a una densidad 6ptima y estimular la
proliferacion, el cultivo tiene que ser dividido en nuevas jarras y debe
proporcionarsele medio fresco. Este proceso se conoce como
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subcultivo. Tras el primer subcultivo, el cultivo pasa a conocerse como
linea celular. Las células derivadas de los cultivos primarios tienen un
nimero de divisiones limitado antes de perder su capacidad de
proliferar y morir. Este evento se llama senescencia.

1.6.2. Los procesos de hipertrofia y desdiferenciacion

Tras la condrogénesis, los condrocitos del cartilago articular
permanecen en estado latente hasta que la homeostasis se ve alterada.
Entonces, algunos condrocitos pierden su fenotipo y, de forma gradual,
comienzan a expresar marcadores tipicos como el colageno tipo X'y
MMP-13, iniciando los procesos de diferenciacion terminal hipertréfica
que culminan en procesos de apoptosis, mineralizacién del cartilago y
osificacion endocondral (79, 108, 142).

Hay una tendencia a considerar que el desarrollo y progresion de la
artrosis estan influenciados por los procesos de hipertrofia y
senescencia de los condrocitos, ya que tanto los condrocitos artrsicos
como los sanos que sufren hipertrofia o senescencia comparten
caracteristicas comunes (91, 224). El fenotipo del condrocito va a estar
influenciado por la composicion de su matriz extracelular (27), y el de
los condrocitos artrdsicos va a estar alterado en las zonas proximas a la
lesién y a la matriz mineralizada del cartilago, provocando procesos
similares a los hipertrdficos, lisis celular, y favoreciendo la
degeneracion del cartilago articular (27, 79, 266).

El fenotipo de los condrocitos es de tipo adherente cuando son
cultivados en laboratorio, por lo que es importante que tras su
aislamiento se asegure que las células lo retienen mientras proliferan.
En los condrocitos articulares de mamifero en cultivo ocurre un
fendmeno que hasta ahora se ha observado Unicamente in vitro
denominado desdiferenciacion, ya desde el momento en que son
liberados del cartilago. En monocapa, los condrocitos mantienen una
morfologia entre redondeada y poligonal, aplanada. A partir del cuarto
pasaje de cultivo en monocapa comienzan a perder su fenotipo y a
sintetizar marcadores de desdiferenciacion y senescencia. No existe un
conjunto de marcadores especifico de cada proceso, si no que varios
fenotipos coexisten en el mismo ambiente alterado. Van perdiendo la
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capacidad de producir matriz extracelular alterando la expresion de
determinados genes, y la morfologia comienza a cambiar a formas
aplanadas y ameboides, adoptando incluso una morfologia mas
elongada, de tipo fibroblastica (16, 111, 129, 233-234, 272). La
expresion méas afectada en los procesos de desdiferenciacion y de
artrosis es sobre todo la de colageno 11, pero también se ven disminuidas
la de otras macromoléculas como agrecano, GAG y COX-2. Los
condrocitos senescentes producen MMP-13, y durante los procesos de
desdiferenciacion se refieren resultados contradictorios, unos
describiendo el aumento de su expresion (106) y otros que esta decrece
tras varios subcultivos (168, 173, 291).

Cuando se cultivan condrocitos de forma aislada se van a presentar
también procesos de desdiferenciacion, que puede ser debido a que una
baja densidad celular interfiera en la comunicacion intercelular, sea por
la ausencia de contacto entre células o por la ausencia de interaccion
con factores celulares secretados (279). Por todo ello los condrocitos
cultivados in vitro no solamente se van a desdiferenciar con el
subcultivo repetido si no que su potencial proliferativo también va a
disminuir con el aislamiento y con la edad.

Mantener el fenotipo de las células cultivadas en monocapa es
complicado cuando se utilizan células procedentes de tejidos adultos,
ya que la estabilidad fenotipica se pierde mas rapidamente que con
celulas juveniles o embrionarias (111). La forma mas utilizada para
estabilizar el fenotipo de los condrocitos es realizar cultivos a alta
densidad. En la bibliografia encontramos referencias a cultivos de alta
densidad desde 5 x 10* c/cm? hasta 2 x 10° c/cm? (59, 66, 279). Las
células mantenidas a elevada densidad mantienen bien el fenotipo, pero
su proliferacion es escasa ya que, como hemos dicho anteriormente, una
de las caracteristicas de las células no tumorales de mamiferos es la
inhibicidn de la proliferacion por contacto (59). Es importante tener en
cuenta este aspecto a la hora de realizar cultivos de condrocitos
artrosicos ya que suelen obtenerse en pocas cantidades de una misma
muestra.
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1.6.3. Conteo de células

El protocolo de exclusion de captacion de azul tripan es un método
por el que se puede determinar el nimero de células viables en una
suspension celular. Se basa en la propiedad que tienen las membranas
celulares integras de excluir la integracion de ciertos colorantes como
el azul tripan o el ioduro de propidio, mientras que las membranas de
las células muertas si son permeables e incorporan esas sustancias en su
interior.

1.6.4. Concentraciones de farmacos

Hay que considerar que las concentraciones a las que el farmaco
puede llegar a los tejidos de la articulacion dependen en gran medida de
su metabolismo en el organismo y que para que en la articulacion se
alcancen las mismas concentraciones de farmaco que en los cultivos in
vitro, las dosis ingeridas por el paciente podrian exceder la ventana
terapéutica provocando efectos toxicos o letales.

1.6.5. Ensayos colorimétricos

Los ensayos colorimétricos devuelven un producto de reaccion
coloreado que absorbe luz en el espectro visible, y cuya densidad dptica
se puede medir con un espectrofotometro y un filtro a la longitud de
onda adecuada. El desarrollo del color seré& proporcional, dentro de unos
rangos, a la cantidad de reaccion. Cotejando los resultados con un
patrén de estdndares de concentraciones conocidas de molécula o
controles negativos, se podréa inferir la cantidad de moléculas presentes
en la muestra problema o la variacion entre muestras diferentes.

1.6.5.1. Ensayo de proliferacion celular
Este ensayo es Util para cuantificar parametros como proliferacion,
viabilidad celular, o citotoxicidad de una sustancia en cultivos,

detectando exclusivamente células viables ya que depende de la
capacidad que poseen las células metabolicamente activas de reducir
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sales de tetrazolio (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol- 2- il)- 2,5-
difeniltetrazolio), conocido como MTT, a 2- 4 formazan por medio de
deshidrogenasas celulares (Fig. 1/28 A).

La capacidad de las células viables para transformar MTT permite
estimar los parametros anteriores en presencia de diferentes
concentraciones de farmaco mediante la cuantificacion del producto de
formazan resultante solubilizado.

Los cristales de

formazan son insolubles A Formazan

en soluciones acuosas, NADH Q
pero pueden ser O\{f
solubilizados mediante e
una solucién compuesta M e Y\\

por SDS 'y é&cido
clorhidrico o mediante B

DMSO, y el resultado es & Célula viable
cuantificable con un T WT @ Célulano viable
lector de placas tipO w Cristales de formazan
ELISA a una absorbancia aane) lonnd) L)) & 11
méxima de 570 nm. Incubacién %4
La ausencia del uso ‘
de radioistopos, su +Solubmzanf;\ ﬁfa
sencillez y alta
sensibilidad hacen que o
sea  considerado  un neubacion
método limpio, rapido y u U
- . —

preciso que proporciona

una buena correlacion . : —

entre laabsorbancia "% [/25, % Reducctn deLNTT 2o prodcto e
espectrofotométrica y el Esquema del ensayo de MTT; en el circulo,
ndmero de células cristales de formazan al microscopio dptico.
viables; esto es, a mayor

coloracion, mayor nimero de células viables presentes y por tanto
mayor supervivencia frente a la dosis de farmaco administrada, siendo
por tanto una concentracion de farmaco menos efectiva o mas inocua
(Fig. 1/28 B).

Lectura
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El concepto de ICsp en el ambito de los ensayos de proliferacion se
utiliza para cuantificar la concentracion a la que los farmacos en estudio
ralentizan el crecimiento celular.

1.6.5.2. Cuantificacion de glicosaminoglucanos azufrados
(sGAG)

La cuantificacion de SGAG se utiliza como medida de la
degradacion de los proteoglucanos. Es una tincion que provee un
marcaje especifico del componente polisacarido azufrado de los
proteoglucanos o de las cadenas de glicosaminoglucanos azufradas
libres por la unién del colorante basico azul de 1, 9 -dimetilmetileno
(DMMB) resultando en un precipitado coloreado que puede ser
solubilizado. La papaina utilizada en el proceso es necesaria ya que va
a solubilizar completamente a los sSGAG al separarlos del nucleo
proteico del proteoglucano (128). La absorbancia de la solucion puede
ser leida a 525 nm, pero el kit de ensayo utilizado ha mejorado la
formulacion original de Farndale (85) eliminando fuentes de
interferencia que competian por el DMMB e inestabilidades entre los
complejos SGAG-DMMB. Presenta un espectro de absorcién con un
pico maximo a 656 nm, dentro de una ventana entre 625y 675 nm. La
concentracion de SGAG se determina mediante el uso de una curva de
calibracion con un estandar de referencia.

1.6.5.3. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA)

ELISA es una técnica muy sensible para la deteccién y
cuantificacién de pequefias cantidades de proteinas u otros antigenos en
una muestra, basada en las reacciones especificas que ocurren entre
antigenos y anticuerpos. Durante el analisis de las muestras se
realizaron los dos tipos de ELISA sandwich existentes: DAS (Double-
antibody sandwich) y HADAS (Heterologous double-antibody
sandwich). El nombre de “sandwich” viene dado porque las moléculas
a detectar son inmovilizadas por anticuerpos especificos adsorbidos a
una placa de 96 pocillos. Los pocillos se lavan y se afiaden otros
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anticuerpos biotinilados que se unen por otro epitopo a la molécula
problema. Otro lavado elimina el exceso de anticuerpos no unidos y se
afiade un conjugado de HRP y avidina. Posteriormente se afiade un
sustrato reactivo que va a producir en el contenido del pocillo un color
apreciable a simple vista, proporcional a la cantidad de molécula
problema y cuantificable por medio de un espectrofotometro.

1.6.6. Técnicas de imagen

Todas las técnicas de imagen van a tener en comun el uso de un
microscopio asociado a una camara y un procesado por ordenador con
programas especificos.

1.6.6.1. Ensayo de cicatrizacién

Este ensayo es una técnica in vitro simple y de bajo coste, usada
para estudiar los fendmenos de migracién celular colectiva que ocurren
en procesos entre los que se encuentra la reparacion tisular. Las células
se cultivan en confluencia y se crea un arafiazo o herida en el cultivo,
en este caso por medios mecanicos. La exposicion al espacio libre
induce a las células a migrar hacia esa area, y la adicion de sustancias
potenciadoras o inhibidoras al medio de cultivo puede alterar sus
capacidades de migracion. La toma de iméagenes previas al cierre de la
herida provee informacion sobre las caracteristicas migratorias de las
células y de su capacidad de colonizar el area dafiada.

El punto inicial de la toma de imagenes debe localizarse dentro de
la fase de latencia del cultivo, una vez realizada la herida y antes de que
las células comiencen a migrar a velocidad constante (Fig. 1/29). El
punto final no debe estar incluido en la fase de saturacion, ya que
cuando se alcanza la confluencia la velocidad de migracién primero se
ralentiza y luego se detiene, debido a la inhibicion por contacto
caracteristica de las células no tumorales de los mamiferos (59).

El método de analisis con el programa ImageJ permite calcular el
porcentaje de fondo que hay en una imagen, esto es, el area libre de
células o espacio vacio existente en una imagen determinada. De esta
forma se puede inferir la mayor o menor medida en la cual el farmaco
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permite la proliferacion de las células y la migracion y colonizacién en
el tiempo del area expuesta tras la realizacion de la herida.

Latencia Crecimiento lineal Saturacion
f : \ : 1M : \
£ 100
Q
Na]
g 90
Q
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@
Q.
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R
S0 B e e e e e s B B B B B B
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Fig. 1/29. Fases del crecimiento de un cultivo celular.

Una evolucion temporal que muestre porcentajes decrecientes en la
superficie libre indicaria por tanto un movimiento de las células hacia
el area libre y un aumento de la colonizacion celular. Una mayor
colonizacion seria indicativa de un menor efecto de la concentracion del
farmaco aplicada en esos cultivos.

1.6.6.2. Viabilidad por microscopia confocal

La microscopia confocal combina técnicas de microscopia con las
tecnologias laser y Optica (170, 246). El principio de esta técnica para
diferenciar las células viables de las que no lo son se basa en iluminar
puntos de la muestra que estan en un mismo plano focal, y en unas
moléculas presentes en la muestra denominadas fluorocromos que son
excitadas punto por punto con un haz de laser que se polariza tras ser
reflejado hacia la muestra desde un espejo dicroico. El espejo dicroico
es un tipo de filtro disefiado para reflejar solo una parte concreta del
espectro visible (Fig. 1/30).

La fluorescencia emitida desde el plano focal en respuesta a la
excitacion por el laser se enfoca a un segundo punto, llamado punto
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confocal, en donde hay una abertura que solamente permite el paso de
la longitud de onda de interés hacia el detector fotomultiplicador,
permitiendo que el ordenador genere la imagen.

Un fluorocromo o fluoréforo es el componente de una molécula
que permite que sea fluorescente, es decir, un grupo funcional de una
molécula que cuando es excitado con energia electromagnética en una
determinada longitud de onda, responde emitiendo energia
electromagnética de menor energia, en otra longitud de onda mayor.

- <— Detector fotomultiplicador

Orificio de apertura
-

del detector
<— Rayo de luz enfocado

Rayos de luz

fuera del foco
Fuentede

l excitacion laser

Espejo dicroico —

Orificio de apertura

Objetivo —> de la fuente de luz

} Planos focales

TMuestra

Fig. 1/30. Esquema de un microscopio confocal espectral con escaneado laser.

Para evaluar la viabilidad se utilizaron los fluorocromos calceina-
AM e ioduro de propidio (IP). La calceina-AM es un derivado
acetoximetilado y no fluorescente de la calceina. Tras penetrar en las
células unicamente las esterasas presentes en las células vivas son
capaces de eliminar su porcion éster y de retener la calceina en el
interior, que se une al calcio y pasa a su forma fluorescente. El IP solo
es capaz de penetrar en las células no viables 0 muertas y se vuelve
fluorescente por union al ADN del nucleo.

91




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

En resumen, la
tincion de los
cultivos previa a la

toma de iméagenes % V

permite interpretar

dos parametros

relacionados con la

viabilidad celular, Fig. 1/31. Células vivas (citoplasma en verde) y

que son la actividad muertas (nucleos en rojo, flechas).

de las esterasas celulares y la integridad de la membrana celular,
permitiendo la determinacion simultanea de las células vivas, tefiidas
con calceina-AM, y de las células muertas, de membrana plasmatica
dafiada y cuyos nucleos han sido tefiidos por el IP (Fig. 1/31).

1.6.7. Expresion génica por PCR en tiempo real (QPCR)

La cuantificacion por gPCR permite monitorizar el progreso de las
reacciones de PCR al mismo tiempo en que tienen lugar ya que los datos
se van recogiendo a lo largo de todo el proceso en vez de al final de la
PCR. Las reacciones de qPCR se caracterizan por el momento temporal
durante la ciclacién en que la amplificacion de la secuencia génica diana
se detecta por primera vez, en vez de por la cantidad de sefial acumulada
tras un nimero determinado de ciclos.

Durante los primeros ciclos se detecta poca sefial de fluorescencia
y se forma una linea basal o fluorescencia de fondo para la curva de
amplificacion (Fig. 1/32). En cuanto se produce un aumento de la
fluorescencia sobre esta linea de base se inicia la deteccion con lo que,
a mayor nimero de copias, mas pronto se detectara un aumento
significativo de la fluorescencia.

Ligeramente por encima de esta fluorescencia de fondo se puede
fijar un valor umbral de deteccion de la fluorescencia o threshold. Los
valores umbrales, denominados Cqg* se determinan identificando el
ciclo de amplificacion en el que la intensidad de la fluorescencia del
marcador fluorescente sobrepasa se eleva por encima de la linea basal,

4 La guia MIQE (45) ha propuesto el uso del término Cq para estandarizar las diferentes
nomenclaturas utilizadas hasta el momento para la definicion de este concepto.
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sobrepasando su umbral e iniciandose con ello la deteccion.

o Fase inicial Fase exponencial Meseta
2
(7]
9 R -
g v Muestra
3
= !
/
/ ~ ARn
/
/
__Umbral (Threshold) ___ »° ________ __________
- C NTC
Linea de base q
0 5 10 15 20 25 30 35 40

NUmero de ciclos

Fig. 1/32. Cinética de la amplificacion por qPCR. ARn: Magnitud real generada de la

sefal de fluorescencia; calculada como la diferencia entre la emision del reporter

cuando la reaccion incorpora ADN molde y la emision de fluorescencia normalizada
por ROX medida en el NTC (control negativo).

En el proceso de amplificacion y emision de fluorescencia se
distinguen varias etapas, durante las cuales la separacion de la sonda
permite que el proceso de extension del cebador continde hasta el final.
En cada ciclo se repite todo el proceso y se provoca un aumento de la
intensidad de la fluorescencia, que sera proporcional al producto de
reaccion generado. Las sondas TagMan®® utilizadas aseguran la
especificidad ya que han sido disefiadas para detectar genes concretos,
ya que la deteccion basada en TagMan utiliza una sonda fluorogénica
especifica del gen objetivo para detectarlo a medida que se acumula
durante la PCR.

1.6.7.1. Aislamiento y cuantificacion del ARN

El ARN total incluye todos los tipos de ARN presentes en la céelula,

5 La gufa MIQE (45) recomienda utilizar el término sondas de hidrdlisis para referirse a las
sondas TagMan, sondas con marcacion fluorogénica que utilizan la actividad de 5' nucleasa de
la ADN polimerasa Tag.
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no solamente los mensajeros si no también los ribosémicos,
transferentes, poliadenilados, interferentes, de reconocimiento de sefial,
largos no codificantes... Es conveniente que se aisle el ARN total ya
que algunos ARN son capaces de actuar sobre los mMRNA y degradarlos,
bloguear la translacién o incluso marcar secuencias génicas para su
metilacion y reprimir la transcripcion o bloquear la movilidad de los
transposones en el ADN.

1.6.7.2. Sintesis y cuantificacion del ADN complementario
(cDNA)

El ¢cDNA es un ADN bicatenal generado por la enzima
transcriptasa inversa a partir de los MRNA presentes en la mezcla de
reacciéon. La transcriptasa inversa es una ADN-polimerasa ARN-
dependiente que utiliza los mRNA como molde y oligo(dT) como
cebadores. Hay que tener en cuenta que los mMRNA son ARN maduros
y carecen de intrones (secuencias no codificantes) debido a los procesos
de splicing (corte y empalme) posteriores a la transcripcion del ADN
del nucleo, con lo que el cDNA ser diferente al ADN original en estas
secuencias.

1.7. EL ANALISIS ESTADISTICO

A la hora de realizar un analisis estadistico hay que tener en cuenta
previamente diferentes conceptos condicionados por el disefio del
experimento y el tipo de datos recabados.

El tamafio muestral (N) es el nimero total de observaciones que
aparecen en la muestra y afecta a la potencia de la prueba a realizar ya
que, generalmente, si existen diferencias es mas facil encontrarlas en
una poblacion mas grande.

Una prueba estadistica se basa en dos hipotesis competitivas: la
hipdtesis nula Ho y la hipdtesis alternativa Hy.

Antes de comenzar con el analisis estadistico en si mismo, se debe
realizar una prueba de normalidad a los datos para saber si se debe
rechazar o no se puede rechazar la hipétesis nula de que los datos
provengan de una poblacion distribuida normalmente.
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La distribucion normal es una distribucion con forma de campana
en la que las desviaciones estandar sucesivas con respecto a la media
establecen valores de referencia para estimar el porcentaje de
observaciones de los datos. La prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov (KS), compara la funcién de distribucién acumulada empirica
de los datos de la muestra con la distribucidn esperada si los datos se
ajustasen a una distribucién Normal, N(0,1). Si esta diferencia
observada es adecuadamente grande, la prueba rechazara la hipotesis
nula de normalidad de la poblacion.

Cuando los andlisis se establecen con simetria bilateral o de dos
colas se espera que se resalte una diferencia cuando se comparan dos
medias, y ya que a priori no se sabe cual de las medias de los grupos
sujetos a comparacion va a ser superior el analisis se asocia a la
hipotesis alternativa Hi x grupo muestral A # Hi x grupo muestral B.

El valor p es una probabilidad que mide la evidencia que existe en
contra de la hipétesis nula. Un valor p méas pequefio va a otorgar una
evidencia més fuerte en contra de Ho.

Valor p < a: Los datos no siguen una distribucion
normal, y se rechaza Ho.

Valor p > a: No se puede concluir que los datos no
sigan una distribucion normal, por lo tanto, no se puede
rechazar Ho.

Es decir, que, si el valor p es mayor que el nivel de significancia a
elegido, no hay evidencias para rechazar la hipotesis nula y se puede
concluir que se trata de una poblacion normal. Si el valor de p es menor
o igual que a, se puede rechazar la hipotesis nula y concluir que se trata
de una poblacién no normal.

El nivel de significancia a es la potencia de la prueba cuando Ho es
verdadera. Con valores altos de o la potencia de la prueba es mayor,
pero como al mismo tiempo es el nivel maximo aceptable de rechazar
Ho si es verdadera, también aumenta la probabilidad de cometer un error
de tipo | que seria rechazar Ho cuando es verdadera. El a
predeterminado es 0'05. Este valor indica un riesgo del 5% de concluir
que existe un efecto cuando en realidad no existe.

95




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

La desviacion estdndar (SD) es una medida de dispersion que
indica cuan dispersos estan los datos con respecto a la media.

La media (x) es el promedio de los datos, describiendo la muestra
con un valor resultado de la suma de todas las observaciones dividida
entre el nimero de observaciones.

La mediana (n) es el punto medio del conjunto de datos, en el cual
la mitad de las observaciones esta por encima del valor y la otra mitad
estd por debajo del valor. En comparacion con la media, la mediana no
es sensible a datos con valores extremos y suele ser una medida mas
informativa con respecto al centro de los datos asimétricos.

La prueba t de Student es una prueba que se utiliza bajo el supuesto
de normalidad. Se utiliza para comparar dos grupos muestrales e
identificar si existe una diferencia significativa entre sus medias:

Hip6tesis nula Ho: py - pz =0
Hipotesis alternativa Hq: pg - o #0

Bajo la correccion de Welch no se presupone ni se requiere que las
dos muestras tengan varianzas iguales. Segun estudios, la prueba se
desarrolla adecuadamente con varianzas desiguales, incluso cuando los
tamafos de las muestras no son iguales.

Cuando se parte de un supuesto de no normalidad, el analisis se
realiza de forma no paramétrica. Las pruebas no paramétricas si
requieren que los datos sean una muestra aleatoria independiente y no
presuponen una distribucion especifica para la poblacion, resultando
atiles en los casos en los que se tiene una muestra pequefia asimétrica o
una muestra que contiene valores atipicos.

El equivalente no paramétrico a la prueba t de Student es la prueba
de Mann-Whitney. Es una prueba Gtil para muestras de poblaciones no
normales con la misma forma y dispersion y que sean relativamente
pequefas. Utiliza la mediana y atiende a las siguientes condiciones:

Hipotesis nula Hp: M1 -m2 =0
Hipdtesis alternativa Hy: 1 - 12 #0
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

La artrosis es una enfermedad incapacitante para la que los
analgeésicos antiinflamatorios no esteroideos han sido el tratamiento de
primera linea mas recetado durante los Gltimos treinta afios para aliviar
los sintomas de esta patologia, ya que actdan inhibiendo la sintesis y
accion de prostaglandinas al bloquear la actividad de la enzima COX
(245).

El tratamiento con farmacos por via oral es el méas habitual y la
seleccion de la bibliografia se ha realizado acorde a este pardmetro,
procurando acotarla en el campo de los cultivos celulares a aquellas
referencias que no estimulan las muestras con citoquinas exogenas u
otros factores promotores de la inflamacion. En esta bibliografia se
documenta profusamente que la inhibicién de la actividad de COX no
provoca una mejora sustancial del cartilago artrésico, pero trata
someramente la accion de los farmacos sobre la articulacion sana,
sometida también a la accién del farmaco administrado por esta via.

Durante la artrosis se suceden diversos eventos que se traducen en
la pérdida de cartilago y funcionalidad de la articulacion. Todavia no se
han establecido los cambios en la progresion de la enfermedad con el
uso de AINEs, pero diversos estudios en pacientes, pruebas en modelos
animales y cultivos celulares, manifiestan que existe un efecto negativo
sobre diferentes parametros como pueden ser la sintesis de
proteoglucanos, el deterioro del espacio articular o el estado general del
tejido. Particularmente, respecto a los inhibidores selectivos de COX-
2, estos parecen tener un efecto beneficioso en pruebas in vitro (80, 134,
180-181, 219-220.

La bibliografia disponible al respecto de los farmacos estudiados
—indometacina, diclofenaco, celecoxib— describe los efectos
generalmente adversos de estos AINEs sobre el cartilago, entre otras
lineas celulares, en modelos animales, estudios clinicos en pacientes, y
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cultivos celulares tanto animales como humanos.

Los modelos celulares localizados en esta bibliografia no abordan
el porqué de la eleccion de las concentraciones de farmaco
seleccionadas para cada estudio. Ya que el liquido sinovial es el lugar
de accién de los AINEs y la concentracion de farmaco es un
determinante importante de la respuesta clinica al alcanzarse y
mantenerse por difusién del farmaco libre desde la sangre (209), el
analisis in vitro estd enfocado a la concentracion en liquido sinovial de
los tres farmacos (3.3. Concentraciones de farmacos en ensayo),
teniendo en cuenta que concentraciones superiores, en caso de poder
alcanzarse in vivo en el liquido sinovial, podrian suponer la exposicion
del individuo a dosis de farmaco tdxicas administradas por via oral.

Para finalizar, no se encontr6 ningln articulo que abordase al
mismo tiempo un estudio comparativo in vitro de parametros
relacionados con la evolucion de la artrosis bajo tratamiento con los tres
farmacos en condrocitos humanos sanos y artrosicos, lo que justifica la
necesidad de una puesta en comdn en condiciones homogéneas para el
estudio de la evolucidn in vitro de la patologia bajo analgesia.

2.2. HIPOTESIS

Existe una relacion entre el uso de diferentes farmacos
antiinflamatorios no esteroideos y la progresién de parametros
asociados al desarrollo de la artrosis en condrocitos humanos, sanos y
artrosicos, en cultivo.
2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivo principal

Estudiar el efecto de dos AINEs clasicos (indometacina y
diclofenaco) y un inhibidor altamente selectivo de COX-2 (celecoxib)
sobre la funcionalidad del cartilago a través de cultivos celulares.

2.3.2. Objetivos secundarios

1. Examinar el efecto de los farmacos
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seleccionados en la proliferacién y viabilidad de las
células sanas y artrosicas en cultivo.

2. Investigar el efecto de los farmacos
mencionados sobre la sintesis de marcadores
proinflamatorios y componentes de la matriz extracelular.

3. Analizar la expresion de genes implicados en el
mantenimiento del tipo celular en condiciones de
tratamiento farmacoldégico.

4. Determinar, bajo condiciones homogeéneas, el
farmaco menos agresivo para la evolucion de marcadores
artrosicos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CONSIDERACIONES PREVIAS Y CONDICIONES EXPERIMENTALES
3.1.1. Recoleccidén de las muestras clinicas

La superficie del cartilago contiene una mayor densidad de células
y de colageno, pero menor proporcion de GAG. Esta proporcion de
GAG aumenta en la forma de un gradiente proximodistal, y la densidad
celular es superior en las regiones no sometidas a carga (128).

3.1.2. Tiempos de incubacion

Los tiempos de incubacion seleccionados se escogieron en base a
diferentes aspectos:

e bibliografia existente

e para dar tiempo suficiente a que sucedan
cambios inducidos por los tratamientos en los procesos
celulares y en los cultivos

3.1.3. Medio de cultivo con rojo fenol

El rojo fenol es un colorante usado como indicador del pH en los
medios de cultivo. Los cambios de color ocurren cuando el pH varia
fuera del rango 6'8 (viraje al amarillo) a 8'4 (viraje al violeta). La
presencia del color rojo en el medio de cultivo no va a tener mayor
repercusion sobre la medicion espectrofotométrica en los ensayos
realizados ya que va a virar al amarillo al reaccionar con el componente
acido del solvente. Este viraje apenas va a contribuir a la densidad
optica de la solucion puesto que en los ensayos con formazan la
longitud de onda se corresponde al espectro azul y en las demas pruebas
con componente de lectura espectrofotométrica el medio de cultivo es
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descartado durante el procedimiento.
3.1.4. Cultivo en jarras

La forma de cultivar las células consiste en una jarra plastica de
cultivo de tapdn de rosca ventilado que contiene un medio liquido con
los nutrientes necesarios y el pH adecuado para que las células
proliferen, manteniendo el interior aislado de contaminaciones
externas. Para el cultivo de condrocitos, este medio de cultivo tiene que
ser suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) y un 1% de
solucién antibidtica conteniendo penicilina y estreptomicina. Este
medio suplementado (MS) es mantenido en refrigeracion para su
conservacion, pero debe ser atemperado a 37°C previamente a su
utilizacién con la ayuda de un bafio termostatico.

Los parametros de cultivo de los ensayos in vitro estan resumidos
en la Tabla 3/1.

3.1.5. Precauciones

Cualquier tipo de cultivo celular debe tratarse como
potencialmente contaminable y, ademas, se debe evitar el contacto de
las soluciones de trabajo con piel y mucosas. También es necesario el
uso de una solucion antiséptica para desinfeccion de materiales y
limpieza rutinaria.

Las jarras, placas o cAmaras de cultivo al uso deben mantenerse con
el interior estéril y dentro de un incubador de atmosfera himeda a las
condiciones estandar de 37°C y 5% de CO; para asegurar la viabilidad
de las células.
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3.2. OBTENCION DE CULTIVOS

Durante la realizacion de la parte experimental se utilizaron
condrocitos de origen humano, procedentes tanto de cartilago sano
como artraésico.

Para asegurar el mantenimiento del fenotipo, ninguna de las lineas
celulares superd el pase 6.

3.2.1. Obtencion del cartilago articular, aislamiento de
condrocitos y proliferacion de los cultivos

Los condrocitos se aislaron a partir de las cabezas femorales de
pacientes del Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia del
Complejo Hospitalario Clinico Universitario de Santiago de
Compostela (CHUS), de ambos sexos y edades superiores a los 60 afos,
que cumplian con los criterios de diagnostico para la patologia artrosica.
Tenian seguimiento por parte del facultativo y fueron sometidos a
intervencion quirdrgica. Las muestras se obtuvieron previo
consentimiento informado de los pacientes segun lo establecido por el
Comité Etico del CHUS.

La manipulacion y procesado del cartilago se realizé dentro de una
cabina de flujo laminar vertical de proteccion biolédgica para garantizar
unas condiciones de esterilidad adecuadas.

Las piezas fueron lavadas con tampodn fosfato salino (PBS) para
eliminar posibles residuos provenientes de la intervencion quirdrgica.

El aislamiento de condrocitos a partir de las muestras clinicas (Fig.
3/1) se realizo siguiendo las indicaciones descritas por Couceiro et al.
2002 (59).
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Fig. 3/1. Proceso del aislamiento de condrocitos. 1-4: Recepcion, preparacion y
procesado de la muestra. 5-6: Digestion con tripsina. 7-9: Digestion con
colagenasa. 10: Filtrado. 11: Lavado, centrifugacion y recogida de condrocitos.
12: Siembra en jarras e incubacion.
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5. Con ayuda de pinza y escalpelo se extraen
laminas de cartilago artrésico a una placa de Petri
conteniendo DMEM para evitar su desecacion.

6. Cada una de las Idminas de cartilago obtenida se
disgrega a su vez en fragmentos de 1-2 mm?® que se
recogen a un tubo Falcon de 50 mL.

