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1. RESUMEN/ABSTRACT






Resiumen/Abstract

La actividad de la enzima hemo oxigenasa-1 (HO-1) cataliza la degradacién del
grupo hemo originando: monéxido de carbono (CO), biliverdina y hierro. La HO-1
se induce por estrés oxidativo o nitrosativo, citocinas y otros mediadores
producidos durante los procesos inflamatorios. La HO-1 ha demostrado tener un
papel protector en diferentes modelos de enfermedades inflamatorias, in vivo e in
vitro. Nuestro objetivo fue estudiar los potenciales efectos protectores de esta
enzima en dos modelos celulares relacionados con patologias inflamatorias
crénicas como la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) y la osteoartritis (OA).
En este estudio, la HO-1 fue inducida por cobalto protoporfirina IX (CoPP).
También empleamos una molécula liberadora de CO (CORM-2) para evaluar los
efectos de este metabolito derivado de la actividad HO-1.

Como modelo in vitro de inflamacion intestinal se utilizé la linea celular
enterocitica Caco-2 en dos condiciones experimentales diferentes: con estimulacion
por citocinas proinflamatorias y en condiciones de estrés celular, por incubacién en
medio de cultivo sin suero durante periodos de tiempo prolongados.

En condiciones proinflamatorias, las células se estimularon con interleucina
(IL)-1B, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interferén-y a diferentes tiempos.
El CORM-2 disminuy9 la expresion de ARNm de la 6xido nitrico sintasa-2 (NOS-
2) y la produccion de nitrito, asi como la expresién de ARNm y proteina de IL-8,
IL-6 y metaloproteinasa-7 (MMP-7). Los estudios de cinética y el uso de ARN de
interferencia mostraron que la inhibicién de IL-6 tiene un papel en la regulacion de
la expresion de MMP-7 por CORM-2. Estos efectos del CORM-2 podrian ser
dependientes de la modulacion de NF-xB, AP-1 y C/EBP; y de la fosforilacion de
IkBa, JNK1/2, p38 y ERKI1/2. Estos hallazgos muestran las propiedades
antiinflamatorias de los CORM y sus posibles aplicaciones en la EIIL

En condiciones de estrés celular, las células se incubaron en medio sin suero
durante 168 horas. La privacion de suero indujo apoptosis, redujo la fosforilacién
de Akt y p38, e increment6 los niveles de p21“PWAF! La induccién de HO-1 por
tratamiento con CoPP aumentd la resistencia a la apoptosis, activé al Akt, redujo

16PWAFL ¢ modificé la razén Bel-2/Bax hacia la supervivencia. Por

los niveles de p2
el contrario, el CORM-2 no produjo efectos significativos. La cronificacion de la
inflamacion intestinal puede provocar céncer colorrectal. Nuestros resultados

apoyan una funcién antiapoptética de la HO-1 en estas células. De este modo, la
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expresion aumentada de HO-1 podria favorecer la resistencia de los enterocitos al
estrés inducido por limitacion de nutrientes.

Como modelo in vitro de OA, se utilizaron cultivos primarios de condrocitos
osteoartriticos. En la OA, la elevada expresion de enzimas catabdlicas y la
produccion enddgena de mediadores inflamatorios implica la pérdida de la
homeostasis del cartilago. La IL-1B, un inductor catabdlico e inflamatorio
importante en la OA, se empled como estimulo en nuestros ensayos. El aumento de
la expresion de HO-1 por la CoPP y la liberacién de CO por el CORM-2 redujeron
significativamente la degradacion de glicosaminoglicanos provocada por la IL-1P
en explantes de cartilago OA e incrementé su sintesis en condrocitos primarios OQA.
Estos efectos fueron acompafiados por la inhibicion en la expresion de las
colagenasas MMP-1 y MMP-13 y un incremento en el contenido de agrecano y
colageno II. Ademas, el CORM-2 redujo la actividad agrecanasa y disminuy¢é la
expresion de MMP-3, MMP-10 y ADAMTS-5, mientras que la induccién de HO-1
por CoPP incremento el factor anabélico IGF-1. Tanto la CoPP como el CORM-2
fueron capaces de reducir la apoptosis, el estrés oxidativo y la produccién de
mediadores inflamatorios en nuestro modelo. Ambos disminuyeron la produccion
de PGE, por inhibicién de la expresion de mPGES-1, aunque sin efectos notables
sobre la COX-2. De hecho, s6lo el CORM-2 mostré un leve efecto sobre la
expresion de COX-2, Ademas, el CORM-2 disminuy6 la produccién de NO al
inhibir la NOS-2, redujo la expresion de TNF-a y aument6 la produccién de IL-
1Ra. El CORM-2 y la CoPP redujeron la activaciéon de NF-xB y de HIF-1a, y la
CoPP también redujo la activacion de EGR-1. La inhibicion de la activacion de
ERK1/2 y p38 por CoPP y CORM-2 podria mediar los efectos observados en
condrocitos OA. Estos resultados confirman el efecto protector de la induccién de
HO-1 y de la liberacién de CO en condrocitos OA, lo cual tiene un interés potencial
en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias y degenerativas de la articulacion.

Palabras clave: hemo oxigenasa-1, cobalto protoporfirina IX, moléculas
liberadoras de mondxido de carbono, células Caco-2, condrocito, osteoartritis,

citocinas, interleucina-1p, inflamacion.
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Heme oxygenase (HO) activity catalyzes the degradation of heme into carbén
monoxide (CO), biliverdin and iron. HO-1 is induced by oxidative or nitrosative
stress, cytokines and other mediators produced during inflammatory processes.
HO-1 has demonstrated a protective role in different in vivo and in vitro models of
inflammatory diseases. Our objective was studying the potential protective effects
of this enzyme in two cellular models related with chronic inflammatory diseases
like inflammatory bowel disease (IBD) and osteoarthritis (OA). In this study, HO-1
was induced by cobalt protoporphyrin IX (CoPP). We also used a carbdn
monoxide-releasing compound (CORM-2) to assess the effects of CO, metabolite
derived from HO activity.

As an in vitro model of bowel inflammation we used the enterocytic cell line
Caco-2 in two different experimental conditions: stimulation with pro-
inflammatory cytokines and in celular stress conditions, by incubating with culture
médium without serum for long periods oftime.

In pro-inflammatory conditions, cells were stimulated with interleukin (IL)-ip,
tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interferon-y for different times. CORM-2
significantly decreased the mRNA expression of nitric oxide synthase-2 (NOS-2)
and the production of nitrite. IL-8, IL-6 and matrix metalloproteinase-7 (MMP-7)
mRNA and protein were also significantly reduced by CORM-2. Time-course and
small interfering RNA studies suggested that inhibition of IL-6 plays a role in the
regulation of MMP-7 expression by CORM-2. These effects of CORM-2 can be
dependent on the modulation of NF-kB, AP-1, C/EBP and the phosphorylated
forms of licBa, JNK1/2, p38 and ERK1/2. These findings provide new insights into
the anti-inflammatory properties of CORMs and their potential applications in the
control of intestinal inflammatory processes.

In celular stress conditions, cells were incubated in médium without serum
during 168 hours. Serum deprivation induced apoptosis, reduced Akt and p38
phosphorylation, and increased p2 lcpwAFl levels. HO-1 induction by treatment
with CoPP resulted in resistance to apoptosis, activation of Akt, reduction in
p2 jGp/WAFH jevejs ancj modjfication of Bcl-2/Bax ratio towards survival. In contrast,
CORM-2 did not exert significant effects. Chronification of the bowel
inflammation is a cause of appearance of colorectal cancer. Our results support an

antiapoptotic role for HO-1 in these cells and provide a mechanism by which
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overexpression of HO-1 may promote enterocyte resistance to stress in conditiins
of limited nutrient supply.

As an in vitro OA model, we used primary cultures of osteoarthritic
chondrocytes. In OA, the increased expression of catabolic enzymes and the
endogenous production of inflammatory mediators leads to the dysregulation of
cartilage homeostasis. IL-1(3, an important catabolic and inflammatory induce: in
OA, was used as a stimulus in our experiments. Up-regulation of HO-1 by CoPP
and release of CO by CORM-2 significantly reduced glycosaminoglycan
degradation elicited by IL-Ip in OA cartilage explants but increased
glycosaminoglycan synthesis in OA chondrocytes in primary culture. This was
accompanied by a significant inhibition in the expression of collagenases MMP-1
and MMP-13 and an increase of the aggrecan and collagen II content. Moreover,
CORM-2 reduced aggrecanase activity and down-regulated MMP-3, MMP-10 and
ADAMTS-5 in OA chondrocytes, whereas HO-1 induction by CoPP increased the
anabolic factor IGF-1. Both CoPP and CORM-2 inhibited apoptosis and oxidative
stress, and reduced the production of pro-inflammatory mediators in our model.
They decreased PGE2 production by inhibiting the expression of mPGES-1 but
with no relevant effects on COX-2. In fact, only CORM-2 showed low effects on
COX-2 expression. In addition, CORM-2 diminished NO production by inhibiting
NOS-2 and reduced TNF-a expression but enhanced IL-IRa production. CORM-2
and CoPP significantly reduced the activation of NF-kB and HIF-la, and CoPP
also reduced the activation of EGR-1. Our results indicate that the inhibition of
ERK1/2 and p38 activation by CoPP and CORM-2 may mediate the effects
observed on OA chondrocytes. These results confirm the protective role of HO-1
induction and CO release in OA chondrocytes and suggest the potential interest of
this strategy in the development of therapeutical approaches for inflammatory and

degenerative joint diseases.

Keywords: heme oxygenase-1, cobalt protoporphyrin IX, carbon monoxide-
releasing molecules, Caco-2 cells, chondrocyte, osteoarthritis, cytokines,

interleukin-ip, inflammation.
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Introduccion

2.1. LA HEMO OXIGENASA-1

2.1.1. Descripcion e isoformas de la enzima

La hemo oxigenasa (HO) es la enzima que cataliza la degradacion oxidativa del
grupo hemo procedente del metabolismo de las hemoproteinas, generando
biliverdina, monéxido de carbono (CO) y hierro (Tenhunen y cols., 1968). La
biliverdina es reducida posteriormente a bilirrubina por la biliverdina reductasa
(Tenhunen y cols., 1968), el hierro es utilizado en el metabolismo o secuestrado por
la ferritina (Eisenstein y cols., 1991) y el CO se une a la hemoglobina para formar
la carboxihemoglobina (revisado en Weaver y cols., 1999).

Han sido descritas tres isoformas de la HO: una inducible denominada hemo
oxigenasa-1 (HO-1) y dos constitutivas, HO-2 y HO-3. La HO-1 fue la primera
identificada como una enzima microsomal que podia ser regulada por iones
metélicos (Maines y Kappas, 1974; Kutty y Maines, 1989). Posteriormente se
identificé la HO-2 (Maines y cols., 1986; McCoubrey, Jr. y cols., 1992), que se
encuentra en elevadas concentraciones en cerebro y testiculos, aunque también ha
sido localizada en endotelio, misculo liso vascular, hepatocitos y en el epitelio
tubular de rifién de rata (Grozdanovic y Gossrau, 1996). La HO-2 podria participar
en el mantenimiento de la homeostasis del organismo mediante la formaciéon de
CO, que tendria un papel como mediador en la sefializacion celular (Snyder y cols.,
1998). El papel fisiolégico de la HO-3 no estd bien caracterizado y ha sido muy
poco estudiado. Algunos estudios demostraron una actividad catalitica bastante
menor que las otras dos isoformas y sugirieron un papel regulador en procesos
celulares que dependen del grupo hemo (McCoubrey, Jr. y cols., 1997). Mis
recientemente, se descrito que no existen genes HO-3 funcionales en la rata
(Hayashi y cols., 2004).

A pesar de que tanto la bilirrubina como el CO son toxicos a altas
concentraciones y de que el hierro libre cataliza la formacion de radicales libres e
induce estrés oxidativo, existen numerosas evidencias de que la induccién de HO-1

tiene un papel protector y puede ser considerada como parte de una respuesta
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defensiva frente al estrés (Alcaraz y cols., 2003). De hecho, tanto la bilirrubin:
como la biliverdina han demostrado propiedades antioxidantes (Stocker ¥
Peterhans, 1989; Stocker y cols., 1987). Ademads, ambos pigmentos biliares ejercex
efectos antimutagénicos por captacion de radicales libres e inhibicién de los efectos
de agentes como hidrocarburos aromaticos policiclicos o aminas heterociclicas
(revisado en Bulmer y cols., 2008).

La HO-1 es inducida y expresada por gran variedad de estimulos como pueden
ser: el grupo hemo y otros oxidantes, endotoxina, citocinas proinflamatorias,
especies oxigenadas reactivas, hipoxia, hiperoxia, metales pesados, etc. La
induccion de HO-1 es una defensa frente al estrés oxidativo (Stocker, 1990),
previniendo el dafio oxidativo al ADN tras la exposicion de las células al shock por
calor, especies oxigenadas reactivas (Minisini y cols., 1994) o alteraciones en el
ADN vy el ciclo celular (Kushida y cols., 2002). La expresion de esta enzima se ha
asociado a un gran numero de situaciones patoldgicas incluyendo inflamacién,
fiebre, shock endotoxico, etc. La presencia de la HO-1 en ellas podria ser parte de
una respuesta adaptativa frente al dafio producido en procesos inflamatorios, como
queda patente en numerosos modelos tanto in vivo como in vitro (revisado en
Alcaraz y cols., 2003). Evidencias recientes indican también el papel beneficioso
de la HO-1 y de uno de sus metabolitos, la bilirrubina, en la aterosclerosis y la
reestenosis tras angioplastia (Ishikawa, 2003). Ademads, la HO-1 puede inhibir la
apoptosis en muchos tipos celulares como las células T (Pae y cols., 2004; Choi y
cols., 2004) y células endoteliales (Brouard y cols., 2000). También existen datos
que apoyan la hipétesis de que la HO-1 tiene un papel importante en la funcién
cardiovascular, con efectos reguladores de la presion arterial y protectores en el

dafio por isquemia-reperfusion (revisado en Perrella y Yet, 2003).

2.1.2. La induccién de HO-1

La HO-1 puede ser inducida por diferentes agentes tanto in vivo en animales
como in vitro en cultivos celulares por su sustrato, la hemina, y por diversas

sustancias no relacionadas con el grupo hemo, como son ciertos elementos de
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transicion y metales pesados como el cobalto, el cadmio, €l zinc, el estafio o el
plomo (Mitani y cols., 1993). El mecanismo de accion por el cual el grupo hemo
induce HO-1 implica la estabilizacién de la actividad del factor de trahscripcic’m
Nrf2 (Alam y cols., 2003), mientras que los metales pesados mediarian la induccién
de la enzima por interaccién con un fragmento del gen de HO-1 denominado SX2
(Alam, 1994).

La molécula inductora de HO-1 cobaltoprotoporfirina IX (CoPP) posee una
estructura de porfirina y contiene un atomo de cobalto central. Como se ha
mencionado previamente, los iones de metales pesados como el Co®* son
inductores de HO-1 (Maines y Kappas, 1974). Ademas, la molécula de
protoporfirina IX, como precursora natural del grupo hemo, también actia por si
misma como inductora de dicha enzima (Alam y cols., 1989). Por todo e¢llo, la
CoPP, resulta un potente inductor de HO-1. La HO-1 también es inducida por
agentes que producen estrés oxidativo, como el perdxido de hidrégeno, por lo que
la induccién de HO-1 se ha identificado como una respuesta del organismo frente al
dafio producido por los agentes oxidantes. El 6xido nitrico, las radiaciones UV o la
menadiona también pueden tener efectos inductores sobre la HO-1 en determinadas

condiciones (revisado en Ryter y cols., 2006).
2.1.3.E1 CO Yy los CORM

E1 CO es un gas incoloro e inodoro que, a dosis altas, resulta letal. No obstante,
el CO no es unicamente un gas téxico, ya que durante los ultimos afios numerosos
estudios han puesto de manifiesto su participacion en diversos procesos
fisiologicos, gracias a su potente actividad como biomensajero. Estos efectos
fisioldgicos de sefializacion del CO se han relacionado con su produccién endégena
por la actividad HO, tanto basal como inducida. A estos niveles de produccion, el
CO ha mostrado efectos antiinflamatorios, antiproliferativos y antiapoptoticos
(Ryter y cols., 2006), como inhibidor de la agregacion plaquetaria (Wagner y cols.,
1997), modulador del tono cardiovascular (Motterlini y cols., 1998) y

gastrointestinal (Watkins y cols., 2004), inhibidor de la contraccion uterina durante
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el embarazo (Acevedo y Ahmed, 1998) o regulador de la funcidon endocrina de lo;
islotes pancreaticos (Henningsson y cois., 1999). La aplicacion exdégena de CO
produce efectos similares a los de la HO-1 en diversos modelos experimentales,
aunque remita complicado determinar si las dosis de CO en estudio representan lo;
niveles de CO liberados por esta enzima o difieren de los fisioldgicos. Los efecto;
de la sefializaciéon por CO implican varios mecanismos bien definidos, siendo h
modulacion de la actividad guanilato ciclasa, con la subsiguiente produccion de
GMP ciclico uno de los méas comunes. Otros mecanismos incluyen la modulacion
de la activacion de MAP cinasas y la estimulaciéon de la actividad de canales de

potasio dependientes de calcio (Ryter y Otterbein, 2004).

Esquema 1. Reaccion enzimatica de la HO-1. Induccion de HO-1 por CoPPy liberacion de CO
por CORM-2.

HO-l = > CO + Biliverdina + Hierro

Biliverdin rcductasa

Bilirrubina

Las moléculas liberadoras de monoxido de carbono (CORM) son una clase de
farmacos, desarrollados por el Dr. Motterlini y sus colaboradores (Clark y cois.,
2003; Motterlini y cois., 2002), capaces de reproducir las acciones bioldgicas del
CO derivado de la actividad de la HO-1 (revisado en Foresti y cois., 2005). Estos
compuestos contienen un atomo central de un elemento metalico, que esta
coordinado con grupos carbonilo. Uno de los prototipos de esta serie de moléculas,
que ha sido estudiado en la presente tesis, se denomina CORM-2 o [Ru(C03CI2)],
con rutenio como atomo central y con caracter hidrofobico. Estudios recientes han
mostrado las propiedades vasoactivas (Foresti y cois., 2004) y cardioprotectoras
(Clark y cois., 2003) de este grupo. Es interesante mencionar que dichos CORM

han mostrado propiedades antiinflamatorias en algunas lineas celulares, incluidas
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los macrofagos RAW 264.7 (Sawle y cols., 2005) y microglia (Bani-Hani y cols.,
2006). También pueden regular las interacciones leucocito-célula endotelial
(Urquhart y cols., 2007) y han demostrado efectos antiinflamatorios en €l modelo

de artritis inducida por colageno en raton (Ferrandiz y cols., 2008).
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2.2. LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es un trastorno caracterizado por
una inflamacion crénica del tracto intestinal, que evoluciona de modo recurrente y
que se debe a una respuesta inmunitaria exagerada frente a la flora bacteriana en la
mucosa intestinal, en la que intervienen factores ambientales y genéticos.

La EII se manifiesta como dos entidades clinicas distintas, la colitis ulcerosa y
la enfermedad de Crohn, aunque a veces se expresan de manera solapada. La
primera afecta al colon y es una enfermedad ulcerativa superficial, mientras que la
segunda es una enfermedad transmural de caricter granulomatoso que afecta
preferentemente al ileon terminal y el colon, aunque puede afectar a cualquier parte
del tubo digestivo (Blumberg y Strober, 2001). Ambas formas pueden asociarse
con manifestaciones extraintestinales como: fiebre, pérdida de peso, retraso en el
crecimiento, lesiones mucocutineas y una mayor incidencia de cancer
gastrointestinal. Estas enfermedades se presentan relativamente pronto en
individuos jovenes y persisten durante largos periodos, afectando a la calidad de
vida y aumentando la morbimortalidad. Su incidencia es mayor en paises
occidentales desarrollados y sus factores de riesgo mas destacados serian el medio
ambiente, la dieta y las practicas culturales (Thoreson y Cullen, 2007). A
continuacién describiremos, de manera general, algunos de los procesos

fisiopatologicos de importancia en estas enfermedadades.

2.2.1. La apoptosis

La muerte celular puede dividirse en dos procesos de acuerdo con las
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas que se den en el momento de la misma.
Estos dos procesos son la necrosis y la apoptosis.

La necrosis es la muerte celular accidental, provocada por miiltiples factores
como toxinas bacterianas, dafio traumdtico-t6xico, isquemia o hiperactivacién
enzimética focal. En la necrosis, la célula y las mitocondrias se hinchan hasta que

se rompe la membrana, observindose una picnosis nuclear. La rotura de la
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membrana libera enzimas al exterior que a su vez matan a sus células vecinas,
produciéndose un proceso inflamatorio y una cicatriz fibrosa. La degeneracion del
ADN vy la alteraciéon de la homeostasis i6nica son también caracteristicas de la
necrosis. Es un proceso que puede llegar a ser reversible a nivel tisular si se elimina
el estimulo inductor.

La apoptosis es conocida como “muerte celular programada” y es un proceso
muy diferente a la necrosis. En un periodo de tiempo muy corto mueren gran
cantidad de células sin que se produzcan reacciones inflamatorias ni lesiones en los
tejidos en los que ocurre. La célula se separa de sus células vecinas al perder sus
moléculas de adhesion, se condensa el niicleo y se fragmenta, se altera la integridad
de membrana mitocondrial, los cromosomas se parten en fragmentos regulares y
finalmente, por accion de las proteasas sobre las proteinas citoesqueléticas, se
forman vesiculas con restos celulares denominadas cuerpos apoptoéticos, que son
rapidamente absorbidos por las células contiguas. La apoptosis es esencial en la
embriogénesis, el desarrollo fetal, en la maduracién del sistema inmune y en la
homeostasis inmune. A diferencia de la necrosis, la apoptosis es un proceso
irreversible (revisado en Marchetti, 2005). El proceso apoptdtico se puede
desencadenar por la carencia de factores de crecimiento (como la ausencia de suero
en nuestro modelo experimental), por modificacion de moléculas de membrana
(Fas, el receptor del factor de necrosis tumoral-a, entre otras), al recibir radiaciones
ionizantes, por agentes quimicos, etc.

Las cistein-proteasas, cominmente llamadas caspasas (Alnemri y cols., 1996)
son enzimas cuya actividad es necesaria para la activacion de la apoptosis. Se
denominan caspasas por ser cistein-proteasas que hidrolizan su sustrato junto a un
residuo de acido aspértico. La mayoria de las caspasas estin relacionadas con la
apoptosis, si bien seis de ellas se asocian a procesos inflamatorios. Las que
participan en la apoptosis se dividen en dos grandes grupos: caspasas iniciadoras
(8, 9, 2 y 10), que se activan en respuesta a seflales apoptoticas y activan a las
caspasas efectoras (3, 6 y 7), que degradan los sustratos celulares (Thomberry y
Lazebnik, 1998).
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Los principales reguladores intracelulares de la apoptosis son los miembros de
la familia Bcl-2, algunos de los cuales inhiben la muerte celular (Bcl-2, Bel-X|,
Mcl-1), mientras que otros la activan (Bax, Bad, Bak, Bid) (Adams y Cory, 1998).
Ambos tipos pueden heterodimerizar, de modo que su concentracién nos puede
indicar si la célula se encamina a la apoptosis o a la supervivencia (Oltvai y cols,,
1993). Estas proteinas se anclan en la cara citopldsmica de las membranas de la
mitocondria, reticulo endoplasmico y envoltura nuclear, de manera que pueden
registrarse los dafios producidos en dichos organelos (Green y Reed, 1998).

Existen diferentes procesos celulares que conducen a la apoptosis, uno de ellos
es por alteraciones en la mitocondria (ver figura 1). Asi, el dafio mitocondrial (por
falta de factores de crecimiento o por toxinas, por ejemplo) libera al citocromo C y
a la proteina Smac/DIABLO, ambas moléculas proapoptdticas, en el citoplasma. El
citocromo C forma un complejo con Apaf-1 (factor activador de proteasas de la
apoptosis-1) y con la procaspasa-9 denominado apoptosoma, lo cual lleva a la
activacion de la caspasa-9. La caspasa-9 activa a la caspasa-3 y finalmente se
activan los sustratos de la muerte celular como la gelsolina, actina y otros, se
produce la fragmentacion de ADN y la muerte por apoptosis. La proteina
Smac/DIABLO bloquea a las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP), una familia
de inhibidores de caspasas. Ambos procesos contribuyen a una fuerte activacion de
caspasas y, por tanto, a la apoptosis (Jiang y Wang, 2004).

La funcién proapoptdtica de la proteina Bax (y otras como Bad, Bim, Noxa o
Puma) estd relacionada con la integridad de la mitocondria, ya que podria formar
poros en la membrana mitocondrial externa por donde se liberaria el citocromo C
(De Giorgi y cols., 2002), desencadenandose €l proceso anteriormente descrito. La
presencia de Bcl-2 o de Bcl-X; en la mitocondria podria inhibir el desplazamiento
del citocromo C de la misma al citosol, ejerciendo su papel antiapoptético (Kluck y
cols., 1997; Cheng y cols., 2001). No obstante, las proteinas Bcl-2 y Bcl-X| no sélo
podrian prevenir la liberacién del citocromo C sino que podrian prevenir también la
activacion de caspasas, ya que se ha comprobado que la sobreexpresion de Bcl-2 o

Bcl-X; bloquea la apoptosis desencadenada por microinyeccién de citocromo C
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(Brustugun y cois., 1998). Ademas, Bcl-2 prolonga la supervivencia después de la

salida del citocromo C de la mitocondria inducida por Bax (Rosse y cois., 1998).

Figura 1. Proceso apoptotico desencadenado por daiio mitocondrial y contrarrestado por

factores de crecimiento.

SMAC/
ITHAIMO

APOPTOSOMA

Los defectos en los procesos apoptéticos son una caracteristica de la
patogénesis de la EU, tanto en la enfermedad de Crohn como en la colitis ulcerosa
(revisado en Verstege y cois., 2006). En la Eli, los linfocitos T de la ldamina propia
se encuentran en un elevado grado de activacion y presentan una mayor resistencia
a la apoptosis, lo que conduce a una acumulacion local de células T y a la
perpetuacion de la respuesta inflamatoria (Boirivant y cois., 1999) y un mayor
riesgo de aparicion de cancer (revisado en Sturm y cois., 2008). Esta resistencia se
ha atribuido a la IL-6, que se expresa en las Eli y que estimula la cascada de
expresion de genes de accion antiapoptética en células T del intestino (Atreya y

cois., 2000).
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2.2.2. Las alteraciones en el ciclo celular

El ciclo celular se compone de dos etapas fundamentales, llamadas inferfase y
Jase M o fase de division. La interfase es la parte més larga del ciclo y en ella la
célula crece continuamente, mientras que durante la fase M la célula se divide.

La interfase se divide en:

eFase G;: Es el intervalo entre la consumacion de la mitosis y el
comienzo de la sintesis de ADN. Durante G, la célula supervisa su entorno
y su propio tamafio y, cuando llega el momento, da un paso decisivo que le
conducird a la replicacién del ADN y a la consumacioén del ciclo de
divisién celular. Las células en G, pueden, si no han iniciado la replicacion
de ADN, detener su progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo
especial, llamado Gy, donde pueden permanecer durante un tiempo
indefinido antes de volver a proliferar.

e Fase S: Es la parte de la interfase en la que se produce la replicacion
del ADN.

eFase G,: Es el lapso entre el final de la sintesis de ADN y el principio
de la mitosis. Proporciona un tiempo de seguridad, que permite a la célula
asegurarse de que la replicacion de ADN se ha completado, antes de
comenzar la mitosis. Tanto G; como G, proporcionan un tiempo adicional
para el crecimiento: si la interfase sélo durara lo necesario para que se
produjera la replicacion de ADN, la célula no tendria tiempo suficiente
para duplicar su masa antes de dividirse.

La fase M se compone de la mitosis (division nuclear) y citocinesis (fisién
celular), y ocupa una fraccion pequefia del ciclo celular total.

eLa mitosis se compone de profase, metafase, anafase y telofase. El
material sintetizado en la fase S se separa para dar lugar a dos células hijas
idénticas.

e La citocinesis, considerada como el fin de la fase M, consiste en la

division de la célula por el centro en dos (Alberts y cols., 1996).
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Se sabe que el ciclo celular tiene dos puntos de control, uno en la fase G; y otro
en la fase G,. Estas fases constituyen lapsos que permiten solventar problemas
como reparar dafios en el ADN y corregir errores en la replicacion. Muchos
factores metabdlicos, de estrés y ambientales son integrados e interpretados durante
estos periodos, y en respuesta a ellos la célula decide detener su ciclo o avanzar
hacia las fases S y M, respectivamente. La interpretacion y ejecucion de estas
sefiales por parte de la célula es una labor delicada y no es de extrafiar que los
errores producidos en este proceso impliquen problemas mayores como el
desarrollo de tumores.

Las cinasas dependientes de ciclinas o CDK, son enzimas que requieren la
union a una ciclina para ser cataliticamente competentes. Los complejos CDK-
ciclina permiten la transicion de las fases G; y G, del ciclo a las fases S y M
respectivamente, y son regulados por fosforilacion y por interaccioén de proteinas.
La asociacién de la cinasa CDK2 con la ciclina E o la ciclina A es el motor de la
transicién de G; a S mientras que el complejo CDK1-ciclina A o CDK1-ciclina B
impulsa el paso de G, a M (Murray, 2004).

Durante la fase Gy, la falta de ciclina E limita la entrada en fase S en células que
acaban de emerger de la mitosis y en células en reposo mitético. Los factores de
transcripcion E2F de cuya actividad depende la expresion de ciclina E, estan
secuestrados por la proteina Rb (proteina del retinoblastoma), mientras la proteina
p27 Kipl inhibe a la CDK2. La llegada de un estimulo mitogénico aumenta las
cantidades de ciclina D, que forma un complejo con las cinasas CDK4/6. Esta
union CDK4/6-ciclina D neutraliza a p27 Kipl y fosforila e inactiva a Rb,
liberando los factores E2F que aumentan la expresion de ciclina E y favoreciendo
el entrada del ciclo en fase S. El dafio en el ADN activa la via ATM (ataxia
telangiectasia mutada)-p53, que previene la activaciéon del complejo CDK2-
ciclinaF/A a través de la proteina p21™*™“®! deteniendo el ciclo en G, (figura 2).

En la fase G, el complejo CDK1-ciclina A/B hace posible la entrada en mitosis,
y la dréstica degradacion de las ciclinas A y B al comienzo de la anafase media la

salida de la misma. La replicacion defectuosa del ADN durante la fase S activa la
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via ATR-CHK1 (proteina relacionada con ATM y Rad3-cinasa de punto de contrd

1) que previene la activacion de CDK1 y la mitosis prematura (Massagué, 2004).

Figura 2. Parada del ciclo celular en fase Gl por alteraciones en el ADN y activacion de la

cascada de A TM/p53.

CICLINA
AB

La enzima ATM cinasa reconoce roturas en el ADN y activa a CHK2 (cinasa de
punto de control 2), iniciandose asi la via ATM-p53. El gen supresor tumoral p53
codifica para una proteina llamada p53. La funcion de la proteina p53 es detectar la
existencia de dafios en el ADN, detener el ciclo celular para que éstos sean
reparados y conducir a la célula a la apoptosis, en caso de que estos dafios sean
peligrosos para las futuras células hijas. Asi, evita que el material genético acumule
mutaciones que podrian desencadenar un proceso canceroso. Si el gen supresor de
tumores p53 quedara dafiado o mutara, la célula perderia este sistema de control,

quedando expuesta a posibles mutaciones que se acumularian y se transmitirian a
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su descendencia. Si estas mutaciones llegaran a afectar a algin protooncogén se
generaria un proceso canceroso.

Las especies reactivas de oxigeno son activadores potentes de p53 (Martindale y
Holbrook, 2002), que actiia como un sensor de estrés genotoxico y aumenta la
expresion de genes que median la detencién del ciclo celular y la apoptosis
(revisado en Colman y cols., 2000). Entre estos genes se incluye WAF1 (o Cipl)
(el Deiry y cols., 1993), cuyo producto de 21 kDa, la proteina p21™*™®! parece
ser un inhibidor universal de la actividad de las CDK, y forma complejos con
CDK-ciclinas y con el antigeno PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular).
Esta unién de p21%*"®! a] complejo CDK2-ciclina E/A previene la fosforilacién
de la proteina Rb por el complejo y la subsiguiente inactivacion de Rb, la cual es
esencial para el progreso del ciclo celular. La proteina p21%*"“*! es un inhibidor
potente y reversible del progreso del ciclo celular en los puntos de control G, y G,
presumiblemente para dar suficiente tiempo a la reparacion completa del ADN. No
obstante, la induccion de p21w“f1/ CiP! como respuesta a dafio en el ADN puede ser
dependiente de p53 o independiente (Zhang y cols., 2000). La induccién de
p21%2fVCP! dependiente de p53 produce la detencién del ciclo celular en la fase G,,
debido a la inhibicion de la actividad CDK y de la replicaciéon de ADN dependiente
de PCNA. El gen WAF1 ha sido identificado como un gen implicado en la
senescencia celular y la expresién aumentada de p21%*™“P' tiene como
consecuencia la supresion de tumores por su inhibicién de las enzimas CDK.

Cabe destacar la participacion de la proteina Akt (o protein-cinasa-B) en los
procesos relacionados con la regulacion del ciclo celular y la apoptosis. La
activacién de esta proteina se inicia con la unidn de factores de crecimiento a sus
receptores de membrana (ver figura 1), lo cual activa la via de la PI3-K (fosfatidil-
inositol-3 cinasa) (Kulik y Weber, 1998). La cinasa PI3-K activada fosforila a
varios fosfolipidos de membrana para generar fosfatidilinositol trifosfato (PIP-3).
El PIP-3 es el encargado de fijar a la membrana a dos cinasas: PDK-1 (cinasa
dependiente de PIP-3-1) y Akt. La proteina Akt sufre entonces un cambio
conformacional y su centro activo queda expuesto. La cinasa PDK-1 fosforila a la

proteina Akt activandola, que a su vez fosforila a la proteina Bad y a la caspasa-9,
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comprometiendo su funcion apoptoética. La fosforilacion de Bad libera a Bcel-2 y
Bcl-XLde su union a la misma, y les permite que ejerzan su accién antiapoptotica.
De manera opuesta a este proceso, con la ausencia de factores de crecimiento la
proteina Akt permanecerd defosforilada y por tanto inactivada, y Bad unida a Bcl-2

y Bcl-XL, impidiendo de este modo sus acciones antiapoptoticas y favoreciendo la

muerte celular.

Esquema 2. Cascadas de A TM/p53 y PB-K/Akt.
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La proteina Akt participa ademdas en la activacion de cinasas CDK de dos
modos:

e Previene la proteolisis de ciclina D por fosforilacion de la glicégeno
sintetasa cinasa-3 beta (GSK3-f).

o Inhibe a los factores de transcripciéon FOXO, evitando la expresion de
proteinas como p21V*™CP! n27 Kip1 o la proapoptética Bim.

La proteina Akt fosforilada también inhibe directamente a p21 y p27 evitando la
parada del ciclo celular en la fase G, y, por lo tanto, promoviendo la supervivencia
celular. Ademas la proteina Akt actiia por medio del complejo de IkB cinasa (IKK).
Estas enzimas activan el factor nuclear-kB (NF-kB), que induce la expresion de
Bcl-X; para la preservacion de la integridad mitocondrial y de las proteinas IAP
para inhibir caspasas. IKK también fosforila a FOXO, marcindolo para su salida
del micleo y su destruccion (Massagué, 2004). Las fosfatasas PTEN y SHIP
inhiben esta ruta mediante la desfosforilacion de la posiciéon 3 de los PIP-3. La
inhibicidn del gen supresor de tumores PTEN esta relacionada con la actividad Akt

aumentada en muchos cénceres (Stiles y cols., 2002).
2.2.3. La inflamacién

La inflamacion es una respuesta fisioldgica e inespecifica del organismo ante
estimulos de tipo mecanico, quimico o microbiano. Es una respuesta protectora,
controlada por el organismo, que intenta aislar y destruir al agente dafiino y limitar
y reparar la lesion producida, aunque en ocasiones la falta de control autolimitante
puede traer consigo la cronificacion de los procesos inflamatorios, dando lugar a
patologias crénicas como son la enfermedad inflamatoria intestinal o la
osteoartritis.

La activacion de los principales tipos celulares implicados en la inflamacién
(neutrofilos y monocitos/macréfagos) conlleva la generacion de toda una serie de
mediadores inflamatorios, que actuan de manera conjunta mediante un mecanismo

de cooperacion de gran complejidad. Entre estos mediadores inflamatorios
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destacan: las citocinas proinflamatorias, los metabolitos de la ruta del 4cido
araquidonico y el éxido nitrico.

En el ser humano, la respuesta inmunitaria normal del intestino estd dirigida
hacia la via Thl (Macdonald y Monteleone, 2001). Tanto en la enfermedad de
Crohn como en la colitis ulcerosa, se liberan gran cantidad de citocinas por parte de
células diferentes dentro de la misma cascada inflamatoria que, en muchas
ocasiones, actian de forma sinérgica. De entre las células productoras de citocinas
en el tejido de la EII destacan: macréfagos, linfocitos y células epiteliales (Kakazu
y cols., 1999).

Las citocinas son autacoides polipeptidicos que tienen un papel clave en la
respuesta inmune, en la respuesta inflamatoria y en la hematopoyesis. Se sintetizan
en respuesta a un estimulo activador y ejercen su actividad de un modo secuencial
y coordinado, con el fin de mantener la homeostasis (Hanada y Yoshimura, 2002).
En la EII, se encuentran aumentadas las concentraciones de las citocinas
proinflamatorias: IL-1B, factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), interferon-y (IFN-
), IL-6, IL-8, IL-2, IL-15, IL-18, y los miembros de la familia de la IL-12 entre
otros (Autschbach y cols., 2002). A pesar de que hay diferencias en el perfil de
citocinas de los linfocitos T activados en ambas enfermedades inflamatorias,
causantes del inicio y del mantenimiento de la inflamacion, una vez que se produce
el reclutamiento de macréfagos y de linfocitos de sangre periférica los mediadores
inflamatorios son comunes a ambos trastornos (Autschbach y cols., 2002). En
células del epitelio intestinal, las citocinas proinflamatorias activan al NF-xB, que
regula la transcripcién de 6xido nitrico sintasa-2, IL-8, IL-6, metaloproteinasas de
matriz (MMP) y otras moléculas implicadas en inflamacion cronica intestinal y
cancer (Roebuck, 1999; Jobin y Sartor, 2000). Ademds, también aumentan sus
oponentes antiinflamatorios y el equilibrio entre ambos grupos es lo que finalmente
determina el curso de la enfermedad (Strober y cols., 1997).

Se ha observado que el IFN-y es uno de los mediadores mds importantes de la
inflamacion en el intestino y su expresion se ha relacionado directamente con el
dafio tisular en varios procesos inflamatorios propios de este tejido (Macdonald,

1999; Leodn y cols., 2005). El IFN-y, principal inductor de la actividad bactericida
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de los macrofagos, es capaz de estimular la expresion de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (clases I y II) y de moléculas
coestimuladoras en las células presentadoras de antigeno (como macrdéfagos y
células dendriticas). Con el proceso inflamatorio instaurado, el IFN-y también
participa en la estimulacidn reciproca entre macréfagos y linfocitos T, mediante la
produccion por parte de estas células de IFN-y y de IL-12, respectivamente. Otro
efecto del IFN-y es inducir la diferenciacién de las células Th virgenes hacia el
fenotipo Thl y la inhibicion de la proliferacion de la subpoblaciéon Th2 (Boehm y
cols., 1997). Estos efectos bioldgicos del IFN-y dependen de la actividad de una
cascada de factores activadores de la transcripcién, entre los que se encuentra el
transductor de sefial y activador de transcripcién 1 (STAT1), que regulan la
expresion génica al unirse a las regiones promotoras en el nticleo (Schreiber y cols.,
2002).

Otra citocina de gran importancia en los procesos inflamatorios es el TNF-a.
Los macréfagos activados son los principales productores de TNF-a, que
interviene en multiples actividades como la acumulacion de neutréfilos, formacién
de granulomas, induccién de la expresién de moléculas de adhesion en el endotelio
y otros muchos efectos. El TNF-a actia de forma sinérgica con la IL-1p, si bien el
TNF-a siempre se ha relacionado con la inflamacién aguda y la IL-1f tendria un
papel mas preponderante en mantener la inflamacion de manera crénica. E1 TNF-a
se produce como un precursor inactivo unido a la membrana. Para que se active es
necesaria la presencia de la enzima de conversion del TNF-a (TACE). Se han
descubierto dos receptores solubles distintos para el TNF-a,, de 55 y 75 kDa
(STNFRS55 y sTNFR75). El significado biolégico de estos receptores depende de su
concentracion en los tejidos. Pequeiias concentraciones pueden actuar estabilizando
la molécula del TNF-a., al aumentar su vida media. Sin embargo, concentraciones
altas pueden reducir la actividad biolégica del TNF-a, al competir con los
receptores de membrana por unirse a éste (revisado en Lopez-Armada y cols.,
2007). En la EII, los macréfagos, localizados en la ldmina propia, son la principal

fuente de TNF-a (Rugtveit y cols., 1997). Esta citocina participa activamente en
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los procesos inflamatorios de las EIl, aumentando la permeabilidad de la mucosa
intestinal (Gibson, 2004) y ejerciendo efectos citostaticos sobre las células
epiteliales, pudiendo inducir la apoptosis de los enterocitos cuando actia
sinérgicamente con el IFN-y (Guy-Grand y cols., 1998; Kaiser y Polk, 1997). El
aumento de la expresion de TNF-o es proporcional al grado de lesion en la
enfermedad de Crohn, pero no en la colitis ulcerosa (Breese y cols., 1994) y se ha
descrito una relacion directa entre el aumento de la expresion de TNF-a y el de IL-
1B en la enfermedad de Crohn (Reimund y cols., 1996).

La IL-1 incluye dos proteinas diferentes, IL-1a € IL-1B, que juegan papeles
centrales en la inflamacién crénica y aguda, tanto localmente como sistémicamente
(Dinarello, 2005). La IL-1p humana se sintetiza en muy diversos tipos celulares
(Wewers y cols., 1997; da Cunha y cols., 1993; Skundric y cols., 1997), y lo hace
como procitocina (269 aminoécidos), que es escindida por la enzima convertidora
de IL-1B en la forma madura de la IL-1B (153 amino4acidos, 17 kDa) y en un
prosegmento (Thomberry y cols., 1992). La funcién més extensamente estudiada
de la IL-1B es el inicio de la inflamacién. La endotoxina bacteriana y una gran
variedad de sustancias inflamatorias no microbianas inducen la produccién de IL-
1B, la cual induce a las células del endotelio capilar a secretar quimiocinas y a
incrementar la expresién de moléculas de adhesion (como E-selectina, ICAM-1 y
VCAM-1) (Kupper y Groves, 1995). Junto con la IL-12, la IL-1p induce secrecion
de INF-y por parte de las células asesinas naturales o “natural killer” (NK),
resultando en una activacion de macrofagos dependiente de INF-y (Billiau y
Matthys, 2009). La IL-1f también induce la expresiéon de MMP, conduciendo a la
degradacion de la matriz extracelular y a la migracién de los monocitos, ademas de
catalizar la degradacion de las metaloproteinasas como sistema de
retroalimentacion negativa de la propia citocina. No obstante, los efectos de la IL-
1B no se limitan unicamente a la inflamacién sino que esta citocina también estd
asociada a otras condiciones como la regulacion fisiologica de IGF/GH (factor de

crecimiento semejante a la insulina‘hormona de crecimiento), la formacién y

48



Introduccion

remodelacion del hueso o la induccion de fiebre, entre otras (Delhanty, 1998;
Kusano y cols., 1998; Hansen y cols., 1998).

La IL-1B, presente en la EIl, comparte muchos efectos con el TNF-a. Es
producida principalmente por los granulocitos y los macréfagos de la ldmina propia
y su expresion es especialmente intensa en las ulceraciones (Autschbach y cols.,
1998). Cuando se realiza un cultivo in vitro de biopsias (Reimund y cols., 1996), se
observa una correlacion entre el grado de afectacion de la mucosa y la cantidad de
IL-1P detectada en el sobrenadante del cultivo en las dos patologias, lo que indica
que las células mononucleares se encuentran en un elevado grado de activacion en
ambas situaciones.

La IL-6 se produce en diversos tipos celulares y ejerce sus efectos en diferentes
organos (Kallen, 2002). La IL-6 se identificé como inductora de la proliferacion de
células B (Hirano y cols., 1985) y de la respuesta de fase aguda en el higado
(Baumann y Gauldie, 1990). Se han encontrado niveles elevados de esta citocina en
inflamacién aguda y crénica, y en patologias inflamatorias crénicas como la EII
(Podolsky, 2002). La participacién de la IL-6 en la EII es clave, ya que induce al
factor de transcripcion STAT3, que induce a los factores antiapoptéticos Bcel-2 y
Bcl-X;. Asi, se produce un circulo vicioso en el que aumenta la resistencia a la
apoptosis de las células T, lo que implica una acumulacion de las mismas y la
cronificacion de los procesos inflamatorios (Mudter y Neurath, 2007). Otras
citocinas proinflamatorias relevantes en las patologias intestinales son la IL-12,
factor inductor clave de las respuestas Thl, y la IL-18, capaz de potenciar la
expresion de IFN-y sinérgicamente con la IL-12 (Yoshimoto y cols., 1998).

Las quimiocinas son un conjunto de citocinas de pequefio tamafio que
desempefian una funcién central en muchos procesos homeostaticos y patologicos
de la biologia humana. Las quimiocinas coordinan el reclutamiento, activacion y
hospedaje de leucocitos durante las diferentes fases, innata y adaptativa, de la
inflamacion (Rot y von Andrian, 2004). Una alteracion de su expresion o funcién
puede provocar la cronificacion de la inflamacién. La IL-8, un miembro de la
subfamilia de quimiocinas CXC (con dos cisteinas separadas por otro aminoacido

cerca del extremo amino terminal) especifica de neutréfilos, es un potente factor
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activador y quimiotactico de dichos neutréfilos. Se produce por diferentes tipos
celulares como monocitos/macréfagos, fibroblastos o condrocitos en respuesta a
estimulos proinflamatorios como la IL-18 o el TNF-a.. Su funcién principal es
atraer a los neutréfilos al lugar de la inflamacion (Aukrust y cols., 2008).

Frente a los procesos desencadenados por las citocinas proinflamatorias se
encuentran las citocinas antiinflamatorias, que regulan y contrarrestan esas
acciones. Entre ellas cabe destacar el TGF-B, que promueve la restitucion del
epitelio intestinal y estimula el crecimiento y la diferenciacién de células del
mesénquima, tales como los fibroblastos (Pierce y cols., 1989), y la IL-10 que
inhibe la sintesis de citocinas inflamatorias y actia sobre la proliferacion y
diferenciacion de las células T (Fiorentino y cols., 1991).

El 6xido nitrico (NO) actia como mediador en diversos procesos fisioldgicos y
fisiopatologicos en el cuerpo humano y, en concreto, es uno de los mediadores mas
importantes que participan en el proceso inflamatorio. Se sintetiza por la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) a partir de L-arginina, oxigeno molecular y NADPH.
Se han identificado tres isoformas de la enzima NOS. Las NOS constitutivas se
aislaron inicialmente en el cerebro (NOS-1) y en el endotelio vascular (NOS-3),
son dependientes de calcio y calmodulina y desarrollan funciones fisioldgicas. La
tercera isoforma es la NOS inducible, conocida como NOS-2 o iNOS. La NOS-2
estd implicada en acciones fisiopatolégicas y el NO sintetizado por ella tiene
funciones reguladoras, proinflamatorias o degradativas. Se expresa en diversos
tipos celulares como enterocitos, condrocitos, macréfagos o fibroblastos en
respuesta a estimulos inflamatorios € inmunolégicos como citocinas proinflama-
torias (IL-1B, TNF-a) (revisado en Knowles y Moncada, 1994; Paya y cols., 1997).
La activacion de la NOS-2 da lugar a un aumento de la produccién de NO en el
foco inflamatorio, produciendo vasodilatacion y aumento del flujo sanguineo y de
la permeabilidad de los vasos. Ademds, el NO reacciona con el anién superéxido
formando peroxinitrito (ONOO-), una especie reactiva de nitrégeno, que junto con
las especies reactivas de oxigeno contribuye al aumento del estrés celular con
reacciones de oxidacion, nitracion o nitrosacion, provocando alteraciones a nivel

celular y generando toxicidad (revisado en Liaudet y cols., 2000). En la EII, la
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induccion aumentada de NOS-2 produce elevados niveles de NO, que tienen un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad (Middleton y cois., 1993;
Boughton-Smith y cois., 1993) y que aumentarian el dafio tisular por estrés
oxidativo debido a la formacidon de radicales peroxinitrito y a la nitracion de

proteinas celulares (Singery cois., 1996).

2.2.4. Las metaloproteinasas de matriz

El catabolismo proteico se lleva a cabo por enzimas proteoliticas denominadas
proteasas, entre las cuales destacan las MMP. Las MMP son un conjunto de
enzimas endopeptidasas dependientes de calcio y cinc sintetizadas por diferentes
cé¢lulas del tejido conectivo, que juegan un papel importante en procesos
fisiologicos y patologicos, incluyendo la remodelacion de la matriz extracelular,
embriogéncsis, curacion de heridas, inflamacion, artritis y cancer. En la matriz
extracelular, por tanto, cumplen una funcién fisiolégica, si bien un aumento de su
sintesis y de su funciéon puede dar lugar a la degradacion excesiva de sus

componentes y, por tanto, provocar la lesion tisular.

Figura 3. Estructura genera! de las MMP. Basado en Medinay cois., 2004.

Funcionalmente, las MMP se definen por las siguientes caracteristicas: por su
dependencia del cinc e inhibicién por parte de sus quelantes, por ser secretadas al
espacio extracelular como cimogenos inactivos (proformas), por requirir un

proceso proteolitico para su activaciéon y por ser reguladas por los inhibidores
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tisulares de MMP (TIMP) y por o2-macroglobulina (Nagase y Woessner, Jr,
1999). Las MMP tienen una estructura molecular similar; un dominio propeptidice,
que mantiene en latencia a la enzima hasta la activacién por alguna sefiad
bioquimica; el dominio catalitico, por donde se une al sustrato; y la region G
terminal, implicada en el reconocimiento especifico del sustrato (Medina y cols,
2004).

Existen diferentes tipos de MMP segun su localizacion celular y especificidad
de sustrato y estan clasificadas en cinco grandes grupos: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, agrecanasas y metaloproteinasas de membrana (Nagase y cols,,
1992). Las colagenasas, entre ellas la MMP-1 (colagenasa intersticial) y la MMP-8
(colagenasa neutrofilica), tienen capacidad de digerir colageno intersticial de los
tipos I, I y III. Las gelatinasas, como la MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9
(gelatinasa B), pueden degradar coligeno tipo IV y gelatina. Las estromelisinas,
entre ellas la MMP-3 (estromelisina 1), pueden degradar una gran variedad de
componentes de la matriz extracelular, como proteoglicanos, coldgeno tipo IV,
fibronectina y laminina (Borkakoti, 1998). Las agrecanasas, como las del subgrupo
ADAMTS (que podriamos traducir como “desintegrina y metaloproteinasa con
dominios de trombospondina”), se encargan de la degradacion del proteoglicano
agrecano. Finalmente, las denominadas metaloproteinasas de membrana (MT-
MMP), tienen por funcién activar las MMP liberadas al espacio extracelular,
particularmente a la MMP-2 y a la colagenasa 3 (Knauper y cols., 1996b).