7. Estos fragmentos se tratan a 37°C durante 30
minutos en un bafio termostatico de agitacion orbital con
una solucién de tripsina-EDTA al 0'25% para eliminar los
fibroblastos que pudieran existir.

8. Durante el tiempo de espera del paso 3, se
prepara una solucién de colagenasa en MS. Para la
digestion del cartilago se recomienda una concentracion
entre 1-2 mg/mL. Una vez solubilizada la colagenasa, la
solucidn se filtra con un filtro de 02 pm.

9. Finalizada la digestion con tripsina-EDTA
(descrita en el paso 3) se retira el medio por aspiracion con
pipeta seroldgica. Se realiza un lavado con MS, que se
elimina por aspiracién.

10. Se afiade la solucién filtrada de colagenasa
(descrita en el paso 4), y se mantiene a 37°C durante 12
horas en un bafio termostatico de agitacion orbital.

11. Tras la digestion enzimatica, la suspension
celular se filtra a través de una criba de nylon de 70 um.

12. Lasuspension celular se centrifuga a 1500 r.p.m.
durante 5 minutos. Se descarta el sobrenadante, se afiade
MS para eliminar los restos de colagenasa y se vuelve a
centrifugar (20).

13. El pellet resultante se resuspende en MS y se
evalla la cantidad de células viables por medio de azul
tripan.

a) Se limpia la cAmara Neubauer con alcohol 70° y
se deja secar

b) Se coloca un cubreobjetos limpio

c) Se toman 10 puL de suspension celular y se
mezclan con otros 10 pL de solucion de azul tripan

d) Se recogen 10 pL de la mezcla y se carga la
camara

e) Se coloca en el microscopio invertido y se
examinan con contraste de fases los cuatro cuadrantes de
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las esquinas® a magnificacion 10X.
f)  Las células no viables estaran tefiidas de azul. La
viabilidad celular se estima de la siguiente forma:

% células viables =
[1 — (n° células tefiidas/n° total de células)] * 100

g) Para calcular el nimero total de células por
mililitro de suspensién celular se utiliza la siguiente
formula’:

N°= X * 10000 * 2

14. Se siembra en jarra de superficie adecuada a la
cantidad de células obtenida, recordando que una alta
densidad celular colabora al mantenimiento de las
caracteristicas del condrocito in vitro.

15. Se devuelven las jarras al incubador y se
mantienen al menos 24 horas para permitir la adhesion de
los condrocitos antes de cambiar el medio por MS nuevo
para descartar las células que no se hayan adherido.

3.2.2. Linea celular comercial

Para poder realizar las comparaciones de las pruebas con cultivos
sanos se adquirié el cultivo primario de Condrocitos humanos
articulares P10970 a Innoprot (Innovative Technologies in Biological
Systems, S.L.).

Los condrocitos humanos articulares (HC-a) proporcionados por
Innoprot fueron aislados a partir de tejido de la articulacion de la rodilla.
Estas células fueron criogenizadas tras su primer pase y son
recepcionadas en nuestro laboratorio en hielo seco.

Para proceder a su cultivo se siguid el siguiente protocolo:

6 Las dimensiones de la cuadricula en estas areas son 1 mm x 1 mm x 0'1 mm de profundidad,
el volumen es 0'1 mm?3 que equivale 10 mL.
7 “X” es la media aritmética de resultante de sumar las células que aparecen en los cuatro
cuadrantes. “10000” es un valor relacionado con el disefio de la camara, ver nota anterior. “2”
es el factor de dilucion aplicado en este caso.
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1. Se descongela el criovial a 37°C en el bafio
termostatico.

2. Sesecay se lavacon etanol al 70%. Se introduce
en la cabina de cultivo.

3. Se resuspende el contenido con cuidado.

4. Se deposita el contenido del vial en jarras de
cultivo con MS. La densidad inicial recomendada fue de
5000 c/cm?,

5. Se introducen las jarras en el incubador de
atmodsfera himeda con las condiciones de cultivo
anteriormente descritas y se dejan 24 horas, al cabo de las
cuales se procede a revisar la adhesion al soporte y se
realiza un cambio completo de MS para eliminar las
células que no se hubieran adherido.

3.2.3. Mantenimiento de los cultivos

Se realizaron subcultivos durante la etapa de proliferacion, cuando
los estos alcanzaron un 90% de confluencia, comprobando el estado
viable de las células por medio de azul tripan.

1. Se identifican las nuevas jarras de cultivo con el
tipo celular, nimero de pase y fecha. Se afiade MS
suficiente. Se mantienen en incubacion para conservar la
temperatura del medio.

2. Serealiza un lavado con PBS de los cultivos.

3. Seafiaden 3 ml de tripsina-EDTA a cada jarra de
cultivo de 100 cm?, dejando en incubacién 2 minutos.

4.  Se comprueba bajo el microscopio la pérdida de
la adhesion, se neutraliza la accion de la tripsina con un
volumen equivalente de MS y la monocapa de células es
levantada a presion por pipeteo.

5. Se recoge la suspension celular en tubos Falcon
debidamente identificados, centrifugando a 1500 r.p.m.
durante 5 minutos.

6. Se descarta el sobrenadante y el pellet se
resuspende en MS.

7. Se realiza un conteo con azul tripdn de la
resuspension.
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8. Se reparte la resuspension entre las jarras
preparadas y se llevan a incubacion.

3.3. CONCENTRACIONES DE FARMACOS EN ENSAYO

Con el fin de obtener un marco de referencia, se realizé una
busqueda bibliografica para hallar las concentraciones que alcanzan los
farmacos, administrados por via oral, en liquido sinovial in vivo de
pacientes humanos aquejados de osteoartritis. Los resultados de esta
busqueda se exponen en la Tabla 3/2.

Las referencias de los farmacos utilizados son las siguientes:

e Indometacina: Indomethacin, Ref. 17378 Sigma-

Aldrich

e Diclofenaco sal sodica: Diclofenac sodium salt
Ref D6899 Sigma-Aldrich

e Celecoxib: Celecoxib Ref. PZ0008 Sigma-
Aldrich

Debido a la escasa o nula solubilidad de la indometacina y
celecoxib en soluciones acuosas, todos los farmacos fueron
solubilizados en DMSO a una concentracion de 100 mM. La
manipulacion de los farmacos y la preparacion de las diferentes
soluciones se llevé a cabo con
material y en condiciones que Y YA
garantizasen la esterilidad de los coe
medios de cultivo finales. Las
soluciones stock en DMSO se
alicuotaron,  etiquetaron vy

conservaron a -20°C para su uso W
posterior.
< H Solucién stock  Solucion Soluciones de
En IOS dIaS de tra_'tamlento’ 100 mM intermedia  trabajo
se prepararon diluciones de DMSO 1 mM
forma seriada (Fig. 3/2) en MS a Fig. 3/2. Esquema de las diluciones
1 mM,yaloo,10,1,01,y001 seriadas.
UM en funcion del experimento
arealizar.
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El volumen de DMSO en estos medios de cultivo suplementado y
con farmaco fue ajustado para que no superase el 0'1%.

3.4. ENSAYOS COLORIMETRICOS
3.4.1. Ensayo de proliferacion celular

Los materiales utilizados en este ensayo fueron el Kit de
proliferacion celular Cell Proliferation Kit I (MTT) Ref. 11465007001,
de Roche Applied Science, y un espectrofotdmetro modelo ELx800 de
BioTek Instruments, Inc. con un filtro de 570 nm.

3.4.1.1. Curvas dosis-respuesta y calculo del I1Csp

Se elabord una curva dosis-respuesta a cinco dias para determinar
la concentracion inhibitoria del 50% o ICso, que es el valor al cual una
sustancia ejerce la mitad de la inhibicion maxima sobre un pardmetro,
en este caso, la proliferacion de los cultivos en presencia de cada uno
de los farmacos.

Se sembraron 1500 c/p sanas y artrosicas en placas de 96 pocillos,
en volumenes de 100 pL, dejando a las células 24 horas en incubacion
en condiciones estandar de CO., humedad y temperatura para permitir
su adhesion. A las 24 horas se cambian los MS por MS para los pocillos
control, sin tratamiento, y MS con farmaco (MSF) para los pocillos
correspondientes a cada concentracién y farmaco. Se realizaron
cambios de medio cada dos dias. Las concentraciones utilizadas para
hallar el 1IC50 fueron de 0, 0'01, 0'1, 1, 10 y 100 uM, 1, 10 y 100 mM,
y 1 M para los tres farmacos.

A los 5 dias tras la siembra se procede, en condiciones de
esterilidad, a la adicion de MTT, incubacion y solubilizacion del
formazan segun el procedimiento establecido por el fabricante:

1.- Sobre el volumen de cultivo se afladen a cada
pocillo 10 pL de la solucion de MTT por cada 100 pL
volumen de medio.

2.- Se mantiene durante 4 horas en incubacién a 37°C
y 5% CO- en atmdsfera himeda, tiempo durante el cual las
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células metabdlicamente activas asimilan y convierten las
sales de tetrazolio en cristales de formazan.

3.- Es recomendable comprobar al microscopio la
formacion de los cristales pasadas las 4 horas.

4.- Una vez cumplido el tiempo de incubacién y
formacion de los cristales se afiaden 100 pL de la solucion
solubilizante suministrada con el kit de ensayo (10% de
SDS en 0.01 M de &cido clorhidrico).

5.- La placa se incuba otras 12 horas para permitir la
accion del solubilizante.

6.- La solucidn coloreada resultante es cuantificada
por espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm.

Las absorbancias obtenidas fueron normalizadas utilizando la
media aritmética de sus respectivos controles, y los resultados
analizados mediante la aplicacion Dose-response-X is log (dose)
contenida en el programa GraphPad Prism v.7.04, de GraphPad
Software, Inc., obteniéndose los valores 1Cso para cada farmaco. En este
programa, las concentraciones deben representarse de forma
logaritmica en base 10, y puesto que logio(0) no es un namero real, el
programa recomienda utilizar en su lugar el valor 10° ya que es un
valor lo suficientemente pequefio como para que pueda considerarse
igual a 0 y se pueda realizar el analisis.

3.4.1.2. Proliferacion de los cultivos a 5, 10 y 15 dias

Se sembraron 1500 c/p sanas Yy artrosicas en placas de 96 pocillos,
en volumenes de 100 uL, dejando a las células 24 horas en incubacion
en condiciones estandar de COz, humedad y temperatura para permitir
su adhesion. Al cabo de esas 24 horas se cambian los MS por MS para
los pocillos control, sin tratamiento, y MSF para los pocillos
correspondientes a cada concentracién y farmaco. Se realizan cambios
de medio cada dos dias. Las concentraciones utilizadas fueron de 0,
0'01, 01, 1, 10, 100 uM para los tres farmacos.

Alos 5, 10 y 15 dias tras la siembra se procede, en condiciones de
esterilidad, a la adicion de MTT, incubacién y solubilizacion del
formazan segun la forma ya descrita.
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Las absorbancias obtenidas fueron normalizadas a porcentajes
utilizando la media aritmética de sus respectivos controles, para poder
referenciar numéricamente la capacidad proliferativa de cada cultivo y
tratamiento.

Se escogieron las concentraciones de 0 y 1 pM para la realizacion
del andlisis estadistico segun se explica en el apartado 3.7. Estudio
estadistico.

3.4.2. Cuantificacion de sGAG

La cuantificacion de sGAG se llevd a cabo mediante el kit
comercial Blyscan™ Sulfated Glycosaminoglycan Assay de Biocolor
Ltd. Los reactivos, de Sigma—Aldrich, para la preparacién de la
solucion de papaina para la extraccion de SGAG fueron los siguientes:

e Fosfato disédico dodecahidrato, Cad. 71649

e Fosfato monosodico monohidrato, Cod. 71507

e Acetato de sodio, Ref. S7545

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) sal
disédica dihidrato, Cod. E1644

e Clorhidrato de L- cisteina Ref. C1276

e Papaina de latex de papaya, Cod. P3125

Aspectos para tener en cuenta con el kit utilizado son que el ensayo
no es adecuado para fragmentos degradados de disacaridos azufrados o
para muestras que contengan alginato pues al igual que los sGAG,
poseen residuos de &cido uronico; el acido hialurénico (HA) no es
detectado por el kit utilizado y la presencia de HA en las muestras no
va a interferir en la medicion. Las muestras no deben contener
demasiadas sales que puedan interferir en la interaccion del DMMB con
los SGAG ni que el contenido de SGAG exceda los 5 pg o la saturacion
SGAG-DMMB no ocurrird.

Se sembraron 3 x 10* c/p sanas y artrésicas en placas de 48 pocillos,
dejando a las células 24 horas en incubacion en condiciones estandar de
CO., humedad y temperatura para permitir su adhesion. Al cabo de esas
24 horas se cambian los MS por MS para los pocillos control, sin
tratamiento, y MSF para los pocillos correspondientes a cada
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concentracion y farmaco. Se realizan cambios de medio cada dos dias.
Las concentraciones estudiadas fueron de 0 y 1 uM para los tres
farmacos.

Para el proceso de extraccion se utilizaron un agitador mecanico
orbital Nahita modelo AX685/2, un vortex Unimag ZX3 de Uniequip y
una microcentrifuga Microfuge® 18 de Beckman Coulter. Se
emplearon microtubos de 1'5 mL de baja retencién Microcentrifuge
Tube with X-Resin™ Ref. MTL-0150-BC de Biotix. Para la
cuantificacion por colorimetria se utiliz6 un espectrofotometro modelo
ELx800 de BioTek Instruments, Inc. con un filtro de 656 nm.

Para la extraccion de los SGAG se necesita preparar un reactivo que
contenga papaina. El protocolo se describe a continuacion:

1. Preparacion de 100 mL de tampon sodio fosfato
0'2M (NazHPO.-NaH2PO,), pH 6'4.

2. Para preparar el reactivo de extraccion de
papaina, se afiade a los 100 mL de tampén sodio fosfato
preparado con anterioridad:

e 820 mg de acetato de sodio (0'1M)

e 370 mg de Na;EDTA (0'01M)

e 80 mg de cisteina HCI (0'005M)

3. Cuando todos los componentes se han disuelto,
se afiade la papaina de forma que haya entre 15 y 20 mg
de compuesto por cada 100 mL de tampon de extraccion.
Este reactivo es estable a 4°C durante 7 dias en un frasco
de cristal topacio.

Como la cantidad de SGAG liberados al medio antes de que ocurra
la confluencia del cultivo es muy pequefia, el kit Blyscan™ ha
desarrollado diferentes métodos para poder determinar los niveles de
SGAG tanto dentro de la célula como en la matriz extracelular
circundante. El protocolo seguido en este ensayo lleva a la
cuantificacién de las concentraciones de SGAG asociados a la matriz
extracelular, excluyendo los SGAG anclados a superficie:

1. Se lavan los pocillos con PBS y se vacian.
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2. Se afiaden 50 upL® del reactivo de papaina
preparado con anterioridad durante 60 segundos a 37°C.

3. Se golpetean ligeramente los pocillos y se
transfiere la suspension celular a tubos de microcentrifuga
de 1'5 mL. Los tubos deben trasladarse inmediatamente a
un bafio de hielo.

4. Se centrifuga la suspension celular durante 10
minutos a 10000 x g para eliminar las células del
sobrenadante. Se toman 100 pL del sobrenadante y se
inicia el protocolo del kit Blyscan.

5. Se preparan las muestras, estandares y blancos
en tubos de microcentrifuga de 1'5 mL debidamente
identificados. El estandar de referencia es una solucion
estéril de condroitin sulfato (chondroitin- 4- sulfate) de
trdquea bovina a la concentracion de 100 pg/mL. LoS
estandares y el blanco van a servir para realizar la curva de
calibracion.

6. Se afiade 1 mL del reactivo de tincion a cada
tubo. Se cierran los tubos; se mezclan por inversion y se
mantienen en agitacion suave durante 30 minutos.

7. Se trasladan los tubos a la microcentrifuga y se
centrifugan a 12000 r.p.m. durante 10 minutos (Fig. 3/3).

8. Se invierten los tubos con cuidado y se vacia el
contenido. El fabricante establece que cualquier gota
remanente puede ser eliminada golpeando sutilmente el
tubo sobre un papel absorbente siempre y cuando no se
produzca un arrastre del pellet.

9. Se afiaden 0'5 mL del reactivo de disociacion a
cada tubo.

10. Se cierran bien los tubos® y se procede a
solubilizar el pellet usando un vértex. Una solubilizacion
completa, dependiendo de la concentracién de sGAG,
puede tardar entre 5 y 10 minutos.

11. Se centrifugan los tubos nuevamente a 12000
r.p.m. durante 5 minutos para eliminar la espuma. Se

8 El volumen aconsejado por el kit para el reactivo de extraccion con papaina es de 1 mL para
una jarra de cultivo de 25 cm?,

% Para evitar pérdidas por evaporacion que alteren la medicion: el reactivo de disociacion
contiene propan-1-ol.
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mantienen cerrados hasta medir la absorbancia®®.

12. Para realizar la lectura de la absorbancia a 656
nm se transfieren 200 uL de cada blanco, estandar y
muestra a una placa de 96 pocillos.

Las  absorbancias
obtenidas se compararon
con una curva de
calibrado obtenida
mediante el analisis
simultaneo de estandares
de concentraciones
conocidas y los
resultados se analizaron
de la forma descrita en el
apartado 3.7. Estudio
estadistico.

Fig. 3/3. Depositos de sGAG (flechas).

3.4.3. ELISA
Los materiales utilizados fueron los siguientes kits de ELISA:

Método sandwich DAS, kits de Boster Biological
Technology Co., Ltd.:

e Human Fibronectin ELISA Kit, Catalog No.
EK0349,

e Human IL-15 ELISA Kit, Catalog No. EK0392

e Human IL-6 ELISA Kit, Catalog No. EK0410

¢ Human TNFa ELISA Kit, Catalog No. EK0525

¢ Human MMP13 ELISA Kit, Catalog No.
EK0468

¢ Human TRAIL ELISA Kit, Catalog No EK0532

10 Aunque el color es estable durante algunas horas, se recomienda guardar los tubos en
oscuridad si la lectura se retrasa.
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Método sdndwich HADAS, kit de Abcam:
e Caspase-9 Human ELISA Kit, Ref. ab119508

Para la lectura colorimétrica se utilizé el espectrofotémetro ELx800
de BioTek Instruments, Inc. con un filtro de 450 nm.

Se sembraron 3 x 10* ¢/p sanas y artrésicas en placas de 48 pocillos,
dejando a las células 24 horas en incubacion en condiciones estandar de
CO», humedad y temperatura para permitir su adhesion. Al cabo de esas
24 horas se cambian los MS por MS para los pocillos control, sin
tratamiento, y MSF para los pocillos correspondientes a cada
concentracion y farmaco. Se realizan cambios de medio cada dos dias.
Las concentraciones estudiadas fueron de 0 y 1 uM para los tres
farmacos. Los sobrenadantes destinados a los ensayos ELISA se
prepararon segln la recomendacion del fabricante, eliminando los
residuos particulados por centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos
a 4°C. Los sobrenadantes deben ser analizados inmediatamente o
alicuotados y mantenidos a -20°C para su analisis posterior.

Los procedimientos fueron realizados en condiciones de esterilidad
dentro de cabina de cultivo siguiendo estrictamente las especificaciones
de cada fabricante, expuestas a continuacién para cada uno. El proceso
esquematizado se muestra en la figura 3/4.

DAS

1.- Se afladen las muestras y los estandares.

2.- Se sella la placa y se incuba a 37°C durante 90
minutos.

3.- Se quita el sello y se descarta el contenido de los
pocillos. En este momento no se realiza ningun lavado,
solamente se seca la placa sobre papel absorbente. No se
deben dejar secar nunca los pocillos por completo.

4- Se afiaden los anticuerpos biotinilados anti- la
molécula problemay se lleva a incubacion a 37°C durante
60 minutos.

5.- Se realizan 3 lavados veces con PBS 0'01M
dejando estar el tampdén en los pocillos 1 minuto,
descartando el tampdn de lavado de cada vez y secando la
placa sobre papel absorbente.

6.- Se afiade la solucibn ABC preparada con
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anterioridad y se incuba la placa a 37°C durante 30
minutos.

7.- Se realizan 5 lavados con PBS 0'01M dejando
estar el tampon en los pocillos 1-2 minutos. Se descarta el
tampdn de lavado de cada vez y se seca la placa sobre
papel absorbente.

8.- Se afiade el cromdgeno TMB e incubar la placa a
37°C en oscuridad durante 25- 30 minutos™*.

9.- Al finalizar el periodo de incubacion se afade la
solucion de parada del TMB. El color vira a amarillo
inmediatamente.

10.- La lectura debe realizarse inmediatamente a 450
nm, 0 en un maximo de 30 minutos tras la adicién de la
solucidn de parada.

HADAS

1.- Se lava la placa 2 veces con el tampon de lavado
preparado, permaneciendo el tamp6n en los pocillos 10-15
segundos, dejandola secar sobre papel absorbente. La
placa debe ser usada inmediatamente. No se deben dejar
secar nunca los pocillos por completo.

2.- Se afiaden a los pocillos las muestras, los
estandares y el anticuerpo de deteccién preparado.

3.- Se sella la placa y se incuba a temperatura
ambiente (18°- 25°C) durante 2 horas.

4.- Se quita el sello y se vacian los pocillos,
realizandose 3 lavados con el tamp6n de lavado preparado,
dejandolo 10- 15 segundos en cada pocillo. Se seca la
placa sobre papel absorbente.

5.-Se aflade el anticuerpo conjugado con HRP
preparado a todos los pocillos.

6.- Se sella la placa y se incuba a temperatura
ambiente (18°- 25°C) durante 1 hora.

7.- Se quita el sello y se vacian los pocillos. Se lavan
3 veces con el tampon de lavado preparado, dejando estar

11 El desarrollo de color puede ser monitorizado antes de que la sefial en los pocillos de
estdndares se sature. Se desarrolla un color azul en los estdndares mas concentrados. Los
pocillos de muestras pueden no mostrar un color diferenciable. De forma general se recomienda
afiadir la solucién de parada cuando el estandar mas alto alcanza un azul oscuro.
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el tampdn en los pocillos 10- 15 segundos. Se seca la placa
sobre papel absorbente.

8.- Se aflade la solucion TMB y se incuba en
oscuridad a temperatura ambiente (18°- 25°C) durante 10
minutos*?.

9.- Pasado este tiempo se afiade la solucién de parada
(&cido fosforico 1M) para interrumpir la reaccion. El color
del pocillo vira a amarillo.

10.- La lectura de la placa debe realizarse
inmediatamente a 450 nm, o en el plazo méximo de 1 hora
si durante ese tiempo se mantiene la placa entre 2° y 8°C
en oscuridad.

ELISA Sandwich DAS

Muestra Formacion del
o producto coloreado

que indica la

- presencia del
Y o antigeno especifico

Y \n;}
\ ! o
O
ELISA Sandwich HADAS \Tﬁ) Y \n//

" Anticuerpos primarios Antigeno diana
#y# Otros
\\ﬂﬁ Lugar de } antigenos
union al Anticuerpo primario .
antigeno conjugado o Enzima
marcador

O~ Anticuerposecundario o Sustratode la
conjugado enzima

Fig. 3/4. Esquema del principio de los dos tipos de ELISA sandwich utilizados.

12 \v/er nota anterior.
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Las absorbancias obtenidas se compararon con una curva de
calibrado obtenida con el analisis simultaneo de los estandares de
concentraciones conocidas y los resultados se analizaron de la forma
descrita en el apartado 3.7. Estudio estadistico.

3.5. TECNICAS DE IMAGEN
3.5.1. Ensayo de cicatrizacion

La toma de imégenes se realizd con el programa OptixCam
ToupView de ToupTek Photonics usando un microscopio Optico
conectado a una camara digital OptixCam Summit SK2-5.2X 5.0MP
PC/MAC Digital Microscope Camera de Microscope LLC. El analisis
de las imagenes se realizO mediante el programa ImageJ 1.51q
desarrollado por el National Institutes of Health (NIH), USA.

Las células, sanas y
artrésicas, se sembraron en MS
a una densidad préxima a la
confluencia (5 x 10* c/cm?) en
placas de 12  pocillos,
permaneciendo 24 horas en
incubacion. Al cabo de esas 24
horas se comprueba la
confluencia y se realizan dos SRSl -~ |
heridas  perpendiculares en
forma de cruz (Fig. 3/5) Fig. 3/5. Ensayo de cicatrizacion por
dividiendo el cultivo en raspado o scratching.
cuadrantes con una punta de
pipeta estéril de 200 pL manteniendo el mismo angulo en todas las
muestras para que las heridas tengan un ancho uniforme. Se aspira el
medio y se lava con PBS para eliminar los restos celulares, afiadiendo
MS para los pocillos control, sin tratamiento, y MSF para los pocillos
correspondientes a cada concentracion y farmaco. Las concentraciones
estudiadas fueron de 0, 0'01, 0'1, 1, 10, 100 uM para los tres farmacos.

Se tomaron imagenes de los mismos campos para comprobar la
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evolucion de las heridas a las 0, 4, 12 y 20 horas (to, ta, t12, t20) usando
un objetivo de 10x aumentos (Fig. 3/6). En cada linea, los cultivos
control sin tratamiento son compartidos por los propios controles y los
cultivos con tratamiento. El punto de toma de imagenes a 20 horas,
aunque pertenece a la fase de saturacion del cultivo, se incluy6 para
comprobar el estado de cierre de la herida.

Latencia Crecimii-:-nto lineal Satu?acién
r \ \

100+

90

80

% Superficie recubierta

704

60(1/|||||||||||||||||||||||
0 5 10 15 20 24

Tiempo (horas)

Fig. 3/6. Puntos elegidos para la toma de imagenes en el ensayo de cicatrizacion.

El programa ImageJ 1.51g mide los valores de cicatrizacion en
porcentaje de superficie libre de células. Los resultados son analizados
de la forma descrita en el apartado 3.7. Estudio estadistico.

3.5.2. Viabilidad por microscopia confocal

En este ensayo se utiliz el sistema de camara de cultivo sobre
portaobjetos especial para el uso en microscopia confocal Lab-Tek™
Chamber Slide™ System, Ref. 177399, de Nunc.

Para la toma de iméagenes se utilizé el servicio proporcionado por
la Rede de Infraestructuras de Apoio a Investigacion e ao
Desenvolvemento Tecnoloxico (RIAIDT), que presta servicios de apoyo
a la investigacion de la Universidade de Santiago de Compostela
(USC). Las muestras fueron observadas bajo el Microscopio Confocal
Espectral Leica TCS-SP2, de LEICA Microsystems Heidelberg GmbH,
Mannheim, Germany localizado en el edificio CACTUS e integrado en
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la RIAIDT. El andlisis de las imagenes se realizé mediante el programa
ImageJ 1.51q desarrollado por el National Institutes of Health (NIH),
USA.

Los reactivos utilizados fueron

e Calceina-AM, Calcein-AM, Ref. 17783, de
Sigma-Aldrich

e loduro de propidio, Propidium iodide, Ref.
P4170, de Sigma-Aldrich

Se sembraron 1'5 x 10* c/cm? artrésicas en cada pocillo de las
camaras de cultivo con MS. dejando a las células 24 horas en
incubacién en condiciones estandar de CO., humedad y temperatura
para permitir su adhesion. A las 24 horas se retira el medio y se afiade
MS para los pocillos control, sin tratamiento, y MSF para los pocillos
correspondientes a cada concentracion y farmaco, realizando cambios
de medio cada dos dias. Al finalizar los periodos de cultivo de 5y 15
dias, se procedio al marcaje y toma de imagenes de las muestras.

Las tinciones de las muestras con calceina-AM e IP se realizaron
de la forma siguiente:

1. Seafiaden 8 uL./mL de calceina-AM al medio de
cultivo, dejando 15 minutos en incubacién.

2. Se retira el medio con una pipeta Pasteur y se
lava con DMEM.

3. Se aflade DMEM que recubra la muestra y se
afiade 1 pL de IP, incubando unos segundos.

4. Se realiza un lavado con DMEM.

5. Se desmontan las cémaras® seglin las
instrucciones del fabricante y se cubren los cultivos con un
cubreobjetos evitando incluir burbujas de aire que
distorsionen el andlisis y disminuyan la calidad de las
imagenes.

6. Se procede a la toma de imagenes teniendo en

13 Es conveniente que el proceso de marcaje y toma de imagenes sea realizado en
condiciones de penumbra para minimizar el riesgo de pérdida de fluorescencia de los
marcadores.
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cuenta las bandas de emision de los fluorocromos (Tabla
3/3). Todas las imagenes se tomaron en las zonas mas
representativas de las cdmaras de cultivo bajo los mismos
parametros y condiciones.

Tabla 3/3. Longitudes de onda maximas de excitacion y emision

Marcador Excitacion Emisiéon Marcaje
Calceina A= 488 nm A=492-550 nm Verde (vivo)
loduro de propidio A= 561 nm A=581-625 nm Rojo (muerto)

3.6. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR QPCR

Los analisis de gqPCR se llevaron a cabo en el Laboratorio
Farmaceéutico de Terapia Celular Amplicel© de la Clinica CEMTRO,
en Madrid.

En el andlisis de gPCR se realiz6 mediante cuantificacion relativa
por el método de comparacion de Cg. De esta forma se puede analizar
el cambio en la expresién génica de una muestra comparando los
valores Cq de un gen diana con un control o gen de referencial*. El
analisis se realiz6 mediante el programa suministrado con el equipo
para tiempo real StepOnePlus™ de Applied Biosystems utilizando las
placas de reaccion MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate
with Barcode, 0'1 mL, Ref. 4346906 junto con las peliculas adhesivas
MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Ref. 4360954

Para la amplificacion se utilizo la mezcla de reaccion TagMan™
Gene Expression Master Mix Ref. 4369016, de Applied Biosystems, que
contiene todos los componentes de la mezcla de reaccidn a excepcion
de sondas y primers (cebadores). Su composicion es la siguiente:

e AmpliTag Gold® ADN Polymerase, es una
polimerasa termoestable con actividad exonucleasa en
direccion 5'-3', que requiere una activacion por calor para
comenzar su actividad. Una vez iniciada la accion
enzimatica es regenerada y continua. El inicio de la

4 La Guia MIQE (45) recomienda evitar el uso del término gen housekeeping.
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amplificacion en caliente proporciona una mayor
sensibilidad, especificidad y rendimiento sobre las
técnicas de PCR convencionales.

e Unamezclade dNTPs condTTP/dUTP y Uracil-
ADN glicosilasa (UDG). El uso de dUTP en las mezclas
de reaccion es critico ya que permite el uso de la UDG para
bloquear cualquier ADN que contenga uridina en las
reacciones de PCR antes de la etapa de amplificacion,
evitando falsos positivos por contaminacion con
amplicones de ciclos anteriores.

e Una referencia pasiva interna basada en el
fluorocromo ROX™ que sirve para normalizar la sefial
emitida por el reporter durante la toma de datos.

Se utilizaron las siguientes sondas, de Applied Biosystems:

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs02758991 gl (GAPDH). Este gen es constitutivo y es
el gen enddgeno al que se referira la expresion.

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs00264051_m1 (COL2A1)

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs00166657_m1 (COL10A1)

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs01048726_m1 (ACAN)

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs00153133_m1 (PTGS2)

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs00159075_m1 (MATN1)

e TagMan® Gene Expression Assays Ref.
Hs00159081_m1 (MATN3)

Cada uno de los TagMan® Gene Expression Assays viene en forma
de premezcla 20x con una concentracion stock de 18 uM para cada
primer forward (hacia delante) y reverse (reverso), y en una
concentracion stock de 5 uM una sonda TagMan® con un grupo MGB
(Minor Groove Binder), grupo que permite aumentar la temperatura de
fusion de la sonda y gracias a ello utilizar sondas cortas; y con un

128




Materiales y Métodos: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad
de los Condrocitos Humanos en Cultivo

fluoréforo sefial o reporter FAM™ en el extremo 5'y un quencher o
desactivador no fluorescente en el extremo 3'.

Cada muestra se analizo por triplicado para cada uno de los genes.

Con este experimento se pretende cuantificar el nivel de expresion
de los genes seleccionados bajo la influencia de los fa&rmacos en ambas
lineas, sana y artrdsica, respecto a sus controles.

Los cddigos para las muestras se resumen de la forma siguiente:

SCO: Cartilago sano, sin tratamiento, to
ACQO: Cartilago artrosico, sin tratamiento, to
SC15: Cartilago sano, sin tratamiento, tis
AC15: Cartilago artrésico, sin tratamiento, tis
SI0: Cartilago sano, indometacina, to

AlOQ: Cartilago artrésico, indometacina, to
SI15: Cartilago sano, indometacina, tis
Al15: Cartilago artrésico, indometacina, tis
SDO: Cartilago sano, diclofenaco, to

ADOQ: Cartilago artrésico, diclofenaco, to
SD15: Cartilago sano, diclofenaco, tis
AD15: Cartilago artrosico, diclofenaco, tis
SBO: Cartilago sano, celecoxib, to

ABO: Cartilago artrdsico, celecoxib, to
SB15: Cartilago sano, celecoxib, tis

ABL15: Cartilago artrésico, celecoxib, tis

Para el ensayo a to se utilizaron los mismos condrocitos que para el
andlisis a tis. Todos los condrocitos compartieron el mismo numero de
subcultivo.

Para los cultivos a tis se sembraron 2 x 10° condrocitos sanos y
artrosicos en jarras de cultivo de 75 cm? con MS dejando a las células
24 horas en incubacién en condiciones estandar de CO2, humedad y
temperatura para permitir su adhesion. A las 24 horas se retird el medio
y se afladi6 MS para las jarras control, sin tratamiento, y MSF
correspondiente a cada concentracion y farmaco realizando cambios de
medio cada dos dias. Al finalizar el periodo de ensayo de 15 dias se
procedio a la extraccion del ARN de estas muestras.

Debido a que se recomienda una cantidad minima de 10° células
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por cada extraccion, se requiere disponer de una poblacién original
numerosa para poder realizar la extraccion inicial a to y asegurar una
poblacion suficiente para realizar los ensayos a tis.

3.6.1. Aislamiento y cuantificacion de ARN

Para realizar este ensayo se necesita una suspension celular que
contenga 10° células en 250 pL de MS. El procedimiento para su
obtencidn se encuentra descrito entre los puntos 2 y 7 del apartado 3.2.3.
Mantenimiento de los cultivos.

Los reactivos utilizados para la extraccion de ARN fueron:

e Trizol® LS Reagent, Ref 10296-028, de
Invitrogen

e  Medio de cultivo suplementado (MS)

e Cloroformo Chloroform, Ref. 372978, de

Sigma-Aldrich

e Isopropanol 2-Propanol, Ref. 19516, de Sigma-
Aldrich

e Agua libre de nucleasas Water, Ref. 95284, de
Sigma-Aldrich

e  Tubos de microcentrifuga tipo eppendorf de 1'5
mL, estériles, libres de nucleasas y apirogénicos.

El protocolo de aislamiento de ARN utilizado se describe a
continuacion:

1. En cada tubo eppendorf estéril identificado se
alicuota una suspensién celular conteniendo 10° células en
250 puL de MS

2. A cada eppendorf se afiade 750 pL de trizol.

3. Seincuba 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Se afiaden 200 pL de cloroformo y se agitan los
eppendorfs durante 15 segundos, incubando 10 minutos a
temperatura ambiente.

5. Secentrifugan durante 15 minutos a 4°C y 13000
rpm.
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6. En eppendorfs nuevos estériles identificados se
afiaden 500 pL de isopropanol y 400 puL de la fase acuosa
del suero (Fig. 3/7 A).

7. Se mezcla invirtiendo los tubos y se incuban 10
minutos a temperatura ambiente.

8.  Se centrifugan durante 20 minutos a 4°C y 13000
rpm (Fig. 3/7 B). Se decantan.

Fig. 3/7. A: Extraccion de ARN. a): Fase acuosa: acidos nucleicos, polisacaridos y
sales; b) Interfase: proteinas; c) Fase organica: otras proteinas y lipidos.
B: Precipitacion del ARN con isopropanol.

9. Seafade 1 mL de etanol 75% a cada tubo.

10. Se centrifugan durante 5 minutos a 4°C y 13000
rpm. Se decantan.

11. Unavez decantados, se invierten los eppendorf y
se dejan secar los pellets durante unos diez minutos®®.

12. Seresuspenden bien los pellets en 10 pL. de agua
libre de nucleasas.

13. Se alicuotan 2 pL en eppendorfs nuevos y
estériles identificados para la posterior cuantificacion de la
cantidad de ARN extraida por cada muestra.

14. Los viales originales con los 8 pL restantes se

15 El tiempo de secado es orientativo y depende de la cantidad de etanol que haya quedado en
el tubo. Tras la decantacidn el pellet es de color blanquecino; una vez el etanol se ha evaporado
el pellet es menos evidente.
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conservan a -20°C?16,

Para la cuantificacion y verificacion de la calidad del ARN extraido
se utiliza un espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 de Thermo
Scientific, usando el programa de anélisis de muestras NanoDrop 1000
Operating Software, version 3.8.1 asociado.

1. Se abre el programa y se selecciona la medicion
del ratio 260/280 para ARN.

2. Se carga 1 pL de la alicuota de ARN en el
NanoDrop; se procede a la lectura.

3. Para una buena calidad de extraccion, el ratio
260/280 debe situarse entre 1'7 y 2'1.

4.  Se recoge el valor de la medicion y se registra el
nombre y concentracion de cada muestra en ng/pL.

5. Es imprescindible limpiar el sistema de
recepcion de muestra del NanoDrop entre mediciones.

6. A partir de los datos obtenidos se calcula el
volumen de muestra que contiene 1 pg de ARN.

3.6.2. Sintesis y cuantificacion del cDNA

Previo a la sintesis del cDNA hay que eliminar el ADN genémico
(gDNA), que puede interferir dando falsos resultados tras la gPCR. Se
utilizd DNase |, RNase-free, #EN0525, de Thermo Scientific siguiendo
las disposiciones descritas por el fabricante, y un termociclador
Thermomixer comfort de Eppendorf para tubos de microcentrifuga de
1'5 mL. El proceso se realiza como sigue:

1. Se programa el termociclador a 37°C.

2. Entubos de 1'5 mL debidamente identificados se
afiaden en un orden definido los diferentes reactivos.

3. Primero el volumen de muestra correspondiente
alugde ARN

4. Después 1 pL del buffer 10X con MgCl..

16 Este paso no es necesario si la eliminacion del ADN gendmico se va a realizar el mismo dia
en el plazo de horas. En este caso seria menos lesivo para el ARN el mantenimiento en nevera
a 4°C hasta su procesado que los efectos de la congelacion y descongelacion continuadas.
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5. En tercer lugar 1 pL de DNasa I libre de
RNasas?’.

6. Por dltimo, agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen final de 10 pL.

7. Seintroducen en el termociclador y se incuban a
37°C durante 30 minutos.

8. Se quitan del termociclador y se sube la
temperatura a 65°C.

9. Seafiade a cada tubo 1 uL de EDTA 50 mM.

10. Se incuban a 65°C durante 10 minutos.

11. Al cabo de ese tiempo se quitan los tubos y se
mantienen en frio, pero se mantiene el termociclador a
65°C, ya que Se necesita esa temperatura en pasos
posteriores.

12. El ARN preparado se va a utilizar como plantilla
para la transcriptasa inversa a utilizar en la fase siguiente.

Para la sintesis del cDNA se utilizd el RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis kit, #K1632, de Thermo Scientific.

13. Se descongelan los reactivos, se mezclan por
inversion y se centrifugan un segundo para bajar los
componentes al fondo del tubo.

14. En un nuevo eppendorf de 1'5 mL esteéril y libre
de nucleasas, mantenido en frio, se recoge un volumen
correspondiente a 0'1 ng-5 pg de muestra del ARN a
utilizar como plantilla.

15. A cada muestra se le afiade 1 pL de primer
oligo(dT)1s mezclando bien.

16. Se completa con agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 12 uL.

17. Las muestras se incuban en el termociclador a
65°C durante 5 minutos.

18. Pasado ese tiempo, se sacan, se enfrian en hielo,
se centrifugan un segundo para bajar la mezcla al fondo
del tubo y se devuelven al hielo.

19. Se baja la temperatura del termociclador a 45°C
en preparacion para los pasos siguientes.

17El protocolo recalca que no se utilice mas de 1 U de DNasa I por cada ug de ARN.
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20. Se afaden en cada muestra y en el orden
establecido los restantes reactivos.

21. Primero 4 pL del buffer de reaccion 5X.

22. Después 1 pL del inhibidor de RNasa Ribolock.

23. En tercer lugar 2 pL del mix ANTP 10 mM.

24. Por tultimo 1 uL de la transcriptasa inversa
RevertAid H Minus M-MuLV.

25. Se mezclan los componentes y se centrifuga un
segundo para bajar la mezcla al fondo de cada vial. En este
momento las muestras poseen un volumen de 20 uL.

26. Las muestras se incuban en el termociclador a
45°C durante 60 minutos. A los 59 minutos se sube la
temperatura del termociclador a 70°C.

27. Se acaba la reaccion calentando las muestras a
70°C durante 5 minutos.

28. Se alicuotan 2 pL de cada producto de reaccion
en eppendorfs nuevos y estériles identificados para la
posterior cuantificacion de la cantidad de cDNA
sintetizada en cada muestra.

29. Los viales originales con los 18 pL restantes se
pueden conservar a -20°C o ser almacenados a -70°C.

Para determinar la pureza del cDNA obtenido, se examina la ratio
260/280, utilizando el ya mencionado espectrofotdbmetro NanoDrop®
ND-1000. El procedimiento de cuantificacion es similar:

1. Se abre el programa y se selecciona la medicién
de la ratio 260/280 para ADN.

2. Se carga 1 pL de la alicuota de cDNA en el
NanoDrop, se procede a la lectura.

3. Laratio 260/280 debe situarse entre 1'7 y 2'1.

4. Serecoge el valor de la medicion y se registra el
nombre y concentracion de cada muestra en ng/pL.

5. Es imprescindible limpiar el sistema de
recepcion de muestra del NanoDrop entre mediciones.

6. Se diluye el cDNA para tener una concentracion
de 200 ng/pL.

7. Los viales de cDNA asi diluidos pueden ser
conservados a -20°C o ser almacenados a -70°C.
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8. Para llevar a cabo las reacciones de qPCR se
necesitaran 200 ng/pL por muestra, esto es 1 pL.

3.6.3. Estudio del perfil de expresion génica por qPCR
3.6.3.1. Disefio del analisis

Una vez obtenidos los cDNA a analizar, para ahorrar tiempo y
optimizar los reactivos es conveniente realizar un disefio previo del
analisis en papel con una plantilla que simule una placa de 96 pocillos
y calcular los volimenes de reactivos a utilizar teniendo en cuenta el
nimero de muestras a testar y los NTCs'® correspondientes para cada
gen a amplificar, calculando un exceso de 1 o 2 reacciones. El volumen
de cada reactivo por cada muestra (reaccion) fue 8 puL de agua, 10 pL
de TagMan® Gene Expression Master Mix, y 1 pL. de Gene Expression
Assays, debiendo afiadirse en este orden.

Se establece un volumen de reaccion estandar de 20 puL por pocillo,
45 ciclos y el perfil térmico del método a ejecutar, establecido con los
siguientes tiempos y temperaturas: 2 minutos a 50°C; 10 minutos a
95°C; 15 segundos a 95°C; 1 minuto a 60°C.

3.6.3.2. Preparacion de las placas de reaccion y analisis.

Las placas de reaccién se preparan a temperatura ambiente. Es
fundamental que nunca se pongan en hielo para evitar fendmenos de
condensacion y ensuciamiento de la placa.

1. LaTagMan® Gene Expression Master Mix debe
mantenerse en hielo, protegida de la luz.

2. Se descongelan los cDNA que van a ser
analizados y se mantienen en hielo hasta su utilizacion.

3. Se descongelan los reactivos TagMan® Gene
Expression Assay, protegidos de la luz.

18 _os NTC (No Template Control) van a llevar los mismos reactivos que cualquier otro pocillo
excepto la carga de cDNA, cuyo volumen va a ser suplido por agua libre de nucleasas para no
alterar el volumen final de 20 pL por pocillo. EI NTC se utiliza como control negativo que
indica que la reaccién no esta contaminada.
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4. Para cada muestra, se preparan las mezclas de
amplificacién sin ¢cDNA en un eppendorf estéril e
identificado con nombre del gen a analizar.

5. De la mezcla preparada se dispensan 19 puL. en
los pocillos correspondientes de la placa de PCR.

6. Se afiade 1 puL del ¢cDNA correspondiente
(200ng/pL)*.

7. Se sella la placa con las peliculas adhesivas
presionando con el aplicador y se recorta el sobrante por
la linea de puntos con el borde del aplicador.

8. Se inserta la placa firmemente cuidando de no
agitarla en el blogue térmico del aparato StepOnePlus™,

9. Se empuja el blogue térmico comprobando que
gueda bien cerrado

10. Se inicia el analisis y al finalizar, se guardan los
datos del experimento para su estudio posterior.

3.6.3.3. Analisis de los datos mediante el método comparativo
de Cq

Los resultados se analizan combinando los dos programas de
Applied Biosystems. Mediante el programa StepOne Software v2.3 se
disefia el experimento y se llevan a cabo la lectura de las placas y la
toma de datos, estableciéndose un mismo umbral para cada uno de los
genes en todas las muestras. Las muestras en las que no se produce la
amplificacion del gen diana en la gPCR son negativas para ese geny se
denominan no amp (no amplificacion). El programa DataAssist v3.01
estd disefiado para llevar a cabo el célculo de RQ (cuantificacion
relativa) usando el método comparativo del Cq (AACQ).

Los resultados de RQ obtenidos con el programa DataAssist se
normalizan a los valores del gen de referencia aplicando la formula
Log2RQ, obteniendo una valor que es la medida del cambio entre la
medicion de la muestra de referencia y la de la muestra diana. Si gen
diana se sobreexpresa respecto a la muestra de referencia el valor sera
un namero positivo, si se subexpresa sera negativo.

19 Es muy importante que no aparezcan burbujas en el interior de los pocillos, ya que interfieren
con el analisis y anulan la muestra.
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3.7. ESTUDIO ESTADISTICO

Se describe el andlisis prospectivo del estudio (Tabla 3/4) realizado
con el programa de andlisis estadistico Minitab v18.1, de Minitab, Inc.

Las medidas de resultado se obtienen en relacion con las
caracteristicas de las variables asociadas a cada técnica, no siendo
aplicable a todas las variables el analisis estadistico:

Técnica
Variable
Categorizacion
Tipo de variable

el NS>

1. Ensayo de proliferacién celular mediante MTT

2. Indice de actividad proliferativa

3. % de células con capacidad proliferativa con
respecto al control

4. Cuantitativa continua

1. Cuantificacion de glicosaminoglucanos

2. Concentracion (ug/ml)

3. Microgramos de glicosaminoglucanos por
mililitro de la muestra frente a control

4. Cuantitativa continua

1. Ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA)

2. Concentracion (pg/ml)

3. Microgramos de compuesto por mililitro de
muestra

4. Cuantitativa continua

Ensayos de cicatrizacion (wound healing)
% de superficie libre

% de superficie libre frente a control
Cuantitativa continua

A
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1. Viabilidad por microscopia confocal con
calceina-AM vy ioduro de propidio

2. Morfologia celular

3. Normal/alterada

4. Cuantitativa nominal dicotomica

1. Viabilidad por microscopia confocal con
calceina-AM y ioduro de propidio

2. Viabilidad

3. Vivo (viable)/Muerto (no viable)

4. Cuantitativa nominal dicotomica

1. Andlisis de la expresion génica por PCR a
tiempo real (QPCR)

2. Amplificacion

3. Amplifica/No amplifica

4. Cuantitativa nominal dicotomica

1. Andlisis de la expresion génica por PCR a
tiempo real (QPCR)

2. Cuantificacion de la amplificacién

3. Valores de cuantificacion relativa de la muestra
frente a control

4. Cuantitativa continua
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Tabla 3/4. Justificacion estadistica del tamafio muestral

Tamafo de la muestra para intervalos de tolerancia

Método

Nivel de confianza 95%
Porcentaje minimo de poblacién en el intervalo 10%
Probabilidad de que la cobertura de la poblacion exceda p* 0,05

Tamafo de muestra para intervalo de tolerancia de 95%

p* Método Método no Confianza Probabilidad de
normal paramétrico lograda error alcanzada
95,000% 3 4 99,6% 0,014

P* = Porcentaje mdximo aceptable de poblacion en el intervalo
El nivel de confianza alcanzado y la probabilidad de error alcanzada se aplican
sélo al método no parameétrico.

Tamafio de la muestra para estimacion

Método
Parametro Media
Distribucion Normal
Desviacion estandar 0,05 (estimacion)
Nivel de confianza 95%

Intervalo de confianza Bilateral

Resultados
Margen de error Tamano de la muestra
0,05 7

Potencia y tamafo de la muestra

Prueba t de 2 muestras

Probando la media 1 = media 2 (vs. #)

Calculando la potencia para la media 1 = media 2 + diferencia
a = 0,05 Desviacion estandar asumida = 0,05

Resultados
Diferencia Tamano de la muestra Potencia
0,1 10 0,988179

El tamano de la muestra es para cada grupo.

Para la realizacion del estudio estadistico correspondiente a los
resultados numéricos de los ensayos colorimétricos y de cicatrizacion
se utilizo el programa Minitab v18.1, de Minitab, Inc.
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Para llevar a cabo el anélisis estadistico se utilizaron un minimo de
tres réplicas bioldgicas (n=3) con triplicados para cada muestra. Una
vez recogidas todas las observaciones se inicia el analisis descriptivo de
las mismas, comenzando por realizar un test de Kolmogorov-Smirnov
para confirmar que los datos siguen una distribucion normal. En los
casos en los que la nube de datos sigue una distribucion normal se
realizan tests t de Student para encontrar diferencias entre pares de
muestras con un intervalo de confianza bilateral, asumiendo la
correccion de Welch bajo el supuesto de varianzas desiguales. En los
casos en los que los datos no siguen una distribucién normal se realiza
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con el mismo fin,
escogiéndose el valor p para datos ajustados para empates ya que el
valor p ajustado es por lo general més exacto que el valor p sin ajustar.

Los resultados numéricos definitivos son redondeados hacia arriba
a tres digitos a la derecha del separador decimal.

Las pruebas se realizaron con un nivel de significacion estadistica
del 5% (00.05).
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAYOS COLORIMETRICOS

4.1.1. Efecto de los farmacos en estudio sobre la proliferacion
celular

4.1.1.1. Célculo del I1Csp para los farmacos
Con el andlisis de las curvas dosis-respuesta mediante el programa
GraphPad Prism se obtuvieron los valores ICso (Tabla 4/1) para ambas
lineas celulares, sana y artrosica, tras el tratamiento a cinco dias con los
tres farmacos.

Tabla 4/1. Valores ICsp a cinco dias.

Farmaco Cultivo I1Cs0
Artrésico 304'1 UM
Indometacina
Sano 522'9 uM
Artrésico 268’5 UM
Diclofenaco
Sano 792'9 UM
Artrosico 48 UM
Celecoxib
Sano 153'8 UM

Segun los resultados obtenidos, los valores ICso bajo tratamiento
con cualquiera de los tres farmacos son superiores en las lineas sanas,
oscilando entre 1'7 y 3 veces para indometacina y diclofenaco, y 32
veces bajo tratamiento con celecoxib.

Estos datos sugieren que la proliferacion de las células sanas es
menos sensible al tratamiento con el farmaco, o, visto desde otro
enfoque, que en los cultivos sanos se necesita una dosis mayor de
farmaco para que la proliferaciéon de los condrocitos se vea afectada
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negativamente. También segln los datos, el tratamiento con
diclofenaco seria el que menos afectaria a la proliferacion, y el
tratamiento con celecoxib, especialmente en cultivos artrésicos, el que
mas.

4.1.1.2. Estudio de la proliferacion celular mediante MTT
El analisis estadistico reveld las diferentes concentraciones a las
que se produjo un descenso significativo de la proliferacion (Tabla 4/2)

con los distintos tratamientos en ambas lineas celulares.

Tabla 4/2. Concentraciones a las que se observan cambios significativos en la
proliferacion de los cultivos respecto al control sin tratamiento.

Indometacina
Cultivo 5 dias 10 dias 15 dias
Artrosico 10 UM 10 uM 10 UM
Sano *) 01 pM 10 pM
Diclofenaco
Cultivo 5 dias 10 dias 15 dias
Artrosico 10 pM (**) 10 UM
Sano (***) 01 pM 01 pM
Celecoxib
Cultivo 5 dias 10 dias 15 dias
Artrésico 001 uM 1 UM 1 UM
Sano 10 pM 001 pM 01 pM
(*): Se observan a 0'01 y a partir de 1 pM, pero no a 0'1 pM. (**): No aparecen a
ninguna concentracion. (***): Se detectan a 0'1 y a partir de 10 M, pero no a 1 pM.

Se puede apreciar mediante las graficas (Fig. 4/MTT/1) el efecto
dosis-dependiente de cada farmaco sobre la proliferacion, mas acusado
con el celecoxib que con indometacina o diclofenaco.
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Fig. 4/MTT/1. Diagrama de barras para las medias del estudio de proliferacion
celular para indometacina, diclofenaco y celecoxib a concentraciones 0 a 100 pM
en cultivos sanos y artrosicos. Concentraciones a las que se observa un cambio
significativo en la proliferacion: *-cultivos artrésicos; t-cultivos sanos. Datos para
indometacina-5 dias-sano; diclofenaco-10 dias-artrésico, y diclofenaco-5 dias-sano
disponibles en Tabla 4/2.

Los estadisticos descriptivos para este ensayo se recogen con la
media, desviacion estandar (SD), error estandar de la media (EE) y
limites de los intervalos de confianza (IC) al 95% en 9. Apéndice
(Tablas 9/1-9/6). Asimismo, un esquema de las significancias de las
pruebas colorimétricas, entre las que se incluye este ensayo, se puede
encontrar en el mismo 9. Apéndice (Tablas 9/15-9/24).
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4.1.1.2.1. Comparacion entre controles

Los controles no son comparables debido a la normalizacion de los

datos, que iguala las medias al valor 100 (100% de capacidad
proliferativa).

4.1.1.2.2. Indometacina en cultivos artrésicos

No se observaron diferencias Al
significativas en la proliferacion entre | 3£ 18
. - ‘5 e
los tres puntos de estudio (Fig. | £§ &
4/MTT/2), ni respecto a la capacidad | %2
proliferativa de los controles artrésico A —————
(Fig. 4/MTT/3) o sano (Fig. Fig. 4/MTT/2. Cultivos artrésicos.
4/MTT/4)- Indometacina (Al).
mAl OAC mAl asc
- @ 120 - @ 120
L - : 25 1o :
SE 80 & 80
LER IS I I Hl
§5 40 §s 40
®a 20 ®a 20
0 0 —
5dias 10dias 15 dias 5dias  10dias 15 dias
Fig. 4/MTT/3. Cultivos artrosicos. Fig. 4/MTT/4. Indometacina en
Indometacina (Al), control (AC). cultivos artrésicos (Al), control

sano (SC).
4.1.1.2.3. Indometacina en cultivos sanos

Bajo tratamiento, la proliferacion a 10 dias resultdo ser
significativamente menor que la cuantificada en los otros dos puntos de
estudio (Fig. 4/MTT/5). En la comparacién con el control sano, fue
estadisticamente inferior, con un nivel de significancia de a=0'05, bajo
tratamiento durante los dos primeros periodos de ensayo (Fig.
4/MTT/6).
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Fig. 4/MTT/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), control (SC).

4.1.1.2.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

El tratamiento con diclofenaco
provocd una merma significativa en la
proliferacion a los 15 dias desde la
siembra (Fig. 4/MTT/7), que no
resultd ser significativa frente a su
control (Fig. 4/MTT/8) pero si frente
al control sano (Fig. 4/MTT/9).

mAD  OAC

I

L

5dias 10dias 15 dias

NLORON
[=l=lalalals)=]

% capacidad
proliferativa

Fig. 4/MTT/8. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD), control (AC).
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Fig. 4/MTT/7. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD).
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Fig. 4/MTT/9. Diclofenaco en
cultivos artroésicos (AD) y control

sano (SC).

4.1.1.2.5. Diclofenaco en cultivos sanos

No se encontraron diferencias en la proliferacion a lo largo del
tratamiento con diclofenaco en los cultivos sanos (Fig. 4MTT/10). En
la comparacion con los cultivos control sano se detectd una pérdida en
la proliferacion a los 10 y 15 dias (Fig. 4/MTT/11).
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Fig. 4/MTT/10. Cultivos sanos.
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Fig. 4/MTT/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), control (SC).

4.1.1.2.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

No se estimaron diferencias
significativas en la proliferacion entre
los tres puntos de estudio en los
cultivos  con  celecoxib  (Fig.
4/MTT/12), aunque esta si fue
significativamente menor a la
observada en los controles artrésico
(Fig. 4/MTT/13) y sano (Fig.
4IMTT/14).
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Fig. 4/MTT/13. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB),
control (AC).
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Fig. 4/MTT/12. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB).
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Fig. 4/MTT/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB) y control

sano (SC).

4.1.1.2.7. Celecoxib en cultivos sanos

La proliferacion en los cultivos sanos disminuyé de forma
significativa a los 10 y 15 dias de incubacion con el farmaco (Fig.
4/MTT/15), siendo tambien significativamente menor en estos periodos
a lo detectado en los cultivos control (Fig. 4/MTT/12).
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4.1.1.2.8. Comparacion
artrésicos

No se apreciaron diferencias
significativas sobre el efecto en la
capacidad proliferativa entre los
farmacos indometacina y diclofenaco
(Fig. 4/MTT/17), sin embargo, el
tratamiento con celecoxib si redujo
significativamente la proliferacion
respecto a los otros farmacos en al
menos dos de los tres puntos de
estudio (Figs. 4/MTT/18-19).
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Fig. 4/MTT/18. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).
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Fig. 4/MTT/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB), control (SC).
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Fig. 4/MTT/17. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al),
diclofenaco (AD).
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Fig. 4/MTT/19. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD),
celecoxib (AB).
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4.1.1.2.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

El efecto sobre la proliferacién en
cultivos sanos fue similar para los tres
farmacos (Figs. 4/MTT/20-22), menos
bajo tratamiento con celecoxib a 15
dias, en que la proliferacion fue
significativamente menor frente a los
valores observados bajo tratamiento
con indometacina en el mismo periodo
(Fig. 4/MTT/21).
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Fig. 4/MTT/21. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).

% capacidad
proliferativa
=]
o

gy
MNbhoON
[slslaleY=]=]

% capacidad
proliferativa

o

5dias 10dias 15 dias

Fig. 4/MTT/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco
(SD).

ey
=13
oo

% capacidad

proliferativa
oo

o566

A

NI

5dias 10dias 15 dias

o

Fig. 4/MTT/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).

4.1.1.2.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre

las lineas celulares

El efecto sobre la proliferacion
fue similar bajo tratamiento con
indometacina o diclofenaco entre los
cultivos sanos y artrésicos (Figs.
4/MTT/23-24). En cambio, si se
encontraron diferencias significativas
entre cultivos bajo tratamiento con
celecoxib a 5 y 10 dias, detectandose

mAl oSl

% capacidad
proliferativa
o
1<)

5dias 10dias 15 dias

Fig. 4/MTT/23. Comparacion
tratamientos indometacina.

una menor proliferacion en los cultivos artrésicos en estos periodos

(Fig. 4/MTT/25).
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Fig. 4/MTT/24. Comparacion Fig. 4/MTT/25. Comparacion

tratamientos diclofenaco. tratamientos celecoxib.

4.1.2. Cuantificacion de sGAG

Los estadisticos descriptivos para las pruebas de cuantificacion de
SGAG se recogen con la media, desviacion estandar (SD), error
estandar de la media (EE) y limites de los intervalos de confianza (IC)
al 95% en 9. Apéndice (Tabla 9/7), junto con un esquema de los
resultados del anélisis estadistico de las pruebas colorimétricas (Tablas
9/15-9/24).

Se describen a continuacion los resultados del andlisis estadistico
para cada prueba y farmaco, a las concentraciones de 0y 1 uM.

4.1.2.1. Comparacion entre controles

No se hallaron diferencias
significativas en los valores basales
entre cultivos sanos y artrésicos ni

entre los periodos de estudio de cada 01 i:[:, iﬁ ij

uno (F|g 4/GAG/1) 5dias  10dias 15 dias

Fig. 4/GAG/1. Cultivos control
artrosico (AC), sano (SC).

mAC @SsC

pg/mL
cooo
N W hbh WU

4.1.2.2. Indometacina en cultivos artrosicos

El tratamiento con indometacina parece aumentar la concentracién
de sGAG en la matriz a lo largo del tiempo. A pesar de la grafica, no se
detectaron diferencias significativas en el contenido de SGAG entre los
periodos de estudio (Fig. 4/GAG/2). Tampoco Se encontraron
diferencias significativas respecto a su control (Fig. 4/GAG/3.

150




Resultados: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los

Condrocitos Humanos en Cultivo

mAl

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1 . ‘
o (EEE

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/2. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al).

Si se encontraron diferencias
significativas a 5 y 15 dias bajo
tratamiento respecto al control sano

(Fig. 4/GAG/4).
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o i m I
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Fig. 4/GAG/3. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al), control (AC).
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Fig. 4/GAG/4. Indometacina en
cultivos artrosicos (Al), control
sano (SC).

4.1.2.3. Indometacina en cultivos sanos

El contenido de SGAG en los cultivos sanos aumento con el tiempo
bajo tratamiento de forma no significativa (Fig. 4/GAG/5). Con una
significancia de a=0'05, el contenido de sGAG a 5 dias resultd ser
significativamente inferior al del control. No se observaron diferencias
significativas entre los periodos siguientes (Fig. 4GAG/6).
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Fig. 4/GAG/5. Cultivos sanos.
Indometacina (SI).
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Fig. 4/GAG/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), control (S5C).
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4.1.2.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

El aumento en el contenido de
SGAG en el tiempo no es significativo
entre periodos (Fig. 4/GAG/7), ni
frente a su control (Fig. 4/GAG/8). Al
igual que bajo tratamiento con
indometacina, el tratamiento con
diclofenaco provoco una liberacion
significativamente menor de sGAG a

BAD

e

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/7. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD).

5 dias frente al control sano (Fig. 4/GAG/9).
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Fig. 4/GAG/8. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD), control (AC).

EAD @SC

il W

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/GAG/9. GAG. Diclofenaco
en cultivos artrosicos (AD),
control sano (SC).

4.1.2.5. Diclofenaco en cultivos sanos

En cultivos sanos, existen diferencias significativas entre los
valores de SGAG obtenidos a 5 y 10 dias (Fig. 4/GAG/10). Los valores
a 10 dias bajo tratamiento con diclofenaco resultaron ser
significativamente diferentes respecto a los valores basales para el
mismo periodo (Fig. 4/GAG/11).

osb msSD mSC
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/GAG/10. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD).
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Fig. 4/GAG/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), control (SC).
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4.1.2.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

El contenido en sGAG en la matriz bajo tratamiento con celecoxib
aumento significativamente a los 15 dias en comparacion con los
periodos anteriores (Fig. 4/GAG/12). Frente a los valores artrgsicos
basales, los niveles de SGAG a 5y 10 dias fueron significativamente
menores (Fig. 4/GAG/13).

HAB mAB OAC

=205 20,5
£ 04 S04 :
<03 . =03

0,2 02 ] . :

0 0, T

5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/12. GAG. Cultivos Fig. 4/GAG/13. Cultivos

artrosicos. Celecoxib (AB). artrosicos. Celecoxib (AB) y

control (AC).

Respecto a la concentraciéon de mAB OSC
SGAG en los cultivos control sanos, el | E 0
resultado fue similar a lo calculado en *03 _
los controles artrosicos  (Fig. 313 -EI _‘ﬁ ID
4/GAG/14) ° 5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB), control
sano (SC).