Las MMP y sus inhibidores endogenos se han relacionado con diversas
enfermedades del tracto gastrointestinal, tales como la EII (Baugh y cols., 1999) y
los estadios tempranos del cdncer colorrectal (Nosho y cols., 2005). Varias
citocinas proinflamatorias, como la IL-1p y el TNF-a, pueden estimular la sintesis
y la liberacién de las MMP por parte de células del tejido conectivo, como se ha
demostrado en diversas enfermedades inflamatorias (revisado en Medina y cols.,
2004). De hecho, se ha demostrado la presencia de concentraciones elevadas de
MMP en zonas intestinales inflamadas de pacientes con EII (von Lampe y cols.,
2000) y el aumento de su actividad y expresion en modelos animales (Tarlton y

cols., 2000; Medina y cols., 2003). En estas patologias intestinales, la activacion de
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los linfocitos T de la [amina propia de la mucosa intestinal produce una destruccion
importante de las vellosidades mediada por la activacion de las MMP (Pender y

cois., 1997).

Figura 4. Procesos que desencadenan ja inflamacion cronica en la Eli.
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En la Eli, se produce una reaccién inmunitaria anormal frente a una gran variedad de antigenos luminales y
microorganismos. Las células dendriticas (presentadoras de antigenos) captan los antigenos desde el lumen hasta las
placas de Peyer a través de las células M (1), o de manera directa (2). Las células dendriticas presentan dichos antigenos
a linfocitos virgenes By T (3). Se produce el reclutamiento de linfocitos y macréfagos de la sangre periférica (4). Tanto
los linfocitos como los macréfagos liberan mediadores inflamatorios (5). La IL-6 induce al factor de transcripcion
STAT3, que induce factores antiapoptoticos, aumentando la resistencia a la apoptosis de las células T (6). Las citocinas
proinflamatorias inducen al factor NF-kB en las células epiteliales, produciéndose la liberacion de NO, citocinas y MMP
(7). Los procesos de liberacion de mediadores inflamatorios por parte de macréfagos, linfocitos y células epiteliales

contribuyen a la cronificacién de la inflamacion y el daio tisular (8).

En concreto, la MMP-7 se produce por células epiteliales en el tracto digestivo
y podria mediar muy diversas respuestas celulares. Esta enzima podria participar en
la curacion de heridas, dirigiendo la migracion de células epiteliales tras el dafio

tisular (Salmela y cois., 2004). Se cree que la MMP-7 podria ser un mediador clave

53



Introduccion

en la inflamacion intestinal (Wielockx y cols., 2004) y cancer de colon (Witty y
cols., 1994; Newell y cols., 2002), asi como marcador de actividad relacionado con
la displasia y cincer en pacientes con colitis ulcerosa (Matsuno y cols., 2003). No
en vano, la inhibicion de MMP-7 como diana ha sido propuesta como nueva opcién
terapéutica para la inflamacién intestinal asociada a enterocolitis necrotizante
(Bister y cols., 2005) y algunos otros trastornos inflamatorios (Wielockx y cols.,
2004).

2.2.5. La cascada de las MAP cinasas

Las protein-cinasas activadas por mitdogenos o MAP cinasas (MAPK) son
enzimas capaces de regular las vias de sefializacién intracelulares que controlan
procesos como la apoptosis, proliferacion, diferenciacién, expresién génica de
MMP o induccién génica de citocinas. Para ello, estas moléculas funcionan
conectando los receptores de la superficie celular con los factores de transcripcion
en el nicleo, los cuales regulan los procesos celulares. Dentro de esta familia de
cinasas, podemos destacar tres: la cinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK), la cinasa N-terminal de c-Jun (JNK) y la cinasa p38 (p38) (Malemud,
2007). La activacion de la cascada de las MAPK se lleva a cabo por, al menos, sicte
protein-cinasas (PK) pertenecientes a la familia de proteinas MEK (cinasas de las
MAPK-ERK) y MKK (cinasas de las MAPK) (Malemud, 2004). El proceso de
activacion comienza cuando el complejo Ras-GTP activo se fija al dominio
regulador de una enzima MKKXK (cinasa de la cinasa de la MAPK), una serin
treonin cinasa que, de este modo, queda activada. La activaciéon de esta enzima
provoca su liberacién y la siguiente fosforilacion y activacion de una cinasa MKK.
Finalmente, la MKK fosforila y activa a la MAPK, que es capaz de fosforilar a muy
diversos sustratos, hasta ser inactivada por las fosfatasas de la MAPK o MKP
(Malemud, 2004).

De las enzimas MAPK conocidas como ERK, los subtipos ERK1 y ERK2 son
los mas abundantes y los que mas han sido estudiados (Chang y Karin, 2001;

Pouyssegur y cols., 2002), si bien existen otras formas como ERK3, 5, 7 y 8
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(Boulton y cols., 1991). Las cinasas ERK1 y 2 (también llamadas p44 y p42,
respectivamente) pueden ser estimuladas por citocinas, factores de crecimiento o
estrés fisico, entre otros estimulos. Las MAPK anteriores en la via de sefializacion,
MEK1 y MEK2 activan a ERK1 y ERK2 por fosforilacién de ambas.

La cinasa p38 tiene varias formas homoélogas: p38a, p38p y p38B2, entre otras
(Hale y cols., 1999). La proteina p38 se activa como respuesta a una gran variedad
de estimulos extracelulares: citocinas proinflamatorias, lipopolisacarido, radiacion
U.V., anisomicina, y factores de crecimiento. La activacién de la MAPK p38 esti
mediada por otras cinasas entre las que se incluyen MKK3, MKK4 y MKK6 (Han
y cols., 1996). Existen otras vias alternativas de activacion de p38, como la
interaccion con TABI1 (proteina fijadora de protein cinasa activada por factor de
crecimiento transformador-p-1) y autofosforilacién de p38a (Ge y cols., 2002). La
via de la p38 juega un papel esencial en la regulacion de ciertos procesos como son
inflamacién, diferenciacién celular, crecimiento celular y apoptosis (revisado en
Ono y Han, 2000). La isoforma mas estudiada de esta cinasa es p38a, dada su
implicacion en la inflamacién, con su papel modulador de la expresién génica de
COX-2 y de NOS-2, asi como el control de la produccion de NO inducida por
citocinas (Guan y cols., 1999b; Guan y cols., 1999a). En relacién con la apoptosis,
p38 puede estar implicada en la fosforilacién de Akt en células epiteliales (Shiue y
cols., 2005).

La cinasa JNK, también conocida como protein-cinasa activada por estrés
(SAPK), se encuentra en tres formas llamadas JNK1, JNK2 y JNK3. JNK1 y 2 se
encuentran distribuidas en muchos tejidos, mientras que JNK3 se encuentra
expresada mayoritariamente en el cerebro (Malemud, 2006). Las cinasas JNK son
activadas por fosforilacion via MKK4 y MKK7. La importancia fisioldgica de JNK
se sustenta en su capacidad de unirse y fosforilar a la proteina de unién al ADN c-
Jun, aumentando la actividad transcripcional de la misma (Kallunki y cols., 1994).
La proteina c-Jun es un componente del complejo de la proteina activadora-1 (AP-
1), critico en la regulacion génica de citocinas y MMP (Burrage y cols., 2006;
Malemud, 2007).
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Esquema 3. Esquema simplificado de las cascadas de las MAPK.
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2.2.6. Los factores de transcripcion

Los factores de transcripcion son proteinas que regulan los procesos de
transcripcion del ADN. Los factores de transcripcién pueden actuar reconociendo y
uniéndose a secuencias concretas de ADN, uniéndose a otros factores, o uniéndose
directamente a la enzima ARN polimerasa. Estos factores se estimulan por sefiales
citoplasmaticas y al ser activados adquieren la capacidad de regular la expresion
génica en el nucleo celular, activando o reprimiendo la transcripcion de diversos

genes.

2.2.6.1. Elfactor nuclear-KB

El NF-KB es un factor de transcripciéon implicado en la regulacion de genes que

codifican para mediadores de las respuestas inflamatoria, inmune y de fase aguda.
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El complejo proteico de union al ADN reconoce una secuencia de nucledtidos
concreta de toda una serie de genes de respuesta, tanto celulares como virales
(Abraham, 2000). El NF-kB esta compuesto por complejos homo- y
heterodiméricos de miembros de la famila Rei (NF-kB). Existen cinco subunidades
de la familia NF-kB en mamiferos: p50, p65 (RelA), c-Rel, p52 y RelB. Estas
proteinas comparten una secuencia conservada de 300 aminoacidos en la region N-
terminal, conocida como el dominio de homologia Rei, que media la unién al
ADN, la dimerizacion de la proteina y la localizacion nuclear. Este dominio es
también una diana para las proteinas inhibidoras de NF-kB (IkB), que incluyen
IkBex, IkBP, IkBy, Bcl-3, p 105 y plOO. Distintas combinaciones de dimeros de las
subunidades de NF-kB tienen distinta especificidad de uniéon al ADN y podrian
funcionar activando grupos de genes como citocinas, inmunorreceptores y
moléculas de adhesion. Los heterodimeros p50/p65 (NF-kB 1/RelA) y los
homodimeros p50 son los dimeros mas comunes en la via de sefializacion del NF-
kB (Baldwin, Jr., 1996). En la mayoria de células, el NF-kB existe como una forma
inactiva en el citoplasma, unido a las proteinas inhibidoras IkB (Beg y cois., 1992).
El tratamiento de las células con diferentes inductores resulta en la fosforilacion de
IkB por parte de la cinasa de IkB (IKK) (Karin y Delhase, 2000), para su posterior
ubiquitinacion y degradacion (Chen y cois., 1995). Esto tiene como consecuencia la
liberacion de los dimeros de NF-kB, que se desplazan al nucleo (Birbach y cois.,

2002), donde activan a los genes diana correspondiente.

Figura 5. Activacion del NF-KB.
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El NF-xB puede ser activado por diferentes estimulos como son citocinas
inflamatorias (IL-1B o el TNF-a) (Beg y cols., 1993) o el lipopolisacarido
bacteriano, entre otros, y su tiene un papel central como factor de transcripcion en
enfermedades como el cancer (Viatour y cols., 2005) o en patologias inflamatorias
cronicas (Tak y Firestein, 2001; Brown y cols., 2008; Barnes y Karin, 1997). El
NF-xB es esencial en la transcripcion de NOS-2 e IL-8 en células epiteliales

humanas (Jobin y cols., 1998).

2.2.6.2. La proteina activadora-1

La proteina AP-1 es un regulador transcripcional consistente en dimeros
compuestos por miembros de las familias de proteinas de union al ADN Fos y Jun.
Mientras que los miembros de la familia Jun (Jun, JunB y JunD) pueden
homodimerizar entre ellos o heterodimerizar con los miembros de la familia Fos,
los de la familia Fos (Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) solo pueden dimerizar con un
miembro de la familia Jun (revisado en Zenz y Wagner, 2006). Ademads, algunos
miembros de las proteinas de unién de la familia del AMPc pueden a su vez
dimerizar con los componentes de AP-1 para la regulacion de gran variedad de
genes (Wagner y Eferl, 2005). Aunque los miembros de las familias Jun y Fos
comparten un alto grado de homologia estructural, los diferentes dimeros de AP-1
que se forman a partir de ellos presentan diferencias significativas en su afinidad de
union al ADN y en su capacidad de activar o suprimir la expresiéon génica
(Shaulian y Karin, 2002). El factor AP-1 convierte las sefiales extracelulares
procedentes de vias de sefializacion como la de las MAPK o el TGF-f en cambios
de la expresion de los genes diana correspondientes. La proteina AP-1 puede ser
activada por citocinas, factores de crecimiento, neurotransmisores, hormonas,
infecciones bacterianas y viricas, etc. Muchos genes que codifican para citocinas
son regulados de forma cooperativa por un complejo de factores de transcripcion
formado por AP-1 y NFAT (factor nuclear de las células T activadas). Entre estas
citocinas se encuentran: TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-3 o IL-5 (Zenz y cols., 2008). La
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estimulacion de células Caco-2 con citocinas proinflamatorias esta relacionada con
la actividad de AP-1 (Hungness y cols., 2000).

2.2.6.3. El factor inducible por hipoxia-1

El factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) es un factor de transcripcion activado
en respuesta a bajos niveles de oxigeno, lo cual ocurre en circunstancias tales como
hipertensién pulmonar hipdxica, isquemia cerebral o isquemia miocérdica. Este
factor tiene un papel importante en la homeostasis del oxigeno en células de
mamiferos (Semenza, 2000). El HIF-1 consiste en una subunidad HIF-1p,
expresada de manera constitutiva y otras tres subunidades denominadas HIF-1a,
HIF-2a y HIF-3a (Wang y Semenza, 1993). En condiciones de normoxia, la
subunidad HIF-1a es degradada rapidamente, aunque se sabe que algunos factores
de crecimiento y citocinas estabilizan a este factor en normoxia: insulina, IGF, TGF
o IL-1PB (Gorlach y cols., 2001; Stiehl y cols., 2002). También se ha descrito que el
NO podria estabilizar al HIF-1a en condiciones de normoxia (Palmer y cols.,
2000). Por el contrario, en condiciones de hipoxia, la subunidad HIF-la se
estabiliza ¢ interacta con coactivadores como el p300/CBP para modular su
actividad transcripcional. De hecho, el HIF-1 actia como un regulador clave de la
transcripcion de muchos genes relacionados con condiciones hipdxicas. La
angiogénesis es la respuesta fisiolégica mas comun relacionada con el aumento de
expresion de HIF-1a, pero también la proliferacion celular y el metabolismo de
glucosa y hierro. Por todo ello, el bloqueo del HIF-1a o de las moléculas que
interaccionan con él, inhibe el crecimiento tumoral. El HIF-1 induce la
transcripcion de mdas de 60 proteinas, relacionadas con diferentes funciones
bioldgicas como: la proliferacién celular (IGF, IGFBP-2, IGFBP-3, TGF), la
eritropoyesis (eritropoyetina), la angiogénesis (VEGF), el tono vascular (HO-1,
NOS-2), el metabolismo de la matriz extracelular o la apoptosis (revisado en Lee y
cols., 2004).
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2.2.6.4. La proteina de respuesta de crecimiento temprano-1

La proteina de respuesta de crecimiento temprano-1 (EGR-1) es un factor de
transcripcion dependiente de la via de seifializacion Ras-Raf-MEK-ERK1/2. EGR-1
se induce como respuesta a distintos agonistas entre los que se encuentran: la
hipoxia, el lipopolisacarido bacteriano o la trombina (Guha y cols., 2001; Yan y
cols., 1999). El EGR-1 es un regulador capaz de controlar la expresion de una gran
variedad de genes que podemos agrupar como: factores de transcripcion, factores
de sefializacion, factores de crecimiento, citocinas, reguladores del ciclo celular,
proteinas de matriz y reguladores de canales idnicos. La expresiéon génica
dependiente de EGR-1 se lleva a cabo mediante la cooperatividad funcional entre el
EGR-1 y otros factores de transcripcion o de regulacién como NFAT, AP-2, p53 o
el receptor glucocorticoide. Es, por lo tanto, bastante probable que el factor EGR-1

no actiie solo, sino conjuntamente con otros factores (Khachigian, 2006).

2.2.6.5. La proteina de union e intensificacion-CCAAT

La proteina de unién e intensificacion-CCAAT (C/EBP) pertenece a la
superfamilia formada por los factores de transcripcion CREB, Fos, AP-1, ATF y
Maf/Nrf (Kalvakolanu, 2003). Estos factores participan en numerosas actividades
fisiologicas, incluyendo el metabolismo energético, depdsito de grasa,
diferenciacion tisular, hematopoyesis, respuesta inmune, defensa frente a bacterias
y sistema reproductivo (revisado en Li y cols., 2007). La subfamilia C/EBP incluye
proteinas estructuralmente similares pero genética y funcionalmente diferentes:
C/EBP-a, C/EBP-, C/EBP-y, C/EBP-3, C/EBP-¢ y C/EBP-{. La mayoria de éstas
poseen un extremo C-terminal esencial para su union al ADN y para las
interacciones de tipo homo o heterodimérico entre miembros de la familia
(Williams y cols., 1995). Su expresion estd elevada de forma constitutiva en
algunos tejidos como en el intestino, pulmones o tejido adiposo. Algunas de las

actividades del C/EBP son la de regular a la IL-6 y la expresién inducida por IL-6
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de IL-1, IL-8 y TNF-a (Akira y Kishimoto, 1997) o la de inducir la transcripcion
de diversos genes por estimulacion del IFN-y (Roy y cols., 2000).

2.2.7. Papel de 1a HO-1 en la EII

En la Ell, la infiltracién leucocitaria y la activacion celular lleva a la produccion
de niveles elevados de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, proteasas y
mediadores inflamatorios, que son factores determinantes en la muerte celular y la
disfunciéon mucosal (Hermanowicz y cols., 1985; Kruidenier y cols., 2003; Singer y
cols., 1996). Aunque la resistencia a la apoptosis de las células T de la lamina
propia puede ser un factor en la cronificacién de la inflamacién en la EII (Neurath y
cols., 2001), en la colitis ulcerosa existe un aumento de la apoptosis en las células
epiteliales, que puede llevar a la alteracion de la barrera epitelial del intestino y
facilitar la invasion de microorganismos patdgenos (Strater y cols., 1997).

La induccion de HO-1 puede tener un papel protector frente a la lesion en
situaciones de estrés celular, actuando sobre la produccion de especies reactivas y
mediadores inflamatorios y controlando en ocasiones procesos como la
proliferacién o la viabilidad celulares. En particular, la apoptosis puede ser un
factor importante en los efectos citoprotectores de HO-1 a nivel intestinal, ya que
diversos estudios han demostrado que la induccién de HO-1 inhibe la apoptosis en
muchos tipos celulares, por ejemplo, en fibroblastos (Petrache y cols., 2000),
células endoteliales (Soares y cols., 2002), células Jurkat (Choi y cols., 2004), o en
monocitos sometidos a privacion de suero (Lang y cols., 2005).

La induccion de HO-1 inhibe la respuesta inflamatoria en modelos animales de
inflamacion intestinal, como la colitis inducida por acido trinitrobencenosulfénico
en ratas (Wang y cols., 2001) o por dextrano sulfato sddico en ratones (Berberat y
cols., 2005). Entre los mecanismos implicados estarian la disminucion de la
produccion de especies reactivas de oxigeno y NO (Wang y cols., 2001). Los
productos derivados de la actividad HO, biliverdina, bilirrubina y CO, podrian ser
los responsables de estos efectos antioxidantes y antiinflamatorios. Asi, se ha

demostrado que la administracion de biliverdina regula la produccién de
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mediadores inflamatorios en la colitis experimental (Berberat y cols., 2005) y en la
sepsis inducida por perforacién cecal (Overhaus y cols., 2006). También el CO ha
demostrado efectos antiinflamatorios a nivel intestinal en diferentes modelos
experimentales (Hegazi y cols., 2005; Scott y cols., 2009; De Backer y cols., 2009).

En modelos animales, la induccién de HO-1 tiene ademds un efecto protector
frente a la lesion intestinal producida por etanol y calor (Li y cols., 2008),
radiaciones ionizantes (Giris y cols., 2006), isquemia-reperfusion (Tamion y cols.,
2007) o shock hemorragico (Inoue y cols., 2008). Ademas, estudios recientes
indican que la induccién de HO-1 podria ser un mecanismo en la proteccién de la
mucosa gastrica por algunos firmacos antiulcerosos (Tracz y cols., 2007).

En humanos, la HO-1 se expresa de forma constitutiva en la mucosa gastrica y
colénica y su nivel de expresion aumenta de forma significativa en gastritis y en la
EII (Paul y cols., 2005; Barton y cols., 2003). Ademas, se ha detectado la presencia
de HO-2 y de biliverdin reductasa en las células epiteliales del tracto
gastrointestinal (Colpaert y cols., 2002).

Se ha demostrado que la HO-1 se induce por estrés oxidativo en las células
epiteliales del colon (Dijkstra y cols., 2004) y que el CO inhibe la expresion de
NOS-2 inducida por citocinas inflamatorias en la linea celular DLD-1 (Dijkstra y
cols., 2004). En la linea celular epitelial intestinal Caco-2, la actividad HO-1 es
mayor en células indiferenciadas y la inhibicién de dicha actividad produce una
disminucién en la viabilidad celular (Uc y Britigan, 2003), mientras que en la linea
celular HT-29, la inducciéon de HO-1 reduce la expresion de caspasa-3 e inhibe la
apoptosis (Paul y cols., 2005).

Por todo ello, algunos autores han propuesto que la HO-1 podria ser una diana
en la prevencién y tratamiento de algunos trastornos digestivos, como la gastropatia
por antiinflamatorios no esteroidicos (Becker y cols., 2006; Becker y cols., 2003) y
la EII (Naito y cols., 2004). Los datos existentes apoyan el interés del estudio de los
mecanismos antiinflamatorios y citoprotectores de la via HO-1 en procesos

inflamatorios intestinales.

62



Introduccion

2.3. LA OSTEOARTRITIS

La osteoartritis (OA), también conocida como artrosis, es una enfermedad
reumdtica asociada a los procesos de envejecimiento, que afecta a las articulaciones
diartrodiales por medio de una compleja interaccion de procesos mecanicos y
biolégicos. La OA representa un problema de salud publica creciente a nivel
mundial y, dado que la enfermedad no tiene cura, supone ademas un problema
sanitario y econdmico de gran relevancia. La etiologia de la OA es multifactorial y
se caracteriza por toda una serie de cambios estructurales en la articulacion,
incluyendo la destruccion del cartilago y alteraciones tanto en la membrana sinovial
como en el hueso subcondral, lo cual produce dolor a quien padece esta patologia y
modifica el movimiento natural de la articulacion (Martel-Pelletier y Pelletier,
2007).

2.3.1. Fisiologia del cartilago sano

2.3.1.1. Las articulaciones sinoviales

Las articulaciones sinoviales o diartrodiales, como la articulacién de la rodilla,
son 6rganos cuyo proposito es facilitar el movimiento controlado del esqueleto.
Estas articulaciones se caracterizan por su variedad de movimientos y la
practicamente nula friccion a la que se ven sometidas. Las superficies dseas
articulares estdn compuestas por una base de hueso esponjoso aplanado, cubierto
por una capa fina y densa de hueso cortical (el platillo subcondral), que a su vez
esta recubierto por cartilago articular (ver figura 6). La cavidad existente entre los
huesos de la articulacion alberga a la membrana sinovial, que recubre las
superficies 6seas y que produce el fluido sinovial. Este fluido ocupa la cavidad
articular y su finalidad es lubricar y facilitar el movimiento articular, absorber los
choques y transportar nutrientes. La capsula, los ligamentos, ¢l menisco y los
musculos, que mueven y estabilizan la estructura, son también componentes de la

articulacion. En la articulacion de la rodilla existen ademads las bursas o cavidades
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con liquido que reducen la friccion entre musculos y hueso, y la patela o rétula,

hueso de la parte anterior de la rodilla (Wooley y cois., 2005).

Figura 6. La articulacion sinovial de la rodilla.
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2.3.1.2. El cartilago articular

El cartilago articular hialino es una forma especializada de tejido conectivo liso
y elastico que sirve como superficie de soporte de las articulaciones diartrodiales y
facilita el deslizamiento de los huesos, minimizando la friccion entre las superficies
de la articulacion. El cartilago mide menos de 5 mm de grosor en las articulaciones
humanas y es, a simple vista, blanco y denso, tendiendo a hacerse amarillo con la
edad (Van der Korst y cois., 1968) y de tacto semirrigido, pese a su alto contenido
en agua (Mankin y Thrasher, 1975). En adultos, el cartilago articular es aneural,
avascular y alinfatico. El cartilago articular se nutre gracias a un sistema de doble
difusion (Castillo y Casan, 2006). El platillo subcondral en el hombre sano es
impermeable a los vasos sanguineos, por lo que los vasos sanguineos que nutren al
cartilago se encuentran en el sinovio, de modo que los nutrientes difunden a través
de la membrana sinovial al fluido sinovial y de ahi a través de la densa matriz que
compone el cartilago hasta alcanzar a las tunicas células del cartilago, los

condrocitos. Debido a que no hay nervios en el cartilago articular, los vertebrados
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dependen de las terminaciones nerviosas de la cdpsula, los musculos y el hueso

subcondral para la apreciacion del dolor (Hogervorst y Brand, 1998).

2.3.1.3. Composicion del cartilago articular

Los analisis histologicos demuestran que el cartilago estd compuesto
mayoritariamente por una matriz extracelular y por un niimero escaso de células,
los condrocitos, responsables del mantenimiento y sintesis de dicha matriz. La
distribucién de los condrocitos no es aleatoria, ya que se han descrito tres zonas
diferenciadas: una zona tangencial, mas externa, donde las células alargadas yacen
con sus largos ejes paralelos a la superficie; una zona transicional, en la que las
cé¢lulas son mas redondeadas y aparecen distribuidas al azar y una zona radial, en la
que las células parecen alinearse en columnas cortas e irregulares (Mankin y
Thrasher, 1975). Los condrocitos son escasos en numero y, en los adultos, se

encuentran muy separados entre ellos.

Figura 7. Corte histologico de cartilago (en azul) y hueso subcondral (enfucsia) OA. Lasflechas

serialan a los condrocitos, solos o alineados en grupos. Tricromico de Masson xIOO.
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La matriz extracelular estd compuesta por agua con sales inorgénicas y un
entramado de fibras de coligeno, proteoglicanos y otras proteinas. El contenido en
agua del cartilago articular puede ser de hasta un 80% (Mankin y Thrasher, 1975).
La mayor parte del agua es intercambiable con el fluido sinovial. Este exudado
acuoso de la superficie del cartilago, bajo compresion, puede causar una pérdida
temporal de grosor de hasta el 20%. Finalizada la presion, el agua del fluido
articular es embebida, y el cartilago crece hasta su tamafio original (Wooley y cols.,
2005).

2.3.1.4. El coldgeno

El constituyente orgdnico m4s abundante de la matriz extracelular del cartilago
articular es el colageno, ya que es el 50% del material presente. La molécula de
coldgeno es una estructura inica compuesta por 3 cadenas o que forman una
estructura de triple hélice, la cual confiere a esta macromolécula su flexibilidad y
resistencia a la traccidn caracteristicas. Existen 26 tipos de coligeno diferentes,
todos con una estructura y secuencia de aminoacidos similar. Sus caracteristicas
estructurales dan a las moléculas de colageno una gran estabilidad, alta resistencia a
la degradacidn proteolitica, al calor y a las sustancias quimicas. En el cartilago, las
fibras de colageno mas superficiales se distribuyen en haces y ldminas paralelos a
la superficie del tejido, formando una capa de colageno. Sin embargo, las fibras
mdas cercanas al hueso subcondral adoptan una posicion vertical, es decir,
perpendicular a la superficie y las mas profundas estdn fijadas al hueso. El
colageno de las capas intermedias parece estar orientado al azar. Esta distribucién
fue observada por primera vez por Benninghoff en 1925 (Benninghoff, 1925). En
este tejido articular, las fibras de colageno son mdis gruesas y estin compuestas casi
en su totalidad por colageno tipo II (Eyre y cols., 1987), que forma estructuras de
triple hélice y es resistente a la accion de la mayoria de las proteasas, si bien puede
ser escindido por accion de las colagenasas. Las fibras que componen esta red estan
altamente entrecruzadas y unidas en los cruces por los grupos amino de los residuos

de lisina. Otros tipos de colidgeno presentes en la matriz extracelular son los
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colagenos tipo IX, X y XI, especificos del cartilago, o el coldgeno tipo VI, comtin a

otros tejidos conectivos (Mayne y Ala-Kokko, 2005).

2.3.1.5. El agrecano

La organizacion de las fibras de coldgeno en su red atrapa al proteoglicano
agrecano, previniendo su difusion y escape del tejido. El agrecano es una molécula
de tipo proteoglicano que alcanza los 2 millones de Daltons de peso molecular,
debido a las cerca de 130 cadenas de glicosaminoglicanos que estin unidas al
nucleo de la proteina. En la molécula de agrecano se pueden distinguir 3 dominios
globulares G1, G2 y G3. Los dominios G1 y G2 estin conectados con un
polipéptido llamado dominio interglobular, mientras que la secuencia entre los
dominios G2 y G3 contiene regiones de unién para las cadenas de sulfato de
queratano y sulfato de condroitina. Casi el 80% de la masa del agrecano consiste en
cadenas del glicosaminoglicano sulfato de condroitina. Estos polisacaridos estin
constituidos por una gran cantidad de azicares cargados negativamente,
conteniendo unas 100 moléculas de sulfato de condroitina por cada molécula de
agrecano. Esta carga negativa entre moléculas de glicosaminoglicanos adyacentes
es de gran importancia en el mantenimiento de la forma del cartilago frente a las
presiones mecénicas. El agrecano interacciona por medio del dominio G1 con écido
hialurénico y la proteina de unién para formar agregados de gran tamafio. Tales
agregados pueden contener de 50 a 100 mondmeros de agrecano unidos de manera
no covalente a una cadena simple de 4cido hialurénico a través de dos proteinas de
unién. Aparentemente, el citoesqueleto de los condrocitos siente las deformaciones
y reacciona induciendo los cambios metabdlicos que determinan la composicion
quimica del tejido extracelular (Guilak y cols., 1999).

Ademas del agrecano, cabe destacar la presencia en la matriz extracelular del
cartilago de la fibronectina y de algunos proteoglicanos minoritarios como el
versicano, el perlecano o los proteoglicanos pequefios ricos en leucina (SLRP)
(revisado en Martel-Pelletier y cols., 2008). La fibronectina es una glicoproteina

dimérica adhesiva presente en la matriz, cuya abundancia se encuentra elevada en
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la. OA (Brown y Jones, 1990). Su degradacion por diversas proteasas libera
fragmentos de 30 a 200 kDa que ejercen propiedades -cataliticas sobre los
proteoglicanos y disminuyen su sintesis (Homandberg y cois., 1993; Xie y cois.,
1993). El versicano es un proteoglicano semejante al agrecano, aunque su presencia
en el cartilago es muy inferior. Al igual que el agrecano, el versicano posee tres
dominios globulares: G1, G2 y G3, y contiene en su estructura un Unico tipo de
glicosaminoglicano: el sulfato de condroitina. La degradacion proteolitica del
versicano probablemente se lleve a cabo por enzimas de tipo MMP y agrecanasa
(Sztrolovics y cois., 2002). El perlecano ha demostrado poder interaccionar con
otros componentes de la matriz y ser esencial para el desarrollo normal del
cartilago (Arikawa-Hirasawa y cois., 1999). Los proteoglicanos SLRP son un
subtipo de proteoglicanos entre los que destacan: la decorina, el biglicano, la
fibromodulina y el lumicano, los cuales contribuyen al mantenimiento de Ia

integridad del tejido y a modular su metabolismo (Geng y cois., 2006).

Figura 8. Esquema de la composicion de la matriz extracelular del cartilago (izquierda) y detalle

de la molécula de agrecano (derecha).
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2.3.2. Fisiopatologia del cartilago OA

En la OA, tras una reaccidn anabdlica inicial de reparacion de los dafios, la
primera alteracion histopatoldgica que sucede en el cartilago es la liberacion de dos
macromoléculas componentes de la matriz extracelular: el coligeno y el agrecano.
Se cree que la liberacion del agrecano podria ser el evento inicial que desencadena
el proceso de degradaciéon del cartilago. La rotura del colidgeno también es de
especial importancia, ya que supone la pérdida de la integridad del tejido. Estas
alteraciones en el agrecano y en el entramado de colageno, parecen ser
consecuencia de los niveles aumentados de enzimas proteoliticas sintetizadas por
los condrocitos. La mayor parte de este proceso de degradacion se debe a la familia
de las MMP (Martel-Pelletier y cols., 2001; Goldring, 2000b), de la que forman
parte las colagenasas (enzimas responsables de la degradacion de coldgeno) y las
agrecanasas (enzimas responsables de la escisidn del agrecano, detectable en el
fluido sinovial). Los niveles incrementados de colagenasas como MMP-1, MMP-
13 y MMP-8 encontradas en cartilago humano OA son la evidencia de la
importancia de la familia de las MMP en estos procesos degradativos. Teniendo en
cuenta la especificidad de cada una de estas colagenasas, parece ser que la mejor
estrategia para prevenir la destruccion del cartilago seria neutralizar la sintesis o
actividad de MMP-13, al ser esta enzima la mas activa en la degradacion (Tardif y
cols., 2004). En cuanto a las agrecanasas, las dos predominantes en el proceso
degradativo OA son ADAMTS-4 y ADAMTS-5 (Glasson y cols., 2005; Stanton y
cols., 2005). Otras enzimas minoritarias implicadas serian las del sistema
plasminogeno/plasmina o las catepsinas (revisado en Martel-Pelletier y cols.,
2008).

2.3.2.1. Las MMP en la OA
En cuanto a las enzimas degradativas de la matriz extracelular (ver
generalidades en la seccién 2.2.4.), en la OA se encuentran altos niveles de

expresion y sintesis de tres colagenasas, MMP-1, MMP-8 y MMP-13 (Martel-
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Pelletier y cols., 2008). Aunque las tres colagenasas son activas frente a las fibras
de colageno, la especificidad de cada una por un tipo especifico de colageno
difiere. En el cartilago OA, MMP-1 y MMP-8 se localizan predominantemente en
las capas mas superficiales, mientras que la MMP-13 se encuentra principalmente
en las capas intermedias y profundas (Moldovan y cols., 1997). Los datos también
sugieren que la MMP-1 esta implicada en la fase inflamatoria y la MMP-13 en la
fase de remodelaciéon de la OA. Ademas, en el cartilago humano, la MMP-13
muestra un rasgo diferencial por el cual podemos distinguir dos categorias de
condrocitos humanos OA. Por un lado, en algunos condrocitos OA la MMP-13
presenta expresion basal baja y alta inducibilidad por IL-1p/TGF-f8, mientras que
otros condrocitos muestran altos niveles basales de¢ MMP-13 y baja inducibilidad
por IL-1B/TGF-p. Estas categorias han sido denominadas condrocitos OA-bajos y -
altos, respectivamente (Tardif y cols., 1999).

Se han descrito tres estromelisinas en tejidos humanos: MMP-3, MMP-10 y
MMP-11. Entre sus sustratos se encuentran proteoglicanos, fibronectina, elastina y
laminina. La estromelisina que se expresa de manera predominante en el cartilago
normal es la MMP-3, que se considera crucial en los procesos degradativos de la
matriz extracelular, La MMP-3, que también actia sobre el coldgeno IX (Okada y
cols., 1989), se expresa mas en las fases iniciales de la OA y disminuye su
expresion en las etapas finales (Aigner y cols., 2003). También se han encontrado
en tejidos articulares las gelatinasas MMP-9 y MMP-2 y hasta seis miembros de la
familia de las MMP de membrana (MT-MMP) (revisado en Martel-Pelletier y cols.,
2008).

El agrecano se degrada por dos o mas agrecanasas de la familia de proteasas
ADAMTS. Estas macromoléculas son una familia de proteasas compuesta por 19
miembros que cumplen funciones como la rotura del agrecano y otros
proteoglicanos como el versicano, la inhibicion de la angiogénesis o el
mantenimiento de la homeostasis de la coagulacion sanguinea. Las ADAMTS son
sintetizadas inicialmente como pre-proenzimas. Su estructura comprende, desde el
extremo N-terminal hasta el C-terminal: un péptido sefial; un predominio, la

presencia del cual preserva a la enzima en estado de latencia; un dominio catalitico
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de metaloproteinasa; un dominio semejante a desintegrina; una regioén central TS
(semejante a trombospondina tipo 1); un dominio rico en cisteina con alta
homologia entre las distintas ADAMTS; una region espaciadora sin rasgos
estructurales caracteristicos y un nimero variable de dominios TS repetidos en la
region terminal (revisado en Porter y cois., 2005). Las ADAMTS pueden degradar
el agrecano proteoliticamente en su dominio interglobular, entre sus dominios Gl y
G2 (Sandy y cois., 1992). Estudios recientes apoyan un papel clave de la
agrecanolisis mediada por ADAMTS en la destruccion del cartilago (Malfait y
cois., 2002; Sandy, 2006). Dos enzimas de tipo agrecanasa han sido descritas en el
cartilago OA: ADAMTS-4 y ADAMTS-5. De estas dos enzimas, ADAMTS-5, que
puede ser secuestrada por el acido hialurénico en lo que supondria un mecanismo
regulador de su actividad, (Plaas y cois., 2007) es la agrecanasa predominante en
los procesos degradativos de la OA en ratén (Stanton y cois., 2005; Glasson y cois.,
2005). En humanos, ADAMTS-4 y ADAMTS-5 parecen tener un papel importante
en la degradacion del cartilago articular durante la progresion de la OA (Song y

cois., 2007).

Figura 9. Estructura de las agrecanasas ADAMTS-4 y ADAMTS-5. Basado en Porter y cois.,
2005).
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2.3.2.2. La degradacion de la matriz extracelular en la OA

En la OA, se pueden producir cambios en la abundancia de los diferentes tipos
de colageno. Esta alteracion se debe a la degradacion aumentada de las fibras
basadas en colageno tipo II, respecto a los otros tipos de coldgeno. Las colagenasas

cortan sélo en la triple hélice de las fibras de colageno II, pero no en las de los
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colagenos tipo IX y XI (Byers, 2001). Es probable que la proteolisis de estos
colagenos en las regiones no helicoidales sea la responsable de su degradacion. La
actuacion al unisono de multiples miembros de la familia MMP es responsable de
la degradacion de las fibras de coligeno, lo que tiene como resultado la
degradacién irreversible del cartilago articular OA. El dafio proteolitico a las fibras
de colageno durante la fase inicial de 1a OA contribuye a la hipertrofia del cartilago
y a su hidratacién incrementada. Esto es debido a que la red de fibras de colageno,
estando debilitada, puede no resistir adecuadamente la capacidad de retencion de
agua de los proteoglicanos presentes (Martel-Pelletier y cols., 2008).

El agrecano es probablemente el primer constituyente de la matriz afectado en
la OA y su proporcion en el cartilago va disminuyendo progresivamente a medida
que avanza la enfermedad. A partir de cierta etapa de la evolucion de la OA, los
condrocitos parecen incapaces de compensar la pérdida de proteoglicano, incluso
con los procesos de sintesis aumentados, con una pérdida neta de matriz como
consecuencia. Ademds, la estructura de los proteoglicanos que permanecen se ve
alterada de diferentes maneras (Sandy y cols., 1992; Cs-Szabo y cols., 1995). Con
la degradacion, los productos liberados son totalmente degradados por las enzimas
del condrocito o difundidos rapidamente al fluido sinovial. La pérdida de 4cido
hialurénico implica la disminucién de tamafio de los agregados de agrecano, lo que
podria repercutir en la disminucién de la liberacidn de estos productos del cartilago.
Los responsables de la rotura del agrecano son las MMP y las agrecanasas, que
escinden mayoritariamente en el dominio interglobular del agrecano (Struglics y
cols., 2006). Existen dos sitios de escision en el dominio interglobular del
agrecano: el de MMP (**' Asn—**Phe) y el de agrecanasa ("Glu-*"Ala) (Naito y
cols., 2007). La rotura en este dominio provoca la maxima pérdida posible de
funcién del agrecano, ya que se separa toda la region de wunion a
glicosaminoglicanos de la region G1, que ancla la macromolécula al tejido (Martel-
Pelletier y cols., 2008). En el cartilago OA se sintetiza agrecano de novo, en un
intento de los condrocitos de reparar el tejido dafiado. Este nuevo agrecano tiene
una composicion mas parecida al cartilago juvenil que al adulto, con menor

contenido de sulfato de queratano (Cs-Szabo y cols., 1995). Los proteoglicanos
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SLRP se fragmentan en la OA, si bien, a diferencia del agrecano, la sintesis de
SLRP es capaz de compensar las pérdidas por degradaciéon (Witsch-Prehm y cols.,
1992).

2.3.2.3. Los factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son polipéptidos que se requieren para la sintesis y
mantenimiento de la matriz extracelular. Los niveles de estos factores son bajos
normalmente en el cartilago del adulto sano. De la lista de factores de crecimiento
que muestran efectos en el cartilago articular, los mas caracterizados en el contexto
de formacion de cartilago y su mantenimiento son los factores IGF, el factor de
crecimiento transformador-f§ (TGF-B) y las proteinas morfogénicas 6seas (BMP).

Los IGF participan en el crecimiento y desarrollo de muchos tejidos. El IGF-1
es un factor homeostitico de gran importancia, capaz de controlar la sintesis de
matriz y la actividad mitdtica. Esta presente en el cartilago normal y su expresion
se ve considerablemente aumentada en el cartilago OA (Iwanaga y cols., 2005;
Middleton y Tyler, 1992), considerdndose un potente regulador anabélico de
condrocitos (McQuillan y cols., 1986; Luyten y cols., 1988). In vivo, el IGF-1
promueve la sintesis de proteoglicanos (Mi y cols., 2000), mientras que en
explantes estimula la formacion de una capa de tejido que contiene coldgeno tipo 11
y proteoglicanos (Madry y cols., 2001) y protege el cartilago reduciendo los niveles
de MMP y aumentando los de TIMP (Rogachefsky y cols., 1994). Diversos
estudios indican que este factor de crecimiento es capaz de revertir los efectos
catabdlicos de la IL-1B sobre el cartilago en modelos experimentales de
degradacion de cartilago (Tyler, 1989). Ademas, el IGF-1 aumenta la expresion del
receptor de IL-1 tipo II, cuya expresion es muy baja en el cartilago OA (Wang y
cols., 2003). Este tipo de receptor se une a la IL-1c y a la IL-1p, pero no transmite
la sefial intracelular correspondiente.

A pesar de su capacidad de regulacion sobre los condrocitos OA, el IGF-1
puede resultar en ocasiones poco reactivo frente a este tipo celular. Este fenémeno

no parece estar relacionado con su receptor especifico sino con los elevados niveles
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de las proteinas de unién a IGF (IGFBP) producidas por los condrocitos (Morales,
2008; Tardif y cols., 1996). Las proteinas IGFBP forman un complejo con el IGF-
1, previniendo su sefializacién y, por tanto, su actividad anabdlica. Se han
identificado seis proteinas IGFBP (IGFBP-1 a -6), que se unen a las proteinas IGF
con mayor afinidad que su propio receptor (Clemmons, 1998). Ademas, las IGFBP-
2 a -5 se sintetizan y secretan por condrocitos humanos articulares in vitro (Olney y
cols., 1996) y se han detectado elevados niveles de IGFBP-3 y -4 en el fluido
sinovial de pacientes con OA (Kanety y cols., 1996). En las articulaciones OA se
han descrito alteraciones en el balance entre el IGF-1 y las IGFBP (Tavera y cols.,
1996). En el cartilago OA, las proteinas IGFBP-3, -4, -5 estan aumentadas respecto
al cartilago normal (Iwanaga y cols., 2005). En concreto, la proteina IGFBP-3
resulta de especial interés en la OA. La IGFBP-3 estd aumentada en esta patologia
y tiene un sistema de produccién autocrino en el cartilago OA (Morales, 2002).
Esta proteina se localiza tanto en la matriz extracelular del cartilago como en el
citoplasma y niicleo de los condrocitos, lo que podria indicar un papel
independiente de IGF-1 en el nicleo, pudiendo regular receptores hormonales o

complejos transcripcionales (Hunziker y cols., 2008).

2.3.3. La inflamacién

Los procesos catabolicos propios de la OA van acompaiiados de una respuesta
inflamatoria. Es el estrés biomecanico el que probablemente inicia la produccién de
mediadores inflamatorios, produccion que posteriormente se cronificard, llevando a
la pérdida de la regulacion de la homeostasis del cartilago en la OA (Goldring y
Goldring, 2007). Las citocinas inflamatorias son, sin lugar a dudas, cruciales en la
mediacion de la inflamacion y en la destruccion de tejido en la OA, ya que
estimulan la produccion de especies reactivas de oxigeno, NO, prostaglandina E,
(PGE,) y enzimas degradativas (Attur y cols., 1998; Tetlow y cols., 2001) y a la
vez inhiben la sintesis de proteinas de la matriz del cartilago (Goldring y cols.,
1988). Se ha descrito que el cartilago OA en condiciones ex vivo libera, de manera

espontinea, IL-1B, NO, PGE,, IL-6 e IL-8 (Attur y cols., 1998).
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De todas las citocinas proinflamatorias, la IL-1p ha demostrado ser la de mayor
importancia en la destruccién del cartilago OA y se considera el principal motor del
sistema enzimitico que promueve el catabolismo (Pelletier y Martel-Pelletier,
1989). La IL-1P esta presente tanto en el fluido sinovial como en los condrocitos de
pacientes con OA y sus efectos son multiples: es capaz de estimular su propia
produccion, de dirigir la degradacion del coligeno y el agrecano (Dodge y Poole,
1989; van der Kraan y van den Berg, 2000) al incrementar la sintesis de enzimas
degradativas como las MMP (Chevalier, 1997, Mengshol y cols., 2000) o el
activador de plasminégeno/plasmina (Kamio y cols., 2007), de inhibir la sintesis de
los principales inhibidores de estas enzimas: TIMP (Li y cols., 2006) y PAI-1
(Dong y cols., 2007), de inhibir la sintesis de constituyentes de la matriz
extracelular como el colageno (Goldring y cols., 1988) y los proteoglicanos (Gouze
y cols., 2001) y de estimular la sintesis y liberacién de IL-6 (Bender y cols., 1990)
y de algunos eicosanoides como las prostaglandinas o los leucotrienos (Longo y
cols., 1998). La accién de la IL-1P sobre el proceso enzimético combinada con la
supresion de la sintesis de matriz tiene como resultado la degradacion severa de los
tejidos articulares (van den Berg, 2001).

Uno de los mecanismos de control de la activacion de IL-1P es un inhibidor
fisiologico de sus receptores conocido como el antagonista del receptor de IL-1
(IL-1Ra). El IL-1Ra es un derivado estructural de IL-1, que se une a los receptores
de IL-1 pero no activa a las células diana (Arend y cols., 1998). De este modo el
antagonista IL-1Ra bloquea los efectos de la IL-1P en el entorno de la célula al
competir por la unién a los receptores de la superficie celular (Arend y cols., 1990).
La familia de antagonistas IL-1Ra estd formada por una forma secretada (sIL-1Ra)
y tres variantes intracelulares (icIL-1Ral, 2, 3), que son sintetizadas en el
citoplasma pero no son secretadas por las células. La administracion de IL-1Ra o
de su gen en modelos experimentales de OA in vivo (Caron y cols., 1996;
Fernandes y cols., 1999) y su administracién intraarticular en pacientes con OA
(Chevalier y cols., 2005) mostraron beneficios terapéuticos. En la actualidad, el IL-
1Ra recombinante humano denominado “anakinra” estd comercializado para el

tratamiento de la artritis reumatoide.
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Otras citocinas proinflamatorias, como el TNF-a, la IL-6, la oncostatina M, la
IL-17, la IL-18 o algunas quimiocinas como la IL-8, son también consideradas
factores que participan en la OA, ya que estdn expresadas en los tejidos afectados,
si bien el papel exacto y la importancia de cada uno no estan bien establecidos. El
TNF-o es una citocina potente que ejerce diversos efectos por estimulacion de
diferentes células. El aspecto mejor estudiado del TNF-a es su capacidad de
promover la inflamacion. E1 TNF-a esta presente en los estadios avanzados de la
OA y es responsable junto con la IL-18 del inicio y progreso de la misma
(Goldring, 2000a). Ademas, el TNF-a es capaz de inhibir la sintesis de
proteoglicanos y de coldgeno II en el cartilago articular (Goldring, 2000a).
También esta presente en esta patologia la IL-6, aunque su papel en la inflamacion
todavia genera dudas ya que, siendo considerada una citocina proinflamatoria y
estando aumentada su produccion en la OA (Shinmei y cols., 1991), la IL-6
también induce la producciéon de TIMP-1, del receptor soluble 55 de TNF y la del
antagonista IL-1Ra en condrocitos articulares humanos (Palmer y cols., 2002). Se
ha demostrado que la IL-6 inducida por IL-1B es necesaria para mediar la
inhibicién de la sintesis de proteoglicano por IL-1B (Nietfeld y cols., 1990). Un
miembro de la familia de IL-6, la oncostatina M se ha mostrado como el unico
miembro de dicha familia capaz de causar la liberacion proteolitica de
proteoglicanos y coldgeno del cartilago articular humano, ademas de potenciar la
actividad de otros mediadores inflamatorios como IL-1f y TNF-a (Hui y cols.,
2005; Barksby y cols., 2006a). Las interleucinas IL-17 e IL-18, que comparten
algunas propiedades con la IL-1, estin implicadas en la inflamacion de las fases
tempranas de la OA, promoviendo la destruccion del cartilago y la inflamacién
sinovial (Lubberts y cols., 2001) e induciendo la expresién de otras citocinas
proinflamatorias (Saha y cols., 1999), respectivamente.

Las citocinas antiinflamatorias como IL-10, IL-4 o IL-13 se producen en
grandes cantidades en la membrana sinovial y el cartilago OA. Estas citocinas son

capaces de disminuir la produccién de IL-1B, TNF-a y MMP, de inhibir la
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liberacion de PGE, y de aumentar la producciéon de IL-1Ra y TIMP-1 (Martel-
Pelletier, 1999).

La PGE, es el prostanoide mas abundante en el organismo humano y un
mediador de la inflamacién y el dolor. Es sintetizado por la via del 4cido
araquiddnico gracias a la accién coordinada de las enzimas ciclooxigenasas (COX)
y prostaglandina E sintasas (PGES), de manera constitutiva o en respuesta a
determinados estimulos, moléculas de sefializacién o dafio celular. Dependiendo
del contexto, la PGE, ejerce efectos homeostaticos, inflamatorios o, en el cartilago
OA, efectos catabdlicos a través del receptor EP4 (Attur y cols., 2008). Como
prostanoide proinflamatorio, la PGE; contribuye en gran medida a promover los
signos de la inflamacion aguda estimulando la vasodilatacién, incrementando la
permeabilidad vascular, participando en la respuesta febril y produciendo
hiperalgesia (revisado en Lubberts y cols., 2001). La produccion de PGE; por parte
de sinoviocitos humanos estimulados por IL-1f ha demostrado regular la
produccion de IL-6, M-CSF y VEGF (Inoue y cols., 2002), y la degradacion de
proteoglicano (Hardy y cols., 2002). Por otro lado, se ha descrito que las
prostaglandinas pueden inhibir la sintesis y secrecion de IL-1 (Dingle, 1993).

La enzima ciclooxigenasa (COX) se caracteriza por su capacidad de
metabolizar el 4cido araquiddnico, un 4cido graso escindido de los fosfolipidos de
membrana por accion de las enzimas fosfolipasas A,. La metabolizacion de esta
molécula por parte de la COX genera el intermediario inestable PGG,, que es
reducido por la misma enzima a PGH,, que puede ser a su vez metabolizado por las
diferentes enzimas sintasas en PGE,, PGD,, PGF,a, PGI;, (prostaciclina) o0 TXA,
(tromboxano A;). Existen dos isoformas principales de la COX, una constitutiva o
COX-1 y otra inducible o COX-2 (O'Neill y Ford-Hutchinson, 1993).

Se ha sugerido la existencia de al menos tres enzimas del tipo PGES,
denominadas PGES citosdlica (cPGES), PGES microsomal-1 (mPGES-1) y PGES
microsomal-2 (mPGES-2) (Jakobsson y cols., 1999; Murakami y cols., 2000;
Tanioka y cols., 2000). En la OA, la PGE, no sélo potencia los efectos de otros
mediadores inflamatorios, sino que ademas contribuye a la destruccion de la

articulacion promoviendo la produccion de MMP, aumentando la resorcion dsea y
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produciendo angiogénesis. La produccién de PGE, en la OA, que se atribuia
unicamente a la actividad de la enzima inducible COX-2, se atribuye en la
actualidad a la induccién coordinada de las enzimas COX-2 y mPGES-1, ambas
inducibles por IL-1f (Thomas y cols., 2000; Li y cols., 2005). La expresién de
mPGES-1 se ve aumentada en condrocitos OA por citocinas inflamatorias (Kojima
y cols., 2004), y la evidencia apunta a que la mPGES-1 estd implicada en la
patogénesis de la OA y a que actia como enzima inducible en la produccién de
PGE, en patologias artriticas (Trebino y cols., 2003).