4.1.2.7. Celecoxib en cultivos sanos

El celecoxib provoca en cultivos sanos un aumento en el contenido
de sGAG a lo largo del estudio que no resulta significativo en ningun
caso (Fig. 4/GAG/15). En comparacion con los niveles basales si se
observd a 5 dias una disminucion significativa, con un nivel de
significancia de 0=0'05, en el contenido de SGAG (Fig. 4/GAG/16).
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Fig. 4/GAG/15. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).
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Fig. 4/GAG/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB), control (SC).

4.1.2.8. Comparacion entre farmacos en cultivos artrésicos

El efecto del tratamiento con indometacina frente al diclofenaco
(Fig. 4/GAG/17) y frente al celecoxib (Fig. 4/GAG/18) fue similar, sin
encontrarse diferencias significativas en el contenido de sGAG en la

matriz.

mAl ©AD

o
0’8 .

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/GAG/17. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).

Por el contrario, si se hallaron
diferencias en el periodo de 10 dias
entre los tratamientos con diclofenaco
y celecoxib, en donde el contenido de
SGAG fue significativamente menor
en los cultivos tratados con el coxib

(Fig. 4/GAG/19).

BAl OAB

¢ o B
0,; :

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/GAG/18. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).

mAD OAB

°:;-h‘:ﬁ;i]j

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/19. GAG. Cultivos
artroésicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).

4.1.2.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

Se obtuvieron valores de SGAG significativamente superiores a 5
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dias bajo tratamiento con diclofenaco que bajo tratamiento con
indometacina (Fig. 4/GAG/20) o celecoxib (Fig. 4/GAG/21).
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Fig. 4/GAG/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco
(SD).

El estudio estadistico no ofrecid
diferencias significativas en los
niveles de SsGAG entre los
tratamientos con indometacina o
celecoxib en cultivos sanos (Fig.
4/GAG/22).
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Fig. 4/GAG/21. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y celecoxib (SB).
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Fig. 4/GAG/22. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).

4.1.2.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre las

lineas celulares

Al comparar cultivos sanos vy
artrésicos, el tratamiento  con
indometacina (Fig. 4/GAG/23) o
celecoxib (Fig. 4/GAG/25) no ofrecio
diferencias  significativas en la
liberacion de sGAG entre ambas
lineas.

Por el contrario, la cantidad de

mAl OSI

205
$o4 '
20,3

e s W

0,1 :

g EES
5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/GAG/23. Comparacion
tratamientos indometacina.

SGAG liberada aumento de forma significativa en los cultivos artrésicos
tratados con diclofenaco a 10 y 15 dias (Fig. 4/GAG/24)
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Fig. 4/GAG/24. Comparacion Fig. 4/GAG/25. Comparacion
tratamientos diclofenaco. tratamientos celecoxib.
4.1.3. ELISA

Los estadisticos descriptivos para las pruebas ELISA se recogen
con la media, desviacion estandar (SD), error estandar de la media (EE)
y limites de los intervalos de confianza (IC) al 95% en 9. Apéndice
(Tablas 9/8-9/14), junto con un esquema de los resultados del analisis
estadistico de las pruebas colorimétricas (Tablas 9/15-9/24).

Se analizan ahora las diferencias significativas encontradas en el
analisis estadistico para cada prueba y farmaco, a las concentraciones
deOy1puM.

4.1.3.1. MMP-13

4.1.3.1.1. Comparacion entre controles

La liberacion basal de MMP-13
fue significativamente superiora10y | g 2500

15 dias en la linea artrésica (Fig. |2 %00 :
1000
4/MMP/1a). — ﬁ

500
En la linea artrdsica se observd un 0
aumento significativo en la liberacion
a 10 y 15 dias (Fig. 4/MMP/1b)
mientras que en la linea sana los
valores obtenidos a 10 y 15 dias fueron significativamente diferentes
entre ellos y significativamente inferiores a los cuantificados a 5 dias
(Fig. 4/MMP/1c).

mAC OSC

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/MMP/1a. Cultivos control
artrosico (AC) y sano (SC).
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Fig. 4/MMP/1b. Cultivos control
artrésico (AC).
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Fig. 4/MMP/1c. Cultivos control
sano (5C).

4.1.3.1.2. Indometacina en cultivos artrosicos

Los niveles de MMP-13
aumentaron significativamente a 10 y
15 dias bajo tratamiento con
indometacina (Fig. 4/MMP/2), siendo

mAl
TEI 2500
= 2000
2 1500
1000

*
500
e

significativamente inferiores a los
niveles basales en los tres puntos de
estudio (Fig. 4/MMP/3). Las
diferencias con el control sano

5 dias

10 dias

15 dias

Fig. 4/MMP/2 Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al).

unicamente fueron significativas a 10 y 15 dias, con una mayor
liberacion en el cultivo artrésico (Fig. 4/MMP/4).
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Fig. 4/MMP/3. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y control (AC).
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Fig. 4/MMP/4. Indometacina en
cultivos artrosicos (Al) y control
sano (SC).

4.1.3.1.3. Indometacina en cultivos sanos

En los cultivos sanos, el aumento en la concentracion de MMP-13

liberada al medio fue significativo a 15 dias frente al periodo inicial
(Fig. 4/MMP/5). Por otra parte, el tratamiento con indometacina
provoco una disminucion significativa en la liberacion de MMP-13 a 5
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y 15 dias respecto a su control (Fig. 4/MMP/6).

=S msl  osC
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5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/MMP/5. Cultivos sanos. Fig. 4/MMP/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI). Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.1.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

Bajo tratamiento con diclofenaco, el aumento en la liberacion de
MMP-13 fue significativo a los 15 dias respecto a los valores iniciales
(Fig. 4/MMP/T7). Frente a los valores basales, los niveles de enzima
fueron menores bajo tratamiento, con diferencias significativas en el
periodo de 15 dias (Fig. 4/MMP/8).
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1000~ 1000 ﬁ
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/MMP/7. Cultivos artrosicos. Fig. 4/MMP/8. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD). Diclofenaco (AD) y control (AC).

El tratamiento no consiguid
mejorar los niveles de MMP-13 frente | 2 2500

al control sano. Con un nivel de | 222

significancia a=0'05, el aumento en la 1000 L i
[

mAD 0OSC

liberacion de esta metaloproteinasa O a0 15 i

fue significativo a 15 dias (Fig. Fig. 4/MMP/9. Diclofenaco en

4/MMP/ 9)- cultivos artrésicos (AD) y control
sano (SC).
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4.1.3.1.5. Diclofenaco en cultivos sanos

No se estimaron diferencias significativas en el tiempo durante el
tratamiento con diclofenaco en cultivos sanos (Fig. 4MMP/10). La
liberacion de MMP-13 bajo tratamiento con diclofenaco fue

significativamente menor a 5y 15 dias frente a los valores basales (Fig.
4/MMP/11).
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Fig. 4/MMP/10. Cultivos sanos.

Fig. 4/MMP/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD).

Diclofenaco (SD) y control (SC).
4.1.3.1.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

No se observaron diferencias significativas en los niveles de MMP-
13 durante el tratamiento con celecoxib en cultivos artrésicos (Fig.
4/MMP/12), obteniéndose concentraciones significativamente menores
bajo tratamiento 5 y 15 dias (Fig. 4/MMP/13).

BAB BAB OAC
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2000 = 2000
2 1500 2 1500 N
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5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/MMP/12. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB).

/mL

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/MMP/13. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB) y
control (AC).
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Durante la comparacion con el
control sano, el programa no mostro
diferencias significativas en los
niveles de MMP-13 con el control

£ 2500
> 2000
S 1500
1000
500

mAB  OSC

sano en ninguno de los puntos de 0
estudio (Fig. 4/MMP/14).

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/MMP/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB) y control
sano (SC).

4.1.3.1.7. Celecoxib en cultivos sanos

La cantidad de proteinasa liberada aument6 de forma significativa
bajo tratamiento con celecoxib a los 15 dias (Fig. 4/MMP/15), siendo
significativamente inferior a 5 dias frente a los niveles basales (Fig.

4/MMP/16).
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Fig. 4/MMP/15. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).

0 S

5 dias 10 dias

4.1.3.1.8. Comparacién
artrésicos

Se apreciaron diferencias
significativas a 15 dias entre todos los
tratamientos, siendo el celecoxib el
farmaco que provocé una mayor
disminucion en la liberacion de
proteinasa, seguido por la
indometacina (Figs. 4/MMP/17-19).
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Fig. 4/MMP/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).

10 dias

entre farmacos en cultivos
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Rt

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/MMP/17. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).
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Fig. 4/MMP/18. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).
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Fig. 4/MMP/19. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).

4.1.3.1.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

Solamente  se  encontraron
diferencias significativas a 10 dias,
con un nivel de significancia a=0'05,
entre los tratamientos con
indometacina y el coxib, farmaco con
el que se obtuvieron menores valores
en la liberacion de MMP-13 (Figs.
4/MMP/20-22).
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Fig. 4/MMP/21 Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).
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Fig. 4/MMP/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco

(SD).
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Fig. 4/MMP/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).
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4.1.3.1.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre
las lineas celulares

Los valores de MMP-13 liberada
fueron superiores en todos los cultivos | g 2500

artrosicos, siendo estadisticamente | 2150

significativos en al menos dos puntos o *
de andlisis durante cada tratamiento 0 =
(Fig. 4/ MMP/23-25).

mAl O8I
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Fig. 4/MMP/23. Comparacion
tratamientos indometacina.
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Fig. 4/MMP/24. Comparacion Fig. 4/MMP/25. Comparacion
tratamientos diclofenaco. tratamientos celecoxib.
4.1.3.2. IL-1B

4.1.3.2.1. Comparacion entre controles

Se calcularon diferencias

. . . AC SC
significativas en los valoresde IL-1Ba | ¢ .4 R
5y 15 dias entre cultivos control | 2 2:5 ﬁ

rtrési nos (Fig. 4/IL1p/1a). "3 :
artrosicos y sanos (Fig. 4/IL1p/1a) of — e

La cantidad de IL-1p en la linea
artrésica  fue  significativamente
superior a partir de los 10 dias respecto
a los valores iniciales (Fig.
4/IL1pB/1b), mientras que en la linea sana los valores obtenidos a 10 dias
fueron significativamente inferiores a los de 5 dias, y los obtenidos a 15
dias lo fueron a su vez a los periodos anteriores (Fig. 4/IL1B/1c).

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/1L18/1a. Cultivos control
artrésico (AC) y sano (SC).
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Fig. 4/ IL18/1b. Cultivos control
artrosico (AC).
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Fig. 4/ IL18/1c. Cultivos control
sano (5C).

4.1.3.2.2. Indometacina en cultivos artrosicos

El tratamiento con indometacina en las muestras artrésicas provocé
un aumento significativo en los niveles de IL-1p a 15 dias (Fig.
4/IL1pB/2). Respecto a los niveles en cultivos artrésicos sin tratamiento,
este aumento fue significativamente superior Unicamente a los 5 dias

(Fig. 4/IL1B/3).

» 4 mAl
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1.5 *
e J— —— -
5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/IL1B/2. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al).

Respecto al control sano, las
diferencias significativas encontradas
se registraron a los 5 y 15 dias (Fig.
4/IL1P/4), siendo solo al final del
experimento cuando los valores bajo

tratamiento fueron superiores al
control.
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Fig. 4/IL1B/3. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y control (AC).
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Fig. 4/1L18/4. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control
sano (SC).

4.1.3.2.3. Indometacina en cultivos sanos

En cultivos sanos, con el nivel de significancia elegido a=0'05, el
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tratamiento con indometacina provocé una disminucion a los 15 dias en
la cantidad de IL-1p frente a los periodos anteriores (Fig. 4/IL1/5).
Respecto al control sano, se encontraron diferencias significativas
a 5y 15 dias (Fig. 4/IL1p/6), siendo solo al final del experimento
cuando los valores bajo tratamiento fueron superiores al control.
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Fig. 4/IL18/5. Cultivos sanos.
Indometacina (SI).
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Fig. 4/IL18/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.2.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

No se observaron diferencias
significativas a lo largo del tiempo en
el contenido de IL-1B tras el
tratamiento con diclofenaco (Fig.
4/IL1B/7), ni entre periodos respecto a
los niveles basales (Fig. 4/IL1p/8).
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Fig. 4/I1L1B/8. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD) y control (AC).
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Fig. 4/IL1B/7. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD).
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Fi

g. 4/1L18/9. Diclofenaco en

cultivos artrésicos (AD) y control

sano (SC).

Respecto al control sano y de forma similar al tratamiento con
indometacina (Fig. 4/IL1pB/4), se encontraron diferencias significativas
a 5y 15 dias (Fig. 4/IL1p/9), siendo solo al final del experimento
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cuando los valores bajo tratamiento fueron superiores al control.
4.1.3.2.5. Diclofenaco en cultivos sanos

No se observaron diferencias significativas entre periodos de
tratamiento con diclofenaco (Fig. 4/IL1B/10), aunque el tratamiento
provocd una liberacion de IL-1 significativamente menor a 5y 10 dias
respecto al control (Fig. 4/IL1B/11).
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias
Fig. 4/1L18/10. Cultivos sanos. Fig. 4/I1L18/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD). Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.1.3.2.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

El tratamiento con celecoxib en
cultivos  artrésicos no  provoco
diferencias  significativas en la
liberacion de interleucina en el tiempo
(Fig. 4/IL1p/12).

Tampoco se detectaron : :

. . e g . Fig. 4/1L18/12. Cultivos
diferencias significativas entre el artrésicos. Celecoxib (AB).
tratamiento 'y su control (Fig.
4/IL1B/13).

Por el contrario, si se detectd un aumento significativo en la

liberacion de IL-1p a los 15 dias bajo tratamiento en la linea artrosica
respecto al control sano (Fig. 4/IL1p/14).
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L

5 dias 10dias 15 dias
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5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/1L18/13. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB),
control (AC).
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Fig. 4/1L18/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB), control
sano (SC).
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4.1.3.2.7. Celecoxib en cultivos sanos

El tratamiento con el coxib provocé un aumento significativo de
IL-1B a los 10 dias (Fig. 4/IL1B/15), obteniéndose diferencias
estadisticamente representativas a 5 y 15 dias (Fig. 4/IL1B/16), siendo
solo al final del experimento cuando los valores bajo tratamiento fueron

superiores al control.
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Fig. 4/1L18/15. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).

4.1.3.2.8. Comparacion
artrésicos

No se detectaron diferencias en la
liberacion de interleucina entre los
tratamientos con indometacina y
diclofenaco en cultivos artrosicos al
nivel de significancia establecido (Fig.
4/1L1B/17).

Sin embargo, en los -cultivos
tratados con celecoxib, la liberacién
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Fig. 4/1L18/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).
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Fig. 4/IL18/17. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).
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fue significativamente menor a 15 dias respecto a los otros dos farmacos

(Fig. 4/IL1p/18-19).

mAl OAB

i
5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/1L18/18. Cultivos

artrosicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).
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Fig. 4/1L18/19. Cultivos

artrosicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).
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4.1.3.2.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

El analisis entre tratamientos con
los diferentes farmacos en cultivos
sanos proporciond diferencias
significativas en al menos un punto de
estudio, detectandose mayores
diferencias entre los tratamientos con
indometacina y celecoxib. Al final del
estudio, los niveles de IL-1p fueron
similares, aunque significativamente
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Fig. 4/1L18/20. Cultivos sanos.

Indometacina (SI) y diclofenaco
(SD).

pg/mL

superiores bajo tratamiento con indometacina respecto a los obtenidos
bajo tratamiento con celecoxib (Fig. 4/IL1p/20-22).
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Fig. 4/1L18/21. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).
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Fig. 4/1L18/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).

167




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

4.1.3.2.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre
las lineas celulares

No se encontraron diferencias estadisticas entre ambas lineas tras
el tratamiento con indometacina (Fig. 4/IL1B/23) o diclofenaco (Fig.

4/IL1B/24).

mAl asl
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o2 MW
[=TE, BV, INTE, [T, TN

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/I1L18/23. Comparacion
tratamientos indometacina.

Bajo tratamiento con celecoxib,
se produjo un aumento significativo a
10 dias en la liberacion de interleucina
en la linea sana frente a la artrésica
(Fig. 4/1L1p/25).

4.1.3.3. TNFa
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Fig. 4/I1L1B/24. Comparacion
tratamientos diclofenaco.

AB osB

e
Fe=

5 dias 10 dias 15 dias

pg/mL
o = N W

Fig. 4/1L18/25. Comparacion
tratamientos celecoxib.

4.1.3.3.1. Comparacion entre controles

Los valores de TNFa basales
entre las lineas sana y artrésica fueron
significativamente diferentesa los 5y
10 dias (Fig. 4/TNFa/1a).

Se  encontraron  diferencias
significativas en ambas lineas entre los
valores de TNFa a 5 dias respecto a los
puntos de estudio posteriores. En los
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Fig. 4/TNFa/1a. Cultivos control
artrésico (AC) y sano (SC).




Resultados: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los

Condrocitos Humanos en Cultivo

controles artrésicos, los valores

de la citoquina fueron

significativamente inferiores a 10 y 15 dias (Fig. 4/TNFo/1b) mientras
que en los sanos fueron significativamente superiores (Fig. 4/ TNFa/1c).

BAC

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/TNFa/1b. Cultivos control
artrosico (AC).

15

osc
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5 dias 10 dias 15 dias
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o

Fig. 4/TNFa/1c. Cultivos control
sano (SC).

4.1.3.3.2. Indometacina en cultivos artrosicos

La liberacion de citoquina oscild
significativamente a lo largo del
estudio, a los 10 dias frentealos 5,y a
los 15 frente a los anteriores
(4/TNFo/2). Respecto a los valores
control, el tratamiento produjo un
aumento significativo en la liberacion
de TNFa a lo largo del estudio (Fig.

mAl
15 *
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0 =]

5 dias 10dias 15 dias

pg/mL

Fig. 4/TNFa/2. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al).

4/TNFw/3). La comparacién frente a los controles sanos solo mostrd
diferencias significativas a 5 y 10 dias (Fig. 4/TNFo/4).
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Fig. 4/TNFa/3. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al) y
control (AC).
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Fig. 4/TNFa/4. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control

sano (SC).
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4.1.3.3.3. Indometacina en cultivos sanos

En cultivos sanos, la liberacion fue significativamente superior a
los 15 dias (Fig. 4/TNFa/5). Al comparar con su control, las diferencias

fueron significativas durante en dos primeros periodos, sin detectarse
discrepancias al final del estudio (Fig. 4/TNFa/6).
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Fig. 4/TNFa/5. Cultivos sanos.

Fig. 4/TNFa/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI). Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.3.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

La liberacion de TNFa fue homogénea a lo largo del tiempo en
cultivos artrdsicos bajo tratamiento (Fig. 4/TNFa/7), pero
significativamente superior a su control, con el nivel de significancia
establecido a=0'05, a partir de los 10 dias (Fig. 4/TNFa/8).
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Fig. 4/TNFa/7. TNFa. Cultivos Fig. 4/TNFa/8. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD). artrosicos. Diclofenaco (AD) y
control (AC).
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Respecto al control sano,
solamente lo fue a 5 dias (Fig.
4/TNF0/9).
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BAD osc
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5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/TNFa/9. Diclofenaco en

cultivos artrésicos (AD) y control
sano (SC).

pg/mL

4.1.3.3.5. Diclofenaco en cultivos sanos

No se detectaron diferencias significativas en el contenido de
TNFa en los cultivos sanos (Fig. 4/TNFa/10). Respecto a su control, la

liberacion de citoquina solo se encontraron diferencias significativas
entre los grupos a 5 dias (Fig. 4/TNFo/11).

msD
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Fig. 4/TNFa/10. Cultivos sanos. Fig. 4/TNFa/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD). Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.1.3.3.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

El tratamiento con celecoxib provocé un incremento significativo
a los 15 dias de incubacion sobre la liberacion de TNFa (Fig.
4/TNFo/12). Respecto a los valores obtenidos en los controles
artrosicos se describieron diferencias significativas en todos los grupos,
con valores inferiores a 5 y 10 dias en los cultivos tratados y un claro

aumento al final del estudio, superior a los valores control (Fig.
4/TNFa/13).
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Fig. 4/TNFa/12. Cultivos Fig. 4/TNFa/13. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB). artrosicos. Celecoxib (AB) y

control (AC).

Respecto al control sano, las
diferencias estadisticas se encontraron
entre los grupos a 10 dias, con una

mAB osCc
menor liberacién de TNFa en la linea 5 : * ﬁ .‘H
0

artrésica tratada con el coxib (Fig. Sdias  10dias 15 dias

pg/mL
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4/TNFo/14).
) Fig. 4/TNFa/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB) y control
sano (SC).

4.1.3.3.7. Celecoxib en cultivos sanos

En este caso, el aumento en la s
liberacion de TNFa fue progresivo y 15 .
Unicamente significativo a 15 dias 1
sobre la concentracion inicial (Fig. 5 L i -
4/TNFa/15). 0

5 dias 10 dias 15 dias
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o

Fig. 4/TNFa/15. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).

No se observaron diferencias
significativas en los niveles de TNFa 15

mSB  0OSC
entre los cultivos control y el 10
tratamiento con celecoxib  (Fig. > LT
4/TNFa/16). °
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5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/TNFa/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).
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4.1.3.3.8. Comparacion entre farmacos en cultivos

artrosicos

Los resultados mostraron que, de forma general, los valores de
TNFa fueron significativamente superiores bajo tratamiento con
indometacina tanto frente al diclofenaco (Fig. 4/TNFo/17) como al

celecoxib (Fig. 4/TNFo/18).

pg/mL
*

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/TNFa/17. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).

La liberacion de TNFa bajo la
influencia del celecoxib fue la menor
de los tres farmacos durante los dos
primeros puntos de estudio, sin
sefialarse diferencias a 15 dias frente a
los valores de liberacion obtenidos
bajo tratamiento con diclofenaco (Fig.
4/TNFo/19).

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/TNFa/18. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).
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Fig. 4/TNFa/19. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).

4.1.3.3.9. Comparacién entre farmacos en cultivos sanos

La liberacion de TNFa en cultivos sanos vario significativamente
al final del estudio entre indometacina y diclofenaco, y diclofenaco y

celecoxib (Figs. 4/TNFa/20 y 22).
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En el par indometacina/celecoxib
solo se verificaron diferencias
significativas a 10 dias (Fig.
4/TNFo/21). Al final del estudio, el
farmaco que menor liberacion de
TNFa produjo fue el diclofenaco.
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15 dias

Fig. 4/TNFa/21. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y celecoxib
(SB).
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Fig. 4/TNFa/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y diclofenaco
(SD).
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Fig. 4/TNFa/22. Cultivos sanos.

Diclofenaco (SD) y celecoxib (SB).

4.1.3.3.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre

las lineas celulares

El aumento en la liberacion de TNFa al medio en los cultivos
artrésicos frente a los sanos solo fue significativo a 5 dias para el
tratamiento con indometacina, y a 5 y a 15 para el tratamiento con

diclofenaco (Figs. 4/TNFa/23-24).
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Fig. 4/TNFa/23. Comparacion
tratamientos indometacina.
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Fig. 4/TNFa/24. Comparacion
tratamientos diclofenaco.
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Por el contrario, bajo tratamiento
con celecoxib, la liberacion de la
citoquina  fue  significativamente
menor a 10 y 15 dias en los cultivos
artrosicos frente a los sanos (Fig.
4/TNF0/25).

41.3.4.1L-6
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5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/TNFa/25. Comparacion
tratamientos celecoxib.

4.1.3.4.1. Comparacion entre controles

No se encontraron diferencias
significativas entre valores basales de
IL-6 de controles sanos y artrosicos
(Fig. 4/1L6/1a). La liberacion de esta
citoguina fue similar durante el tiempo
de estudio en los controles artrosicos
(Fig. 4/1L6/1b), pero en los sanos se
observo una disminucion significativa
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Fig. 4/1L6/1a. Cultivos control
artrosico (AC) y sano (SC).

al final del estudio respecto al periodo anterior (Fig. 4/IL6/1c).
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Fig. 4/1L6/1b. Cultivos control
artrosico (AC).
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5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/ 1L6/1c. Cultivos control
sano (SC).

4.1.3.4.2. Indometacina en cultivos artrosicos

Los valores de IL-6 no variaron a lo largo del tiempo bajo el
tratamiento con indometacina (Fig. 4/I1L6/2) ni fueron diferentes a los
cuantificados en los cultivos artrosicos de control (Fig. 4/IL6/3).
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Fig. 4/1L6/2. Cultivos artrésicos.
Indometacina (Al).

Tampoco se apreciaron
diferencias significativas respecto a
los valores cuantificados en los
cultivos control sanos (Fig. 4/1L6/4).
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Fig. 4/1L6/3. Cultivos artrésicos.
Indometacina (Al) y control (AC).
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Fig. 4/IL6/4. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control
sano (SC).

4.1.3.4.3. Indometacina en cultivos sanos

El contenido de IL-6 en los cultivos sanos bajo tratamiento con
indometacina disminuy0 significativamente a partir de los 5 dias de
cultivo (Fig. 4/1L6/5), siendo significativamente inferior en todos los
puntos de estudio respecto al control sin tratamiento (Fig. 4/1L6/6).
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w
o
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Fig. 4/1L6/5. Cultivos sanos.
Indometacina (SI).
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Fig. 4/1L6/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y control (SC).
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4.1.3.4.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

En cultivos  artrosicos,
tratamiento con diclofenaco produjo
una disminucion significativa en la
concentracion de IL-6 a los 15 dias
respecto al periodo anterior (Fig.
4/1L6/7). No se  encontraron

diferencias  significativas

valores de interleucina

mAD

pg/mL
g

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/1L6/7. Cultivos artrésicos.
Diclofenaco (AD).

tratamiento frente a ninguno de los controles (Fig. 4/1L6/8-9).
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Fig. 4/1L6/8. Cultivos artrésicos.
Diclofenaco (AD) y control (AC).

Fig. 4/1L6/9. Diclofenaco en
cultivos artrésicos (AD) y control
sano (SC).

4.1.3.4.5. Diclofenaco en cultivos sanos

Bajo tratamiento con diclofenaco, la liberacion de I1L-6 fue estable

a lo largo del estudio (Fig. 4/1L6/10), pero significativamente inferior a
la del control sano a 5y 10 dias (Fig. 4/IL6/11).
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Fig. 4/1L6/10. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD).
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Fig. 4/1L6/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y control (SC).
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4.1.3.4.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

No se estimaron diferencias en la .
liberacion de IL-6 en las muestras

;- - 500
artrosicas tratadas con celecoxib a lo 400 I
largo del estudio (Fig. 4/1L6/12). % mm -

Solamente se detectd una merma O g 10dias 15 dias
significativa en la liberacion de IL-6, A2, Com vy
respecto a los controles artrésicosalos ™' i o TR ATHOSICOS
5 dias de incubacion (Fig. 4/1L6/13),

sin encontrarse diferencias frente a los controles sanos (Fig. 4/1L6/14).

pg/mL
-y
[=]
[=]

mAB OAC mAB OSC
£ 600 z 688
3 e— i E— 2 3
EuE UF & " s
100 fo0 h
5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/1L6/13. Cultivos artrosicos. Fig. 4/1L6/14. Celecoxib en
Celecoxib (AB) y control (AC). cultivos artrésicos (AB) y control
sano (SC).

4.1.3.4.7. Celecoxib en cultivos sanos

En cultivos sanos se detect6 un aumento en los valores de IL-6 a
los 15 dias, significativo frente a los periodos anteriores (Fig. 4/1L6/15).
Respecto a su control, los niveles de IL-6 fueron significativamente
menores hasta la mitad del experimento, aumentando
significativamente al final del estudio (Fig. 4/1L6/16).

=SB mSB  OSC
£ 600 = 600
£ s £ 50
: 2 : e
200 200
100 —
o o : W W1 N
5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias
Fig. 4/1L6/15. Cultivos sanos. Fig. 4/1L6/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB). Celecoxib (SB) y control (SC).

178




Resultados: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los

Condrocitos Humanos en Cultivo

4.1.3.4.8. Comparacion

artrosicos

Los tres farmacos ejercieron un
efecto similar en la liberacion de 1L-6
sobre los cultivos artrosicos (Figs.
4/1L6/17-19).

mAl DAB

l

§ ol

5 dias 10 dias 15 dias

pg/mL
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3

Fig. 4/1L6/18. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y celecoxib
(AB).

entre farmacos en cultivos
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Fig. 4/1L6/17. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y diclofenaco
(AD).

pg/mL

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/1L6/19. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD) y celecoxib (AB).

4.1.3.4.9. Comparacién entre farmacos en cultivos sanos

En cultivos sanos, la liberacion de
IL-6 bajo tratamiento con
indometacina o diclofenaco fue
similar salvo a 5 dias en que con
indometacina fue significativamente
superior (Fig. 4/1L6/20). Frente a estos
dos AINE, el celecoxib provoc6 una
liberacion significativamente superior
en al menos dos periodos de estudio

msl  osSD
= 600
E 500
g a0 —
300
100
c W1 M1 W
5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/1L6/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco
(SD).

respecto a cada farmaco (Fig. 4/1L6/21-22).
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ms| OSB
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Fig. 4/1L6/21. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).
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Fig. 4/1L6/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).

4.1.3.4.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre

las lineas celulares

El efecto observado para cada
tratamiento fue similar en ambos tipos
de cultivo, sanos y artrésicos (Figs.

4/1L6/23-25).
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Fig. 4/1L6/24. Comparacion
tratamientos diclofenaco.
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Fig. 4/1L6/23. Comparacion
tratamientos indometacina.
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Fig. 4/1L6/25. Comparacion
tratamientos celecoxib.
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4.1.3.5. Caspasa-9

4.1.3.5.1. Comparacion entre controles

El estudio mostro diferencias
significativas a 10 dias entre los
controles sanos y artrdsicos, en los que
la liberacion de caspasa fue superior

(Fig. 4/Casp/la). Los

artrosicos no presentaron diferencias
entre periodos (Fig. 4/Casp/1b) y en
los sanos el aumento fue significativo

mAC 0OSC

*
4000
2000 'J—‘
0

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/Casp/1a. Cultivos control
artrosico (AC) y sano (SC).

a 15 dias respecto a los periodos anteriores (Fig. 4/Casp/1c).
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Fig. 4/Casp/1b. Cultivos control
artrosico (AC).

osC
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*
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By T

5 dias 10dias 15 dias

pg/mL

Fig. 4/Casp/1c. Cultivos control
sano (SC).

4.1.3.5.2. Indometacina en cultivos artrosicos

La liberacion de caspasa-9 bajo tratamiento con indometacina fue
similar en los tres periodos estudiados (Fig. 4/Casp/2), sin encontrarse
diferencias significativas con los cultivos control (Fig. 4/Casp/3).
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Fig. 4/Casp/2. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al).
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Fig. 4/Casp/3. Cultivos artrosicos.

Indometacina (Al) y control (AC).
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Respecto al control sano, se
detectd que los niveles de caspasa-9
solamente eran significativamente 4000 :
superiores a 10 dias en los cultivos 2000 - pinty i_L‘ ﬁ
artrésicos tratados con el farmaco O g 10dias 15 dins
(Fig. 4/Casp/4).

mAl OSC
8000
6000

pg/mL

Fig. 4/Casp/4. Indometacina en
cultivos artrosicos (Al) y control
sano (SC).

4.1.3.5.3. Indometacina en cultivos sanos

Bajo tratamiento, en los cultivos sanos se observd un aumento
significativo en la liberacion de caspasa-9 a los 15 dias respecto al
periodo anterior (Fig. 4/Casp/5). En ese mismo periodo, los valores
resultaron ser significativamente menores a los obtenidos en el control
sano (Fig. 4/Casp/6).

=S| mSI OSC
£ 8000 2 8000
S 6000 : @ 6000
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/Casp/5. Cultivos sanos. Fig. 4/Casp/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI). Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.5.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

El tratamiento en los cultivos wAD
artrésicos provoc6 un aumento 8000 .
significativo en la liberacion de o i
caspasa a los 15 dias respecto al 2000 ﬁ i
periodo anterior, sin establecerse O g 1odis 15 dins
diferencias con el inicio del
experimento (Fig. 4/Casp/7).

Los niveles de caspasa fueron
significativamente diferentes con el control artrosico a 10 y 15 dias

pg/mL

Fig. 4/Casp/7. Cultivos artrosicos.

Diclofenaco (AD).

I
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(Fig. 4/Casp/8) pero no difirieron de los obtenidos en los controles
sanos (Fig. 4/Casp/9).

mAD OAC
£ 8000 *
S 6000
=% *
4000
T
0
5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/Casp/8. Cultivos artrosicos. Fig. 4/Casp/9. Diclofenaco en
Diclofenaco (AD) y control (AC). cultivos artrosicos (AD) y control
sano (SC).

4.1.3.5.5. Diclofenaco en cultivos sanos

En cultivos sanos, se detectaron diferencias significativas en la
liberacion de caspasa a 10 dias respecto al periodo inicial, y a 15
respecto a los dos anteriores (Fig. 4/Casp/10). No se detectaron
diferencias significativas con los cultivos control (Fig. 4/Casp/11).

mSD mSD  oSC
£ 8000 * £ 8000
g 6000 ‘g 6000
R R i
2000 2000
0 - 0 L5
5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/Casp/10. Cultivos sanos. Fig. 4/Casp/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD). Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.1.3.5.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

En cultivos artrosicos bajo
tratamiento con  celecoxib  nos
topamos con una situacion similar a la pros -
descrita  bajo  tratamiento  con 2000 ii'
diclofenaco. El tratamiento en los O e da 10dias 15 dins
cultivos  artrésicos  provocd un

e e . . ., Fig. 4/Casp/12. Cultivos
aumento significativo en la liberacion artrésicos. Celecoxib (AB).

mAB
8000

pg/mL
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de caspasa a los 15 dias respecto al periodo anterior, sin apreciarse
diferencias con el inicio del experimento (Fig. 4/Casp/12). Los niveles
de caspasa fueron significativamente diferentes con el control artrésico
a 10 y 15 dias (Fig. 4/Casp/13) pero no difirieron de los obtenidos en

los controles sanos (Fig. 4/Casp/14).

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/Casp/13. Cultivos
artrosicos. Celecoxib (AB) y
control (AC).
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Fig. 4/Casp/14. Celecoxib en
cultivos artrosicos (AB) y control
sano (SC).

4.1.3.5.7. Celecoxib en cultivos sanos

La liberacion de caspasa fue significativamente menor a 10 dias,
respecto a la obtenida al inicio del estudio, en cultivos sanos tratados

con el coxib (Fig. 4/Casp/15).

Los valores obtenidos fueron

significativamente menores a los del control a 10 y 15 dias (Fig.

4/Casp/16).
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Fig. 4/Casp/15. Cultivos sanos.

Celecoxib (SB).
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Fig. 4/Casp/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).
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4.1.3.5.8. Comparacion
artrésicos

Los niveles de caspasa en cultivos
artrésicos  fueron similares  bajo
tratamiento con cualquiera de los tres
farmacos, salvo a 15 dias entre
indometacina y diclofenaco, en donde
se observé que los valores con
indometacina eran significativamente
inferiores (Figs. 4/Casp/17-19).
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5 dias 10dias 15 dias
Fig. 4/Casp/18. Cultivos

artrésicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).

pg/mL

entre farmacos en cultivos

8000
6000

BAl  OAD
*
4000
2000 *L'
0

pg/mL

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/Casp/17. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).
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Fig. 4/Casp/19. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).

4.1.3.5.9. Comparacion entre fArmacos en cultivos sanos

En cultivos sanos se estimaron
diferencias significativas a 10 dias
entre indometacina, con una mayor
liberacion de caspasa, y diclofenaco.

A 15 dias la liberacién fue
significativamente  diferente  entre
tratamientos, siendo el celecoxib el
farmaco con el que obtuvieron
menores valores de caspasa en este
periodo (Figs. 4/Casp/20-22).
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Fig. 4/Casp/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y diclofenaco
(SD).
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Fig. 4/Casp/21. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).
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Fig. 4/Casp/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).

4.1.3.5.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre

las lineas celulares

En los cultivos tratados con indometacina (Fig. 4/Casp/23) o

diclofenaco (Fig. 4/Casp/24),

los niveles de caspasa-9 fueron

significativamente superiores a 10 dias en los cultivos artrésicos.
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Fig. 4/Casp/23. Comparacion
tratamientos indometacina.

5 dias

10 dias

15 dias

Fig. 4/Casp/24. Comparacion
tratamientos diclofenaco.

En los -cultivos tratados con ars 0SB
celecoxib, solo se hallaron diferencias 8000

P At ¢ 6000 — S
significativas a 15 dias, con una mayor 4000

pg/mL

liberacion de caspasa por los cultivos 2000 *H iL -h
artrésicos (Fig. 4/Casp/25). 0
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Fig. 4/Casp/25. Comparacion
tratamientos celecoxib.
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4.1.3.6. TRAIL

4.1.3.6.1. Comparacion entre controles

No se encontraron diferencias
significativas en la liberacion de
TRAIL entre controles ni entre
periodos en cada control (Fig.
4/TRAIL/D).

4.1.3.6.2.
en cultivos artrésicos

Indometacina

El tratamiento en los cultivos
artrésicos provocd una disminucién
significativa en la liberacion de
TRAIL a los 15 dias respecto a los
periodos anteriores (Fig. 4/TRAIL/2).
Mientras que esta disminucion solo
fue significativa respecto al control
artrésico  (Fig. 4/TRAIL/3), los
valores obtenidos en los tres
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owvowunouno
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Fig. 4/TRAIL/1. Cultivos control
artrosico (AC) y sano (SC).
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s jiT.‘{.
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puntos de

Fig. 4/TRAIL/2. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al).

estudio fueron

significativamente diferentes a los encontrados en la linea sana hasta
situarse por debajo de ellos al final del estudio (Fig. 4/TRAIL/4).
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Fig. 4/TRAIL/3. Cultivos

artrosicos. Indometacina (Al) y
control (AC).
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Fig. 4/TRAIL/4. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control
sano (SC).
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4.1.3.6.3. Indometacina en cultivos sanos

No se establecieron diferencias significativas en el contenido de
TRAIL ni en los cultivos sanos bajo tratamiento a lo largo del tiempo
(Fig. 4/TRAIL/5) ni respecto a los valores control (Fig. 4/TRAIL/6).
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias
Fig. 4/TRAIL/5. Cultivos sanos. Fig. 4/TRAIL/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI). Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.6.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

Se observd una disminucion
significativa a los 15 dias respecto a la
concentracion obtenida en el periodo
inicial  (Fig. 4/TRAIL/7), sin
detectarse diferencias con los valores
control artrésicos (Fig. 4/ TRAIL/8).

Aunque todas las concentraciones
alcanzadas bajo tratamiento fueron
superiores a las obtenidas en los controles sanos, solo se calcularon
diferencias estadisticas a 10 dias (Fig. 4/ TRAIL/9).
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Fig. 4/TRAIL/7. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD).
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Fig. 4/TRAIL/8. Cultivos Fig. 4/TRAIL/9. Diclofenaco en
artrosicos. Diclofenaco (AD), cultivos artrésicos (AD), control
control (AC). sano (SC).
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4.1.3.6.5. Diclofenaco en cultivos sanos

Se aprecié un aumento significativo en la liberacion de TRAIL al
final del experimento respecto al periodo inicial (Fig. 4/TRAIL/10), sin
detectarse diferencias significativas respecto a los niveles basales
control para cada periodo (Fig. 4/TRAIL/11).
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Fig. 4/TRAIL/10. Cultivos sanos. Fig. 4/TRAIL/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD). Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.1.3.6.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

Bajo tratamiento, se detectd una wiE

merma significativa a 10 dias en el | ¢ 3
contenido de TRAIL respecto al | & 2 .
periodo anterior (Fig. 4/TRAIL/12). 19 o

: . . H
El tratamiento con celecoxib provoco Sdias  10dias 15 dias
un aumento significativo a 5 dias : :

] Fig. 4/TRAIL/12. Cultivos

respecto a las dos lineas control, sana

artrosicos. Celecoxib (AB).

y artrosica (Figs. 4/ TRAIL/13-14), sin

encontrarse diferencias en ninguno de los casos en los periodos
posteriores.
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5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/TRAIL/13. Cultivos Fig. 4/TRAIL/14. Celecoxib en
artrosicos. Celecoxib (AB) y cultivos artrésicos (AB) y control
control (AC). sano (SC).
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4.1.3.6.7. Celecoxib en cultivos sanos

A 10 dias, el contenido de TRAIL en los cultivos sanos tratados
con celecoxib fue significativamente inferior, con el nivel de
significancia a=0'05, a los obtenidos en los periodos inicial y final (Fig.
4/TRAIL/15). Al comparar con el control sano, los niveles de TRAIL
bajo tratamiento con el coxib solo serian significativamente inferiores
alos 5y 10 dias de cultivo (Fig. 4/ TRAIL/16).
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Fig. 4/TRAIL/15. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).

4.1.3.6.8. Comparacion
artrésicos

En la linea artrésica se hallaron
diferencias entre farmacos a 10 y 15
dias. A 10 dias se liberaron menores
cantidades de TRAIL con celecoxib
que con los otros farmacos mientras
que, a 15 dias, periodo final del
estudio, fue el tratamiento con
indometacina el que provocé una
liberacion de TRAIL
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; I o

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/TRAIL/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).

entre farmacos en cultivos

mAl OAD

2
:
9 "I
5
0

5 dias 10 dias 15 dias
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Fig. 4/TRAIL/17. Cultivos
artrésicos. Indometacina (Al) y
diclofenaco (AD).

significativamente menor (Figs. 4/TRAIL/17-19).
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Fig. 4/ TRAIL/18. Cultivos
artrosicos. Indometacina (Al) y
celecoxib (AB).
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Fig. 4/TRAIL/19. Cultivos
artrosicos. Diclofenaco (AD) y
celecoxib (AB).

4.1.3.6.9. Comparacion entre fArmacos en cultivos sanos

En la linea sana, el tratamiento
con celecoxib a 5y 10 dias fue el que
mostrd valores de TRAIL
significativamente menores que con
los otros dos farmacos, teniendo la
indometacina y el diclofenaco un
efecto similar a lo largo del estudio. Al
finalizar, la concentracion de TRAIL
fue similar para los tres tratamientos
(Figs. 4/ TRAIL/20-22).
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. = s
5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/TRAIL/21. Cultivos sanos.

Indometacina (SI) y celecoxib
(SB).
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Fig. 4/TRAIL/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco

pg/mL

(SD).
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Fig. 4/TRAIL/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y celecoxib (SB).

4.1.3.6.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre

las lineas celulares

El estudio estadistico mostrd que los valores de TRAIL en muestras

artrésicas  tratadas con

indometacina o

celecoxib  eran
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significativamente superiores a 5 y 10 dias al igual que con diclofenaco,
pero solo a 10 dias.

A 15 dias no se obtuvieron
diferencias con ninguno de los
farmacos (Fig. 4/ TRAIL/23-25).
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Fig. 4/TRAIL/23. Comparacion
tratamientos indometacina.
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5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/ TRAIL/24. Comparacion Fig. 4/TRAIL/25. Comparacion

tratamientos diclofenaco. tratamientos celecoxib.

4.1.3.7. Fibronectina

4.1.3.7.1. Comparacion entre controles

La concentracion de fibronectina aAC o
fue significativamente menor en el | 2 so0
control ~artrésico (Fig. 4/FN/la). | 2% — . .
Analizando entre periodos, en los 2000
controles artrosicos se detectaron O da 10dias 15 dins
concentraciones  significativamente

. Fig. 4/FN/1a. Cultivos control
menores de esta glucoproteina a los 10 artrésico (AC) y sano (SC).
dias (Fig. 4/FN/1b), y a los 15 dias en
los sanos respecto a los puntos anteriores (Fig. 4/FN/1c).
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mAC osc
£ 8000 T 8000
& 6000 & 6000 +
4000 * 4000
o i w W e
0 0
5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/FN/1b. Cultivos control Fig. 4/FN/1c. Cultivos control
artrésico (AC). sano (SC).

4.1.3.7.2. Indometacina en cultivos artrosicos

La merma en los niveles de fibronectina fue significativa a los 10
y 15 dias de incubacion con el farmaco frente al periodo inicial (Fig.
4/FN/2). El tratamiento con indometacina provoc6 un aumento en la
concentracion de fibronectina a 5y 10 dias respecto al control artrésico
(Fig. 4/FN/3).

Al mAl  DAC
E 8000 E 8000
® 6000 . " B 6000 .
4000 4000
2000 2000
ol = . B iR =N §
5 dias 10dias 15 dias 5 dias 10 dias 15 dias
Fig. 4/FN/2. Cultivos artrosicos. Fig. 4/FN/3. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al). Indometacina (Al) y control (AC).

Sus niveles frente al control sano
fueron significativamente menores a

E
10y 15 dias (Fig. 4/FN/4). 7 00 . .
2000
0 ]

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/4. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control
sano (SC).

4.1.3.7.3. Indometacina en cultivos sanos

Se detectd una disminucion significativa en los valores de
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fibronectina a los 15 dias respecto al periodo inicial (Fig. 4/FN/5). Aln
asi, los valores de fibronectina bajo tratamiento al final del ensayo
fueron significativamente superiores a los basales (Fig. 4/FN/6).

msl

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/5. Cultivos sanos.
Indometacina (SI).

msi osc
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4000
2000 — I —
0 |

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/FN/6. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y control (SC).

4.1.3.7.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

La cantidad de fibronectina
descendio significativamente bajo
tratamiento con el farmaco a 10 dias
frente a los valores iniciales y a 15 dias
frente a los dos periodos anteriores
(Fig. 4/FN/7). EI tratamiento provocé
un aumento significativo de la
liberacion de la glucoproteina respecto

5 dias 10dias 15 dias

Fig. 4/FN/7. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD).

a lo cuantificado en el control artrésico (Fig. 4/FN/8) pero
significativamente inferior a 10 y 15 dias a lo observado en el sano (Fig.

4IFN/9).
mAD OAC
_EI 8000 .
w6000
(=% * *
4000 *
2000 . l
5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/8. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD) y control (AC).
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Fig. 4/FN/9. Diclofenaco en
cultivos artrésicos (AD) y control
sano (SC).
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4.1.3.7.5. Diclofenaco en cultivos sanos

Se aprecid una disminucion significativa en el contenido de
fibronectina a los 15 dias respecto al periodo inicial (Fig. 4/FN/10), sin
detectarse diferencias frente a los valores basales (Fig. 4/FN/11).
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& 6000 *
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4000
2000
0

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/10. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD).
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Fig. 4/FN/11. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.1.3.7.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

La cantidad de fibronectina bajo
tratamiento con el farmaco descendio
significativamente a 10 dias respecto
al primer periodo, siendo también
significativamente diferente a los 15
dias frente a los dos anteriores (Fig.
4/FN/12). Respecto al control
artrosico, el tratamiento propicié un

8000
6000
4000
2000

pg/mL

*

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/12. Cultivos artrosicos.

Celecoxib (AB).

aumento significativo de la concentracion a los 5 y 10 dias (Fig.
4/FN/13), obteniéndose valores significativamente inferiores a 10 y 15
dias respecto a los obtenidos en el control sano (Fig. 4/FN/14).
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Fig. 4/FN/13. Cultivos artrosicos.

Celecoxib (AB) y control (AC).
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Fig. 4/FN/14. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB) y control
sano (SC).
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4.1.3.7.7. Celecoxib en cultivos sanos

Se detectd una disminucion significativa en los valores de
fibronectina a los 15 dias de cultivo frente al periodo inicial, con una
significancia de 0=0'05 (Fig. 4/FN/15). De forma similar a lo observado
bajo tratamiento con indometacina, la incubacion con celecoxib en la
linea sana produjo un aumento significativo en el contenido de
fibronectina en el medio a los 15 dias de tratamiento respecto a los
niveles basales (Fig. 4/FN/16).

=SB msB  oOsC
2 8000 £ 8000
W 6000 . ® 6000 -
4000 4000
2000 . 2000 '
0 0
5 dias 10 dias 15 dias 5dias  10dias 15 dias
Fig. 4/FN/15. Cultivos sanos. Fig. 4/FN/16. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB). Celecoxib (SB) y control (SC).
4.1.3.7.8. Comparacion entre farmacos en cultivos
artrésicos

Los valores de fibronectina
obtenidos en los cultivos tratados con
diclofenaco fueron significativamente 2000 ' .
mayores a los cuantificados bajo 2000 I_| ﬁ N
tratamiento con indometacinaa 5y 15 g 10dias 15 dins
dias (Flgl .4/FN/17)’. y a los ;l.O dias a Fig. 4/FN/17. Cultivos artrosicos.
los cuantificados bajo tratamiento con  |yqometacina (Al) y diclofenaco
el coxib (Fig. 4/FN/19), no (AD).
apreciandose diferencias entre el
efecto de la indometacina y del coxib en ninguno de los puntos de
estudio (Fig. 4/FN/18).

mAl OAD
8000
6000

peg/mL
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Fig. 4/FN/18. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y celecoxib
(AB).

BAD OAB
2 8000
.
& 6000
a
4000
2000 l
0
5dias  10dias 15 dias

Fig. 4/FN/19. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD) y celecoxib (AB).

4.1.3.7.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los
niveles de fibronectina entre los
farmacos diclofenaco e indometacina
(Fig. 4/FN/20) o celecoxib (Fig.
4/FN/22) en ninguno de los periodos
de estudio, pero si en el efecto entre
indometacinay el coxib, en donde a 10
dias se obtuvo wuna cantidad
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Fig. 4/FN/20. Cultivos sanos.
Indometacina (SI) y diclofenaco
(SD).

significativamente mayor bajo tratamiento con indometacina (Fig.

4/FN/21).
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Fig. 4/FN/21. Cultivos sanos.

Indometacina (SI) y celecoxib
(SB).

5 dias 15 dias

NN
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Fig. 4/FN/22. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y celecoxib (SB).
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4.1.3.7.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre
las lineas celulares

El contenido de fibronectina bajo an oS
los diferentes farmacos resultd ser | 2 sooo
significativamente inferior en los ’t’.gggg . ﬁ .
cultivos artrésicos a lo largo del 2000 ﬂ ﬂ
estudio, salvo a 15 dias bajo 0
tratamiento con diclofenaco, en que no

se encontraron diferencias entre lineas
(Fig. 4/FN/23-25).

5 dias 10 dias 15 dias

Fig. 4/FN/23. Comparacion
tratamientos indometacina.

BAD osD HAB osSB
2 8000 - 2 8000
T 6000 s T 6000 =
a a * *
4000 4000
2000 2000
0 0
5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias
Fig. 4/FN/24. Comparacion Fig. 4/FN/25. Comparacion
tratamientos diclofenaco. tratamientos celecoxib.

4.2. TECNICAS DE IMAGEN
4.2.1. Ensayo de cicatrizacion

El andlisis estadistico revel6 las concentraciones a las que se
produjeron cambios significativos en los porcentajes de superficie libre
frente al control con el aumento de la dosis de farmaco (Tabla 4/3) en
ambas lineas celulares.

En las imagenes tomadas en todos los cultivos se distinguen
claramente alteraciones morfologicas a medida que aumenta la
concentracion de farmaco (Figs. 4/WH/1-6).
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Tabla 4/3. Concentraciones a las que se observan cambios significativos en la
cicatrizacion de los cultivos respecto al control sin tratamiento.

Farmaco Cultivo 4 horas 12 horas 20 horas
(control a t4) (control a tq7) (control a tzo)
Artrosico 100 pM 100 pM 10 uM
Indometacina
Sano (*) 100 uM 100 UM
Artroésico 01 uM 100 pM 10 uM
Diclofenaco
Sano (*) 100 pM 100 pM
Artrosico 1 UM 100 pM 0'1 uM
Celecoxib
Sano (*) 100 pM 100 UM

(*): No existen diferencias significativas en el porcentaje de superficie libre entre
el control y las diferentes concentraciones de farmaco.
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Fig. 4/WH/1. Morfologia celular de los cultivos artrésicos a las 4 horas en el
ensayo de cicatrizacion. 0'07-100: Concentracion de farmaco (UM). A: Artrésico. I
Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Fig. 4/WH/2. Morfologia celular de los cultivos artrosicos a las 12 horas en el
ensayo de cicatrizacion. 0'07-100: Concentracion de farmaco (UM). A: Artrosico. I
Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Fig. 4/WH/3. Morfologia celular de los cultivos artrosicos a las 20 horas en el
ensayo de cicatrizacion. 007-100: Concentracion de farmaco (UM). A: Artrosico. I

Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Fig. 4/WH/4. Morfologia celular de los cultivos sanos a las 4 horas en el ensayo de
cicatrizacion. 001-100: Concentracion de farmaco (uM). S: Sano. /: Indometacina.
D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Fig. 4/WH/5. Morfologia celular de los cultivos sanos a las 12 horas en el ensayo

de cicatrizacion. 0'01-100: Concentracion de farmaco (uM). S: Sano. I
Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Fig. 4/WH/6. Morfologia celular de los cultivos sanos a las 20 horas en el ensayo
de cicatrizacion. 0071-100: Concentracion de farmaco (UM). S: Sano. I:
Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

En las graficas correspondientes a este ensayo (Fig. 4/WH/7) se
representan los porcentajes de superficie libre, no colonizada. De estos
datos se puede extrapolar la colonizacion de la herida por los
condrocitos en crecimiento y migracion.
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Fig. 4/WH/7. Porcentajes de superficie libre por farmaco en funcion del tiempo.
Concentraciones a las que se observa un cambio significativo en la cicatrizacion
respecto a las 0 horas: *-cultivos artrosicos; T-cultivos sanos. Datos disponibles en

Tabla 4/3.
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Los estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion a las
concentraciones se recogen en el Anexo con la media, desviacion
estandar (SD), error estandar de la media (EE) y limites de los intervalos
de confianza (I1C) al 95% (Tablas 9/25-9/31). En el mismo 9. Apéndice
se puede encontrar un esquema de las significaciones de las pruebas
colorimétricas (Tablas 9/32-9/41).

A continuacion, se recoge el andlisis de los resultados para las
concentraciones 0—1 uM (Figs. 4/WH/8-29).

4.2.1.1. Comparacion entre controles

Al inicio del experimento (to) la
superficie libre fue significativamente
menor en los controles artrésicos, sin
detectarse diferencias entre ambos
controles en los demas puntos de toma
de imégenes (Fig. 4/WH/8a). Por

mAC DSC

* 100
*

80
60
40
: "y
0

Oh 4h  12h 20h
Fig. 4/WH/8a. Cultivos control

separado, en ambos controles sano y
artrésico, la  colonizacion  fue
significativamente superior a las 20 horas (tx) frente a todos los
anteriores tiempos de control (Figs. 4/WH/8b-c). Este aumento
significativo ocurrid antes en los controles sanos (Fig. 4/WH/8c) que en

artrosico (AC) y sano (SC).

los artrésicos, observandose a las 12 horas (t12) a partir de la lesion.
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Fig. 4/WH/8b. Cultivos control
artrosico (AC).
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0

0h 4h 12h 20h

Fig. 4/WH/8c. Cultivos control
sano (SC).

4.2.1.2. Indometacina en cultivos artrésicos

En las primeras horas (ts) bajo tratamiento con indometacina se
observd un aumento significativo en la superficie libre. La colonizacion

207




CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

prosiguio hasta que en tyo se detectd una pérdida significativa en la
superficie libre respecto al tiempo inicial to, o que se corresponde con
un aumento en la colonizacién del espacio disponible (Fig. 4/\WH/9).
Con un o=0'05 no se
establecieron diferencias entre los
puntos de toma de iméagenes del 60 .
control 'y el tratamiento con o “'_‘
indometacina (Fig. _4/WH/_10). C o an 1n a0n
Tampoco se encontraron diferencias a Fig. 4/WH/9. Cultivos artrosicos.

ts, t1o 0 to entre el tratamiento y el Indometacina (Al).
control sano (Fig. 4/WH/11).
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Fig. 4/WH/10. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y control (AC).

4h 12h 20h

Fig. 4/WH/11. Indometacina en
cultivos artrésicos (Al) y control

sano (5C).
4.2.1.3. Indometacina en cultivos sanos

A t1» se observé una pérdida significativa de superficie libre
respecto a to. A tz, esta pérdida fue significativa frente a todas las
concentraciones anteriores, alcanzandose un alto grado de colonizacion
celular (Fig. 4/WH/12). No se encontraron diferencias significativas

entre el control y el tratamiento con indometacina (Fig. 4/WH/13).
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Fig. 4/WH/12 Cultivos sanos.
Indometacina (SI).
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Fig. 4/WH/13. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), control (5C).
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4.2.1.4. Diclofenaco en cultivos artrésicos

Bajo tratamiento con diclofenaco,
también se detecto a ts un aumento de
superficie libre, recuperado
significativamente a t12. Sin embargo,
a tyo la pérdida de espacio libre fue
significativamente superior a los
periodos anteriores (Fig. 4/WH/14).
En la comparacion con el control
artrosico, el porcentaje de

superficie
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Fig. 4/WH/14. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD).

libre calculado fue

significativamente mayor a t4 bajo el tratamiento con el farmaco (Fig.
4/WH/15). No se encontraron diferencias a ts4, ti2 y too entre el
tratamiento y el control sano (Fig. 4/ WH/16).
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Fig. 4/WH/15. Cultivos artrosicos.
Diclofenaco (AD) y control (AC).
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Fig. 4/WH/16. Diclofenaco en
cultivos artrésicos (AD) y control
sano (5C).

4.2.1.5. Diclofenaco en cultivos sanos

Se aprecia una pérdida significativa de superficie libre frente a los
periodos anteriores tanto a tiz como a txo (Fig. 4/WH/17), sin
encontrarse diferencias significativas entre el tratamiento y su control
en ninguno de los tiempos estudiados (Fig. 4/WH/18).
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Fig. 4/WH/17. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD).
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Fig. 4/WH/18. Cultivos sanos.
Diclofenaco (SD) y control (SC).

4.2.1.6. Celecoxib en cultivos artrésicos

El tratamiento con celecoxib
también  provocé un  aumento
significativo en el porcentaje de
superficie libre a t4. Con un a=0'05 se
vio que a txp este porcentaje era
significativamente menor que a ts,
pero no se observaron diferencias a los
obtenidos a to y ti2 (Fig. 4/WH/19).

Oh 4h 12h  20h

Fig. 4/WH/19. Cultivos artrésicos.
Celecoxib (AB).

Respecto al control artroésico, el porcentaje de superficie libre a ts y t2o
fue significativamente menor (Fig. 4/WH/20); respecto al control sano,
esta merma solo lo fue a tzo (Fig. 4/WH/21).
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Fig. 4/WH/20. Cultivos artrosicos.
Celecoxib (AB) y control (AC).
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Fig. 4/WH/21. Celecoxib en
cultivos artrésicos (AB) y control
sano (SC).

4.2.1.7. Celecoxib en cultivos sanos

Vimos una pérdida significativa de superficie libre frente a los
periodos anteriores tanto a tio como a txo (Fig. 4/WH/22). No se
encontraron diferencias con el control (Fig. 4/WH/23).

210




Resultados: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los

Condrocitos Humanos en Cultivo

mSB
100

80 *
60 =
40
20
g ||

Oh 4h 12h  20h

Fig. 4/WH/22. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB).
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Fig. 4/WH/23. Cultivos sanos.
Celecoxib (SB) y control (SC).

4.2.1.8. Comparacion entre farmacos en cultivos artrdsicos

El porcentaje de superficie libre
bajo tratamiento con indometacina fue
significativamente inferior a t4 frente a
los otros dos farmacos (Figs.
4/WH/24-25). Al comparar los
tratamientos con diclofenaco y
celecoxib, se encontraron diferencias
significativas a tzo, existiendo un
menor porcentaje de superficie libre,
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Fig. 4/WH/24. Cultivos artrésicos.
Indometacina (Al) y diclofenaco
(AD).

es decir, una mayor colonizacion, bajo el tratamiento con diclofenaco

(Fig. 4/WH/26).
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Fig. 4/WH/25. Cultivos artrosicos.
Indometacina (Al) y celecoxib
(AB).
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Fig. 4/WH/26. Cultivos artrésicos.
Diclofenaco (AD) y celecoxib (AB).
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4.2.1.9. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos

Se observd que los tres farmacos
ejercieron un efecto similar en el cierre
de la herida (Figs. 4/WH/27-29), salvo
a ts en que el tratamiento con
indometacina disminuyé de forma
significativa el porcentaje de superficie
libre respecto al tratamiento con
diclofenaco (Fig. 4/WH/27).
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Fig. 4/WH/27. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), diclofenaco

msSl OSB

100

80
60 —
40
20
0

I
4h 12h

20 h

msD OSB

I«

12h 20h

(SD).
80
60
40
20
0
4h

Fig. 4/WH/28. Cultivos sanos.
Indometacina (SI), celecoxib (SB).

Fig. 4/WH/29. Cultivos sanos.

Diclofenaco (SD), celecoxib (SB).

4.2.1.10. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre las

lineas celulares

No se computaron diferencias significativas bajo los tratamientos
con indometacina (Fig. 4/WH/30) o diclofenaco (Fig. 4/WH/31) entre

cultivos sanos y artrésicos.
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Fig. 4/WH/30. Comparacion
tratamientos indometacina.
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Bajo tratamiento con celecoxib, el
porcentaje de superficie libre fue | * 100

significativamente superior a tz en los o
cultivos artrosicos, cuantificandose una i
mayor colonizacion del espacio en los C an 20n

cultivos sanos (Fig. 4/WH/32). Fig. 4/WH/32. Comparacion

tratamientos celecoxib.

mAB OSB

4.2.2. Viabilidad por microscopia confocal

De las iméagenes adquiridas a traves de microscopia confocal se
extraen indirectamente dos tipos de resultados: viabilidad y morfologia
celular, resultados que tienen que ser interpretados en conjunto con las
demaés pruebas cuantitativas.

En los grupos de iméagenes (Fig. 4/MC/1-6) se representan las
imagenes tomadas para este apartado, pudiéndose apreciar ambos
parametros entre las dos lineas, sanay artrosica, para los grupos control
sin tratamiento y cultivos a 1, 10 y 100 uM de concentracién de
farmaco.

El nimero de células no viables, permeables a IP, fue ocasional en
cualquiera de las imagenes, percibiéndose que la densidad celular fue
mucho menor bajo tratamiento con celecoxib a 100 uM, en cualquiera
de los cultivos sanos o artrosicos.

Visualmente no se apreciaron diferencias entre los cultivos control
y la concentracion de farmaco a 1 uM, pero se si se observé que a altas
concentraciones los cultivos muestran caracteristicas de un fenotipo
desdiferenciado, incluyendo células con morfologia fibroblastica.
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4.2.2.1. Tratamientos con indometacina

Fig. 4/MC/1. Efecto de las diferentes concentraciones de indometacina en cultivos
artrosicos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 pm.
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Fig. 4/MC/2. Efecto de las diferentes concentraciones de indometacina en cultivos
sanos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 pm.
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4.2.2.2. Tratamientos con diclofenaco

Fig. 4/MC/3. Efecto de las diferentes concentraciones de diclofenaco en cultivos
artrosicos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 ym.
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Fig. 4/MC/4. Efecto de las diferentes concentraciones de diclofenaco en cultivos
sanos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 ym.
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4.2.2.3. Tratamientos con celecoxib

Fig. 4/MC/5. Efecto de las diferentes concentraciones de celecoxib en cultivos
artrosicos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 ym.
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Fig. 4/MC/6. Efecto de las diferentes concentraciones de celecoxib en cultivos
sanos. A: 5 dias. B. 15 dias. Escala: 150 ym.
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4.3. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR QPCR

En las figuras a continuacion (Fig. 4/RQ/1-6) se representan los
valores de Log2RQ obtenidos con el programa DataAssist v3.01 para
las muestras sanas (S) y artrésicas (A), a concentraciones control (C)
sin tratamiento, y a 1 UM de los farmacos indometacina (1), diclofenaco
(D), y celecoxib (B), antes del tratamiento (to) y al finalizar el periodo
de 15 dias (t1s).