De hecho, la mPGES-1 se encuentra en el cartilago OA en las capas mas
superficiales, al igual que la IL-1p, lo cual concuerda con el papel inductor de la
IL-1P sobre esta enzima (Kojima y cols., 2004). A pesar de que algunos estudios
han descrito que los ratones sin el gen de la mPGES-1 no muestran diferencias
significativas respecto a los animales con el gen en OA inducida por
procedimientos quirdrgicos (Yamakawa y cols., 2008), es interesante destacar que
la deficiencia de mPGES-1 resulta en una atenuacién de la artritis y una menor
degradacion del cartilago en ratones (Trebino y cols., 2003). Otra evidencia de la
importancia de la mPGES-1 como diana potencial en la OA seria que tanto dicha
enzima como la COX-2 se inducen por compresiéon en explantes de cartilago

humano (Gosset y cols., 2006).

2.3.4. El estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el aumento de los radicales libres en las células, que se
acumulan hasta alcanzar concentraciones mds altas de lo normal, produciéndose un
desequilibrio significativo entre la produccion de agentes oxidantes y las defensas
antioxidantes. Las causas mds frecuentes de estrés oxidativo incluyen la
inflamacion, la toxemia o las infecciones. Cuando la produccion de radicales libres
es excesiva o inadecuada, se dafian las células y los tejidos, especificamente las
mitocondrias, las membranas celulares, el ADN, las proteinas y los lipidos. Estas

alteraciones provocadas por el estrés oxidativo pueden inducir la muerte celular por
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apoptosis y contribuyen a agravar los procesos de senescencia (revisado en Sastre y
cois., 2000).

La mayoria de los radicales libres presentes en el organismo se producen de
manera enddgena y son derivados del oxigeno, denominados especies reactivas de
oxigeno (ROS), o derivados del nitrogeno, denominados especies reactivas de
nitrogeno (RNS). Son moléculas que contienen uno o mas electrones no apareados
y son capaces de existir de forma independiente. Segun la teoria del radical libre
sobre el envejecimiento, éste estaria causado por las reacciones de los radicales

libres sobre nuestro organismo (Harmann, 1956).

Esquema 4. Origen de las ROS generadas deforma endogena por las células.

SOD Catalasa
Cu (I Fe (Il)

o' 0. H20 2 H20 + 02

AADH/NADPH oxidasa
Xanbna oxidasa
Upooxigenasa

Cidooxigenasa NO Reaccion de Fenton
P450 monooxigenasa

Fostoiiadon oxxJativa mitocondrial

ONOO- mOH

El radical superoxido (02') se crea por la reduccion del 02 con un electron.
Aunque el sistema de reduccidon/oxidacion mitocondrial y la enzima citocromo
P450 monooxigenasa son elementos bien conocidos que producen 0 2’°, existen
otros productores de ROS, como la xantina oxidasa, la COX, la lipoxigenasa, la
oxidasa mitocondrial, la NOS y la NADPH oxidasa. El 02' s6lo es reactivo en
contacto con otros radicales, como el NO o ciertos metales como el hierro. E1 0 2°
sufre una dismutacién en presencia de la enzima superdxido dismutasa (SOD), para
formar perdxido de hidrogeno (H202), molécula que ejerce tanto efectos

beneficiosos como perjudiciales sobre los tejidos (Salo y cois., 1990). El H20 2
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puede degradar a las hemoproteinas para liberar hierro y, lo que es mas importante,
puede generar mas radicales libres peligrosos a través de la reaccion de Fenton. El
H,0,, que no se considera un radical al tener los electrones apareados, se
descompone por accién de la catalasa o por la peroxidasa generando agua y
oxigeno. La reaccion de Fenton produce un radical més potente, el hidroxilo (-OH),
que ataca y lesiona la mayoria de componentes celulares. El NO, producido por la
enzimas NOS (ver seccién 2.2.3.4.), también es peligroso en cantidades excesivas,
pero esto se atribuye mds a su metabolito activo peroxinitrito (ONOO-) que al
propio NO. El ONOO- se forma en la reaccion entre el O,y el NO. El ONOO- es
una sustancia oxidante y nitrante, causante de dafios a un gran nimero de
biomoléculas que incluyen proteinas y ADN. Otros radicales libres de interés son
los generados en las reacciones de peroxidacion lipidica, como son los radicales
alcoxi (RO y los radicales peroxi (ROQO’) (Mandelker, 2008).

En los procesos inflamatorios, el estrés oxidativo estd aumentado, con el
consiguiente dafio celular en el foco inflamatorio. Citocinas proinflamatorias como
la IL-1B y el TNF-a estimulan la produccion de ROS (Gloire y cols., 2006).
Ademis, la activacién de los neutréfilos implica un aumento de NADPH y un
brusco incremento del consumo de oxigeno, lo que se traduce en la generacion
masiva de ROS por activacion del complejo NADPH oxidasa asociado a la
membrana plasmatica. Por otro lado, la activacion posterior de los macrofagos
también tiene como resultado la generacion de ROS. Asimismo, en la apoptosis se
encuentran aumentadas las especies de oxigeno, destacando el radical superéxido
(0,"), el perdxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo (-OH). Tanto las ROS
como las enzimas liberadas en el proceso de desgranulacién leucocitaria son
consideradas como principales responsables del dafio tisular asociado a los
procesos inflamatorios (Lee y cols., 2000).

En la OA, la elevada produccion de NO producido por la enzima NOS-2
aumenta los niveles de estrés oxidativo, por su interaccion con el anioén superéxido
para formar peroxinitrito. Este producto citotoxico y un gran nimero de especies
reactivas derivadas de €l pueden oxidar componentes celulares y liberar

antioxidantes endégenos (Radi y cols., 1991). El NO es, ademas, uno de los
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principales mediadores inflamatorios en la OA y en la artritis reumatoide
(Grabowski y cois., 1997). El cartilago OA genera grandes cantidades de NO y se
han hallado niveles altos de nitratos y nitritos (derivados del NO) en el fluido
sinovial de pacientes artriticos. El NO esta implicado en la destruccion del cartilago
OA por distintos mecanismos: puede inhibir la sintesis de macromoléculas de la
matriz extracelular del cartilago, como el agrecano, incrementar la actividlad MMP
y reducir la sintesis de IL-IRa por parte de los condrocitos. El NO también tiene
efectos sobre la apoptosis en condrocitos e induce a la COX-2 y, por lo tanto, la

sintesis de PGE2.

Figura 10. Inflamaciony procesos metabolicos en el cartilago OA de la articulacion de la rodilla.
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En la OA, las citocinas proinflamatorias IL-1p. TNF-a, IL-6, IL-17, IL-18 e IL-8, se encuentran presentes a elevadas
concentraciones (1). La IL-1(3 procedente mayoritariamente del fluido sinovial (2), induce la produccion de MMP y
ADAMTS en los condrocitos (3). dirigiendo la degradacién de coligeno y proteoglicanos del cartilago (4). Las citocinas
proinflamatorias estimulan la produccién PGE: y de NO, al inducir la expresién de las enzimas COX-2, mPGES-1 y NOS-2
en el condrocito (5). El NO y otras ROS aumentan el estrés oxidativo (6). Los factores anabélicos como el IGF-1 o el TGF-
3y la citocina antiinflamatoria IL-10, tratan de compensar los procesos de degradacion y la inflamacion en el cartilago (7).

Los antagonistas del receptor de IL-1 IL-1 Ra se unen a sus receptores bloqueando los efectos de la IL-I 3(8).
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En general, el NO inducible (procedente de la NOS-2) actia reduciendo los
principales procesos anabdlicos e incrementando los catabdlicos, pudiéndose
considerar como un factor netamente destructor de la articulacion. De hecho, los
conocimientos presentes apuntan a un posible valor terapéutico de los inhibidores
de la NOS-2 en el tratamiento de la OA como condroprotectores, analgésicos y
antiinflamatorios (Martel-Pelletier y Pelletier, 2007).

En general, las ROS ejercen efectos dafiinos en el cartilago como consecuencia
de la degradacion de la matriz extracelular o la apoptosis de los condrocitos
(Burkhardt y cols., 1986; Yoon y cols., 2002a; Henrotin y cols., 2003). Se ha
descrito que el estrés oxidativo se correlaciona con la cantidad de IL-1P y con la
resistencia a IGF-1 en condrocitos humanos (Loeser y cols., 2002). Ademas,
algunos estudios que han examinado la esperanza de vida de los condrocitos
articulares han demostrado que el estrés oxidativo estd relacionado con la
senescencia prematura y podria ser responsable del desarrollo de la OA (Yudoh y
cols., 2005b; Dai y cols., 2006).

2.3.5. La cascada de las MAP cinasas y los factores de transcripcién

La transcripcion génica de la IL-1P, elevada en ¢l cartilago y sinovio OA (Attur
y cols., 2002) y sus actividades bioldgicas son reguladas por activacion de MKK y
MAPK (Eder, 1997). En la OA, la activacion de la via de sefializaciéon de ERK1 y
ERK2 regula a la baja la proliferacion de los condrocitos, con una disminucién de
la expresion de agrecano y colageno II (Fan y cols., 2006; Yoon y cols., 2002b).
También cabe destacar que la induccién de IL-6 por parte de la IL-1f implica a las
vias de sefializacion de ERK, p38 y NF-kB (Fan y cols., 2004). Ademads, se¢ ha
descrito que las ERK1 y 2 pueden inducir la enzima mPGES-1 en condrocitos
humanos (Masuko-Hongo y cols., 2004). La via de la p38 también tiene un papel
esencial en la OA, regulando las actividades metabdlicas de los condrocitos
articulares humanos (Fan y cols., 2007; Fan y cols., 2006). De hecho, la induccién
de MMP-13 por IL-1p requiere de las vias de p38 y de NF-xB (Mengshol y cols.,
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2000). En la patogénesis de la OA, una de las vias de sefializacior mayoritarias
inducida por citocinas implica al factor NF-kB, responsable de la transcripcién de
muchos genes relevantes en la inflamaciéon de la articulacion (Barnes y Karin,
1997). La regulacion del NF-xB podria prevenir el progreso de la lesién articular.
Asi, algunos férmacos aprobados para el tratamiento de la OA inhiben la activacion
de este factor de transcripcion por IL-1B en condrocitos OA, como la
“glucosamina” o la “diacereina” (Largo y cols., 2003; Domagala y cols., 2006).
Ademas, estudios en los que se administra siRNA de NF-kB p65-especifico
durante OA experimental han corroborado la importancia de este factor (Chen y
cols., 2008). También cabe destacar la funcién del factor HIF-1a. en vias de la
inflamacién y en el metabolismo del cartilago OA (Grimmer y cols., 2007). En
condrocitos OA, el estrés catabdlico u oxidativo y citocinas proinflamatorias como
la IL-1B y el TNF-a inducen la expresién de HIF-1a (Yudoh y cols., 2005a). El
factor de transcripcion AP-1, por su implicacion en la expresidn de genes
proinflamatorios, también actia en la OA (Liacini y cols., 2002), mientras que el
EGR-1 podria ser un regulador clave en la transcripcién de la mPGES-1 en

respuesta a la estimulacion por citocinas (Naraba y cols., 2002).
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2.3.6. Papel de Ia HO-1 en la OA 5
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Nuestro grupo de investigacién ha estudiado en trabajos previos ¢l posible papel
de la via HO-1 en modelos animales de artritis reumatoide. Asi, se observé que la
induccion de HO-1 reduce parcialmente la respuesta inflamatoria en la artritis por
adyuvante en rata (Devesa y cols., 2005). En el modelo de artritis por colidgeno en
ratén, la induccién de HO-1 tuvo efectos preventivos y terapéuticos, siendo capaz
de reducir la inflamacién articular y los niveles de citocinas, ademés de la erosién
del cartilago (Devesa y cols., 2005). Estos efectos inhibidores fueron mas acusados
con la liberacién de CO, mediante la administraciéon de CORM-3, que demostrd

ejercer potentes efectos antiinflamatorios y protectores frente a la lesion articular en

el mismo modelo experimental (Ferrdndiz y cols., 2008). Otros autores han
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demostrado que la HO-1 podria regular negativamente la osteoclastogénesis en la
artritis inflamatoria experimental (Zwerina y cols., 2005).

En la artritis reumatoide humana, la HO-1 se expresa en tejidos sinoviales
artriticos y puede tener un papel antiinflamatorio (Kobayashi y cols., 2006).
También se ha indicado que la existencia de un polimorfismo genético en el
promotor de HO-1 puede ser un marcador genético de esta enfermedad (Rueda y
cols., 2007).

Existen pocos datos sobre el posible papel de la via HO-1 en la OA. Nuestro
grupo ha demostrado que la expresion de HO-1 estd aumentada en condrocitos OA
y que dicha expresion es regulada de forma negativa por citocinas inflamatorias,
como IL-18, IL-17 y TNF-a, y de forma positiva por la citocina antiinflamatoria
IL-10 (Ferndndez y cols., 2003). También se observé que la induccién de HO-1
podria ser parte de los mecanismos protectores de un nuevo inhibidor de COX-2,
que inhibe la produccion de mediadores catabdlicos en explantes de cartilago OA
(Fernandez y cols., 2004). Ademas, otros autores han puesto de manifiesto que la
induccion de HO-1 en condrocitos OA por concentraciones bajas de nitroprusiato
sédico, protege frente a la apoptosis inducida por altas concentraciones de este
agente (Kim y cols., 2005).

Los conocimientos previos y los resultados anteriores nos llevaron a proponer la
hipdtesis de que la activacion de la via HO-1 podria tener como resultado efectos

antiinflamatorios y protectores en modelos in vitro de OA.
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Objetivos

Dada la importancia de la inflamacion en el desarrollo de procesos crénicos, el
objetivo de la presente tesis fue la determinacién del posible papel protector de
la via HO-1 en dos modelos in vitro de respuesta inflamatoria intestinal y de
osteoartritis:

o Como modelo de inflamacion intestinal se utilizaron cultivos de células
de la linea Caco-2 estimuladas con citocinas proinflamatorias o someti-
das a privacion de suero.

e En el estudio de los procesos implicados en la degeneracién del cartilago
articular se emplearon cultivos primarios de condrocitos y explantes de
cartilago procedentes de enfermos osteoartriticos sometidos a interven-

cién quirirgica para la implantacion de una protesis de rodilla.

En estos modelos se determinaron los efectos de la induccion de HO-1 (con el
farmaco cobalto protoporfirina IX) y de la liberacion de CO (con el farmaco
CORM-2) sobre la respuesta inflamatoria y el estrés celular. Se consideraron
aspectos como el metabolismo celular, la produccion de mediadores inflamatorios y
la induccion de enzimas degradativas. También se establecieron los mecanismos de
accion responsables de estos efectos, estudiando las vias de seiializacion

implicadas.
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Material y métodos

4.1. CULTIVOS CELULARES

4.1.1. Cultivo de la linea celular Caco-2

La linea celular Caco-2, es una linea de células humanas de epitelio intestinal con
cancer de colon. Procede de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC
86010202, Salisbury, Reino Unido). Estas células en cultivo crecen en monocapa
adheridas a un sustrato y tras alcanzar la confluencia, se diferencian espontdneamente
como enterocitos maduros, adquiriendo una clara polaridad morfolégica y funcional
(figura 11). El cultivo se realizo en frascos de 75 cm’ de superficie, en un incubador
celular con atmoésfera controlada al 5% de CO,, 95% de humedad y 37° C, empleando
el medio de Eagle modificado MEM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.)
suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%, 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina, fungizona 1 mM, glutamina 2 mM, HEPES 10 mM y
piruvato sédico 1 mM, hasta alcanzar el 80% de confluencia (tiempo promedio: 5-7
dias), cambiando el medio en dias alternos. A continuacién se procedié a lavar la
monocapa celular con 5 mL de tampén PBS (tampon fosfato salino a 0,02 M y pH 7,4)
y a desprender las células del fondo del frasco con 5 mL de una solucidn de tripsina
(0,25%)/EDTA (0,53 mM), dejando actuar a la enzima durante aproximadamente un
minuto a temperatura ambiente. Posteriormente se retir6 la solucion de tripsina del
frasco y se mantuvieron las células en el incubador durante 10-15 minutos a las
condiciones conocidas de 5% de CO,, 95% de humedad y 37° C. Transcurrido ese
tiempo, las células despegadas se recogieron en medio de cultivo, se cuantificaron en
una camara cuentaglébulos de Neubauer y se procedi6 a la siembra. Las células fueron

utilizadas entre los pases 20° y 40°.
CONDICIONES DE EXPERIMENTACION

Las células de la linea Caco-2 fueron sembradas en placas de 6 pocillos o en

microcamaras tipo Chamber Slide, dependiendo del experimento a realizar. Tras la
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siembra se dejaron crecer las células durante tres dias coincidiendo con el principio de
la fase proliferativa. Transcurrido ese tiempo se sustituyd el medio completo por
medio sin SBF y se afiadieron los productos.

En los ensayos de apoptosis-necrosis y en los de ciclo celular estas condiciones de
restriccion de suero se mantuvieron durante todo el experimento (7 dias), con cambio
del medio de cultivo y los productos en dias altemos. La finalidad de la privacion de
suero durante 168 horas fue la de inducir apoptosis en las células, pudiendo asi
observar los efectos de la induccion de la HO-1 y de sus metabolitos en dicho proceso.

En los experimentos relacionados con los efectos del inductor de HO-1 CoPP y del
dador de monodxido de carbono CORM-2 sobre la respuesta inflamatoria, las células se
sembraron y dejaron crecer durante 3 dias para, posteriormente, sustituir el medio
completo por medio sin SBF y afadir los productos. Transcurridos 30 minutos
después de la adicién de los productos, las células se estimularon con una mezcla de
citocinas proinflamatorias denominada “citomix” y que contenia: IFN-y (1000 U/mL),
IL-13 (10 ng/mL) y TNF-a (10 ng/mL). Los tiempos de estimulacion fueron
diferentes dependiendo del experimento a realizar. Los efectos del citomix sobre los
enterocitos Caco-2 podrian recrear las condiciones que se dan en patologias

inflamatorias intestinales (Jobin y Sartor, 2000).

Figura 11. Monocapa de células Caco-2 en cultivo.
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4.1.2. Cultivo primario de condrocitos en monocapa

Los especimenes de cartilago (figura 12) se obtuvieron de pacientes con
diagnostico de OA avanzada (61 mujeres y 30 hombres, edad 73 + 5, media + e).
Dichos pacientes fueron sometidos a cirugia en la cual se les sustituy6 la articulacion
de la rodilla por una protesis. El diagndstico de la OA se bas6é en una evaluacidon
clinica, radiolégica y de laboratorio. El disefio del trabajo fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario de Valencia
y se realizé con el consentimiento de los pacientes de acuerdo con la declaracion de

Helsinki (ver informe del CEIC en los anexos, seccion 10).

Figura 12. Especimenes de rodilla humana.

Fragmentos de rodilla procedentes de pacientes con OA. La zona blanca superior constituye el cartilago articular, la

zona anaranjada inferior corresponde al hueso subcondral y trabecular.

Con la ayuda de un escalpelo y en condiciones de esterilidad se disecciono el
cartilago procedente del condilo femoral y del platillo tibial de los especimenes en
pequefios fragmentos. Posteriormente se aislaron los condrocitos del -cartilago
mediante digestion enzimatica secuencial. Los fragmentos de cartilago fueron
expuestos primero a una dilucién de hialuronidasa 0,1 mg/mL (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) en medio de Eagle modificado por Dulbecco DMEMJHam$ F-
12 con penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL) durante 1 hora en un
incubador con atmosfera al 5% de C02 95% de humedad y 37° C. Después se

sustituy6 el medio por una dilucion de colagenasa tipo IA (Sigma Aldrich, St. Louis,
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MO, EE.UU.) a 1 mg/mL durante 12 horas en el mismo tipo de medio de cultivo y en
las condiciones anteriores. Transcurrido ese tiempo, el cartilago digerido se filtr6 a
través de una malla de nylon estéril de 70 um de tamaiio de poro. Se realizaron dos
lavados con DMEM suplementado con SBF al 10%, penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 pg/mL (DMEM completo). Se resuspendieron las células en 1 mL
de medio completo y se llevo a cabo el método de exclusion de azul de tripano (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) con el fin de diferenciar las células vivas de las no
viables. Para ello se prepar una dilucion 1:1 del medio con las células en suspensién
con azul de tripano (0,4% en suero fisiologico estéril) y se cuantificaron las células
viables con ayuda de una cAmara cuentaglébulos de Neubauer. El azul de tripano es un
colorante que se introduce en el interior de las células, dando una coloracién azul a sus
citoplasmas. Las células vivas, excluyen a estos colorantes por medio de un
mecanismo de transporte activo, de modo que las células que muestran color azul se
consideran no viables y no se tienen en cuenta en el recuento. En las siembras sélo

fueron utilizadas aquellas suspensiones con una viabilidad superior al 90%.

CONDICIONES DE EXPERIMENTACION

Los condrocitos aislados se sembraron en placas de Petri o en placas multipocillo y
a diferentes concentraciones, dependiendo del experimento a realizar. Las células
fueron cultivadas en medio DMEM completo en un incubador humidificado, en
atmosfera al 5% de CO, y a 37° C. Los cultivos primarios de condrocitos se dejaron
crecer hasta aproximarse la confluencia, con cambios de medio en dias alternos. Al
alcanzar una confluencia cercana al 80%, los condrocitos se incubaron en presencia de
los productos a diferentes concentraciones durante 30 minutos antes de la adicion del
estimulo. El estimulo utilizado fue IL-1f, utilizada a la concentracion de 100 U/mL.
El tiempo de estimulacion vari6 en funcién del experimento.

La eleccion de la IL-1p como estimulo se debid a que dicha citocina
proinflamatoria esta presente tanto en el fluido sinovial como en los condrocitos de
pacientes con OA y participa en procesos relacionados con el catabolismo del

cartilago (Dodge y Poole, 1989; van der Kraan y van den Berg, 2000; Elson y cols.,
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1998) y los procesos inflamatorios en la OA (Attur y cois., 1998; Tetlow y cois.,
2001).

Figura 13. Cultivo primario de condrocitos OA.

4.1.3. Cultivo tridimensional de condrocitos en alginato

El alginato es un polisacarido derivado del acido alginico, que se obtiene de algas
marinas pardas. Esta molécula polimeriza en presencia de CaCl2 formando una
estructura semisélida. Los condrocitos primarios, procedentes del cartilago articular,
fueron aislados por digestion enzimatica y lavados con medio completo, tal y como se
indica en el apartado 4.1.2. de esta seccion. Tras el segundo lavado, las células se
resuspendieron en 1 mL de medio DM EM completo y se procedid al recuento celular
en una camara de Neubauer. En este recuento se aplicoé el método de exclusion de azul
de tripano anteriormente detallado. Las células se centrifugaron y se elimino el
sobrenadante. El pellet celular fue resuspendido en esta ocasiéon con 1 mL de una
disolucion de alginato estéril (2% en una solucion 0,15 M de NaCl, en agitacion 2

horas y filtrado a través de un tamiz de 0,45 |im), precalentada a 37° C.
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Figura 14. Cultivo tridimensional de condrocitos primarios en lechos de alginato.

Los cultives primarios de condrocitos en alginato se emplearon con el fin de aumentar el rendimiento de infeccion con

lentivirus (ver seccion 4.2.2.)- Las flechas seiialan los lechos de alginato.

CONDICIONES DE EXPERIMENTA CION

La suspension celular se diluyo en la soluciéon de alginato hasta alcanzar una
concentracion de 1,5 x 106 células/mL, y se sembro en placas multipocillo a 4 x 105
células/pocilio. Para conseguir la polimerizacion, se afiadié una solucion estéril de
CaCl2 100 mM. Tras 10 minutos de incubaciéon en el incubador celular a las
condiciones habituales, el alginato polimerizo, quedando las células embebidas en la
estructura tridimensional. Los lechos de alginato se lavaron 3 veces con NaCl 0,15 M
y 2 veces con DMEM completo suplementado con 25 pg/mL de acido ascérbico. El
cultivo de condrocitos en alginato se mantuvo durante 12 dias, con cambios de medio
completo con acido ascorbico los dias altemos. Este soporte mantiene a las células en
su forma tridimensional, frente al cultivo en placa, en el que la adherencia a la misma
implica aplanamiento, pérdida de superficie celular y pérdida del fenotipo condrocitico

a largo plazo.
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4.1.4. Cultivo de explantes de cartilago

Al igual que para el aislamiento de condrocitos, los especimenes de cartilago se
obtuvieron de pacientes con diagnodstico de OA avanzada que fueron sometidos a
cirugia con la sustitucion total de la articulacién de la rodilla por una protesis. En este
caso los especimenes proceden de 14 pacientes con OA (9 mujeres y 5 hombres, edad
71 £ 8, media + e), previa aprobacion del trabajo por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia y con el consentimiento de los
mismos. Los explantes son pequefias porciones de cartilago con forma de cubo
irregular extraidas del condilo femoral. Estos explantes fueron diseccionados del
tejido cartilaginoso con la ayuda de un escalpelo y en condiciones de esterilidad. Cada
porcion midi6 2 mm de largo, por 2 mm de ancho, por 2 mm de alto, aproximada-

mente.

Figura 15. Cultivo de explantes de cartilago OA.
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CONDICIONES DE EXPERIMENTACION

Los explantes fueron transferidos a placas estériles de 24 pocillos, repartiéndose el
mismo nimero de explantes en cada pocillo (figura 15). Se les adicioné medio DMEM
completo y se incubaron en atmdsfera al 5% de CO,, con un 95% de humedad y a 37°
C durante 2 dias, antes de comenzar los experimentos, para permitirles estabilizarse.
Los cultivos de explantes se emplearon en el ensayo de degradacion de

glicosaminoglicanos, como se detalla en la seccion 4.3.5.
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4.2. TRATAMIENTOS DE LOS CULTIVOS CELULARES

4.2.1. Inhibicion de la expresion génica por interferencia de ARN

Con el objetivo de inhibir la expresion de determinados genes, se emplearon
moléculas de ARN de interferencia de tamafio pequefio o “silenciadores” (siRNA),
sintetizadas por Ambion (Austin, TX, EE.UU.). Los siRNA son oligonucleodtidos que,
tras ser transfectados, se incorporan a un complejo de proteinas que contiene nucleasas
(complejo de silenciamiento inducido por ARN). Una vez activado el complejo, la
hebra antisentido del siRNA se une a la hebra complementaria del ARNm y se induce

la degradacion enzimatica de éste (Aigner, 2006).

Figura 16. Silenciamiento de la expresion génica por siRNA.
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De esta forma, con el uso de un siRNA especifico de HO-1 se consiguid inhibir la
expresion de HO-1 inducida por CoPP, evidenciando asi posibles efectos de dicha
porfirina independientes de la induccién de HO-1. La secuencia y la concentracion
adecuadas fueron seleccionadas tras diversos experimentos que confirmaron la
inhibicién de la expresién del ARNm de HO-1 inducida por CoPP, en mas del 90 %
(determinado por PCR a tiempo real en células Caco-2 y en condrocitos primarios).
Las concentraciones requeridas para conseguir tales niveles de inhibicién fueron de 80
nM en el caso de las células Caco-2 y de 100 nM en condrocitos primarios. Ademas,
en ciertos experimentos con células Caco-2 se empled un silenciador de la expresion
de IL-6 a la concentracién de 80 nM. Como control negativo de IL-6 y HO-1 se
empled un oligonucledtido inespecifico a la misma concentracion de los respectivos

silenciadores.
PROTOCOLO

En los experimentos de apoptosis-necrosis llevados a cabo en la linea celular Caco-
2, el siRNA (80 nM) se transfecté 12 horas antes del inicio de la privacion de SBF y
nuevamente 12 horas antes del dia 4 de la restriccién de suero.

En los experimentos realizados en condrocitos, el siRNA (100 nM) se transfect6
24 horas antes de la estimulacion con IL-1p. El agente de transfeccion utilizado fue
siPORT™ Amine (Ambion, Austin, TX, EE.UU.). El complejo formado por el siRNA
y el siPORT™ Amine se prepard en medio de cultivo no suplementado y se incubo
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después, se adiciono a las células en
cultivo y se incub6 durante 12 6 24 horas (5% CO,/95% humedad/37° C) con el fin de
conseguir el maximo rendimiento de transfeccion, siguiendo las especificaciones del

fabricante.
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4.2.2. Transduccion de vectores virales en cultivos tridimensionales de

condrocitos

En la terapia génica, los vectores son vehiculos que se utilizan para transferir genes
a las células. En concreto, los vectores de tipo virico son de gran utilidad, ya que
pueden penetrar en las células insertando en ellas su material genético. En la
transduccion de genes, uno de los tipos de virus més utilizados son los lentivirus, ya
que son capaces de mediar de forma eficiente la insercion, integracidon y expresion de
transgenes, tanto en células que se dividen como en las que no lo hacen. Los lentivirus
pertenecen a la familia de los retrovirus e insertan su genoma en la célula hospedadora
gracias a enzimas transcriptasas reversas, que se encargan de la retrotranscripcion, y
de integrasas, que insertan su ADN en el genoma del hospedador. Utilizamos
lentivirus que fueron producidos con el material genético de la HO-1, capaces de
penetrar en los condrocitos primarios en cultivo tridimensional e integrar en el genoma
celular la secuencia génica de la enzima. El gen de HO-1 fue marcado con un
marcador Flag, que permitié el reconocimiento de la proteina en posteriores analisis

inmunocitoquimicos.

Figura 17. Estructuray componentes de un lentivirus.
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PROTOCOLO

Para la produccion de los lentivirus con el ADN de HO-1 utilizamos células de la
linea celular HEK-293 (Coleccion Europea de Cultivos Celulares ECACC 85120602,
Porton Down, Reino Unido), a las que transfectamos los componentes necesarios para
la formacién del virus dentro de ellas. Las células embrionarias de rifién humano
HEK-293 fueron incubadas en medio de cultivo DMEM suplementado con SBF al
10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (DMEM completo), en un
incubador al 5% de CO,, 95% de humedad y 37° C de temperatura. Fueron sembradas
en placas de Petri de 10 cm de didmetro a 10° células/placa y tras 24 horas de
incubacion (5% CO,/95% humedad/37° C) se procedio a la transfeccion de todos los
elementos constituyentes del virus. Para la produccién de los lentivirus se utilizaron
los vectores de expresion psPAX2, pMD2G y pWXL (Dr. T. Didier, School of Life
Sciences, Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lausanne, Suiza).

La produccidén de vectores lentivirales en células HEK-293-T se llevo a cabo por
transfeccion transitoria mediada por fosfato célcico de los tres plasmidos siguientes:

o pWXL-Flag-hHO-1, el plasmido del vector de transferencia

e psPAX2, el plasmido del vector de empaquetamiento para lentivirus

e pMD2G, correspondiente a la proteina que codifica para la envoltura del
virus: es una proteina VSV-G o proteina G del virus de la estomatitis
vesicular que se utiliza por su alta estabilidad y amplio tropismo.

El plasmido pWXL (carente de proteina de fluorescencia verde “GFP”) con el
inserto Flag-hHO-1 (pWXL-Flag-hHO-1) fue generado en dos pasos:

e primero, la secuencia de pWXL que codifica para GFP fue sustituida por un
oligonucledtido que fue clonado entre los sitios de BamHI y EcoRI de
pWXL (sentido: 5’-CGCGTATTCGGTCACCGTAAG-3’ y antisentido: 5’-
AATTCTTACGGTGACCGAATA-3’).

e segundo, el producto de la amplificacion resultante de utilizar pFlag-hHO-1
como hebra molde y los siguientes cebadores (sentido: 5°-
TCGCGGATCCATGGACTACAAAGACGATGA-3’ y antisentido: 5°-
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TCCGGAATTCTGGTACCGATATCAGATCTAT-3’) fue digerido por las
enzimas BamHI / EcoRI y subclonado en los mismos sitios de pWXL
(carente de GFP), obteniéndose el plasmido pWXL-Flag-hHO-1.

Para la transfeccion mediada por fosfato célcico se preparé una mezcla de los
plasmidos en HEPES 2,5 mM a la que se afiadié una solucién de CaCl, 0,5 M en una
relacion 1:1 (v/v). A su vez esta mezcla se combiné con un tampén HeBS 2x (NaCl
0,28 M, HEPES 0,05 M, Na,HPO, 1,5 mM, pH 7) en una relacién 1:1 (v/v). La
mezcla final se afiadi6 a las células en cultivo en presencia de medio DMEM completo
y se mantuvo en el incubador celular (5% CO,/95% humedad/37° C) durante la noche.
Transcurrido ese tiempo se realizé un cambio de medio para eliminar los precipitados
de fosfato célcico y se afiadieron 5 mL de medio completo. Las células HEK-293-T
transfectadas con los tres plasmidos produjeron los correspondientes virus y éstos
fueron liberados al medio. Durante las 24 y 48 horas siguientes se recogieron los
sobrenadantes celulares con la produccion de lentivirus de HO-1 (LV-HO-1), se
centrifugaron a 700 x g durante 10 minutos a 4° C, se filtraron a través de filtros con
un tamafio de poro de 45 pm y se congelaron a -80° C. Las alicuotas de lentivirus
presentaron una concentracion de virus en el rangode 3 a 5 x 10° UI/mL tal y como se
determiné por analisis inmunocitoquimicos de células HEK-293-T infectadas (Rojo y
cols., 2008). También se produjeron lentivirus con los plasmidos psPAX2 y pMD2G
pero sin el gen de HO-1, los cuales denominamos lentivirus vacios (LV-). Los
lentivirus LV-HO-1 se emplearon para infectar cultivos de condrocitos primarios y
aumentar la expresion de la enzima HO-1 marcada con Flag, detectable por técnicas
inmunocitoquimicas de fluorescencia. La infeccion con el lentivirus vacio se utilizd
como control negativo de la expresion de HO-1.

Con el fin de optimizar el rendimiento de infeccion en condrocitos primarios, estas
c€lulas se cultivaron en lechos de alginato (ver seccion 4.1.3). Este soporte es mas
fisiolégico que el cultivo en placa y permite a las células mantener su estructura
tridimensional, aumentando la superficie celular expuesta a la infeccion. El cultivo en
tres dimensiones de alginato se infectd con el producto lentiviral en presencia de
polibreno, un policatiéon que facilita la penetracion de los lentivirus en la célula

(utilizado a la concentracion final 0,5 mg/mL). El cultivo se incubé en presencia de los
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virus durante 24 horas en un incubador al 5% de C 02 humidificado y a 37° C. Tras la
infeccion, se realizd un cambio de medio y las células se mantuvieron en reposo
durante 48 horas, transcurridas las cuales fueron estimuladas con IL-ip (100 U/mL)
durante 24 horas. Finalmente, la expresion de HO-1 y mPGES-1 fue evaluada por

analisis inmunocitoquimicos (ver seccion 4.3.7.).

Figura 18. Produccion de lentivirus por células HEK-293 y transduccion a condrocitos

primarios.

CONDROCITO
PRIMARIO

4.2.3. Productos y estimulos

. Cobalto protoporfirina IX (CoPP). Molécula inductora de la expresion de
HO-1 (figura 19). El so6lido fue disuelto en etanol y luego diluido en metanol para
preparar la solucion de trabajo. Se empled a las concentraciones de 1, 5y 10 pM. A la
maxima concentracion final empleada (10 pM), la concentracion final de metanol en
el medio de cultivo fue inferior al 1% (v/v) y la de etanol de 0,01% (v/v),
aproximadamente. Procede de Frontier Scientific Europe Ltd. (Camforth, Reino
Unido).

. Tricarbonildiclororrutenio (Il), dimero (CORM-2). Molécula liberadora de
CO (figura 19). El solido fue disuelto en DMSO y luego diluido en medio de cultivo

para preparar la solucion de trabajo. Se utilizé a las concentraciones finales de 50, 100
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y 150 pM. A la méxima concentracién final empleada (150 pM), la concentracion
final de DMSO en el medio de cultivo fue de 0,01% (v/v), aproximadamente. Fue
comprado a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).

e  Cloruro de Rutenio (RuCl;). Analogo inactivo del CORM-2, fue utilizado
como control negativo de la actividad del CORM-2. El sdlido fue disuelto en DMSO y
luego diluido en medio de cultivo para preparar la solucién de trabajo. Se utiliz6 a la
concentracion final de 150 pM. A dicha concentracién de producto, la concentracion
final de DMSO en el medio de cultivo fue de 0,01% (v/v), aproximadamente. Procede
de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).

e  Bilirrubina (BR). Metabolito indirecto de la HO-1. El sélido fue disuelto en
DMSO y diluido en MEM para preparar la solucion de trabajo. Se trabajoé con este
producto a las concentraciones de 1 y 5 pM. A la maxima concentracion final
empleada (5 pM), la concentracion de DMSO en el medio de cultivo fue de 0,5%
(v/v), aproximadamente. Procede de Frontier Scientific Europe Ltd. (Carnforth, Reino
Unido).

®  Biliverdina (BV). Metabolito de la HO-1. El sdlido fue disuelto en DMSO
para preparar la solucion de trabajo. Se utilizo6 a las concentraciones de 1 y 5 uM. A la
maxima concentracion final empleada (5 pM), la concentracion de DMSO en el medio
de cultivo fue de 0,5% (v/v), aproximadamente. Obtenido de Frontier Scientific
Europe Ltd. (Carnforth, Reino Unido).

e Indometacina (INDO). Antiinflamatorio no esteroidico. El sélido fue disuelto
en etanol absoluto. La concentracién final de indometacina en el medio de cultivo fue
de 50 uM. A esta concentracion final, la concentracion de etanol en el medio de
cultivo fue de 0,5% (v/v), aproximadamente. Procede de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.).

e Citomix (CIT). Combinacion de citocinas proinflamatorias, diluidas en suero
fisiolégico estéril y a una dilucién final en el medio de cultivo de 1/100 (v/v):

= JFN-y a la concentracion final de 1000 U/mL
= JL-18a 10 ng/mL
= TNF-a a 10 ng/mL
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Las citocinas componentes del citomix procedieron de Peprotech EC Ltd. (Londres,
Reino Unido).

e JL-1p. Citocina proinflamatoria, se usé como estimulo en los experimentos
con condrocitos primarios OA. Disuelta en suero fisiologico estéril. Fue utilizada a la
concentracion final de 100 U/mL (dilucién en el medio de cultivo 1/100) y comprada a
Peprotech EC Ltd. (Londres, Reino Unido).

e  ]L-6. Citocina proinflamatoria. Disuelta en suero fisiologico estéril. Se utilizd
a las concentraciones de 0,2 y 1 ng/mL (dilucién minima en el medio de cultivo
1/1000). Procedente de Peprotech EC Ltd. (Londres, Reino Unido).

Figura 19. Estructuras quimicas de la CoPP y el CORM-2.
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El inductor de HO-1 cobaltoprotoporfirina IX (CoPP) es una molécula con estructura de porfirina que contiene un
4tomo de cobalto. El grupo hemo y los iones de metales pesados como el Co®" son potentes inductores de HO-1
(Alam y cols., 1989; Mitani y cols., 1993).

El dimero tricarbonildiclororrutenio (II) o CORM-2 presenta seis moléculas de CO en su estructura. Los CORM
(“CO-releasing molecules”) son moléculas liberadoras de monéxido de carbono, capaces de transportar y suministrar
pequefias cantidades de CO en sistemas biologicos (Motterlini y cols., 2002).
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4.3. TECNICAS EXPERIMENTALES

4.3.1. Evaluacion de la citotoxicidad de los productos por el ensayo del
MTT

La prueba de actividad de la succinato-deshidrogenasa o ensayo del MTT consiste
en la adicidén a las células en cultivo de una sal amarilla de tetrazolio, el bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), que es metabolizada gracias a la
actividad succinato-deshidrogenasa de las células en proliferacion para producir un
producto de color violeta llamado formazan. El ensayo fue originalmente concebido
para medir la proliferacion celular, aunque posteriormente fue modificado y adaptado
para medir la citotoxicidad de determinados productos (Jiao y cols., 1992; van de
Loosdrecht y cols., 1991). La intensidad colorimétrica resultante es directamente
proporcional a la viabilidad celular. Por lo tanto, la disminucion de dicha intensidad en
las células expuestas a los productos evaluados respecto de sus controles nos dara el

porcentaje de toxicidad de dichos productos.

Figura 20. Reduccion del MTT a formazdn.
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PROTOCOLO

Los experimentos se llevaron a cabo en placas de 24 pocilios a 2,5 x 105
células/pocilio en el caso de las células Caco-2 y a 8 x 104 células/pocilio en los
condrocitos primarios. Transcurrido el tiempo de estimulacion correspondiente, se
sustituy6 el medio de los pocilios por una dilucion de MTT a 200 pg/mL en medio de
cultivo y se incubd durante 2 horas en las condiciones habituales. Posteriormente, se
retird el medio y se solubilizaron las células con 100 mL de DMSO por pocilio (Gross
y Levi, 1992). Finalmente se cuantifico el formazan producido con la ayuda de un
espectrofotometro VICTOR 3™ Vv 1420 multilabel counter, midiendo a una longiktuéi
de onda de 490 nm. En este ensayo se consider6 como el 100% de viabilidad (6 0% de
toxicidad) a la viabilidad de las células no estimuladas, estableciéndose los diferentes

porcentajes de viabilidad frente a éstas.

Tabla 1. Ensayo de viabilidad por MTT en células Caco-2 estimuladas con citomix
durante 24 horas.

Tratamiento % de viabilidad £ e
B 100,0%

CcIT 95,9% +1,6
CoPP IpM 97,2% £0,8
CoPP IpM+CIT 95,1% + 1,5
CoPP 5pM 96,5% £2,0
CoPP 5 pM + CIT 95,3% +2,1
CORM-2 50pM 96,3% £0,6
CORM-2 100 pM 93,2% +0,9
CORM-2 150 pM 92,4% £3,2
CORM-2 50pM + CIT 96,0% +£2,5
CORM-2 100pM =+ CIT 92,6% +£1,4
CORM-2 150pM+ CIT 93,1% +1,0
RuCls 150pM 97,8% +4,0
RuCl3 150pM + CIT 93,3% +£0,5

TABLA 1: Las células Caco-2 fueron incubadas con los compuestos a evaluar durante 24 horas en presencia o
ausencia de citomix (IFN-y 1000 U/mL, IL-ip 10 ng/mL y TNF-a 10 ng/mL). La viabilidad se expresé6 como
porcentaje respecto a la viabilidad de las células no estimuladas, que se consideré del 100%. Los resultados son la
media + e de 3 experimentos independientes.

ABREVIATURAS: CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), CIT: citomix,

B: células no estimuladas.
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Siguiendo esta técnica, se procedido a evaluar la toxicidad de los productos, las
citocinas y los ARN de interferencia empleados en cultivos de células Caco-2 y en
condrocitos primarios. En una primera serie de experimentos se evaluaron los
productos en células Caco-2 en condiciones de estimulacion con citocinas durante 24
horas. No se detectaron valores de toxicidad significativos en ningin caso (ver tabla
D).

Previamente a los estudios en condrocitos OA, se realiz6 una prueba de toxicidad a
los productos, la IL-13y los silenciadores. Se evaluaron las diferentes concentraciones
de los productos, solos 0 en combinacion con el estimulo o los ARN de interferencia e

incubados durante 24 horas.

Tabla 2. Ensayo de viabilidadpor MTT en condrocitos OA.

Tratamiento % de viabilidad £+ £
B 100,0%
IL-Ip 105,6% +3,1
CoPP 10 pM 93,2% +2,4
CoPP 10pM+ IL-ip 95,6% +1,9
SiRNA (HO-1) + CoPP 10pM+ IL-ip 95,3% 2,2
SIRNA (inesp.) + CoPP 10 pM+ IL-Ip 93,1% £3,0
CORM-2 50pM 95,8% +0,9
CORM-2 100pM 93,1% 2,2
CORM-2 150pM 92,1% £2,4
CORM-2 50pM +1IL-ip 96,0% +1,7
CORM-2 100pM~+1IL-Ip 95,2% £2,0
CORM-2 150pM £ 1IL-ip 92,9% +3,2
RuCli 150pM 97,5% +1,0
RuCI3 150pM +1L-ip 97,3% +4,1

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas en presencia o ausencia de
los productos. Los siRNA se utilizaron a 100 nM. La viabilidad se expres6 como porcentaje respecto a la viabilidad de
las células no estimuladas, que se consideré del 100%. Resultados expresados como media = e de cultivos
independientes de células procedentes de 5 donantes diferentes. IL-1p: ;nterleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX,
CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, siRNA (inesp.):

ARN de interferencia jnespecifico, B: células no estimuladas.
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En la tabla 2 se observa como ninguno de los tratamientos result6 toxico para las
células en cultivo primario, ya que no mostraron una disminucion de la viabilidad
significativa respecto a las células no tratadas, de hecho, ninguno de los tratamientos

supero el 10% de toxicidad.
4.3.2. Ensayo de apoptosis y necrosis por citometria liser

Un fosfolipido de membrana llamado fosfatidilserina se localiza, en condiciones
normales, en la superficie citoplasmatica de la membrana celular. Sin embargo, en
células apoptéticas, la fosfatidilserina se desplaza del interior al exterior de la
membrana plasmatica, exponiéndose asi al espacio extracelular. La anexina V
(proteina con gran afinidad por la fosfatidilserina) conjugada con fluoresceina, es
capaz de identificar a las células apoptoticas por union a la fosfatidilserina expuesta al
exterior, mostrando estas células fluorescencia verde. Por otro lado, un colorante vital
denominado yoduro de propidio, que no es capaz de penetrar en las células vivas o
apoptdticas, se une a los 4cidos nucleicos de las células necréticas dando fluorescencia

roja.
PROTOCOLO

La técnica empleada para determinar la proporcién de células apoptéticas y
necréticas fue la de anexina V (FITC) y yoduro de propidio por citometria laser. En
los experimentos con la linea celular Caco-2, las células se sembraron en
microcdmaras de tipo Chamber Slide™ de 8 pocillos a 8 x 10* células/mL, y se
incubaron durante 72 horas. Transcurrido ese tiempo se sustituyd el medio con suero
por medio sin suero con el fin de inducir la apoptosis, a la vez que se afiadieron los
productos y se transfecté el siRNA de HO-1. El cultivo se mantuvo en estas
condiciones durante 168 horas, con cambios de medio y adicion de productos en dias
alternos.

Para la medida de apoptosis en condrocitos primarios, las células se sembraron en

microcAmaras Chamber Slide™ de 8 pocillos a una concentracién de 4 x 10°*
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células/mL y se dejaron crecer hasta casi llegar a la confluencia, con cambios de
medio en dias alternos. Al comenzar el experimento se sustituyé el medio DMEM
completo y se afiadieron los productos en estudio. Las células se estimularon 30
minutos después con 100 U/mL de IL-1P durante 24 horas.

Posteriormente, siguiendo el protocolo establecido en el sistema comercial Vibrant
Apoptosis Assay Kit (Molecular Probes, Leiden, Paises Bajos), se lavaron las células
con tampoén PBS a 4° C, se afiadi6 una solucion de yoduro de propidio y anexina V' y
se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se eliminaron los
sobrenadantes y se separ6 la pieza superior de la microcdmara Chamber Slide™,
quedando el portaobjetos (pieza inferior) con las células adheridas. Al portaobjetos se
le adiciono6 liquido de montaje para fluorescencia (Dako, Copenhague, Dinamarca) y
fue cubierto con un cubreobjetos. La fluorescencia de las células fue medida y
analizada en un citometro laser Laser Scanning Cytometer (LSC) Bx50 Compucyte
Olympus (Cambridge, MA, EE.UU.), equipado con el programa Win Cyte 2.1
(Compucyte).

El citometro laser LSC esta dotado de un laser de argén ionizado que emite luz a
488 nm, y de dos tubos fotomultiplicadores estandar que detectaron la sefial en verde
(banda de 530 nm de longitud de onda) y en rojo (banda de longitud de onda mayor
que 570 nm). Las preparaciones fueron examinadas mediante un objetivo x100. El
drea a examinar fue ajustada a la superficie completa del cubreobjetos y al menos
2000 células fueron analizadas en cada uno de los pocillos. El porcentaje de células
viables, apoptéticas y necréticas vino dado por la emision fluorescente de las mismas:

verde para las células apoptéticas, roja para las necroticas y basal para las viables.

4.3.3. Medida de la apoptosis por la técnica TUNEL

La valoracién de la apoptosis por el método TUNEL (“TdT-mediated dUTP nick
end labelling”), que podriamos traducir como “marcaje del extremo libre con dUTP y
mediado por TdT”, se basa en la deteccion de la fragmentacion del ADN del
nucleosoma celular. En la apoptosis, el ADN se fragmenta dejando extremos 3’-OH

libres. La enzima TdT (desoxinucleotidil transferasa terminal) transfiere entonces un
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dUTP marcado a esos extremos libres. Las células viables se diferencian facilmente de
las apoptdticas porque las primeras apenas presentan tincion, frente a las células
apoptoticas visiblemente tefiidas. Esto se debe a que cada cadena de cromatina integra
tiene sOlo un extremo libre, mientras que las cadenas fragmentadas presentan

multiples sitios de union.

PROTOCOLO

Para la medida de la apoptosis por el método TUNEL se utilizé6 un sistema
comercial (Roche Applied Science, Barcelona, Espafia). Los condrocitos primarios se
sembraron en placas de Petri de 5 cm de dimetro a 10° células/placa y se dejaron
crecer hasta alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia. Después, las células se
incubaron en presencia de CoPP y se estimularon con IL-1f durante 24 horas,
Transcurrido el tiempo de estimulacion, se aplicé el método TUNEL seguido de una
inmunotincion con peroxidasa segun las instrucciones del fabricante. Las células se
fijaron y se permeabilizaron y luego se incubaron con una mezcla que contenia la
enzima TdT y dUTP marcado. La union del anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa al dUTP marcado confirid a las células apoptéticas la tincién marrén que
las diferencié de las células no apoptoéticas. Finalmente, se realizé una contratincién
con hematoxilina, Las placas se observaron y se fotografiaron en un microscopio
optico Eclipse TE2000-S (Nikon Instruments Europe, Amstelveen, Paises Bajos). Las
células apoptéticas fueron contadas y se presentaron los resultados como media + € del

porcentaje de células apoptdticas de cada variable.

4.3.4. Ensayo de ciclo celular

El yoduro de propidio es una tincion vital que se une al ADN dando lugar a
fluorescencia roja, de modo que las diferentes concentraciones de cromatina
correspondientes a las diferentes fases del ciclo celular generaran diferentes
intensidades de fluorescencia roja cuantificables por citometria laser. De este modo,

las células se reparten en tres categorias: aquéllas que tienen todo su ADN sin replicar
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(una unidad arbitraria) y, por lo tanto, estan en fase Gy/G,, las que tienen todo su ADN
replicado por completo (dos unidades arbitrarias), en fase G,/M, y las que tienen una

cantidad intermedia de ADN, por lo que estin en fase S.

PROTOCOLO

Las células Caco-2 fueron sembradas a una concentracién de 8 x 10* células/mL en
microcimaras tipo Chamber Slide™ en medio de cultivo MEM completo. Tras 72
horas de incubacién con medio completo se procedi6 a sustituirlo por medio MEM sin
SBF, a la vez que se adicionaron los productos: indometacina, CoPP y CORM-2. Se
mantuvieron estas condiciones durante 168 horas, reemplazando el medio y los
productos en dias alternos. Se lavaron las microcdmaras con tampén PBS, se fijaron
con etanol al 70% y se incubaron a temperatura ambiente con solucién de Vindelov
(0,1 mg/mL de ribonucleasa A (RNasa A), 50 pg/mL de yoduro de propidio y 0,01%
de Tritén X-100 en tamp6n PBS), durante 30 minutos y en oscuridad. Transcurrido
ese tiempo se eliminaron los sobrenadantes, se separ6 la parte superior de la Chamber
Slide™ 'y se adicion6 medio de montaje de la marca Dako (Copenhague, Dinamarca)
al portaobjetos. La fluorescencia celular se analizé por LSC.