4.3.1. PGST-2

Tomando como referencia la expresion del gen PGST-2 en los
cultivos control sanos a tiempo 0 (SCO0), solamente las muestras control
artrosicas sobreexpresaron el gen de COX-2, poniendo de manifiesto el
componente inflamatorio. Todos los tratamientos, en ambas lineas,
consiguieron reducir la expresion del gen por debajo de los niveles
basales de sus respectivos controles (Fig. 4/RQ/1). A los 15 dias se pudo
observar una leve infraexpresion en ambos controles sano y artrosico.

El tratamiento farmacoldgico a la concentracion de 1 uM provocod
en todos los casos la subexpresion del gen, verificAndose un mayor
efecto en las muestras artrdsicas y acotandose este en un rango estrecho.
En las sanas, el farmaco que provocd una mayor subexpresion del gen
fue el celecoxib.

OACO BAC15 B2AI15 DAD15 BAB15 mSC15 @S5 ©SD15 &®SB15

2,534 2,519

Log2RQ

SCo

-0,048 ]

1652 1,347

-3,800

-4,857
PGST2

Fig. 4/RQ/1. Valores Log;RQ para la expresion de COX-2, con referencia al control
sano a to (SCO). A: Artrésico; S: Sano; C: Control; I: Indometacina; D: Diclofenaco;
B: Celecoxib; 15: Dias.
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4.3.2. COL2A1

No se detectd amplificacion del gen de coldgeno tipo Il en ninguna
de las muestras artrosicas.

En las muestras sanas, su expresion disminuyé con el tiempo y
respecto al tratamiento farmacoldgico, ninguno de los farmacos mejoro
las condiciones basales, siendo el diclofenaco y el celecoxib los
farmacos que mas infraregularon el gen (Fig. 4/RQ/2).

osC15 =S5 @SD15 @SB15
0 sco

Log2RQ

3 2,664

COL2A1

Fig. 4/RQ/2. Valores Log;RQ para la expresion de colageno tipo I, con referencia
al control sano a to. (SC0). S: Sano; C: Control; I: Indometacina; D: Diclofenaco; B:
Celecoxib; 15: Dias.

4.3.3. COL10A1

No se detectd amplificacion del gen de colageno tipo X en ninguna
de las muestras sanas.

En las muestras artrésicas, la expresion del colageno tipo X
aumentd con el tiempo y el tratamiento farmacolédgico apenas provoco
una leve subexpresion del gen con respecto a los niveles basales a tis
(Fig. 4/RQ/3).
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COL10A1

Fig. 4/RQ/3 Valores Log;RQ para la expresion de colageno tipo X, con referencia al
control artrésico a to. (AC0). A: Artrosico; C: Control; I: Indometacina; D:
Diclofenaco; B: Celecoxib; 15: Dias.

4.3.4. MATN1

El gen de matrilina-1 solamente fue expresado en las muestras
artrésicas control a tis y cultivos artrésicos bajo tratamientos con
indometacinay celecoxib. Ambos farmacos infraregularon la expresion
del gen respecto al control a 15 dias sin tratamiento (Fig. 4/RQ/4).

OAIM5 [EAD15 ©AB15
0 - AC15

Log2RQ

0,5

-0,773

MATN1

Fig. 4/RQ/4. Valores Log;RQ para la expresion de matrilina-1, con referencia al
control artrosico a tys. (AC15). A: Artrosico; C: Control; I: Indometacina; D:
Diclofenaco; B: Celecoxib; 15: Dias.

4.3.5. MATN3

La matrilina-3 se sobreexpres6 Unicamente en el control artrésico
a los 15 dias de cultivo. El tratamiento farmacoldgico produjo una

disminucion de la expresion del gen, mayor en los cultivos artrésicos
(Fig. 4/RQ/5).
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Log2RQ

OACO BAC15 ©AIM5 BAD15 B8AB15 mSC15 @S5 ©SD15 ESB15

0,457

SCo

-0,045

-2,938

-4,257

-4,658
-5,153

MATN3

Fig. 4/RQ/5. Valores Log;RQ para la expresion de matrilina-3, con referencia al
control sano a to. (SC0). A: Artrosico; S: Sano; C: Control; I: Indometacina; D:

Diclofenaco; B: Celecoxib; 5, 10, 15: Dias.

4.3.6. ACAN

| agrecano se subexpresd en todas las muestras analizadas

respecto al control sano a to. En las muestras artrdsicas se observé un
aumento de su expresion a tis respecto a sus niveles basales, aunque los
tratamientos, en ambas lineas y con un mayor efecto sobre los cultivos
artrosicos, causaron una mayor subexpresion del gen (Fig. 4/RQ/6).

Log2RQ

OACO BAC15 ©AI15 ©AD15 B8AB15 mSC15 @SI15 ©SD15 &ESB15

SCo

-2,039
-2,852

-3,198

-3,917

-5,853
ACAN

Fig. 4/RQ/6. Valores Log;RQ para la expresion de agrecano, con referencia al
control sano a to. (5C0). A: Artrosico; S: Sano; C: Control; I: Indometacina; D:

Diclofenaco; B: Celecoxib; 15: Dias.
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5. DISCUSION
5.1. EFECTO DE LOS FARMACOS

La desregularizacion de los procesos normales de los condrocitos
va a provocar la desorganizacion de la matriz extracelular,
desembocando en la pérdida progresiva de cartilago articular, que a
nivel fisiologico se traduce en dolor, edema, inflamacion y merma
gradual de la movilidad de la articulacion afectada.

La bibliografia existente en modelo humano, tanto en cultivo in
vitro como en ensayo clinico, no permite establecer un marco de
referencia para cada farmaco a dosis y tiempo de andlisis concretos en
el liquido sinovial en pacientes humanos, haciendo dificil predecir el
rendimiento del fArmaco en este fluido. En general, se ha establecido
que las concentraciones terapéuticas de los AINEs no selectivos y de
los inhibidores selectivos de COX-2 son respectivamente 10 y 1 uM
(53). En la literatura consultada se analizan los valores de farmaco en
plasma o suero, pero la concentracion de farmaco presente en estos
fluidos no es la que se alcanza en el liquido sinovial. Al bafiar el interior
de la articulacion, este es el fluido que entra en contacto con el cartilago
y estructuras anejas, de ahi la importancia de escoger unas
concentraciones de farmaco que sean representativas de las que
aparecen en este liquido. La concentracion de 1 pM establecida para los
tres farmacos pretende armonizar esta cuestion en el marco de este
estudio segun las referencias encontradas (Tabla 3/2).

El uso de AINEs no selectivos puede tener efectos deletéreos sobre
el cartilago y que el uso de inhibidores selectivos de COX-2 podria
tener efectos beneficiosos, aunque algunos resultados obtenidos tras el
tratamiento con celecoxib puedan sugerir lo contrario (72).

Las discrepancias entre estudios preclinicos —en cultivos celulares
y modelos animales— y ensayos clinicos pueden ser debidas a distintos
factores que afectan a la articulacion in vivo (254). En todo caso, se ha
planteado que la progresion de la patologia debida al uso de analgesia
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tenga su origen en el incremento de la actividad fisica al disminuir el
dolor en las zonas afectadas (93).

Existe un cierto consenso acerca del efecto global que producen los
farmacos sobre la articulacion y sobre la evolucién de la patologia. Se
ha descrito que el tratamiento con indometacina provoca un efecto
deletéreo, al inhibir significativamente el anabolismo de los condrocitos
tanto en el cartilago sano como en el artrésico (71) en ambos modelos
animal (101, 208) y humano (71-72, 75, 134, 219), provocando el
aumento de la pérdida del espacio articular y aceleracion de la artrosis.
El efecto del diclofenaco sobre la articulacion animal o humana parece
ser controvertido. Por un lado, el tratamiento con este fArmaco tendria
un efecto negativo al provocar la pérdida del espacio articular y
potenciar la artrosis tanto en las articulaciones afectadas como en las
sanas (72, 101, 220), o nulo (71). Por otra parte, en modelo animal se
habria conseguido mejorar los sintomas de la artrosis, pero sin llegar a
una completa normalidad (176). EI farmaco cuyo tratamiento genera los
resultados méas controvertidos es el celecoxib. Este parece provocar un
efecto condroprotector, mejorando los parametros artrdsicos in vitro
(72, 181, 295) y ex vivo (65), y describiéndose una reduccion en los
cambios histolégicos y mejora en la eficiencia en el aparato locomotor
en ensayos en paciente y en modelo animal (68, 207, 258). A pesar de
estos resultados existen otros estudios en los que no se encuentran
efectos claros sobre la artrosis in vivo, otorgando al tratamiento un
efecto deletéreo o neutro, postulandose que el efecto positivo en los
cultivos pueda verse contrarrestado por un aumento en la carga sobre la
articulacién debido a la analgesia, provocando con ello el agravamiento
de la patologia (64, 93, 183, 208).

5.2. PROLIFERACION

Existe abundante literatura que describe el efecto antiproliferativo
de indometacina, diclofenaco y celecoxib sobre cultivos de células
tumorales, aunque las concentraciones utilizadas en estos ensayos
resultan ser muy superiores a las terapéuticas descritas en los fluidos
humanos (23-24, 132, 160, 164, 171, 210, 235, 251, 283, 288-289).

En la bibliografia se describe una actividad antiproliferativa pareja
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entre los tres farmacos (53), estudiada a concentraciones a partir de 0'01
uM en condrocitos sanos de origen animal. Esta informacion se
corresponde con lo observado en nuestros cultivos sanos, donde los tres
farmacos ejercieron un efecto deletéreo significativo sobre la capacidad
proliferativa de los condrocitos. En los cultivos artrésicos los
tratamientos con indometacina y diclofenaco ejercieron un efecto
neutro pero el tratamiento con celecoxib provocé una merma
significativa en la proliferacion en los tres puntos de estudio.

En nuestros cultivos se evidencio que el tratamiento a 1 uM no
mejoro la capacidad proliferativa de las células llegando a provocar la
merma del contenido celular, particularmente con celecoxib desde
concentraciones inferiores a indometacina o diclofenaco.

5.3. APoPTOSIS, CASPASA-9 Y TRAIL

Esta asumido que la artrosis y la apoptosis estan relacionadas; los
condrocitos sometidos a la accion de TNFa e IL-1p tienen una mayor
predisposicion a un rapido envejecimiento y apoptosis, y estd
constatado que el nimero de condrocitos apoptdticos es mayor en el
cartilago artrésico que en el cartilago sano, correlacionandose el
namero de células apoptdticas con la severidad de la lesiéon (31, 122,
163, 184, 194, 202, 284). No existe un consenso acerca de si la pérdida
celular es la causa o la consecuencia de la degradacién de la matriz
(142).

En la literatura abundan referencias en las que se describe la
capacidad apoptética de los tres farmacos estudiados en diferentes tipos
celulares tumorales (15, 52, 92, 132) y no tumorales (114), indicando
que suprimen la proliferacién e inducen la apoptosis alterando incluso
el desarrollo del ciclo celular (24, 37, 265), aunque en estos estudios las
concentraciones ensayadas también exceden con mucho las presentes
en el liquido sinovial. En condrocitos sanos de origen animal, los
tratamientos con indometacina y diclofenaco provocaron la supresion
de la proliferacion y de la muerte celular (53) en concentraciones de
entre 0'01 y 100 uM. En el mismo estudio, los efectos citotoxicos
asociados al tratamiento con celecoxib se apreciaron a 100 uM, una
concentracion muy superior a la terapeutica descrita para los
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inhibidores selectivos de COX-2. En explantes de cartilago humano
sano (141), el tratamiento con indometacina a 1 uM provocod la
reduccion a la mitad del nimero de condrocitos apoptoticos y a un
cuarto a 10 uM, mientras que el celecoxib ejercio un efecto maximo a
0'l uM, sin diferencias significativas entre las demas dosis estudiadas.

Contradiciendo a la literatura antes mencionada, también se ha
descrito un efecto neutro —en linea con nuestros resultados— o
inductor de la apoptosis con estos farmacos.

En modelo animal se demostrdé que el tratamiento con
indometacina promovia la apoptosis de los condrocitos artrésicos (207),
pero en cultivos celulares sanos de origen humano con el farmaco a la
concentracion de 100 uM —muy superior a la terapéutica— no se
detectaron diferencias en la viabilidad frente al control (249).

También en condrocitos humanos, sanos y artrésicos, se describe
el efecto inductor de la apoptosis dosis-dependiente para diclofenaco y
celecoxib (198) a concentraciones de entre 0'1 y 10 uM, con un menor
efecto inductor bajo tratamiento con celecoxib. Esta controversia con el
celecoxib también se encuentra en la literatura al describirse su papel
en la induccién de la apoptosis por mecanismos independientes a la
inhibicién de COX-2 (283) y en la activacion de la cascada de caspasas
a partir de concentraciones de 100 uM (171, 235, 255).

No existe una causa concreta que desencadene la apoptosis, si no
que los diferentes componentes de la matriz juegan su papel en este
proceso: el descenso en la produccion de colageno tipo Il y de
proteoglucanos promoveria una diferenciacion hipertrofica ademas de
ejercer un efecto proapoptético (142), precipitando los procesos de
muerte celular programada; los fragmentos de fibronectina, que no
inducen directamente la apoptosis, si inducen una respuesta
inflamatoria que provoca el aumento de la actividad de las proteasas,
como puede ser la MMP-13 (117), correlacionandose la extension de la
apoptosis con la expresion de esta molécula (194); la literatura indica
que la sobreexpresion de COX-2 se asocia a la resistencia a la apoptosis
y su inhibicién favorece los procesos de muerte celular (97, 202). La
induccidn de la apoptosis habria sido también observada en estudios in
vitro de origen animal mediante PGE> y TNFa (6, 190) a pesar de que
el TNFa por si solo no tenga efecto sobre este proceso (194). La
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prostaglandina PGE; por si sola tampoco va a inducir la muerte celular
(202) pero su sintesis, en colaboracion con citoquinas y otros
mediadores, va a promover la apoptosis de los condrocitos al alterar la
funcién mitocondrial, causando una disminucién en la poblacién
celular y disminuyendo el nimero de células que podrian colaborar en
la compensacion del dafo (32, 202).

En cartilago se ha descrito la disminucién de la muerte celular por
parte de los tres farmacos. Si bien los meétodos utilizados para
cuantificar la existencia de procesos de muerte celular y la respuesta a
unas mismas concentraciones de farmaco son variados en la literatura
existente, nuestros resultados contribuyen a la discusion de como estos
compuestos influyen en la apoptosis durante la patologia artrdsica.

En nuestros experimentos hubo un incremento significativo en la
liberacion de caspasa-9 al medio en los cultivos artrosicos, a los 10 dias,
bajo tratamiento con indometacina o diclofenaco y, a los 15 dias, con
celecoxib respecto a los valores detectados en los cultivos sanos bajo
los mismos tratamientos. Los procesos de diferenciacion terminal
hipertréfica finalizarian con la apoptosis celular estimandose unos
valores de caspasa-9 aumentados (266); sin embargo, los tratamientos
en los cultivos artrdsicos no provocaron diferencias significativas en las
concentraciones de caspasa-9 respecto a lo observado en el estado ideal
representado por los cultivos control sanos, sin tratamiento. Tampoco
se establecio en los cultivos sanos tratados ninguna influencia negativa
de los farmacos respecto a los cultivos control sanos. Esto sugiere que
la ruta intrinseca 0 mitocondrial de la apoptosis no estaria activada antes
de aplicar los tratamientos a la concentraciéon de 1 uM, ni se activo a
causa de estos, salvo en los casos puntuales mencionados.

De TRAIL se ha descrito que su expresién aumenta durante la
artrosis (163) y también la capacidad de los farmacos para potenciar su
actividad apoptotica (97, 261), aunque las concentraciones de farmaco
referidas en estos estudios superan ampliamente las descritas en el
liquido sinovial. Segun nuestros resultados, no se encontraron niveles
de TRAIL significativamente diferentes entre los cultivos control sanos
y artrosicos en ninguno de los puntos de estudio; y el tratamiento con
cualquiera de los farmacos a 1 uM, en ambas lineas, no potencia la
liberacion de TRAIL al medio a lo largo del tiempo. Esto nos lleva a
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determinar que tampoco se puede hablar de la activacion de procesos
apoptoticos por la via extrinseca.

5.4. EXPERIMENTOS DE CICATRIZACION

En la bibliografia se describe como nuestros farmacos en estudio
poseen la capacidad de reducir la migracion de diversos tipos celulares
(160, 164, 189, 251), aunque la mayoria se refieren a células tumorales
y las concentraciones de farmaco utilizadas exceden las que se
encuentran en el liquido sinovial. En lo que respecta a la artrosis, la
reduccion de la migracion impediria a los condrocitos trasladarse a
nuevas zonas y regenerar la matriz lesionada.

En todos los cultivos, tanto controles como bajo tratamiento con
farmacos a concentraciones de 1 uM y salvo aquellos artrosicos tratados
con celecoxib, se cuantifico una pérdida significativa de superficie libre
con el paso del tiempo, notable desde las 12 horas en cultivos sanos y a
las 20 horas en artrosicos desde el momento inicial de toma de
iméagenes. Salvo en el caso mencionado del tratamiento con celecoxib
en cultivos artrosicos, el tratamiento con los farmacos no muestra
diferencias con la evolucion de los controles ni diferencias en el efecto
del tratamiento entre ellos o entre ambas lineas celulares.

5.5. MORFOLOGIA Y VIABILIDAD: CONFOCAL

En el cartilago, los condrocitos presentan una estructura
redondeada o poligonal, que puede ser aplanada o discoidal en la
superficie de la articulacion y en sus limites (111). Cuando son
cultivados en laboratorio, los condrocitos acaban adoptando una
morfologia fusiforme o estrellada tipica de los fibroblastos, debido a los
fendmenos de desdiferenciacion inherentes al cultivo in vitro (27, 291).

Este fendmeno de desdiferenciacion y de cambios morfologicos
hacia el fenotipo fibroblastico se pudo apreciar también en nuestros
condrocitos en cultivo, siendo mas evidentes con el paso del tiempo y
con el aumento de la concentracion de farmaco. Al mismo tiempo se
pudo apreciar un escaso nimero de células no viables, y con el aumento
de las concentraciones de farmaco una disminucion en la densidad
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celular.
5.6. COX-2

En el apartado 5.1. Efecto de los Farmacos ya hemos revisado que
la inhibicion de la actividad de COX-2 mediante el uso de analgesia no
mejora eficazmente la destruccion del cartilago artrésico, sin embargo,
tal como hemos visto en el apartado 1.5.1.1. Ciclooxigenasa (COX), la
inhibicion de la sintesis de PGE; resultaria beneficiosa ya que su
produccidn entra en sinergia con citoguinas que potencian la patologia.

En el caso de la expresion de COX-2, esta es muy limitada en los
condrocitos en reposo del cartilago normal. En el cartilago artrésico se
la puede encontrar con un rango de expresién aumentado entre 10 a 80
veces, lo que a su vez conlleva un aumento en la produccion de PGE; y
con ella, el aumento de la sinergia anteriormente mencionada (17, 95).

In vitro, la expresion del gen PGST-2 disminuye con el tiempo y
con la desdiferenciacion debida a cada pasaje, cuantificAndose en
mayores niveles en los condrocitos artrosicos (168).

Los tres farmacos en estudio, indometacina, diclofenaco y
celecoxib, son inhibidores tiempo-dependientes de COX y a la
concentracion de 1 uM serian capaces de inhibir a COX-2 en cartilago
artrosico humano (11, 295). Existen datos que indican que diclofenaco
y celecoxib a la concentracion de 1 puM no habrian conseguido
modificar significativamente la sintesis de COX-2 en condrocitos
artrosicos, no estimulados, respecto a las condiciones basales (10).

La sobreexpresion de PGST-2 verificada en nuestros controles
artrosicos es consistente con lo reportado en la bibliografia. También lo
es la leve subexpresion observada en ambos controles sano y artrésico
alos 15 dias debido al paso del tiempo, y la disminucion de la expresion
del gen de COX-2 por parte de los tres farmacos. Segln nuestros
resultados, todos, a la concentracion de 1 puM si provocaron la
subexpresion del gen, que fue més evidente en los cultivos artrosicos.
En los cultivos sanos el farmaco que mayor subexpresion provoco fue
el celecoxib.
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5.7. MMP-13

En el tejido sano adulto la expresion de MMP-13 es escasa 0 nula
(230, 256), aumenta en el cartilago hipertrofico y también durante la
artrosis proporcionalmente a la severidad de la lesion y la degradacion
de colageno tipo Il, sobreexpresandose hasta mas de 40 veces,
contribuyendo al desarrollo de la patologia (266, 291, 294).

Se ha observado que, en el cultivo en monocapa, in vitro, su
expresion puede aumentar (106) o disminuir (168, 173, 291) con el
tiempo de cultivo y diferentes subcultivos.

En nuestros experimentos comprobamos que la concentracion de
MMP-13 es escasa en cultivos sanos, y que en cultivos artrosicos con o
sin tratamiento los niveles de MMP-13 fueron significativamente
superiores, particularmente a los 15 dias, al finalizar el estudio.

En la literatura, los niveles de MMP-13 descritos en cultivos de
condrocitos artrésicos, no estimulados y bajo tratamiento con los
mismos farmacos a 1 uM, no fueron significativamente diferentes a los
niveles basales de la enzima, aunque el tiempo de incubacién con los
farmacos fue sustancialmente menor, de 1 hora (11). Salvando la
diferencia en el tiempo de incubacion, en nuestros experimentos el
tratamiento en cultivos artrésicos causé una disminucion significativa
de los niveles de enzima a los 15 dias respecto al control, siendo el
diclofenaco el farmaco que provoco la mayor liberacion de enzima al
medio, y el celecoxib la menor. En los cultivos sanos, al final del
experimento, ninguno de los farmacos ejercio un efecto
significativamente diferente al resto.

A la concentracion de 1 uM, los tratamientos consiguieron hacer
descender los niveles de MMP-13 liberados al medio en el periodo final
de estudio, tanto en cultivos artrésicos como sanos, salvo en el caso de
la incubacion de condrocitos sanos con celecoxib, obteniéndose un
efecto neutro sobre la liberacion de la metaloproteinasa desde la mitad
del periodo de experimentacion.

El tratamiento con celecoxib en la literatura ofrece resultados
contradictorios. En lo referente a condrocitos humanos no estimulados
con citoquinas, puede ejercer un efecto neutro sobre la produccion de
MMP-13 en un rango de concentraciones de hasta 10 uM tanto en
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condrocitos sanos como artrésicos (198), lo que coincidiria con lo
observado en nuestros experimentos; 0 aumentar la expresion génica de
la enzima a concentraciones de 1 pM en condrocitos artrésicos humanos
en cultivo (11), siendo el nivel de expresion intermedio entre
indometacina y diclofenaco.

5.8. IL-1p

En la literatura podemos encontrar tanto que los niveles de esta
interleucina y su expresion no estén demasiado elevados en el liquido
sinovial en la articulacién artrésica humana (147, 158, 175, 229) como
que se encuentren incrementados en los tejidos y liquido sinovial de
pacientes artrdsicos (10), y su expresion sobreregulada en el suero de
estos pacientes (250). También se ha descrito que, en los cultivos in
vitro y como parte de los procesos de desdiferenciacion, los condrocitos
artrosicos incrementan la secrecion de IL-1B (142), referencidndose
también la sobreexpresion de esta citoquina tanto en células sanas como
artrosicas a medida que aumenta el numero de subcultivos, sin
diferencias significativas entre ambas lineas (168). Al final de nuestros
experimentos, cualquier tratamiento generd una liberacion mayor de
interleucina al medio frente a lo que seria el estado ideal representado
por los condrocitos control sanos, salvo tras el uso de diclofenaco en
cultivos sanos en que no se apreciaron diferencias.

Los valores de IL-1B en liquido sinovial a los que se refiere la
literatura consultada son similares independientemente de las muestras
—sanas o artrosicas— oscilando entre los 2 y los 20 pg/ml. Aunque los
niveles de citoquina indicados en la bibliografia han sido cuantificados
en liquido sinovial y no son comparables a los obtenidos en nuestros
cultivos, tampoco se detectaron variaciones al comparar el efecto de
cada farmaco entre cultivos sanos y artrosicos, siendo este efecto
similar para cada par de muestras.

Los ensayos clinicos con pacientes artrésicos y estudios en modelo
animal mostraron que los tratamientos con indometacina y celecoxib
fueron capaces de provocar un descenso en la liberacion de 1L-1p (10,
65, 143) aunque en el caso del celecoxib se encuentran resultados
contradictorios cuando se describe un efecto neutro al no ofrecer
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diferencias en la liberacion de la molécula respecto al control en un
ensayo similar (254). En ensayos en cultivo celular, la incubacion de
condrocitos artrésicos humanos con celecoxib o diclofenaco a 1 pM
ofrece resultados diferentes segun se hayan estimulado o no los cultivos
con IL-1B. En el caso de nuestros experimentos, no se detectaron
modificaciones en la expresion génica de IL-1p respecto a las
condiciones basales (10), sin estimulacion. Con estas referencias (10,
254), concordarian los resultados obtenidos en nuestros experimentos
en cultivos artrésicos, ya que el tratamiento con cualquiera de los
farmacos no mostré diferencias en la liberacion frente al control.

En nuestros resultados en cultivos sanos, sin embargo,
comprobamos que el uso de indometacina y celecoxib si provoco un
ligero aumento en la liberaciéon a los 15 dias frente al control. En
contraste, el uso de diclofenaco mantuvo esta liberacion por debajo de
los valores basales hasta el final del periodo de experimentacion.

5.9. TNFa

Se describe que la produccion de TNFa es detectable a bajos
niveles en el tejido artrésico, y es mayor en el liquido sinovial de la
articulacion artrdsica, cartilago y estructuras asociadas (150, 231).

En la literatura se encuentran referencias a las concentraciones de
TNFa en el liquido sinovial de la articulacion artrésica entre 1 y 80
pg/ml (147, 175). En los sobrenadantes de nuestros cultivos celulares
control sanos y artrésicos, los niveles de TNFa apenas sobrepasaron los
6 pg/ml, pero los tratamientos no consiguieron hacerlos descender por
debajo de los valores ideales representados por las muestras control
sanas.

El estudio en pacientes reveld que el tratamiento con indometacina
via oral no modificaba los niveles basales de TNFa en el tejido sinovial
(65). Tampoco fueron alterados sus niveles en liquido sinovial bajo
tratamiento con diclofenaco o celecoxib respecto al grupo control sin
tratamiento (254) al igual que no se modificé su expresion génica en
condrocitos artrosicos en cultivo tras el tratamiento con diclofenaco o
celecoxib a 1 uM (10). Estos resultados entran en conflicto con los
obtenidos en el liquido sinovial de pacientes artrosicos y modelo animal
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tratados con diclofenaco y celecoxib (96, 143) y sobre tejido sinovial
de pacientes artrésicos tratados con celecoxib (65), en donde si se
observd disminucion en la liberacion de TNFa. Teniendo en cuenta que
nuestros resultados provienen de cultivos celulares, no podemos
extrapolarlos a lo descrito en los estudios sobre pacientes hallados en la
literatura pero si podemos complementar esta informacion. En nuestras
muestras artrosicas, los niveles de TNFa se incrementaron al final del
estudio debido a los diferentes tratamientos, aunque de los tres farmacos
solo el celecoxib provocd este efecto en el ultimo intervalo. En los
cultivos sanos no se apreciaron diferencias significativas en este mismo
periodo entre tratamientos y controles.

Podemos decir que los niveles de citoguina en las muestras
artrésicas fueron mayores en los cultivos tratados con indometacina, y
menores con celecoxib. En las sanas, bajo tratamiento con celecoxib se
pudo apreciar una tendencia al aumento de la liberacion de la citoquina
en el tiempo, no significativa en ningun caso respecto al control. El
efecto de la indometacina fue similar para los cultivos sanos y
artrosicos; el diclofenaco potencié la liberacion de TNFo en las
muestras artrosicas, y el celecoxib provocé su aumento en las sanas.

5.10.IL-6

IL-6 aparece en concentraciones elevadas en el liquido sinovial de
pacientes (156) o animales (3) afectados de artrosis, aunque no todos
los pacientes artrésicos expresan los mismos niveles de IL-6 con lo que
se pueden encontrar subgrupos en los que la produccidn puede ser mas
0 menos abundante. Se intenta explicar la fluctuacion de estos valores
por el estadio de la patologia o su duracién (78, 192).

En general los condrocitos en cultivo producen menores cantidades
de IL-6 que en un sistema in vivo (262). Los condrocitos sanos producen
bajas concentraciones de IL-6 en ausencia de agentes estimulantes
(174) y los artrosicos producen altas concentraciones durante la
regeneracion de la matriz (175, 262) aunque hay registros en que no se
apreciaron diferencias en los niveles de IL-6 entre cultivos humanos
sanos y artrésicos (125), en la linea de lo observado en nuestros
resultados al no hallarse diferencias en los valores de citoquina entre
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controles y tratamientos entre ambos tipos de cultivos.

Los valores de esta citoquina en la literatura se sitlan por encima
de los 120 pg/ml (158, 175) alcanzando casi los 400 pg/ml (263) en el
liquido sinovial de pacientes y entre 64 y 90 pg/ml en el de los sanos
(158, 263). Aunque estos valores han sido medidos en el liquido
sinovial, en nuestros cultivos, los niveles de I1L-6 en el medio de cultivo
de los condrocitos sanos se aproximaron mas a los valores cuantificados
en los cultivos artrosicos.

En los datos de estudios clinicos y ensayos en modelo animal
artrésico en los que se refiere la disminucion de los niveles de IL-6 bajo
tratamiento con diclofenaco (3) o celecoxib (28), no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de IL-6 entre ambos farmacos
(96). También localizamos referencias a cultivo de condrocitos
artrosicos humanos tratados con indometacina a 5'6 uM o con
diclofenaco a 4'4 uM en los que se logro reducir la produccidén basal de
IL-6, efecto que no conseguido con celecoxib a la concentracién de 1'8
uM (228). Los resultados obtenidos en nuestros cultivos artrdsicos
coinciden parcialmente con lo descrito en la literatura, debido bien a
que las concentraciones de farmaco ensayadas, superiores a las
nuestras, o bien al modelo utilizado. Nuestros datos mostraron que la
concentracion de IL-6 cuantificada bajo tratamiento no difiri6 de los
niveles basales durante el tiempo de estudio, salvo puntualmente a 5
dias con el coxib, ni fue diferente entre farmacos, manteniéndose
homogénea en términos generales a lo largo del tiempo.

Frente a lo anterior, en nuestros cultivos sanos los tres fArmacos
provocaron durante los primeros 10 dias un descenso significativo en la
concentracion de IL-6 frente a los valores de referencia. Este descenso
se mantuvo durante todo el ensayo bajo tratamiento con indometacina,
y en el caso del tratamiento con celecoxib se origind un aumento en la
liberacion de la interleucina al finalizar el experimento. En estos
cultivos, el celecoxib fue el farmaco que mayor liberacion de IL-6
provoco de los tres.

Tal como hemos visto en el apartado 1.5.2.2.1. Interleucina 6 (IL-
6), esta citoquina modula al mismo tiempo actividades anabolicas y
catabdlicas. Su actividad esta condicionada a su concentracion y las
sinergias que establezca con otras citoquinas y moléculas catabolicas.
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Su disminucion en cultivos artrosicos ejerceria a priori un efecto
positivo sobre la patologia artrosica si no se alcanzase esta sinergia, que
depende también de la propia liberacién de esos compuestos, pero en
nuestro caso el efecto de los tratamientos no muestra ninguna diferencia
con lo ocurrido en los controles. Sin embargo, segun los resultados
obtenidos en los cultivos sanos, al disminuir la concentracion de IL-6,
los tratamientos ejercerian un efecto que podria alterar por lo menos la
dindmica de GAG y proteoglucanos en la matriz del cartilago sano.