Las preparaciones se examinaron con el objetivo de x200 y el drea a examinar fue
ajustada a la superficie del cubreobjetos. Al menos 5000 células se analizaron en cada
pocillo. La determinacion de los parametros del ciclo celular se realiz6 por recuento de
células y basandose en el area del contorno (reflejando el tamaiio del niicleo) y el “PI
maximal pixel” (maxima intensidad de fluorescencia dentro del contorno,
representando la condensacién de cromatina). El andlisis del pico de fluorescencia
(que representa el maximo valor de fluorescencia de todos los pixeles de la célula
medida) y el 4rea de fluorescencia (que representa el niimero de pixeles por encima
del umbral) de las células tefiidas con fluorocromos de ADN son una medida sensible
de la cantidad de cromatina, pudiéndose diferenciar las células segin el grado de

condensacion de la cromatina en el nucleo.
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4.3.5. Ensayo de degradacion de glicosaminoglicanos en explantes

El ensayo de degradacion de glicosaminoglicanos se realizd en explantes de
cartilago OA. Glicosaminoglicanos como el sulfato de condroitina o el sulfato de
queratano son componentes mayoritarios de la matriz extracelular, y su presencia es de
suma importancia en el mantenimiento de la estructura de la misma. Por ello, la
liberacion de productos con restos sulfato del cartilago puede considerarse
directamente proporcional al grado de degradacion del tejido. Asi, se incorporé sulfato
sodico marcado con azufre radiactivo a los explantes de cartilago y posteriormente se
midi6 la radiactividad liberada por los explantes incubados con IL-1f, correspondiente

al azufre marcado procedente de la degradacion de los glicosaminoglicanos.
PROTOCOLO

Los explantes, procedentes del mismo donante, fueron incubados con medio
DMEM completo, en placas de Petri de 10 cm de didmetro y en presencia de sulfato
s6dico marcado con **S a 4 pCi/mL durante 3 dias. Transcurrido ese tiempo se renovo
el medio con sulfato radiactivo y se repitié la incubacion durante otros 3 dias. Durante
estas incubaciones se produjo la incorporacion del sulfato radiactivo al cartilago,
quedando el tejido marcado. Transcurridos esos 6 dias, la radiactividad no incorporada
se elimind con 6 lavados realizados durante 2 dias con DMEM completo.
Posteriormente, los explantes se distribuyeron en placas de 24 pocillos (10
explantes/pocillo) y se incubaron en DMEM completo con IL-1p a 100 U/mL o con
IL-1B y el producto en estudio durante 6 dias, con un cambio de medio y adicién del
tratamiento el dia tercero. En el cambio de medio y el ultimo dia, se recogieron los
sobrenadantes para la posterior medida de la radiactividad liberada. Finalmente se
recogieron los explantes y se digirieron en una solucién con 2 mg/mL de papaina,
EDTA 1 mM, ditiotreitol a 0,25 mg/mL y fosfato sddico 20 mM a pH 6,8 y a 56° C
durante 16 horas. Para eliminar el sulfato de **S no incorporado, tanto en el medio de
cultivo como en el tejido digerido, se utiliz6 un sistema de cromatografia con

columnas de Sephadex G25 (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espafia). La
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mencionada columna contiene dextrano con un alto grado de entrecruzamiento y
tamafio de poro pequefio y se utiliza para retener sales como el sulfato de *°S libre, en
este caso. La radiactividad liberada al medio de cultivo y la de los digestos se midi6é en
un contador de centelleo liquido para emisiones B tipo Microbeta (Wallac, Turku,
Finlandia). La degradacion se expresé6 como porcentaje de radiactividad liberada al
medio (de los sobrenadantes) respecto a la radiactividad total (de los sobrenadantes

sumada a la de los explantes) (Moulharat y cols., 2004).

4.3.6. Ensayo de sintesis de proteoglicanos

La sintesis de proteoglicanos de la matriz extracelular por parte de los condrocitos
del cartilago OA, requiere de azufre como componente para la formacién de moléculas
estructurales. De este modo, la incorporacion de azufre por parte del condrocito puede
considerarse una medida de la capacidad de sintesis de proteoglicanos del mismo. La
medida de la sintesis de proteoglicanos en condrocitos primarios OA se cuantificé por
monitorizacién de la incorporacién, por parte de éstos, de sulfato de *’S afiadido al

medio de cultivo (Moulharat y cols., 2004).

PROTOCOLO

Los condrocitos primarios OA se sembraron a 3 x 10° células/pocillo y se dejaron
crecer hasta alcanzar un niimero cercano a la confluencia. Después de la estimulacion
con IL-1B a 100 U/mL o con IL-1P y los productos durante 24 horas se procedié al
marcaje. En esta fase las células fueron marcadas por incubacién con sulfato de *°S a 2
uCi/mL durante 24 horas. Después, se recogieron los sobrenadantes y se congelaron a
-20° C. Las células se lavaron con tampon PBS estéril y luego fueron extraidas con un
tampon de digestion compuesto por guanidina HC1 4 M, EDTA 5 mM y acetato de
sodio 5 mM a pH 7,2 y a 4° C durante 48 horas. Los proteoglicanos procedentes de los
sobrenadantes y de la digestion celular fueron adsorbidos en filtros de fibra de vidrio

individuales de 25 mm de diametro Glass microfibre filtres GFF (Whatman,
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Maidstone, Reino Unido). Para ello, para la misma muestra se afiadieron 50 pL de
sobrenadante y 50 pL de digesto en sendos filtros y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Los filtros, una vez secos, se introdujeron en una solucién de NaCl 0,3 M
con cloruro de cetilpiridinio monohidratado (CPC) al 1%, que eliminé el sulfato
marcado no incorporado por las células, quedando precipitado en el papel unicamente
el proteoglicano unido al sulfato radiactivo. La radiactividad presente en los
respectivos filtros se midié en un contador de centelleo liquido para emisiones
B modelo Microbeta (Wallac, Turku, Finlandia). Se sumé la radiactividad del medio
y la de los extractos celulares de cada muestra y el valor obtenido fue normalizado con

la cantidad de proteina de los extractos celulares.

4.3.7. Inmunocitoquimica

Las técnicas de inmunocitoquimica o inmunochistoquimica estan basadas en la
deteccion de antigenos por medio de la union antigeno-anticuerpo con anticuerpos
especificos. Estas técnicas nos permiten observar al microscopio el antigeno buscado
gracias al marcaje de los anticuerpos con fluorocromos (inmunofluorescencia) o a la

conjugacién con enzimas (reaccion inmunoenzimatica).

PROTOCOLO

Para la técnica de inmunocitoquimica de colageno II, los condrocitos fueron
sembrados en cultivo primario en microcamaras tipo Chamber Slide™ a 4 x 10*
células/pocillo y se dejaron crecer hasta casi la confluencia. Luego fueron incubados
con CoPP o con CORM-2 en presencia o en ausencia de IL-1p a 100 U/mL durante 15
dias, con cambio de medio y adicién de tratamiento cada 4 dias. Transcurrido ese
tiempo las células se fijaron con formaldehido al 4 % en tampon PBS durante 30
minutos a 4° C. El colageno II se detecté utilizando el sistema type II collagen staining
kit (MD Biosciences, Ziirich, Suiza), siguiendo las instrucciones del fabricante. Asi,
tras la fijacion de las células se procedio a lavar con tamp6n PBS, para posteriormente

tratar las células con hialuronidasa al 2 % en tampén PBS a pH 7.4 y a 25° C durante
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30 minutos. Esta enzima facilita la permeabilizacién celular. Después se adiciond una
disolucién de H,0; al 1,7 % en metanol al 70% durante 15 minutos para inactivar la
peroxidasa endégena. Posteriormente, se procedié a incubar con la solucién de
bloqueo durante 30 minutos a temperatura ambiente, previniendo uniones
inespecificas a los anticuerpos, tras lo cual se afiadi6 el anticuerpo primario
monoclonal durante 1 hora de incubacién. Tras 3 lavados con tampén PBS, se afiadié
el anticuerpo secundario conjugado con estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano) y
se incubd durante 1 hora. Las células se lavaron 3 veces. Se reveld con el cromdgeno
insoluble diaminobencidina (DAB). El reactivo DAB es un revelador de la actividad
peroxidasa que desarrolla una coloracién marrén en pocos minutos, la cual se debe
controlar por observacion al microscopio y detener con adicion de agua. En cada caso,
se realizaron los controles negativos correspondientes. Posteriormente al revelado, se
observaron y capturaron las imagenes de las células con la ayuda de un microscopio
Eclipse E800 (Nikon Instruments Europe, Amstelveen, Paises Bajos) conectado a una
camara fotogréfica digital y a un ordenador con el programa ACT-I (Nikon
Instruments Europe, Amstelveen, Paises Bajos) para la adquisicion y tratamiento de
imdgenes.

En otra serie de experimentos, se midi6 la expresion de HO-1 y mPGES-1 por
andlisis inmunocitoquimicos en un cultivo tridimensional de condrocitos primarios
(ver seccién 4.1.3). Las células se sembraron a 4 x 10° células/pocillo en alginato y el
cultivo fue infectado con vectores lentivirales de HO-1 (LV-HO-1) y vacios (LV-),
como se especifica en la seccion 4.2.2. Posteriormente, las células fueron estimuladas
con IL-1P durante 24 horas. Tras la estimulacion, los lechos de alginato fueron fijados
cor formaldehido al 4% en tampén PBS durante 10 minutos e incubados con dos
antcuerpos a la vez: un anticuerpo monoclonal anti-Flag a 1/400 (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.) y un anticuerpo policlonal anti-mPGES-1 a 1/50 (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU.) durante 1 hora y 30 minutos, seguido de una
incabacion con los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 de cabra frente a IgG de
ratin y R-ficoeritrina de cabra frente a IgG de conejo (ambos de Invitrogen,
Barcelona, Espafia) durante 45 minutos a 37° C. Los niicleos celulares fueron

cortratefiidos con una solucion DAPI (4°, 6’-diamidino-2-fenilindol) a 1/1000 en
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tampon PBS. Los lechos de alginato, cortados en laminas se colocaron sobre
portaobjetos y se examinaron en un microscopio de fluorescencia Eclipse ES800
(Nikon Instruments Europe, Amstelveen, Paises Bajos). La fluorescencia roja
correspondié a la expresion de mPGES-1, la verde a la HO-1 y los nticleos quedaron

tefiidos de color azul con DAPI.

4.3.8. Medida del estrés oxidativo

Para medir el estrés oxidativo de los condrocitos en cultivo se empleé
dihidrorrodamina 123 (DHR). La DHR se oxida dando lugar a la molécula
fluorescente rodamina (longitud de onda de excitacion a 485 nm y de emision a 534
nm) en presencia de agentes oxidantes, en este caso en presencia de radicales libres de
oxigeno, pudiéndose considerar la fluorescencia emitida directamente proporcional al

estrés oxidativo.
PROTOCOLO

Los condrocitos fueron sembrados en microcdmaras Lab-tek chambers (Nalge
Nunc Internacional, Naperville, IL, EE.UU.) de 8 pocillos a 7,5 x 10* células/pocillo
en medio DMEM completo. Una vez alcanzada una monocapa celular proxima a la
confluencia, se sustituyd el medio por medio DMEM completo sin rojo fenol y con
dihidrorrodamina 5 pM durante 15 minutos a 37° C. Tras dos lavados con DMEM
completo sin rojo fenol, las células se incubaron en este medio de cultivo con los
productos durante 4 horas y después con IL-1B en presencia o ausencia de los
productos durante otros 30 minutos. Finalmente, las células se lavaron dos veces con
el mismo medio de cultivo y la determinacién de la fluorescencia se hizo por
citometria laser con el citdmetro Laser Scanning Cytometer (LSC) Bx50 Compucyte
Olympus, (Compucyte, Cambridge, MA, EE.UU.) conectado a un ordenador equipado
con el programa Win Cyte 2.1 (Compucyte, Cambridge, MA, EE.UU.) para el analisis

de los resultados. En cada pocillo se analizaron 2000 células.
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4.3.9. Determinacion de la actividad metaloproteinasa

Para medir la actividad de las enzimas metaloproteinasas presentes en los
sobrenadantes celulares de cultivos de condrocitos, se utiliz0 una técnica
fluorimétrica. La actividad enzimética se determind por la rotura, por parte de las
metaloproteinasas, de un sustrato consistente en un péptido FRET (transferencia de
energia de resonancia de fluorescencia). Este sustrato se denomina asi por la presencia
en la molécula de un fluoréforo (5-FAM) y de una estructura capaz de inhibir al
fluoréforo (QXL520™), de manera que el péptido completo no emite ninguna
fluorescencia. Al romper las metaloproteinasas al péptido, se separa el fragmento con
QXL520™ del fragmento con el fluoréforo 5-FAM, de modo que este iiltimo recupera
su fluorescencia. La medida de la emisién de fluorescencia es directamente

proporcional a la actividad de las metaloproteinasas.

PROTOCOLO

Los condrocitos se sembraron en cultivo primario a 3 x 10° células/pocillo en
placas de 6 pocillos. Cuando se alcanzé una confluencia superior al 80% se procedié a
incubar las células con o sin CoPP y a estimularlas con IL-1B durante 24 horas.
Pasadas las 24 horas, se recogieron los sobrenadantes celulares y se conservaron los
extractos celulares para otras determinaciones. A 100 pL de cada sobrenadante se le
afiadié 1 pL de una solucién 100 mM de acetato p-aminofenil merciirico (APMA),
capaz de activar a las metaloproteinasas. Estas alicuotas de sobrenadantes se
incubaron a 37° C durante 5 horas en un calibrador de temperatura Techne DB-3D
Dri-Block y luego se transfirieron a una placa de 96 pocillos blanca opaca para medir
fluorescencia. Finalmente, se afiadi6 a cada pocillo 1 pL de una dilucién (1 pg/pL en
DMSO) del sustrato fluorescente 5-FAM-Arg-Pro-Lys-Pro-Tyr-Ala-Nva-Trp-Met-Lys
(QXL520™)-NH,, de AnaSpec Inc. (San José, CA, EE.UU.) y, tras 1 hora de
incubacion a temperatura ambiente, se midid la fluorescencia a 490 nm de excitacién y

520 nm de emisién en un espectrofotémetro VICTOR 3™ V 1420 multilabel counter
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(Perkin-Elmer Espafia, Madrid, Espafia). Este sustrato es hidrolizado por las enzimas
MMP-1, -2, -7, -8, -12 y -13. El método descrito se disefid6 como una variante de la
técnica fluorimétrica comercial del sistema FEnzolLyteTM MMP Profiling Kit de
AnaSpec Inc. (San Jos¢, CA, EE.UU.).

Figura 21. Rotura proteo/itica de los péptidos FRET.

4.3.10. Determinacion de la producciéon de nitrito

La produccién celular de NO se midié por determinacién de una de sus formas
estables, el nitrito, en el medio de cultivo. Se empled la técnica fluorimétrica de
liberacion de nitrito desarrollada por Misko y sus colaboradores (Misko y cois., 1993).
Esta técnica se basa en la reaccidon del i6n nitrito con el 2, 3-diaminonaftaleno (DAN)
para formar el producto fluorescente 1-(H)-naftotriazol (NAT). La adiciéon de una base
incrementa la intensidad de fluorescencia y contribuye a la estabilidad del NAT. La

intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de nitrito producido.

PROTOCOLO

Los condrocitos en cultivo primario fueron sembrados en placas de 24 pocilios (8 x
104 células/pocilio) o en placas de 6 pocilios (3 x 105 células/pocilio) y fueron
estimulados con IL-1P (100 U/mL) o con IL-ip mas el producto durante 24 horas.
Después, los sobrenadantes fueron recogidos, centrifugados y congelados a -80° C

hasta el posterior andlisis. Los extractos celulares se conservaron para realizar otras
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determinaciones. La determinacion de nitrito se realiz6 en placas de 96 pocillos opacas
blancas. En los pocillos se pipetearon los sobrenadantes diluidos en suero fisiologico y
las diferentes diluciones de una recta patrén de nitrito sédico hasta completar 100 pL
de volumen final en cada pocillo. Tras la adicién de muestras y patrones se afiadi6 a
cada pocillo 10 pL de una solucion de DAN a 50 pg/mL. Se incubd la placa durante 7
minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 10 pL de
NaOH 1,4 M por pocillo y se incubd la placa 3 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. La fluorescencia fue cuantificada mediante un espectrofotémetro VICTOR
3™y 1420 multilabel counter a 365 nm de longitud de onda de excitacién y 450 nm

de emision. Los valores se interpolaron en una recta estandar de nitrito sédico.

Fizura 22. Reaccion del DAN con nitrito para formar el producto fluorescente NAT.

DAN NAT

NH NH
COC = O
N’

NH2

4.3.11. Determinacion de la produccion de PGE,

2ara determinar la liberacion de PGE, en los sobrenadantes celulares se emple6 la
técrica del radioinmunoensayo (RIA) (Moroney y cols., 1988). Esta técnica
radbinmunométrica se basa en la competencia entre dos antigenos, la PGE, presente
en estras muestras problema y una cantidad conocida de PGE, marcada con tritio
(H, frente a una cantidad conocida de anticuerpo anti-PGE,. De este modo, la
medda de emision radiactiva B de los complejos antigeno-anticuerpo sera mayor
cuaita menos PGE, tengamos en nuestra muestra problema (mas unién del anticuerpo
conPGE, radiactiva) y menor cuanta mias PGE, haya presente en la muestra problema

(m& unién con PGE, del sobrenadante y menos con PGE,; radiactiva).
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PROTOCOLO

Los condrocitos en cultivo primario, sembrados en placas de 24 o 6 pocillos (a 0,8
y 3 x 10° células/pocillo, respectivamente) se estimularon con IL-1p (100 U/mL) o
con IL-1B en presencia de los productos durante 24 horas. Los sobrenadantes se
recogieron y fueron centrifugados y congelados a -80° C hasta su posterior analisis y
el material celular se conservd para otras determinaciones. Las muestras
experimentales y los patrones de una curva estandar de PGE, se pipetearon en tubos

de ensayo de vidrio y se diluyeron con los tampones especificos para RIA de PGE,:
e Al: NaH,PO, x 2H,0 1,19 g/L, Na,HPO, 4,6 g/L, albtimina sérica bovina

(BSA) 0,1% y azida sodica 0,1%
e Bl:tampén Al con 9 g/L de NaCl

A continuacion se afiadi6 el anticuerpo anti-PGE; (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) y la PGE, tritiada (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espaiia), se
agitaron los tubos y se incubaron a 4° C durante 18 horas. Transcurrido ese tiempo, se
afiadié una mezcla de carbon activado y dextrano, se agitaron los tubos, se incubaron a
4° C durante 30 minutos y se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos, con el fin
de precipitar el material radiactivo no unido al anticuerpo. Los sobrenadantes
resultantes se mezclaron con 3 mL de liquido de centelleo Optiphase “Supermix”
(Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.UU.) y la radiactividad presente en dichos
sobrenadantes, procedente de la unién del antigeno tritiado con el anticuerpo, se midié
en un contador de centelleo Microbeta (Wallac, Turku, Finlandia). Los valores

obtenidos se interpolaron en la curva estiandar de PGE,.

4.3.12. Cuantificacién de proteinas por ELISA

La técnica de cuantificacion de proteinas denominada ELISA es un tipo de ensayo
inmunoenzimdtico, es decir basado en el empleo de anticuerpos marcados con una
enzima. Su nombre es un acrénimo anglosajon: Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay. Los niveles de determinadas proteinas se cuantificaron mediante ELISA,

siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante en cada caso. La mayor
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parte de las muestras a ensayar fueron sobrenadantes celulares recogidos de placas
previamente tratadas, que fueron centrifugados y congelados a -80° C antes del
analisis. Se emplearon sobrenadantes en la cuantificacion de la mayoria de citocinas,
asi como para las metaloproteinasas. En el caso de proteinas como Akt o p38 se
emplearon métodos de ELISA que requerian lisados celulares como muestras. La
union al ADN del NF-KB y el HIF-la se cuantificd en extractos nucleares de proteina
con el Trans AM'™"" kit para p65 y HIF-la de Active Motif Europe. La razon licBa
fosforilado/licBa total se midi6 con el sistema KB Ser32Ser*6-phospho-
IKB @ CASEni Cellular Activation of Signalling ELISA de SuperArray Bioscience
Corp., en células en cultivo sembradas en placa de 96 pocilios.

Para medir la actividad agrecanasa en sobrenadantes de condrocitos primarios se
utilizé el sistema Sensitive Aggrecanase Activity ELISA. Para ello, las muestras se
incubaron en presencia de una solucién tamponada del sustrato agrecano durante 15
minutos, tras lo cual se generaron péptidos denominados ARGSVIL en cantidades
diferentes segun la actividad enzimatica de cada muestra. Finalmente los péptidos
ARGSVIL se cuantificaron por ELISA. En la tabla 3 se presenta toda la informacion

relacionada con los sistemas comerciales de ELISA utilizados en la presente tesis.

Tabla 3. Sistemas de ELISA utilizados.

agrecanasa, actividad Sobrenadantes 2 pM MD Bioscience
(cuantificacion de (Ziirich, Suiza)

ADAMTS-1,4y5)

agrecano Sobrenadantes y <90 pg/mL  BioSource Europe
lisados celulares (Bélgica)
IGF-1 Sobrenadantes 45 pg/mL Raybiotech Inc.

(Norcross, GA, EE.UU.)
IL-IRa Sobrenadantes 4 pg/mL Biosource, Invitrogen
(Barcelona, Espana)
IL-6 Sobrenadantes 4 pg/mL eBioscience
(San Diego, CA, EE.UU.)
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IL-8 Sobrenadantes 3,5 pg/mL  R&D Biosystems
(Abingdon, Reino Unido)

HIF-1a, unién a Extractos nucle- ---- Active Motif Europe

ares de proteina (Rixensart, Bélgica)

MMP-3 total Sobrenadantes 9 pg/mL R&D Systems Inc. (Mi-
nneapolis, MN, EE.UU)

MMP-10 total Sobrenadantes 4 pg/mL R&D Systems Inc. (Mi-
nneapolis, MN, EE.UU.)

NF-xB, unién a Extractos nucle- ---- Active Motif Europe

ares de proteina (Rixensart, Bélgica)

p21 (Cip/WAF1) Lisado celular 0,1 U/mL Calbiochem, EMD Bio-
science (Darmstadt, Ale-
mania)

P-p38 Lisado celular <0,8U/mL Calbiochem, EMD Bio-
science (Darmstadt, Ale-
mania)

P-Akt Lisado celular <0,8U/mL Calbiochem, EMD Bio-
science (Darmstadt, Ale-
mania)

P-IxB/IkB total Células en cul- ----- SuperArray  Bioscience

tivo Corp.  (Frederik, MD,
EE.UU))

Pro-MMP-1 Sobrenadantes 21 pg/mL R&D Systems Inc. (Mi-
nneapolis, MN, EE.UU.)

Pro-MMP-7 Sobrenadantes 97 pg/mL GE Healthcare
(Barcelona, Espafia)

Pro-MMP-13 Sobrenadantes 7,7 pg/mL  R&D Systems Inc. (Mi-
nneapolis, MN, EE.UU.)

TNF-a Sobrenadantes 4 pg/mL eBioscience (San Diego,
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PROTOCOLO

El procedimiento de los diferentes tipos de ELISA es variable y siempre se lleva a
cabo siguiendo de manera estricta las instrucciones del fabricante. En la mayoria de
los casos se procedié como se describe en este protocolo. Primero, las muestras y los
estandares se pipetearon en los pocillos de una placa que contenia un anticuerpo frente
al antigeno o anticuerpo de captura, especifico de la proteina a analizar en cada caso.
El periodo de incubacion para la unién de la proteina a analizar al anticuerpo de
captura varid en cada caso. Transcurrido ese tiempo, se procedio a lavar con tampon
de lavado y se adiciond el anticuerpo de deteccion biotinilado, incubado a temperatura
ambiente durante el tiempo establecido. Después de una serie de lavados con el
tampdn, se afiadi6 la solucion del conjugado estreptavidina-peroxidasa, con su
respectivo periodo de incubacion. Tras sucesivos lavados con el tampon se afiadio la
solucion de tetrametilbencidina (TMB) y se incubd durante aproximadamente 30
minutos en oscuridad. Este sustrato cromogénico es oxidado por la enzima, dando
lugar a la aparicidon de coloracién azul. La adiciéon de una solucién de parada (4cido
sulfarico 2,5 N) hizo que el color de la soluciéon cambiara a amarillo. La absorbancia
fue cuantificada mediante un espectrofotémetro VICTOR 3™ V 1420 multilabel
counter a 450 nm de longitud de onda. La cuantificacion de las cantidades de proteina
se llevd a cabo por comparaciéon de las absorbancias de las muestras con las

absorbancias de los puntos de una curva estdndar de concentraciones conocidas.
4.3.13. Anilisis por Western blot

El término anglosajén “blotting”, que en castellano podriamos traducir de manera
imprecisa como “generaciéon de manchas”, se refiere a la transferencia de muestras
bioldgicas de un gel a una membrana y su siguiente deteccion sobre la superficie de
dicha membrana. La técnica del Western blot, también conocida como
“immunoblotting” (debido a que un anticuerpo es utilizado especificamente para

detectar un antigeno) fue introducida por Towbin y sus colaboradores en 1979
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(Towbin y cols., 1979) y en la actualidad es una técnica rutinaria para los analisis de
proteina.

El primer paso del procedimiento del Western blot es separar las proteinas por
electroforesis en gel de acrilamida y bisacrilamida. Después, las macromoléculas
separadas se transfieren a una segunda matriz, generalmente una membrana de
nitrocelulosa o de polivinilideno difluoruro (PVDF). En el sistema de deteccion
indirecto, un anticuerpo primario es afiadido primero para unirse al antigeno. A esto le
sigue un anticuerpo secundario marcado con una enzima y que se une especificamente
al primario. Se afiade después un sustrato apropiado a la enzima y juntos producen un
producto detectable. Los métodos de deteccion mas sensibles utilizan un sustrato
quimioluminiscente que, combinado con la enzima, produce luz. La produccién de luz
puede ser capturada utilizando una pelicula fotogrifica o una cdmara fotografica
adaptada para la detecciéon quimioluminiscente. Independientemente del sustrato
utilizado, la intensidad de la sefial es indicativa de la abundancia del antigeno unido a

la membrana
PROTOCOLO

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 6 pocillos a 10° células/pocillo y tras
tres dias de incubacién con medio completo se procedié a la estimulacion y a la
extraccién de la proteina. Los condrocitos primarios se sembraron a 3 x 10°
células/pocillo y, tras alcanzar un nimero de células cercano a la confluencia, se
estimularon y se extrajo la proteina.