5.11. COLAGENO TIPO I

El colageno tipo Il se expresa a altos niveles en el cartilago sano y
su sintesis merma o finaliza durante la diferenciacion hipertréfica de los
condrocitos (27). En los procesos artrdsicos su expresion se va
reduciendo con la severidad de la lesion y a medida que la patologia
progresa (291, 293), aunque, al igual que ocurre con el agrecano, su
sintesis puede incrementarse en diferentes estadios de la enfermedad en
respuesta a eventos degenerativos de la matriz en un intento de revertir
el dafio (42, 69, 111, 199). Estos fendmenos se describen también en
modelo animal in vivo, obteniéndose resultados que describen primero
la ausencia de diferencias significativas en la expresion de los niveles
de colageno tipo Il entre cartilago sano y afectado (35), y mas
recientemente un aumento significativo en el control artrdsico de estos
valores con respecto al control normal (3).

En el cultivo in vitro, su expresién responde a la desdiferenciacion,
que disminuye con el tiempo y los subcultivos (168, 173, 291), sin
diferencias significativas entre condrocitos sanos y artrésicos (168).

Como era de esperar, en nuestros analisis solamente se detecto
expresion del gen COL2AL1 en las muestras sanas, apreciandose una
disminucion con el tiempo no amortiguada bajo tratamiento
farmacologico a la concentracion de 1 uM. La literatura refiere que el
tratamiento de condrocitos humanos sanos con indometacina (113)
provocd la supresion de la expresion dosis-dependiente del colageno
tipo Il en un rango de concentraciones; sin embargo, en nuestras
muestras, la indometacina no modifico sustancialmente la expresion del
gen respecto al control a tis. En modelo animal, la literatura recoge que
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el tratamiento con diclofenaco mejora la expresion del gen en animales
artrosicos (176) hasta niveles encontrados en animales sanos, y que el
tratamiento con celecoxib en cultivos sometidos a estrés mecanico
produce una mejora de la expresion del gen a la concentracion de 10
UM que, si bien no consiguio alcanzar los niveles basales, si mejoro los
niveles respecto a los cultivos sin tratamiento (136). Por el contrario, en
nuestras muestras la incubacion con ambos farmacos, diclofenaco y
celecoxib, provoco a la concentracion de 1 uM una mayor subexpresion
del gen respecto al control a 15 dias y al tratamiento con indometacina,
lo que no supone una mejora y que indica que ademas podria contribuir
al desarrollo de procesos hipertroficos y de desdiferenciacion.

5.12. COLAGENO TIPO X

El colageno tipo X no se expresa en condiciones normales en el
cartilago sano adulto, pero aumenta como resultado de la hipertrofia de
los condrocitos, de la calcificacion del cartilago, y durante la artrosis al
reiniciarse los procesos de osificacion endocondral (139, 236, 266). Su
expresion responde también a la desdiferenciacion, incrementandose
con el nimero de subcultivos (168). Su expresion es mayor en las zonas
menos degeneradas (94), pero acaba disminuyendo a medida que
aumenta la severidad de la lesion (291).

Diversos analisis en pacientes y modelo animal no han sido capaces
de demostrar niveles elevados de colageno tipo X en cartilago artrosico,
lo que ha llevado a postular su expresion en funcion de las diferentes
etapas de la enfermedad, de una zonacion diferencial de su expresion, e
incluso porgue su expresion sélo pueda ser verificada en determinados
subgrupos de la poblacion (5, 12-13, 42). La busqueda de literatura no
ofrecio resultados que relacionasen la expresion del gen en cultivos
sanos o artrésicos bajo tratamiento con indometacina, diclofenaco o
celecoxib. Si se observo, en modelo animal, que el tratamiento con
diclofenaco mejoraba la patologia artrosica al infraregular la
sobreexpresion de colageno tipo X. El tratamiento, sin embargo, no
lograba alcanzar los valores de expresion propios del cartilago sano
(176).

En nuestros andlisis, la expresion del gen COL10A1 se detecto
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Unicamente en las muestras artrosicas. Sus niveles aumentaron con el
tiempo, y los tratamientos con los farmacos a 1 uM apenas modificaron
la expresion del gen respecto al control a tis, mostrdndose inefectivos
en la mejora de la condicion artrosica para este parametro.

5.13. FIBRONECTINA

Los niveles de fibronectina pueden elevarse hasta 10 veces por
encima de los valores basales durante la artrosis, detectdndose
asimismo un aumento de su expresion en el liquido sinovial de los
pacientes (244). La expresion de esta proteina también aumenta con los
subcultivos durante la expansion in vitro de los condrocitos en respuesta
a los procesos de desdiferenciacion, sin hallarse diferencias
significativas en el contenido de fibronectina entre cultivos sanos y
artrosicos (168).

No hemos encontrado referencias que estudien la concentracion de
fibronectina bajo la influencia de los fa&rmacos seleccionados.

En nuestros experimentos, se detectd que el contenido de
fibronectina era significativamente inferior en las muestras artrosicas,
con o sin tratamiento, salvo el caso puntual a 15 dias bajo tratamiento
con diclofenaco en que no se apreciaron diferencias entre cultivos sanos
0 artrosicos.

En los cultivos artrésicos, los niveles de fibronectina cuantificados
bajo tratamiento solo fueron significativamente superiores a los
obtenidos en el control tanto a 5 como a 10 dias. Este aumento se
mantuvo hasta los 15 dias Gnicamente bajo tratamiento con diclofenaco.

En los cultivos sanos con o sin tratamiento se cuantifico un
descenso significativo de glucoproteina hacia el final del experimento,
pero, aunque el tratamiento con diclofenaco no generd unos niveles de
fibronectina diferentes a los obtenidos en los cultivos control, los
tratamientos con indometacina o celecoxib si provocaron un aumento
en la liberacion de la molécula a los 15 dias de cultivo.

5.14. MATRILINA-1

La expresion de matrilina-1 es baja o nula en el cartilago humano
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sano (217) y cesa a medida que los condrocitos inician la diferenciacion
hipertréfica (130). Se sobreexpresa en los procesos artrésicos (111, 206,
274) aunque también se describe la infraexpresion de matrilina-1 en el
cartilago artrosico (42) hipotetizando con la posibilidad de que los
cambios en la expresion de genes clave ocurran en toda la articulacion
y no estén Unicamente restringidos a las zonas lesionadas, y que esos
cambios sean los que predispongan el tejido al dafio en vez de ser el
dafio el que cause la alteracion de la expresion génica.

No hemos encontrado referencias a la expresion de MATN1 en
cultivos in vitro de condrocitos bajo el efecto de los farmacos
estudiados.

Como era de esperar, el gen MATN1 no amplifico en ninguna de
nuestras muestras sanas. En los cultivos artrdsicos no amplifico en el
control a to ni bajo tratamiento con diclofenaco, pero si amplificd en las
muestras control tis y bajo tratamiento con los farmacos indometacina
y celecoxib. A pesar de no tener valores de cuantificacion relativa
respecto al control sano a tiempo cero (SCO), los resultados obtenidos
se pudieron analizar bajo el control artrdsico a 15 dias (AC15), viendo
que ambos tratamientos, con indometacina o celecoxib, disminuyeron
la expresion del gen respecto a este control.

5.15. MATRILINA-3

La expresion de matrilina-3 es escasa en los condrocitos sanos
(217) y debil o nula en los hipertroficos (154, 292). La sobreexpresion
de este gen esta ligada al desarrollo de la artrosis de forma proporcional
al desarrollo de la patologia (217, 274). La controversia que se genera
con esta molécula es que, aunque sus valores sean elevados durante la
artrosis, no existe una uniformidad entre pacientes (271).

No hemos encontrado referencias a la expresion de MATN3 en
cultivos de condrocitos in vitro bajo el efecto de los farmacos
estudiados.

Tomando como referencia el control sano a to (SCO0), en nuestras
muestras se detectd la sobreexpresion del gen a tis en los cultivos
artrésicos, y el tratamiento farmacoldgico provoco a tis la subexpresion
del gen MATN3 en las dos lineas celulares. Segun los valores de
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cuantificacion relativa observados, el celecoxib fue el farmaco que
mayor inhibicién produjo sobre el gen en cada linea.

5.16. GLICOSAMINOGLUCANOS

El protocolo seguido en este ensayo lleva a la cuantificacion de las
concentraciones de GAG asociados a la matriz extracelular, excluyendo
los GAG anclados a superficie. La reduccion en el contenido de estas
moléculas se deberia a su liberacién de la matriz, complicaciones en su
incorporacion y/o a una limitacién en su sintesis. Esta reconocido que
la pérdida de GAG es un rasgo distintivo de la artrosis y un marcador
de la degeneracion del cartilago (133). Sin embargo, el contenido de
GAG en nuestras muestras artrosicas sin tratamiento no difirio del
cuantificado en los controles sanos.

Estd descrito que la indometacina posee un efecto inhibitorio
reconocido sobre la sintesis de GAG en condrocitos sanos y artrésicos
(73-74, 76), aunque en explantes de cartilago sanos bajo carga, se
describid que el tratamiento con indometacina a concentraciones hasta
10 uM no producia ningun efecto en la liberacion de GAG al medio
(141). En nuestro caso, el tratamiento con indometacina en cultivos
sanos Yy artrosicos a la concentracion de 1 uM no provocé diferencias,
salvo una merma a 5 dias en cultivos sanos equilibrada en periodos
posteriores, en la liberacion de GAG al medio respecto a los valores
cuantificados en cada uno de los cultivos control.

El diclofenaco, de forma similar a lo observado con indometacina
con unamermaa los 10 dias en cultivos sanos, ejercié también un efecto
global neutro sobre ambos tipos de cultivo al no encontrarse diferencias
con los valores basales sanos o artrdsicos. Esto coincidiria con el efecto
neutro o no significativo descrito en la literatura sobre la sintesis de
GAG en condrocitos humanos tanto sanos como artrésicos (73).

El celecoxib es el Unico de los tres farmacos que podria ejercer un
efecto positivo sobre la sintesis de los GAG ya que esta recogido que
mejora la sintesis y retencién de los proteoglucanos, ademas de que
existen evidencias de que el tratamiento con celecoxib logro revertir la
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inhibicion sobre la rotacion de los GAG de forma dosis-dependiente?,
cuando las muestras fueron sometidas a condiciones inflamatorias
(182), aunque se ha descrito que en explantes y cultivos de condrocitos
humanos sanos, el tratamiento con celecoxib a concentraciones entre
0'01 y 10 uM, no modifico la rotacién de los GAG en el cartilago
articular humano normal (141, 180, 182). Coincidiendo mas con esta
bibliografia se encuentra el resultado de nuestros analisis, pues en
nuestras muestras el coxib consiguié disminuir en el contenido de GAG
libre en los cultivos artrésicos hasta los 10 dias de cultivo; en cultivos
sanos esta merma solo se detecto a los cinco dias. En cualquier caso, al
final del experimento, en ambas lineas celulares los valores de
liberacion de GAG no difirieron significativamente de sus respectivos
controles, con lo que se le asumiria a este farmaco un efecto final neutro
a la concentracion de 1 pM.

En términos generales, no se encontraron diferencias en el efecto
de los farmacos sobre cada linea por separado. Por el contrario, al
analizar el efecto de cada farmaco sobre ambas lineas, si se aprecio que
el diclofenaco provoco una mayor liberacién de GAG de la matriz al
medio en los cultivos artrésicos, siempre dentro de los limites de lo
encontrado en los cultivos control.

5.17. AGRECANO

El agrecano es uno de los componentes esenciales de la matriz
extracelular y sabemos que su expresion merma durante la artrosis y la
diferenciacion hipertrofica (42, 224). El gen responde a los procesos de
desdiferenciacidn y su expresion decrece con el tiempo (291) y con los
subcultivos (168). En nuestros controles sanos, se observa la
subexpresion del gen tras los 15 dias de cultivo. No obstante, la tasa de
sintesis puede aumentar en los primeros estadios de la artrosis al
activarse los mecanismos de reparacion en un intento de mantener la
matriz en equilibrio (21), lo que podria explicar que en los cultivos
artrésicos la expresion del gen sea superior a los 15 dias respecto al
control a to.

20 Esta mencion a cultivos estimulados es excepcional, para ilustrar la contraposicion de los
efectos del farmaco.
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Se ha descrito ampliamente el efecto negativo de la indometacina
sobre el metabolismo de los proteoglucanos del cartilago artrosico (65,
181, 208, 219, 295). En contradiccion con estos datos, también se ha
descrito el aumento significativo en el contenido de agrecano a
concentraciones de 5'5 uM en condrocitos artrésicos humanos
cultivados en perlas de alginato (228), ademas de obtenerse resultados
discordantes en cartilago sano al describirse, por un lado, efectos
deletéreos a 4 uM (240), y por otro a partir de concentraciones
superiores, de 28 uM (58).

La literatura recoge que el uso de diclofenaco en el tratamiento de
explantes o cultivos artroésicos humanos a concentraciones desde 1 uM
no alterd el contenido de proteoglucanos (34, 80, 198, 228), y tampoco
lo hizo a concentraciones de hasta unos 31 pM tanto en condrocitos
sanos como artrdsicos de origen animal (57). Enfrentdndose a esta
informacion, esta descrito que este farmaco si suprimié la sintesis en
cultivo sano a la concentracion de 10 uM (198).

Los resultados obtenidos bajo tratamiento con celecoxib no son del
todo congruentes, ya que varios estudios en explantes de cartilago
artrésico humano recogen un efecto estimulatorio de la sintesis y
retencion de los proteoglucanos entre las concentraciones de 0'1 a 26'5
uM (80, 180, 181), de la misma forma que en diversos ensayos (65, 183,
208), en pacientes y modelo y cultivo animales in vitro, se describe un
efecto favorable del celecoxib sobre el metabolismo de los
proteoglucanos en cartilago artrésico. En contraposicion, también se
recoge que el tratamiento con celecoxib no tuvo un efecto significativo
sobre los condrocitos artrosicos (198, 228) o en modelo animal in vivo
(183). En cartilago sano también existe controversia en los resultados.
Por un lado, se describe que el celecoxib no posee efectos en la rotacion
de los proteoglucanos del cartilago sano a menos de 10 uM (180, 182),
pero por otro se detectd la supresion de su sintesis en el rango de
concentraciones estudiadas, entre 0'L y 10 uM (198), ademas de
resultados que indican que en cultivo animal el celecoxib ejerce un
efecto positivo a 10 uM en la expresion del agrecano tanto en
condrocitos sanos (136).

La literatura (182) presume que la influencia del celecoxib sobre la
rotacion de los proteoglucanos es a través de la inhibicion de la
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actividad COX-2. Podriamos extender esta presuncion a cualquiera de
los farmacos capaces de inhibir la actividad ciclooxigenasa, puesto que
sabemos que COX-2 esta sobreexpresada en condiciones inflamatorias
y con su inhibicion se inhibiria la sintesis de PGE2. Como hemos
revisado en el apartado 1.5.1.1.3. Papel de la prostaglandina E2
(PGE2), esta molécula tiene un efecto dual y puede influir
negativamente en la sintesis de proteoglucanos.

La gran mayoria de las concentraciones referidas en la literatura
son superiores a la de 1 uM establecida para la realizacion de nuestros
experimentos y los resultados son heterogéneos. En nuestros
experimentos, cualquiera de los tres farmacos a la concentracion de 1
uM produce la subexpresion del gen de agrecano respecto al control
sano escogido como referencia (SC0). Con los mismos datos podemos
establecer que los tratamientos no suponen una mejora al cabo de los
15 dias de tratamiento respecto a los controles sin tratar.

5.18. ADECUACION DE LOS FARMACOS A LA MEJORA DE LA ARTROSIS

Esta Tesis es un pequefio acercamiento a la voragine de elementos
que interacttan en el desarrollo y avance de la degeneracion artrosica a
través de una serie de marcadores caracteristicos presentes en los
condrocitos del cartilago articular.

Teniendo en cuenta que el fin Gltimo de los farmacos estudiados es
la accion analgésica, desglosar la discusién en diferentes apartados nos
ha permitido obtener una vision del efecto de indometacina, diclofenaco
y celecoxib de forma particular sobre cada proceso celular, mediador
inflamatorio y elemento constituyente de la matriz extracelular del
cartilago estudiado, en condiciones sanas y degenerativas.

Debemos tener también en cuenta que cualquier tratamiento
destinado a la terapia de esta patologia va a afectar, por la propia
farmacocinética del farmaco —esto es, los procesos de liberacion,
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de este por el
organismo— a tejidos sanos, que podrian ver afectado su metabolismo,
que en el mas deseable y mejor de los escenarios seria de un modo
positivo.

En cada uno de los apartados de esta Discusion hemos podido
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comprobar que no existe una regla clara que nos indique cudl de los tres
farmacos es el mas idéneo para tratar en su conjunto los eventos que
desencadenan la enfermedad, ya que un mismo compuesto puede llegar
a ejercer un efecto en una linea celular pero un efecto completamente
diferente en la otra, lo que podria hacernos cuestionar la relacion
beneficio-riesgo del tratamiento elegido. EI mismo argumento se nos
plante6 al intentar localizar, en base a los resultados obtenidos, el
farmaco que actle positivamente sobre el mayor numero de marcadores
estudiados. La cuestion es compleja ya en el organismo in vivo las
condiciones van a ser completamente diferentes a las controladas en un
cultivo celular in vitro ya que fluctuaran debido a diferentes motivos,
ya sean cambios en la carga mecanica de la articulacion, edad del
individuo, u otras causas clave, con lo que anteponer la mejora de
ciertos marcadores por delante de otros podria hacer desencadenar, en
ultimo término, un perjuicio mayor que el beneficio que se pretende
obtener.
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6. CONCLUSIONES
6.1. PROLIFERACION

Ninguno de los farmacos ensayados, a la concentracion de 1 uM,
mejora la proliferacion de los condrocitos artrdsicos, y en el caso del
celecoxib la empeora significativamente.

En los cultivos sanos, a la misma concentracion, el tratamiento
farmacoldgico produciria un efecto general deletéreo y significativo
sobre el estado ideal del cartilago.

6.2. APOPTOSIS, CASPASA-9 Y TRAIL

Con el método de cuantificacién utilizado podemos concluir un
efecto neutro sobre la apoptosis en las muestras estudiadas con
farmacos a la concentracion de 1 uM.

6.3. EXPERIMENTOS DE CICATRIZACION

De forma general, los farmacos ejercen un efecto neutro. La
excepcion es el tratamiento con celecoxib en condrocitos artrésicos,
donde a las 20 horas no se cuantifica una pérdida significativa de
espacio libre respecto al control sin tratamiento.

Los tratamientos, salvo el caso particular mencionado, no
restringen la migracion celular, la colonizacion del espacio libre
disponible o el cierre de la herida.

6.4. MORFOLOGIA Y VIABILIDAD: CONFOCAL
Los condrocitos sufren procesos de desdiferenciacion agravados
por el tiempo en cultivo y el aumento de la concentracion de farmacos.

Con las imagenes tomadas tras la tincion con calceina y ioduro de
propidio y los resultados obtenidos en las pruebas de apoptosis
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podemos sugerir que a la concentraciéon de 1 pM los farmacos no
interfieren con la viabilidad.

El descenso comprobado en la densidad celular es debido a la
inhibicion de la proliferacion en respuesta al tratamiento farmacolégico.

6.5. COX-2

El tratamiento farmacologico a la concentracion de 1 uM consigue
disminuir la expresién del gen PGST-2 en ambos tipos de lineas
celulares, ejerciendo un mayor efecto sobre los condrocitos artrosicos.
Este efecto seria beneficioso frente al avance de la patologia al
bloguearse la sintesis de PGE>, evitando los procesos anabolicos
relacionados con esta prostaglandina y su interaccion con citoquinas
proinflamatorias.

El farmaco celecoxib, que ejerceria un efecto similar al de
indometacina y diclofenaco en cultivos artrosicos, provocaria un mayor
efecto inhibitorio en los cultivos sanos.

6.6. MMP-13

Todos los tratamientos, a la concentracion de 1 uM, ejercen un
efecto positivo sobre la proteccion de la matriz al conseguir disminuir
la concentracion de MMP-13 en el medio excepto bajo incubacion con
celecoxib, que en cultivos sanos parece ejercer un efecto neutro sobre
la liberacion de la enzima.

6.7. 1L-1p

Los tratamientos en los cultivos artrésicos tuvieron un efecto
neutro sobre la liberacion de IL-1B. En estos cultivos, todos los
farmacos a la concentracion de 1 uM ejercieron un efecto similar a lo
largo del estudio salvo el celecoxib, que provocd una menor liberacion
a los 15 dias significativa frente al mismo periodo con el uso de los
otros dos farmacos.

En los cultivos sanos, unicamente el tratamiento con diclofenaco
limito o tuvo un efecto neutro sobre la liberacion de IL-1p durante todo
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el estudio. Al finalizar el experimento, los farmacos indometacina y
celecoxib elevaron los niveles de IL-1B por encima de los valores de
referencia, siendo el farmaco indometacina el que produjo la mayor
liberacion de citoquina en este periodo.

6.8. TNFa

Los farmacos no producen un efecto de mejora en la patologia a
través de la modulacion de este parametro, ya que ninguno de ellos fue
capaz de provocar, a la concentracion estudiada de 1 M, una liberacion
al medio de TNFa inferior a los valores de referencia.

En ambas lineas, ningun tratamiento fue capaz de disminuir los
niveles de TNFa de forma estable por debajo de los valores ideales,
representados por los cultivos control sanos.

Particularmente, el tratamiento farmacoldgico en cultivos
artrosicos potencio la liberacion de la citoquina hacia el final del
experimento.

6.9.1L-6

Los tres farmacos, a la concentracion de 1 uM, ejercen el mismo
efecto neutro sobre la liberacion de IL-6 en los cultivos artrdsicos.

En cultivos sanos, los tres farmacos provocan una menor liberacion
de IL-6 al medio al menos hasta los 10 dias de tratamiento. La
incubacion con celecoxib produce un incremento significativo de
interleucina al final del periodo de experimentacion, siendo el farmaco
que, aun con valores por debajo de los niveles de referencia, mayor
liberacion de molécula produce de los tres.

6.10. COLAGENO TIPO I

En las muestras sanas la expresion del gen disminuye con el
tiempo.

El tratamiento farmacoldgico es incapaz de compensar la
disminucion de la expresion del gen, que se acentlia bajo tratamiento
con diclofenaco y celecoxib, agravando la patologia artrésica.
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6.11. COLAGENO TIPO X

En las muestras artrosicas la expresion del gen aumenta con el
tiempo.

El tratamiento farmacoldgico es incapaz de compensar la
sobreexpresion del gen, sin producir ningin beneficio en el desarrollo
de la patologia. Ningun farmaco destaca sobre los demas en la mejora
de este parametro.

6.12. FIBRONECTINA

Cada linea responde de forma diferente al tratamiento
farmacoldgico.

En los cultivos artrésicos los tratamientos provocan un aumento de
la liberacidn de fibronectina respecto al control durante al menos los
dos primeros tercios del estudio. Al finalizar este, el efecto es neutro
bajo tratamiento con indometacina o celecoxib.

En los cultivos sanos el efecto es neutro hasta los 15 dias de
experimentacién con diclofenaco, periodo en que solo los farmacos
indometacina y celecoxib provocan un aumento en la liberacion de
fibronectina por encima de los niveles basales, lo que resultaria en un
agravamiento de la enfermedad.

6.13. MATRILINA-1

Solo se detecta su expresion en muestras artrosicas.

El tratamiento con diclofenaco 1 uM bloquea la expresion del gen
a los 15 dias mientras que, a la misma concentracion, los tratamientos
con indometacina o celecoxib la disminuyen. EI tratamiento
farmacoldgico, al conseguir la subexpresién de la molécula, contribuye
a la mejora de la patologia.

6.14. MATRILINA-3

Los tres farmacos a la concentracion de 1 uM provocan la
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infraregulacion del gen MATN3 en ambas lineas celulares a los 15 dias
de tratamiento. Ya que la sobreexpresion de este gen esta ligada al
desarrollo artrésico, es de esperar que el tratamiento farmacoldgico
contribuya a la mejora de la patologia.

6.15. GLICOSAMINOGLUCANOS

Los farmacos, a la concentracion de 1 uM ejercen un efecto global
neutro a la finalizacion del experimento sobre la liberacion de GAG
desde la matriz al medio.

El tratamiento con diclofenaco en cultivos artrésicos provoca una
liberacion de GAG superior a la encontrada en cultivos sanos.

Ninguno de los farmacos destaca sobre los demés ejerciendo un
efecto beneficioso sobre la patologia.

6.16. AGRECANO

Ninguno de los farmacos a la concentracion de 1 pM mejora la
expresion del gen tras 15 dias de tratamiento.

Con los datos obtenidos se puede concluir que en estas condiciones
se ejerce un efecto negativo sobre el contenido de la molécula en la
matriz, no se mejoraria la condicion artrdsica ni se prevendrian posibles
procesos de desdiferenciacion.

6.17. ADECUACION DE LOS FARMACOS A LA MEJORA DE LA
PATOLOGIA

La finalidad de los farmacos ensayados es fundamentalmente el
alivio de los sintomas provocados por la enfermedad articular, pero,
como describimos en este trabajo, algunos de ellos pueden interferir de
forma positiva o negativa en la regeneracion del cartilago.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/1. Estadisticos descriptivos MTT: Indometacina en cultivos artroésicos.

5 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,77 93,14 95,26 83,911 | 64,137
SD 1,49 10,07 4,77 5,77 1,368 1,71
EE 0,863 5,82 2,75 3,33 0,79 0,987

IC inferior 95% 96,288 70,742 81,300 80,931 | 80,512 | 59,890

IC superior 95% 103,712 | 120,794 | 104,983 | 109,583 | 87,310 | 68,385

10 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 97,23 96,37 89,1 76,41 55,94
SD 3,68 7,56 11,55 9 2,87 5,78
EE 2,13 4,37 6,67 5,2 1,65 3,33

IC inferior 95% 90,853 78,445 67,686 66,731 | 69,294 | 41,593

IC superior 95% 109,147 | 116,019 | 125,047 | 111,470 | 83,532 | 70,288

15 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,05 82,46 91,06 70,22 58,87
SD 8,99 4,28 3,7 5,85 6,37 4,53
EE 5,19 2,47 2,14 3,38 3,68 2,62

IC inferior 95% 77,675 84,416 73,260 76,523 | 54,388 | 47,615

IC superior 95% 122,325 | 105,680 | 91,664 | 105,595 | 86,053 | 70,129

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/2. Estadisticos descriptivos MTT: Diclofenaco en cultivos artroésicos.

5 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 104,16 99,31 95,55 83,11 69,97
SD 1,49 7,66 4,2 4,11 2,81 5,67
EE 0,863 4,42 2,43 2,38 1,62 3,27

IC inferior 95% 96,288 | 85,142 | 88,868 | 85,330 | 76,122 | 55,893

IC superior 95% | 103,712 | 123,176 | 109,746 | 105,768 | 90,095 | 84,056

10 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 94,75 91,003 93,37 87,95 81,83
SD 3,68 6,51 1,651 5,7 5,7 10,27
EE 2,13 3,76 0,953 3,29 3,29 5,93

IC inferior 95% 90,853 | 78,571 86,902 | 79,202 | 73,781 56,324
IC superior 95% 109,147 | 110,932 | 95,104 | 107,534 | 102,113 | 107,343

15 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 88,102 92,92 82,53 79,16 67,26
SD 8,99 1,255 5,39 2,34 5,39 3,24
EE 5,19 0,725 3,11 1,35 3,11 1,87

IC inferior 95% 77,675 | 84,983 | 79,538 | 76,709 | 65,783 | 59,207

IC superior 95% | 122,325 | 91,220 | 106,294 | 88,352 | 92,540 | 75,318

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.

270




Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/3. Estadisticos descriptivos MTT: Celecoxib en cultivos artrésicos.

5 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,476 88,8 69,57 | 50,894 | 46,44
SD 1,49 0,829 2,23 1,86 1,078 5,44
EE 0,863 0,479 1,29 1,08 0,623 3,14
IC inferior 95% 96,288 93,416 83,252 | 64,941 | 48,215 | 32,919
IC superior 95% 103,712 97,536 94,347 | 74,206 | 53,572 | 59,967
10 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 94,12 93,08 65,8 55,36 | 45,963
SD 3,68 4,2 6 2,94 2,7 1,57
EE 2,13 2,42 3,47 1,7 1,56 0,906
IC inferior 95% 90,853 83,695 78,166 | 58,492 | 48,664 | 42,064
IC superior 95% 109,147 | 104,540 | 107,993 | 73,112 | 62,062 | 49,863
15 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 96,56 90,3 72,15 63,62 54,54
SD 8,99 6,87 3,31 3,63 5,06 1,98
EE 5,19 3,97 1,91 2,1 2,92 1,14
IC inferior 95% 77,675 79,500 82,081 | 63,117 | 51,039 | 49,614
IC superior 95% 122,325 | 113,623 98,524 | 81,175 | 76,197 | 59,464
SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/4. Estadisticos descriptivos MTT: Indometacina en cultivos sanos.

5 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 96,361 96,41 92,43 83,91 83,77
SD 1,57 2,302 3,59 4,11 3,91 8,19
EE 0,641 0,94 1,47 1,68 1,6 3,34
IC inferior 95% 98,354 93,946 92,638 | 88,110 | 79,811 | 75,173
IC superior 95% 101,647 | 98,777 100,182 | 96,741 | 88,013 | 92,368
10 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,66 89,094 85,31 77,21 66,03
SD 2,55 1,85 1,535 2,09 2,89 6,07
EE 1,47 1,07 0,886 1,21 1,67 3,5
IC inferior 95% 93,673 91,057 85,281 80,122 | 70,036 | 50,957
IC superior 95% 106,327 | 100,259 92,907 | 90,493 | 84,392 | 81,103
15 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,99 91 93,985 | 84,352 | 77,65
SD 4,28 3,01 2,78 0,694 0,962 3,48
EE 2,47 1,74 1,6 0,4 0,555 2,01
IC inferior 95% 89,361 88,502 84,104 | 92,262 | 81,962 | 68,996
IC superior 95% 110,638 | 103,479 97,901 95,708 | 86,742 | 86,310

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/5. Estadisticos descriptivos MTT: Diclofenaco en cultivos sanos.

5 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 92,46 92,82 92,97 87,61 88,91
SD 1,82 3,73 1,92 6,51 3,44 2,43
EE 1,05 2,15 1,11 3,76 1,99 1,4

IC inferior 95% 95,481 83,189 | 88,066 | 76,796 | 79,065 | 82,885

IC superior 95% 104,520 | 101,723 | 97,584 | 109,138 | 96,148 | 94,937

10 dias
pM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 94,44 85,45 80,722 73,5 72,52
SD 2,55 2,54 3,7 1,482 6,77 3,98
EE 1,47 1,47 2,14 0,856 3,91 2,3

IC inferior 95% 93,673 88,132 | 76,243 | 77,041 56,690 | 62,648

IC superior 95% 106,327 | 100,752 | 94,650 | 84,404 | 90,306 | 82,402

15 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 93,56 91,89 89,71 88,2 85,71
SD 1,83 4,75 1,77 3,46 2,54 5,09
EE 1,05 2,74 1,02 2 1,46 2,94

IC inferior 95% 95,461 81,762 | 87,487 | 81,114 | 81,904 | 73,059

IC superior 95% 104,539 | 105,349 | 96,297 | 98,304 | 94,500 | 98,355

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/6. Estadisticos descriptivos MTT: Celecoxib en cultivos sanos.

5 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 95,43 95,64 95,27 90,84 54,99
SD 3,89 10,71 8,08 9,24 4,59 15,04
EE 1,74 4,79 3,61 4,13 2,05 6,73
IC inferior 95% 95,176 82,124 85,612 83,799 | 85,138 | 36,317
IC superior 95% 104,824 | 108,730 | 105,677 | 106,740 | 96,543 | 73,673
10 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 79,4 76,62 77,84 75,06 61,93
SD 3,05 4,93 3,76 5,11 6,65 3,82
EE 1,76 2,84 2,17 2,95 3,84 2,21
IC inferior 95% 92,426 67,162 67,275 65,155 | 58,533 | 52,433
IC superior 95% 107,574 | 91,643 85,973 90,524 | 91,588 | 71,430
15 dias
UM 0 0.01 0.1 1 10 100
Media 100 88,71 86,75 79,19 62,49 37,75
SD 3,76 9,23 5,68 5,14 7,33 2,88
EE 2,17 5,33 3,28 2,97 4,23 1,66
IC inferior 95% 90,666 65,776 72,632 66,405 | 44,295 | 30,597
IC superior 95% 109,335 | 111,642 | 100,858 | 91,966 | 80,693 | 44,906

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC

: intervalos de confianza.
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Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/7. Estadisticos descriptivos GAG (pg/mL).

5 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media 0,134 | 0,068 | 0,068 | 0,049 | 0,115 | 0,046 | 0,094 | 0,050
SD 0,096 | 0,024 | 0,029 | 0,059 | 0,040 | 0,036 | 0,066 | 0,075
EE 0,032 | 0,008 | 0,010 | 0,020 | 0,013 | 0,012 | 0,022 | 0,025
IC inferior 95% | 0,060 | 0,052 | 0,046 | 0,004 | 0,084 | 0,019 | 0,043 | -0,008
IC superior 95% | 0,208 | 0,086 | 0,090 | 0,094 | 0,146 | 0,074 | 0,144 ( 0,108
10 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media 0,100 | 0,102 | 0,102 | 0,033 | 0,172 | 0,095 | 0,036 | 0,077
SD 0,076 | 0,147 | 0,091 | 0,043 | 0,177 | 0,095 | 0,052 | 0,071
EE 0,020 | 0,038 | 0,023 | 0,011 | 0,046 | 0,025 | 0,013 | 0,018
IC inferior 95% | 0,058 | 0,021 | 0,052 | 0,009 | 0,074 | 0,041 | 0,008 | 0,038
IC superior 95% | 0,142 | 0,184 | 0,152 | 0,057 | 0,270 | 0,147 | 0,065 [ 0,116
15 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media 0,228 | 0,192 | 0,158 | 0,117 | 0,134 | 0,229 | 0,099 | 0,111
SD 0,171 1 0,138 | 0,109 | 0,066 | 0,102 | 0,203 | 0,082 | 0,085
EE 0,057 | 0,046 | 0,036 | 0,022 | 0,034 | 0,068 | 0,027 | 0,028
IC inferior 95% | 0,096 | 0,086 | 0,074 | 0,067 | 0,056 | 0,074 | 0,036 | 0,046
IC superior 95% | 0,336 | 0,299 | 0,242 | 0,168 | 0,212 | 0,385 | 0,162 [ 0,176

SD: desviacion estandar; EE:

error estandar; IC: Intervalos de confianza.
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Tabla 9/8. Estadisticos descriptivos MMP-13 (pg/mL).

5 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 323,200 | 178,200 | 249,800 | 176,500 |197,900| 19,800 | 12,900 | 3,500
SD | 250,100 | 183,000 | 207,000 | 140,800 | 67,700 | 52,600 | 52,100 | 73,100
EE | 83,400 | 61,000 | 69,000 | 46,900 | 19,500 | 15,200 | 15,100 | 21,100
Inf. | 130,884 | 37,530 | 90,682 | 68,288 |154,880|-13,663-20,256 |-42,938
Sup. | 515,449 | 318,804 | 408,984 | 284,712 |240,870| 53,163 | 46,006 | 49,938
10 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 748,000 | 486,000 | 568,000 | 933,000 | 14,100 | 37,900 | -5,300 | -22,100
SD | 565,000 | 548,000 | 818,000 |1330,000| 56,100 | 64,100 | 51,100 | 38,600
EE | 188,000 | 183,000 | 273,000 | 443,000 | 16,200 | 18,500 | 14,800 | 11,100
Inf. | 313,550 | 65,325 | -60,637 | -89,167 |-21,520| -2,831 |-37,740|-46,632
Sup. |1182,780| 907,675 | 1196,970|1955,500 | 49,770 | 78,581 | 27,240 | 2,382
15 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 1023,000 | 577,000 | 642,000 | 433,000 | 106,000 | 55,400 | 30,400 | 94,100
SD |1046,000| 645,000 | 611,000 | 513,000 | 46,600 | 41,900 | 84,000 | 116,100
EE | 349,000 | 215,000 | 204,000 | 171,000 | 13,500 | 12,100 | 24,200 | 33,500
Inf. | 219,467 | 80,530 | 171,649 | 39,224 | 76,370 | 28,737 |-22,981| 20,350
Sup. |1826,870(1072,470|1111,350| 827,109 |135,630| 82,013 | 83,731 | 167,900

95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior

276




Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/9. Estadisticos descriptivos IL-18 (pg/mL).

5 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | -0,392 | 0,069 | 0,358 | 0,877 | 2,780 | 0,715 | -0,305 | -0,703

SD 0,306 | 0,398 | 1,285 | 2,266 | 0,869 | 0,723 | 1,180 | 0,809

EE 0,088 | 0,115 | 0,371 0,654 | 0,290 | 0,241 0,393 | 0,270

Inf. -0,587 | -0,183 | -0,459 | -0,563 | 2,112 | 0,160 | -1,211 | -1,324

Sup. | -0,198 | 0,322 | 1,174 | 2,316 | 3,448 | 1,271 0,602 | -0,081

10 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 0,165 | 0,165 | 0,033 | 0,281 | 0,840 | -0,143 | -0,218 | 1,387

SD 0,434 | 0,230 | 0,537 | 0,994 | 1,036 | 1,634 | 0,780 | 0,739

EE 0,125 | 0,066 | 0,155 | 0,287 | 0,345 | 0,545 | 0,260 | 0,246

Inf. -0,110 | 0,019 | -0,308 | -0,351 | 0,044 | -1,399 | -0,817 | 0,819

Sup. 0,441 | 0,311 0,375 | 0,913 | 1,636 | 1,113 | 0,382 | 1,955

15 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 0,319 | 0,665 | 0,973 | 0,031 | -1,076 | 0,168 | -0,019 | -0,628

SD 0,543 | 0,333 | 1,405 | 1,091 | 0,523 | 0,598 | 1,535 | 0,067

EE 0,157 | 0,096 | 0,406 | 0,315 | 0,174 | 0,199 | 0,512 | 0,022

Inf. -0,026 | 0,454 | 0,081 | -0,662 | -1,478 | -0,292 | -1,199 | -0,680

Sup. 0,664 | 0,877 | 1,866 | 0,724 | -0,674 | 0,628 | 1,161 | -0,576

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.
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FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/10. Estadisticos descriptivos TNFa (pg/mL).

5 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 5,202 | 7,525 | 5,303 | -1,162 | -2,000 | 1,680 | 1,860 | 2,390
SD 1,843 | 1,970 | 1,312 | 2,757 | 4,050 3,950 | 2,592 | 7,120
EE 0,614 | 0,657 | 0,437 | 0,919 | 1,350 1,320 | 0,864 | 2,370
Inf. 3,785 | 6,011 | 4,294 | -3,281 | -5,114 | -1,350 | -0,133 | -3,091
Sup. | 6,619 | 9,039 | 6,312 | 0,957 | 1,114 | 4,718 | 3,852 | 7,863
10 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 0,960 | 1,970 | 5,203 | -1,970 | 6,250 1,680 | 5,370 | 6,950
SD 0,922 | 1,050 | 1,492 | 0,787 | 3,230 | 4,560 | 5,820 | 5,010
EE 0,307 | 0,350 | 0,497 | 0,262 | 1,080 1,520 | 1,940 | 1,670
Inf. 0,251 1,163 | 4,056 | -2,257 | 3,760 | -1,819 | 0,895 | 3,093
Sup. 1,668 | 2,777 | 6,349 | -1,365 | 8,731 5,188 | 9,842 | 10,801
15 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2,071 | 10,556 | 6,010 | 5,909 | 5,540 | 8,350 | 0,280 | 9,404
SD 2,891 1,707 | 1,445 | 1,050 | 8,410 | 4,470 | 4,140 | 2,592
EE 0,964 | 0,569 | 0,482 | 0,350 | 2,800 1,490 | 1,380 | 0,864
Inf. -0,151 | 9,243 | 4,899 | 5,102 | -0,920 | 4,912 | -2,898 | 7,411
Sup. | 4,297 | 22,868 | 7,121 | 6,716 | 12,007 | 11,790 | 3,460 | 11,396

95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
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Tabla 9/11. Estadisticos descriptivos IL-6 (pg/mL).

5 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 236,800(195,000(212,500(184,300| 190,350 | 185,380 | 176,900 | 184,420

SD | 72,000 | 41,500 | 84,800 | 62,000 | 8,690 8,180 10,020 | 5,650

EE | 20,800 | 12,000 | 24,500 | 17,900 | 2,900 2,730 3,340 1,880

Inf. |191,104|168,634|158,595|144,923] 183,669 | 179,092 | 169,198 | 180,074

Sup. |282,570|221,344|266,383223,751| 197,031 | 191,665 | 184,610 | 188,762

10 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 278,100(235,300(287,700(307,500| 197,020 | 174,020 | 173,340 | 184,470

SD |223,800(181,600(244,100(279,200| 6,210 | 12,460 | 11,850 | 7,260

EE | 64,600 | 52,400 | 70,500 | 80,600 | 2,070 4,150 3,950 2,420

Inf. |135,923]119,925(132,613(130,077| 192,242 | 164,445 | 164,238 | 178,898

Sup. |420,251|350,705 (442,800 (484,901 | 201,792 | 183,601 | 182,451 | 190,051

15 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 243,800|214,600]203,000|222,000( 190,580 | 166,680 | 177,690 | 211,030

SD [225,100(192,200(181,500(193,100| 2,040 9,250 | 21,890 | 4,510

EE | 65,000 | 55,500 | 52,400 | 55,700 | 0,680 3,080 7,300 1,500

Inf. |100,818| 92,446 | 87,710 | 99,318 | 189,009 | 159,570 | 160,870 | 207,561

Sup. |386,878(336,663(318,355(344,682| 192,144 | 173,786 | 194,520 | 214,495

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/12. Estadisticos descriptivos caspasa-9 (pg/mL).

5 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2740,000 | 2128,000 | 3928,000 | 3278,000 | 1955,000 | 1522,000 | 2172,000 | 1172,000
SD |1161,000| 383,000 |3310,000 |2028,000 | 1056,000 | 1568,000 | 2323,000 | 1178,000
EE 335,000 | 110,000 | 956,000 | 585,000 | 352,000 | 523,000 | 774,000 | 393,000
Inf. |2002,330 | 1884,380 | 1824,440 | 1989,110 | 1143,360 | 316,167 | 385,889 | 266,503
Sup. |3477,670 | 2370,620 | 6030,560 | 4565,890 | 2766,640 | 2727,170 | 3957,440 | 2076,830
10 dias
Cultivos artrdsicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 4003,000 | 2953,000 | 2024,000 | 2265,000 | 1055,000 | 822,000 | 372,000 | 122,000
SD | 1978,000 | 1245,000 | 1502,000 | 1230,000 | 1425,000 | 1008,000 | 1083,000 | 1845,000
EE 571,000 | 360,000 | 433,000 | 355,000 | 475,000 | 336,000 | 361,000 | 615,000
Inf. |2745,690 | 2161,220 | 1069,660 | 1483,660 | -40,266 | 47,234 | -460,416 | -1296,710
Sup. |5259,310 | 3743,780 | 2977,840 | 3046,340 | 2150,270 | 1596,100 | 1203,750 | 1540,050
15 dias
Cultivos artrdsicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2578,000 | 2790,000 | 4028,000 | 3340,000 | 3638,000 | 2155,000 | 4305,000 | 722,000
SD 577,000 | 1429,000 | 1751,000 | 818,000 | 1881,000 | 1306,000 | 1403,000 | 961,000
EE 167,000 | 413,000 | 505,000 | 236,000 | 627,000 | 435,000 | 468,000 | 320,000
Inf. |2210,720 | 1881,750 | 2915,220 | 2820,370 | 2192,800 | 1151,470 | 3226,550 | -16,737
Sup. |2944,280 | 3698,250 | 5139,780 | 3859,630 | 5083,870 | 3158,530 | 5383,450 | 1460,070

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/13. Estadisticos descriptivos TRAIL (pg/mL).

5 dias

Cultivos artrasicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 8,880 | 14,600 | 11,024 | 17,210 | 5,460 | 3,274 | 5,710 | 2,380

SD 4,120 | 7,730 | 1,988 | 7,500 | 7,140 | 3,326 | 8,670 | 5,140

EE 1,370 | 2,580 | 0,663 | 2,500 | 2,060 | 0,960 | 2,500 | 1,480

Inf. 5,715 | 8,650 | 9,495 | 11,449 | 0,921 1,161 0,207 | -0,887

Sup. | 12,047 | 20,540 | 12,552 | 22,979 | 9,991 5,387 | 11,222 | 5,649

10 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos

Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 10,310 | 10,548 | 12,210 | 5,786 | 6,389 | 5,420 | 7,080 | 2,520

SD 5,150 | 0,945 | 3,440 | 0,619 | 3,423 | 4,180 | 5,050 | 1,065

EE 1,720 | 0,315 | 1,150 | 0,206 | 0,988 | 1,210 | 1,460 | 0,307

Inf. 6,350 | 9,821 9,567 | 5,310 | 4,214 | 2,760 | 3,876 | 1,843

Sup. | 14,269 | 11,274 | 14,862 | 6,261 8,564 | 8,074 | 10,291 | 3,196

15 dias

Cultivos artrosicos Cultivos sanos

Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb

Media | 10,790 | 2,690 | 10,071 | 12,690 | 7,740 | 7,480 | 7,960 | 6,310

SD 11,290 | 3,520 | 2,143 | 13,070 | 4,310 | 9,740 | 7,970 | 5,450

EE 3,760 | 1,170 | 0,714 | 4,360 | 1,240 | 2,810 | 2,300 | 1,570

Inf. 2,109 | -0,013 | 8,424 | 2,645 | 4,998 | 1,290 | 2,894 | 2,846

Sup. | 19,463 | 5,394 | 11,719 | 22,736 | 10,478 | 13,670 | 13,019 | 9,773

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/14. Estadisticos descriptivos fibronectina (pg/mL).

5 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2760,000 | 3686,900 | 3936,300 | 3865,000 | 5194,000 | 5313,000 | 5134,000 | 5352,300
SD 422,000 | 236,800 | 89,900 | 144,100 | 1203,000 | 1049,000 | 602,000 | 171,300
EE 122,000 | 68,400 26,000 41,600 | 401,000 | 350,000 | 201,000 | 57,100
Inf. | 2491,640 | 3536,410 | 3879,100 | 3773,422 | 4268,950 | 4506,220 | 4671,140 | 5220,630
Sup. |3028,360 | 3837,340 | 3993,400 | 3956,580 | 6118,440 | 6118,950 | 5596,810 | 5483,980
10 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2019,400 | 2776,300 | 3741,000 | 2601,300 | 5061,000 | 5228,000 | 4892,000 | 4444,000
SD 264,000 | 269,800 | 1886,000| 331,600 | 1789,000 | 1691,000 | 1515,000 | 1472,000
EE 76,200 77,900 | 545,000 | 95,700 | 596,000 | 564,000 | 505,000 | 491,000
Inf. | 1851,610 | 2604,820 | 2542,210 | 2390,570 | 3685,730 | 3927,700 | 3727,730 | 3312,130
Sup. |2187,140 | 2947,680 | 4939,420 | 2811,930 | 6436,660 | 6528,020 | 6056,880 | 5575,820
15 dias
Cultivos artrosicos Cultivos sanos
Ctrl Ind Dcf Cxb Ctrl Ind Dcf Cxb
Media | 2725,000 | 2743,100 | 3040,000 | 2898,800 | 3631,000 | 4105,000 | 3792,000 | 4022,000
SD 583,000 | 233,900 | 61,500 | 310,800 | 477,000 | 366,000 | 776,000 | 469,000
EE 168,000 | 67,500 17,800 89,700 | 159,000 | 122,000 | 259,000 | 156,000
Inf. | 2354,700 | 2594,530 | 3000,920 | 2701,290 | 3264,210 | 3823,710 | 3195,310 | 3661,370
Sup. |3095,300 | 2891,720 | 3079,080 | 3096,210 | 3998,180 | 4386,460 | 4388,740 | 4382,130

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; Inf: Intervalo de Confianza inferior
95%, Sup: Intervalo de Confianza superior 95%.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/15.Cuadro resumen del andlisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Controles y comparacion entre controles.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

AC5 - AC10
AC5 - AC15
AC10 - AC15

SC5 - SC10
SC5 - SC15
SC10 - SC15

AC5 - SC5
AC10 - SC10
AC15 - SC15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

Tabla 9/16. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Indometacina en cultivos artroésicos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

Al5 - Al10
Al5 - Al15
Al10 - Al15

AC5 - Al5
AC10 - AI10
AC15 - Al15

SC5 - Al5
SC10- AI10
SC15- Al15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrésico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/17. Cuadro resumen del andlisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Indometacina en cultivos sanos.

MTT SGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

SI5 - SI10
SI5 - SI15
SI10 - SI15

SC5 - SI5
SC10 - SI10
SC15 - SI15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

Tabla 9/18. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Diclofenaco en cultivos artroésicos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

AD5 - AD10
AD5 - AD15
AD10 - AD15

AC5 - AD5
AC10 - AD10
AC15 - AD15

SC5 - AD5
SC10- AD10
SC15- AD15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrésico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/19. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Diclofenaco en cultivos sanos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

SD5 - SD10
SD5 - SD15
SD10 - SD15

SC5 - SD5
SC10 - SD10
SC15 - SD15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

Tabla 9/20. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Celecoxib en cultivos artrosicos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

AB5 - AB10
AB5 - AB15
AB10 - AB15

AC5 - AB5
AC10 - AB10
AC15 - AB15

SC5 - AB5
SC10- AB10
SC15- AB15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrésico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/21. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Celecoxib en cultivos sanos.

MTT SGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

SB5 - SB10
SB5 - SB15
SB10 - SB15

SC5 - SB5
SC10 - SB10
SC15 - SB15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

Tabla 9/22. Cuadro resumen del andlisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Comparacion entre farmacos en cultivos artroésicos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

Al5 - AD5
Al10 -AD10
Al15 - AD15

Al5 - AB5
Al10 - AB10
Al15 - AB15

AD5 - AB5
AD10 - AB10
AD15 - AB15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrésico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/23. Cuadro resumen del andlisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

SI5 - SD5
S110 -SD10
SI15 - SD15

SI5 - SB5
SI10 - SB10
SI15 - SB15

SD5 - SB5
SD10 - SB10
SD15 - SB15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

Tabla 9/24. Cuadro resumen del analisis estadistico de las pruebas
colorimétricas. Comparacion entre controles y del efecto de cada tratamiento
entre cultivos celulares sanos y artrosicos.

MTT sGAG | MMP13 IL1b TNFa IL6 Casp9 | TRAIL FN

AC5 - SC5
AC10 - SC10
AC15 - SC15

Al5 - SI5
Al10 -SI10
Al15 - SI15

AD5 - SD5
AD10 - SD10
AD15 - SD15

AB5 - SB5
AB10 - SB10
AB15 - SB15

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras. 5, 10, 15: dias.
A: Artrésico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/25. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion: Controles
a tiempo cero.

0 horas
0 UM, Artrosico 0 UM, Sano
Media 58,600 80,330
SD 4,120 6,970
EE 2,060 3,480
IC inferior 95% 52,039 69,248
IC superior 95% 65,152 91,417

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/26. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion:
Indometacina en cultivos artroésicos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 63,280 | 72,090 | 72,170 | 69,880 | 66,910 | 79,080
SD 7,640 7,740 3,930 6,710 9,730 6,050
EE 3,820 3,460 1,760 3,000 3,970 2,140

IC inferior 95% 51,114 | 62,484 | 67,284 | 61,545 | 56,704 | 74,019

IC superior 95% 75,443 | 81,700 | 77,050 | 78,206 | 77,122 | 84,137

12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,960 | 49,310 | 57,400 | 63,260 | 54,980 | 84,590
SD 15,780 | 8,930 | 10,210 | 12,550 | 9,260 4,100
EE 5,960 4,470 4,570 6,280 4,630 2,370

IC inferior 95% 41,368 | 35,104 | 44,721 | 43,287 | 40,242 | 74,397

IC superior 95% 70,556 | 63,525 | 70,083 | 83,236 | 69,713 | 94,775

20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 21,970 | 23,273 | 29,640 | 34,110 | 77,370 | 92,229
SD 9,600 0,148 6,910 14,380 6,080 1,094
EE 5,540 0,086 2,820 8,300 3,510 0,631
IC inferior 95% -1,889 | 22,906 | 22,387 | -1,620 | 62,264 | 89,512

IC superior 95% 45,821 | 23,641 | 36,889 | 69,831 | 92,468 | 94,946

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/27. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion:
Diclofenaco en cultivos artroésicos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 63,280 | 76,290 | 76,420 | 84,280 | 80,960 | 86,510
SD 7,640 7,570 6,720 4,010 6,690 2,470
EE 3,820 3,780 3,360 2,320 3,350 1,230
IC inferior 95% 51,114 | 64,246 | 65,725 | 74,318 | 70,307 | 82,581
IC superior 95% 75,443 | 88,330 | 87,122 | 94,243 | 91,611 | 90,440
12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,960 | 56,890 | 64,660 | 54,260 | 64,490 | 84,610
SD 15,780 | 16,870 | 11,360 | 13,570 | 9,430 4,730
EE 5,960 8,440 5,680 6,780 4,220 2,370
IC inferior 95% 41,368 | 30,037 | 46,590 | 32,672 | 52,779 | 77,072
IC superior 95% 70,556 | 83,736 | 82,737 | 75,852 | 76,201 | 92,139
20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 21,970 | 31,600 | 38,610 | 26,630 | 60,420 | 96,056
SD 9,600 20,000 | 13,030 | 5,380 5,970 0,796
EE 5,540 11,500 7,530 3,110 3,450 0,460
IC inferior 95% -1,889 | -18,115 6,233 | 13,254 | 45,586 | 94,079
IC superior 95% 45,821 81,222 | 70,991 | 40,001 | 75,258 | 98,033

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/28. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion: Celecoxib
en cultivos artroésicos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 63,280 | 65,600 | 70,060 | 79,700 | 82,020 | 86,820
SD 7,640 4,870 3,430 3,120 2,670 4,360
EE 3,820 1,990 1,980 1,800 1,540 2,520

IC inferior 95% 51,114 | 60,489 | 61,549 | 71,955 | 75,376 | 75,979

IC superior 95% 75,443 | 70,708 | 78,575 | 87,439 | 88,662 | 97,657

12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,960 | 52,620 | 55,610 | 63,950 | 64,270 | 85,440
SD 15,780 | 9,270 | 10,910 | 12,310 | 9,800 2,140
EE 5,960 4,150 5,450 5,510 4,900 1,230

IC inferior 95% 41,368 | 41,108 | 38,255 | 48,660 | 48,684 | 80,132

IC superior 95% 70,556 | 64,131 | 72,968 | 79,233 | 79,862 | 90,757

20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 21,970 | 40,760 | 53,680 | 65,260 | 52,160 | 94,822
SD 9,600 6,590 7,710 2,360 10,510 | 0,592
EE 5,540 3,810 4,450 1,360 6,070 0,342
IC inferior 95% -1,889 | 24,378 | 34,516 | 59,393 | 26,061 | 93,351

IC superior 95% 45,821 | 57,139 | 72,836 | 71,128 | 78,258 | 96,292

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/29. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion:
Indometacina en cultivos sanos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 68,360 | 57,990 | 67,120 | 72,680 | 74,320 | 88,910
SD 10,700 | 6,780 7,120 2,110 7,110 5,880
EE 6,180 3,910 3,190 1,220 4,110 3,390
IC inferior 95% 41,786 | 41,151 | 58,273 | 67,431 | 56,653 74,310
IC superior 95% 94,931 | 74,827 | 75,962 | 77,927 | 91,993 | 103,619
12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,500 | 47,070 | 50,150 | 58,320 | 46,620 | 81,075
SD 5,610 | 17,730 | 8,120 9,930 7,650 0,585
EE 2,800 8,870 4,060 4,970 2,890 0,338
IC inferior 95% 46,574 | 18,855 | 37,233 | 42,516 | 39,548 | 79,623
IC superior 95% 64,418 | 75,291 | 63,059 | 74,130 | 53,690 | 82,527
20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 31,980 | 35,180 | 19,880 | 22,097 | 30,880 | 94,962
SD 4,710 | 12,250 | 1,860 0,845 4,930 0,406
EE 2,720 7,070 1,080 0,488 2,850 0,235
IC inferior 95% 20,279 | 4,760 | 15,248 | 19,999 | 18,634 | 93,953
IC superior 95% 43,687 | 65,608 | 24,508 | 24,195 | 43,135 95,971

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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Apéndice: Efecto de Diferentes AINEs Sobre la Funcionalidad de los
Condrocitos Humanos en Cultivo

Tabla 9/30. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion:
Diclofenaco en cultivos sanos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 68,360 | 76,930 | 84,410 | 78,466 | 81,300 86,640
SD 10,700 | 5,160 3,080 1,556 9,360 5,960
EE 6,180 2,580 1,540 0,898 5,400 3,440
IC inferior 95% 41,786 | 68,730 | 79,502 | 74,601 58,053 71,637
IC superior 95% 94,931 | 85,137 | 89,315 | 82,332 | 104,556 | 101,452
12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,500 | 55,900 | 49,000 | 57,510 | 57,540 79,040
SD 5,610 4,270 4,120 6,510 10,630 8,400
EE 2,800 1,910 2,060 3,260 5,320 4,850
IC inferior 95% 46,574 | 50,592 | 42,444 | 47,152 | 40,621 58,169
IC superior 95% 64,418 | 61,199 | 55,564 | 67,871 74,463 99,912
20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 31,980 | 21,080 | 22,030 | 21,490 | 28,840 91,786
SD 4,710 4,260 3,570 3,350 10,190 1,043
EE 2,720 2,460 2,060 1,930 5,880 0,602
IC inferior 95% 20,279 | 10,504 | 13,174 | 13,712 3,533 89,194
IC superior 95% 43,687 | 31,664 | 30,887 | 29,808 | 54,138 94,378

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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CARLOTA GARCIA SANTIAGO: EFECTO DE DIFERENTES AINES SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS CONDROCITOS HUMANOS EN CULTIVO

Tabla 9/31. Estadisticos descriptivos para el ensayo de cicatrizacion: Celecoxib
en cultivos sanos.

4 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 68,360 | 61,270 | 61,950 | 80,640 | 67,820 | 87,490
SD 10,700 | 11,920 | 11,880 | 7,010 | 15,920 | 2,460
EE 6,180 5,330 5,310 3,500 7,960 1,230

IC inferior 95% 41,786 | 46,471 | 47,206 | 69,486 | 42,484 | 83,580

IC superior 95% 94,931 | 76,063 | 76,699 | 91,786 | 93,156 | 91,399

12 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 55,500 | 63,450 | 55,810 | 59,840 | 51,270 | 83,690
SD 5,610 | 10,080 | 4,540 5,510 8,760 0,469
EE 2,800 5,040 2,620 2,760 4,380 0,234

IC inferior 95% 46,574 | 47,408 | 44,547 | 51,072 | 37,335 | 82,944

IC superior 95% 64,418 | 79,486 | 67,081 | 68,617 | 65,209 | 84,436

20 horas
0 0.01 0.1 1 10 100
Media 31,980 | 24,520 | 33,020 | 25,350 | 47,790 | 91,782
SD 4,710 2,110 6,460 3,590 13,290 1,590
EE 2,720 1,050 3,730 2,070 7,670 0,918

IC inferior 95% 20,279 | 21,161 | 16,965 | 16,439 | 14,775 | 87,832

IC superior 95% 43,687 | 27,870 | 49,066 | 34,254 | 80,809 | 95,733

SD: desviacion estandar; EE: error estandar; IC: intervalos de confianza.
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Tabla 9/32. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Controles y comparacion entre controles.

ACO0-SCO ACO-AC4 SC0-SC4
AC4-SC4 AC0-AC12 SC0-SC12
AC12-5C12 AC0-AC20 SC0-SC20
AC20-5C20 AC4-AC12 SC4-5C12
AC4-AC20 SC4-SC20
AC12-AC20 SC12-SC20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.

A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

0, 4, 12, 20: horas.

Tabla 9/33. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de

cicatrizacion. Indometacina en cultivos artrésicos.

ACO-Al4 AC4-Al4 SC4-Al4
ACO-AI12 AC12-Al12 SC12-Al12
ACO-AI20 AC20-AI20 SC20-AI20
Al4-Al12

Al4-A120

Al12-A120

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
0, 4, 12, 20: horas.
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Tabla 9/34. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Indometacina en cultivos sanos.

SCO0-Si4 SC4-SI4
SCO-SI12 SC12-SI12
SCO0-SI20 SC20-S120
S14-S112

S14-S120
SI12-SI120

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
0, 4, 12, 20: horas.

Tabla 9/35. Cuadro resumen del andlisis estadistico del ensayo de
cicatrizacioén. Diclofenaco en cultivos artroésicos.

ACO-AD4 AC4-AD4 SC4-AD4
ACO-AD12 AC12-AD12 SC12-AD12
ACO0-AD20 AC20-AD20 SC20-AD20
AD4-AD12
AD4-AD20

AD12-AD20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

0, 4, 12, 20: horas.
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Tabla 9/36. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de

cicatrizacion. Diclofenaco en cultivos sanos.

SCO0-SD4 SC4-SD4
SC0-SD12 SC12-SD12
SC0-SD20 SC20-SD20
SD4-SD12

SD4-SD20
SD12-SD20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

0, 4, 12, 20: horas.

Tabla 9/37. Cuadro resumen del andlisis estadistico del ensayo de

cicatrizacion. Celecoxib en cultivos artrosicos.

ACO-AB4 AC4-AB4 SC4-AB4
AC0-AB12 AC12-AB12 SC12-AB12
ACO0-AB20 AC20-AB20 SC20-AB20
AB4-AB12

AB4-AB20
AB12-AB20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

0, 4, 12, 20: horas.
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Tabla 9/38. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Celecoxib en cultivos sanos.

SCO-SB4 SC4-SB4
SCO-SB12 SC12-SB12
SCO0-SB20 SC20-SB20
SB4-SB12
SB4-5B20
SB12-SB20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
0, 4, 12, 20: horas.

Tabla 9/39. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Comparacion entre farmacos en cultivos artrésicos.

Al4-AD4 Al4-AB4 AD4-AB4
Al12-AD12 Al12-AB12 AD12-AB12
Al20-AD20 Al20-AB20 AD20-AB20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
0, 4, 12, 20: horas.

Tabla 9/40. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Comparacion entre farmacos en cultivos sanos.

SI4-SD4 SI4-SB4 SD4-SB4
SI12-SD12 SI12-SB12 SD12-SB12
SI120-SD20 SI120-SB20 SD20-SB20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.
0, 4, 12, 20: horas.
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Tabla 9/41. Cuadro resumen del analisis estadistico del ensayo de
cicatrizacion. Comparacion del efecto de cada tratamiento entre las lineas

celulares.

ACO-5CO

AC4-5C4

AC12-5C12

AC20-5C20

Al4-S14

AD4-SD4 AB4-SB4

Al12-S112

AD12-SD12 AB12-5B12

Al20-SI120

AD20-SD20 AB20-SB20

En gris: Existen diferencias significativas entre pares de muestras.
A: Artrosico. S: Sano. C: Control. I: Indometacina. D: Diclofenaco. B: Celecoxib.

0, 4, 12, 20: horas.
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La artrosis es la forma mas comun de artritis, una enfermedad
cronica y degenerativa que involucra al cartilago articular y
estructuras aledafas, cursando con dolor y ocasionando en
ultima instancia la pérdida de la movilidad y la funcionalidad
de la articulacion afectada. En esta Tesis se ha estudiado el
efecto de los farmacos indometacina, diclofenaco y celecoxib
a la concentracion de 1 uM en cultivos celulares humanos
artrdsicos y sanos sobre diferentes procesos celulares,
componentes de la matriz extracelular, y mediadores
inflamatorios involucrados en la degeneracion artrdsica.
Nuestros resultados contribuyen a la investigacion sobre esta
enfermedad incapacitante complementando la literatura
existente y completando la ausencia de informacién en algunos
apartados.
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