Previamente a la extraccion de proteinas, se utilizé un tampon PBS estéril para
lavar tres veces las células adheridas a los pocillos. Para la extraccion de la proteina
total, se afiadieron a cada pocillo 100 pL de un tampén de lisis (1% Tritén X-100, 1%
acido deoxicolico, NaCl 20 mM y Tris 25 mM, pH 7,4) y se incubaron las placas a 37°
C durante aproximadamente diez minutos. Con ayuda de un rascador de células se
recogieron los lisados celulares y se transfirieron a tubos que fueron centrifugados a

una velocidad de 10000 x g, durante 5 minutos y a 4° C. Los sobrenadantes
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resultantes, que contenian el extracto total de proteina fueron recogidos en tubos,
cuantificados y conservados a -20° C.

Con el fin de determinar la expresion proteica del IkBa en células Caco-2, se
extrajo la fraccion proteica citoplasmica. Para ello, las células se lavaron 2 veces con
tampon PBS estéril a 4° C y luego se trataron con 0,2 mL de tampdén A durante 15
minutos. El tampén A tenia la siguiente composicion: Tris-HCl 20 mM a pH 7,8, KCl
10 mM, EGTA 1 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 1 mM, NaF 5 mM, Na;VO, 1 mM, Na,MoO, 10 mM, aprotinina 4 pg/mL y
leupeptina 10 pM. Posteriormente se adicioné un detergente no idnico y no
desnaturalizante, el Nonidet P-40 diluido al 0,5% p/v en agua. Los lisados se agitaron
en vortice durante 15 segundos y los extractos nucleares se precipitaron por
centrifugacion a 8000 x g durante 30 segundos. Las alicuotas de los sobrenadantes
constituyeron el extracto proteico citoplasmico.

Para determinar la expresion proteica de mPGES-1, fue necesario extraer la
fraccidn proteica microsomal, siguiendo el siguiente protocolo: Tras la estimulacion,
las placas de cultivo se lavaron con un tampon PBS estéril y se afiadieron 200 pL de
tampén A por pocillo (ver composicion del tampon A en el parrafo anterior). Las
células se extrajeron con la ayuda de un rascador de células y las muestras se
transfirieron a tubos de polipropileno. Para lograr la lisis celular, las muestras en
tampon A se sonicaron con un sonicador Vibra Cell (Sonics and Materials Inc.,
Newtown, CT, EE.UU.). Los lisados se centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos
y los sobrenadantes con la proteina se separaron y se volvieron a centrifugar, esta vez
en una ultracentrifuga Optima™ MAX Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, EE.UU.) a 40000 x g durante 1 hora y 40 minutos. El precipitado resultante, que
contenia la fraccién microsomal, fue resuspendido en tampén A, cuantificado y
congelado a -80° C hasta su posterior uso.

La concentracion de proteina se determiné por el método de Bradford (Bradford,
1976), con el reactivo DC Bio-Rad protein reagent (Bio-Rad Laboratorios, Richmond,
CA, EE.UU.) y utilizando BSA como patrén. El lisado celular se mezcl6 a partes
iguales con tampon de carga desnaturalizante de Laemmli (Laemmli, 1970), con una

relacién de volimenes 1:1, conteniendo cada muestra la misma cantidad de proteina,
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que estuvo entre 20 a 30 pg dependiendo de la proteina a analizar. El tampén de
Laemmli 2x tenia la siguiente composicién: Tris-HCl 125 mM a pH 6,8, sodio
dodecilsulfato (SDS) al 4%, glicerol al 20%, DTT al 10% y azul bromofenol al
0,004%. Las muestras se calentaron a 90° C durante 5 minutos para facilitar la
desnaturalizacién de las proteinas hasta su estructura secundaria, perdiendo asi su
forma tridimensional.

Las proteinas contenidas en las muestras se separaron por electroforesis en geles de
acrilamida/bisacrilamida-SDS, utilizando un equipo de electroforesis (Bio-Rad
Laboratories, Madrid, Espafia) y un tampon de electroforesis que contenia glicina a
14,4 g/L, trizma base a 3 g/L y SDS al 0,1% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.).
Este tipo de electroforesis se conoce como desnaturalizante ya que tanto el tamp6n de
Laemmli como el detergente SDS desnaturalizan las proteinas. El SDS ademas
recubre la proteina y bloquea la carga propia de la molécula, confiriendo al complejo
una carga neta negativa proporcional a su masa. De este modo las proteinas migran
hacia el anodo debido a su carga negativa, y se separan Unicamente en funcién de su
peso molecular. El porcentaje de acrilamida/bisacrilamida determina el tamafio de
poro del gel por el cual han de pasar las proteinas, de manera que las proteinas mas
ligeras atravesaran el gel a mas velocidad que las mas pesadas, consiguiéndose la
separacion por peso molecular. El porcentaje de acrilamida/bisacrilamida mas
empleado fue del 12,5%, ya que permiti6 la adecuada separacion de un amplio rango
de proteinas de diferente peso molecular. En los analisis de proteinas de alto peso
molecular (>100 kDa) y de bajo peso (<25 kDa) se utilizaron geles del 10% y del 15%
respectivamente, lograndose una mejor resolucion.

Finalizada la electroforesis, el gel con las proteinas separadas en funcion de su
peso molecular se transfirié durante 90 minutos a 125 mA constantes a una membrana
de PVDF (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espafia). La membrana de PVDF,
que fue tratada previamente con metanol, tiene una gran capacidad de unién a
proteinas y gran resistencia mecanica, siendo ademas muy hidrofébica. El sistema de
transferencia utilizado fue el semiseco, en el que los geles son sometidos a una
intensidad de corriente entre dos electrodos planos, entre los cuales se colocé el gel y

la membrana cubiertos por papel de filtro empapado en tampén de transferencia (3 g/L
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de glicina, 0,6 g/L de trizma base y SDS al 0,01%) a ambos lados. De este modo las
proteinas migran del gel y quedan adheridas a la superficie de la membrana.

A continuacion se procedié al bloqueo, en el que las membranas se incubaron con
leche desnatada al 3% (p/v) en tampén PBS-Tween (PBS suplementado con Tween 20
al 0,1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. El bloqueo previno la unién no
especifica del sistema de deteccion a la membrana, evitando falsos positivos e
inespecificidad. Las membranas se incubaron con anticuerpos primarios especificos
(ver tabla 4), a unas diluciones que oscilaron ente 1/600 y 1/5000 (v/v) en tampén
PBS-Tween al 2% con leche desnatada o con BSA, en funcién del anticuerpo.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos secundarios o IgG
conjugados con peroxidasa de rabano (1/10000), durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Las bandas se visualizaron por el sistema ECL (sistema de
quimioluminiscencia intensificado) (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona,
Espafia). La reacciéon quimioluminiscente se produjo tras el tratamiento de la
membrana con dos soluciones que contenian luminol y peréxido de hidrégeno
respectivamente. Asi, la peroxidasa conjugada con el anticuerpo secundario catalizé la
oxidacion del luminol en presencia de peréxido de hidrégeno. En este proceso, el
luminol pasa a su estado basal reducido emitiendo luz, y dicha luz puede ser detectada
por un sistema computerizado de revelado Autochemi™ System (UPV Inc., Upland,
CA, EE.UU.). Este aparato esta dotado de un habiticulo oscuro donde se deposita la
membrana tratada con luminol, y de una cimara fotogrifica capaz de capturar
imagenes secuencialmente, ademas del programa LabWorks™ 4.6 para la adquisicién
y analisis de imagenes.

Las membranas que fueron incubadas con anticuerpos fosforilados (P-Akt, P-
MAPK) fueron reveladas y posteriormente tratadas con una solucién de “stripping”
Restore Western Blot Stripping Buffer (Pierce, Rockford. IL, EE.UU.), capaz de
separar los anticuerpos unidos a una membrana sin afectar a la integridad de la misma
ni de las proteinas fijadas a ella. La finalidad de este proceso es poder detectar las dos
formas de la misma proteina en la misma membrana, algo muy ventajoso a la hora de

normalizar la proteina fosforilada frente a la total. Posteriormente, las membranas se
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reincubaron con los anticuerpos correspondientes a las proteinas totales y se revelaron
normalmente.

La intensidad de las bandas obtenidas en el revelado de las membranas se
densitometrd y cuantificd utilizando el programa LabWorks' =~ 4.6. La cuantificacién
de cada proteina se normalizd con la de la proteina control (3-actina, revelada en la
misma membrana. En el caso de las proteinas fosforiladas, como las MAPK, la

normalizacion se hizo respecto a la proteina total.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western blot.

Akt total (policlonal) 1/1000 Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
Bax (policlonal) 1/1000 Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
Bcl-2 (policlonal) 1/1000 Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
P-actina (policlonal) 1/5000 Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EE.UU.)
COX-2 (policlonal) 1/1000 Cayman Chemical
(Ann Arbor, MI, EE.UU.)
ERK 1/2 total (policlonal) 1/750 Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
HO-1 (policlonal) 1/1000 Stressgen (Victoria, Canada)
IKBa (policlonal) 1/750 Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Santa Cruz, CA, EE.UU.)
IGFBP-3 (policlonal) 1/750 R&D Systems
(Minneapolis, MN, EE.UU.)
JNK total (policlonal) 1/750 Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
mPGES-1 (policlonal) 1/700 Cayman Chemical

(Ann Arbor, MI, EE.UU.)
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NOS-2 (policlonal)

p38 total (policlonal)

pS3 (policlonal)
P-AKT (policlonal)

P-ERK 1/2 (policlonal)

P-JNK (policlonal)

P-p38 (policlonal)

IgG conjugada con peroxidasa

(policlonal)

1/1000

1/600

1/1000
1/1000

1/1000

1/1000

1/800

1/10000
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Cayman Chemical

(Ann Arbor, MI, EE.UU.)

Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
AnaSpec (San José, CA, EE.UU.)
Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)

Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)

Cell Signalling Technology Inc.
(Beverly, MA, EE.UU.)
Promega Corp.

(Madison, WI, EE.UU.)

Dako, Copenhague, Dinamarca

(Copenhague, Dinamarca)

4.3.14. Transfeccion transitoria de plasmidos para ensayos de actividad

luciferasa

En las transfecciones transitorias, el objetivo es el estudio de un determinado gen

en un periodo de tiempo corto, en el que no se requiere de la division celular ni de la

integracion del ADN en el genoma de la célula hospedadora. La transfeccion

transitoria de plasmidos marcados se utiliza frecuentemente para estudiar la expresion

génica de células eucaridticas. Los plasmidos transfectados corresponden a factores de

transcripcion y estdn conjugados con una enzima, la luciferasa, la cual emite

luminiscencia en presencia de su sustrato. De esta manera,

la medida de la

luminiscencia emitida por la luciferasa es directamente proporcional a la expresion del

gen en estudio.



Material y métodos

PROTOCOLO

En el caso de las células Caco-2, fueron sembradas en placas de 6 pocillos a 10°
células/pocillo. Tras 24 horas de incubacién fueron transfectadas con los plasmidos
del factor nuclear-kB (NF-kB)-Luc, de la proteina activadora-1 (AP-1)-Luc o de la
proteina ligadora del intensificador CCAAT (C/EBP)-Luc (Stratagene, La Jolla, CA,
EE.UU.) utilizando como agente de transfeccion Fugene 6 (Roche Applied
Indianapolis, IN, EE.UU.). La transfeccion se llevo a cabo durante toda la noche, con
las células incubadas en medio MEM sin SBF, sin antibiéticos ni fungizona y a las
concentraciones de plasmido sugeridas por el fabricante. Posteriormente, las células
fueron tratadas con citomix durante 8 horas en presencia o ausencia de CORM-2 a
diferentes concentraciones. Desde este punto hasta la reaccion final se utilizd el
sistema de Promega Corp. (Madison, WI, EE.UU.). Después de la estimulacion, se
eliminaron los sobrenadantes y se procedi6 a la lisis celular y posterior centrifugacién.
En la medida de la actividad luciferasa se utilizaron alicuotas de 20 pL de los
sobrenadantes del lisado celular, a los que se afiadieron 100 pL de sustrato de
luciferasa que desencadené la reaccién quimioluminiscente. La luminiscencia fue
medida en un contador Microbeta (Wallac, Turku, Finlandia) y normalizada frente a la
cantidad de proteina.

En condrocitos, por el hecho de ser éstos cultivos primarios, el método de
transfeccion descrito mostré un rendimiento muy bajo. Por ello se utiliz6 un método
de transfeccion magnético, el sistema Magnetofection (OZ Bioscience, Marsella,
Francia). Los plasmidos (NF-kB)-Luc, (AP-1)-Luc y (EGR-1)-Luc (Stratagene, La
Jolla, CA, EE.UU.) se cotransfectaron con el plismido de control interno pRL-TK
(Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.). Para la cotransfeccion se prepard una
mezcla de 2 pg del correspondiente factor de transcripcion con 1 pg del plasmido
pRL-TK en medio de cultivo DMEM sin suplementacion. A esa mezcla se afiadieron 3
pL del agente de transfeccion PolyMag (OZ Bioscience, Marsella, Francia), un
preparado a base de particulas magnéticas con alta eficiencia en el transporte de acidos
nucleicos. El complejo se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente y se

adicioné a los condrocitos. Después, las células en cultivo se mantuvieron en el
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incubador celular (5% CO,/95% humedad /37° C) durante 30 minutos sobre una placa
magnética suministrada por el fabricante, que hizo posible la transfeccion.
Transcurrido ese tiempo, se retird el iman y se llevé a cabo un cambio de medio con
DMEM completo. Las células se estimularon con IL-1p en presencia o ausencia de los
productos durante un minimo de 8 horas. Tras la estimulacion se procedié al lisado y
medida de la luminiscencia con el sistema de Promega Corp. (Madison, WI, EE.UU.).
Los plasmidos de los factores de transcripcion estaban conjugadds con una enzima
luciferasa procedente de luciérnaga (Photinus pyralis), mientras que el control interno
estaba conjugado con luciferasa de un coral marino denominado pensamiento de mar
(Renilla reniformis). Las medidas de luminiscencia de las dos enzimas se tomaron de
manera secuencial para cada muestra, gracias a los reactivos comerciales LAR II que
genero la luminiscencia de luciérnaga inhibiendo la del control interno y Stop & Glo
que generé posteriormente la emision del control interno. Los resultados se
normalizaron mediante el calculo de la razéon de ambas emisiones: factor de

transcripcion/control interno.

4.3.15. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética

Los ensayos de retardo de la movilidad electroforética 0 EMSA se emplean para
estudiar la unién de proteinas (como los factores de transcripcién) al ADN (Revzin,
1989). Para ello, un oligonucleétido especifico marcado previamente con radiactividad
se incuba con el extracto nuclear a analizar, produciéndose la uniéon ADN-proteina.
Posteriormente, la mezcla se separa electroforéticamente observandose dos frentes:
uno de migracion rapida consistente en el ADN radiactivo libre y otro de migracién

retardada que es el complejo ADN radiactivo-proteina.
PROTOCOLO

Las células Caco-2, sembradas a 10° células/pocillo fueron preincubadas con
CORM-2 durante 30 minutos y posteriormente estimuladas con citomix durante 15 6

30 minutos. Los extractos nucleares se prepararon de la manera descrita por Lépez-
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Collazo y sus colaboradores y detallada en la seccion 4.3.13. (Lopez-Collazo y c»ls.,
1998). De este modo, las células se trataron con 0,2 mL de tampén A durante 15
minutos, tras lo cual se afiadio Nonidet P-40 diluido al 0,5% p/v en agua. Los lisedos
se agitaron y precipitaron por centrifugacion a 8000 x g durante 30 segundos. Los
precipitados nucleares se resuspendieron en 50 mL de tamp6n A suplementado con
KCl 0,4 M. Después de centrifugar a 13000 x g 15 minutos, las alicuotas de este
ultimo sobrenadante (extracto nuclear) se guardaron a -80° C. La proteina se cuantifico
con el reactivo DC Bio-Rad protein reagent (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,
EE.UU.). Paralelamente, se prepar6 la union del fragmento de ADN especifico a la
sonda radiactiva y se incubé con los extractos nucleares. Asi, el oligonucledtido de
doble hebra que contenia la secuencia consenso de NF-xB, de Promega Corp.
(Madison, WI, EE.UU.) fue marcado en su extremo con ATP [y-**P] procedente de
NEN Life Sciences Products Inc. (Boston, MA, EE.UU.) utilizando una polinucleétido
cinasa de T4 comprada a GE Healthcare Life Sciences, (Barcelona, Espafia). Las
incubaciones posteriores se llevaron a cabo en hielo con 6 ug de extracto nuclear,
100000 cpm de sonda marcada, 2 pg de poli (dI-dC); que es un polimero sintético que
previene la unidn inespecifica de proteinas al ADN radiactivo, glicerol al 5% en agua,
EDTA 1 mM, MgCl, 5 mM, DTT 1 mM, NaCl 100 mM y tampén Tris-HCl 10 mM a
pH 8,0 durante 15 minutos. Los complejos fueron analizados con un gel no
desnaturalizante de poliacrilamida al 6% en un tampon Tris-borato 0,5x. Al serun gel
no desnaturalizante, las muestras migraron en funcién de su carga y su peso
molecular. Terminada la electroforesis, se extrajo el gel de la cubeta y se secé en un
secador de geles RCT 60 (Jouan Inc., Winchester, VA, EE.UU.), se introdujo en una
pantalla de intensificacion radiografica de europio durante 18 horas y se analzé por
autorradiografia en un aparato Typhoon 9410 system (GE Healthcare Life Sciences,
Barcelona, Espafia). La intensidad de las bandas radiografiadas fue directimente
proporcional a la union sonda-NF-kB y por tanto a la cantidad de NF-kB presente en

cada muestra.
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4.3.16. Transcripcién inversa y reacciéon en cadena de la polimerasa a

tiempo real

La transcripcion inversa (RT) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), o
RT-PCR son dos técnicas que nos permiten estudiar el ARN mensajero (ARNm) y por
lo tanto la expresién génica correspondiente a nuestras células. La transcripcion
inversa consiste en la sintesis de una cadena de ADN complementario (ADNCc) a partir
del ARNm extraido de la célula por medio de una enzima denominada transcriptasa
reversa que utiliza ARN como molde para sintetizar una hebra de ADN. En la RT es
necesaria la presencia de: un cebador aleatorio, o fragmento corto de ADN que se une
al ARN celular en un punto determinado y a partir del cual se iniciar4 la elongacién
del ADNc; desoxirribonucledtidos o dNTP (dATP, dTTP, dCTP y dGTP), que
constituyen la materia prima a partir de la cual la enzima construird la cadena
complementaria; un inhibidor de RNasas que prevenga la degradacion del ARN y un
tampon especifico para la RT que incluya la cantidad adecuada de MgCl, necesaria
para el rendimiento 6ptimo de la polimerasa.

La cadena de ADNc se amplifica por PCR, una reaccién ciclica que nos permite
obtener cantidades apropiadas de ADNc para llevar a cabo diversos procesos. La
reaccion de la PCR contiene: una ADN-polimerasa termoestable capaz de elongar el
molde produciendo su amplificacion, los dos cebadores (sentido y antisentido) con
secuercias especificas complementarias al segmento inicial y final de ADN que
queremos amplificar, desoxirribonucleétidos, el tampén para PCR con los iones
necesarios para que funcione la polimerasa y la muestra problema de ADNc obtenida
de la RT. La reaccién en cadena de la polimerasa comenzara al someter la mezcla
descrita a una serie de cambios drasticos de temperatura de forma ciclica. Para ello
utiliza-emos un aparato termociclador. Cada uno de estos ciclos se compone de tres
fases: En primer lugar se eleva la temperatura de la reaccién para separar las hebras de
ADN ifase de desnaturalizacion) y a continuacion la temperatura baja, lo que permite
que los cebadores se unan a las regiones adecuadas de la hebra de ADN,
ensambliandose y actuando como limites de la regién de la molécula que va a ser

duplicida (fase de unién). Posteriormente, se eleva la temperatura nuevamente y la
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polimerasa comienza a copiar formindose una hebra nueva complementaria (fase de
extensién). Después de varios ciclos el nimero de copias crece exponencialmente
obteniéndose los productos de la PCR.

La RT-PCR a tiempo real es una variante de la RT-PCR convencional que ofrece
la posibilidad de cuantificar el niimero de copias realizadas a partir del ADNCc original,
obteniéndose como resultado la expresion relativa del gen estudiado. Se basa en la
deteccion de un fluorocromo, que se intercala en las dobles hebras de ADN a medida
que se van sintetizando y cuya sefial aumenta en proporcion directa a la cantidad de
producto de la PCR en la reaccion. Se emplea un ciclador térmico que tiene acoplado
un sistema de deteccion capaz de captar y cuantificar la sefial emitida por el
informador al final de cada ciclo. Se pueden utilizar diferentes reactivos fluorescentes
como agentes intercalantes (en nuestro caso SYBR Green) que se unen a la doble
cadena de ADN dando un incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la

cantidad del producto de la PCR.

PROTOCOLO

Las células Caco-2 y los condrocitos en cultivo primario se sembraron en placas de
Petri de 10 cm de didmetro y, al alcanzar un numero de c€lulas cercano a la
confluencia, fueron estimulados con citocinas en presencia o ausencia de los productos
durante 12 horas. Las placas se lavaron con tampon PBS estéril y el ARN total fue
extraido utilizando 1 mL del reactivo TRIzol (Life Technologies Inc. Barcelona,
Espafia) por placa. Los extractos se transfirieron a tubos de polipropileno y se
afiadieron 0,2 mL de cloroformo por muestra, consiguiéndose la precipitacion de ADN
y proteinas. Los tubos se agitaron y centrifugaron a 12000 x g, separandose la mezcla
en una fase inferior rojiza (de fenol y cloroformo), una interfase y una fase superior
acuosa e incolora que contenia el ARN. El sobrenadante acuoso se separd
cuidadosamente, se transfiri6 a tubos nuevos y se precipito el ARN presente con
alcohol isopropilico. Los tubos se centrifugaron a 12000 x g, apareciendo un
precipitado de ARN que se lavé con etanol al 75%. El precipitado de ARN se

resuspendi6 en agua libre de ARNasas. La cuantificacion del ARN se llevo a cabo
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utilizando capilares de cuarzo con un aparato de medida GeneQuant (GE Healthcare
Life Sciences, Barcelona, Espafia) y midiendo a una densidad optica de 260 nm. Las
muestras se purificaron utilizando el sistema comercial TURBO DNA-free (Ambion,
Austin, TX, EE.UU.). Gracias a este proceso se descarté la presencia de ADN
genémico contaminante en las muestras mediante la utilizacion de una enzima
ADNasa. Las muestras se incubaron a 37° C durante 1 hora en presencia de la enzima
Turbo DNase-free (Ambion, Austin, TX, EE.UU) y la reaccién se detuvo con el
reactivo inactivador DNase inactivation Reagent (Ambion, Austin, TX, EE.UU.),
obteniéndose la muestra purificada.

La transcripcion reversa se realizo en tubos de propileno tipo eppendorf de 0,2 mL.
En ellos se preparé la reaccion con los siguientes componentes del sistema TagMan
RT (Applied Biosystems, Madrid, Espafia); tampén TagMan RT 10x, MgCl, (5,5
mM), dNTP (2 mM), cebador hexamérico aleatorio (2,5 uM), inhibidor de ARNasas
(2000 U/mL), enzima transcriptasa reversa (5000 U/mL), agua libre de ARNasas hasta
un volumen final de reaccién de 20 pL y finalmente 1 pg de ARN procedente de
nuestra muestra. Se introdujeron los tubos en el termociclador iCycler Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espafia) y se procedié a la
transcripcion reversa. El ciclo termal consté de las siguientes fases:

e Incubacién a 25° C durante 10 minutos; el cebador aleatorio se une a la
cadena de ARN.

e Incubacion a 48° C durante 30 minutos; se activa la transcriptasa reversa y se
sintetiza el ADNc.

¢ Elevacion de la temperatura a 95° C durante 5 minutos; se inactiva la enzima.

El ADNCc se almacen6 a -20° C hasta su posterior analisis.

En una placa de 96 pocillos especifica para PCR se afiadieron 24 puL por pocillo de
2x SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espafia) que contenia: KCl
100 mM, Tris-HCI 40 mM a pH 8,4, una mezcla de dNTP 0,4 mM, enzima ADN
polimerasa a 50 U/mL, MgCl, 6 mM, el fluorocromo intercalante SYBR Green I a 20
nM, fluoresceina y estabilizadores, al que se afiadié agua libre de ADNasas y los
cebadores sentido y antisentido correspondientes. Por ultimo, se pipeteé 1 pL de la

muestra de ADNc en cada pocillo. La concentraciéon del ADNc de la muestra estuvo
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comprendida entre 10 y 20 ng/pL. Los ensayos de la PCR se realizaron por duplicado
en un aparato termociclador iCycler Real-Time PCR Detection System (Bio Rad
Laboratories, Madrid, Espafia).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Activacion de la polimerasa 95°C 10 minutos
PCR (40 ciclos): Desnaturalizacion 95°C 15 segundos
Unidén 56° C 45 segundos
Extension 72° C 45 segundos
Adquisicion de datos 77° C 15 segundos

Los cebadores utilizados en los ensayos de RT-PCR de la presente tesis estan
descritos en la bibliografia, se obtuvieron de Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Alemania) y son los siguientes: ADAMTS-4 y ADAMTS-5 (Pelletier y cois., 2005),
agrecano (Dreier y cois., 2001), P-actina (Thilakawardhana y cois., 2005), coldgeno II
(Dreier y cois., 2001), COX-2 (Daouti y cois., 2005), HO-1 (Kasai y cois., 2000), IL-6
(www.realtime-primers.org), IL-8 (Muhlbauer y cois., 2004), MMP-1, MMP-3, MMP-
7, MMP-10, (Mietz y cois., 2003), MMP-13 (Boileau y cois., 2005), mPGES-1 (Li y
cois., 2005) y NOS-2 (Thilakawardhana y cois., 2005).

Para el andlisis cuantitativo del producto se analiz6 la curva de amplificacidon, que
consta de tres zonas o fases: fase de latencia, con un fondo inespecifico mas o menos
estable; fase exponencial, donde la fluorescencia empieza a crecer por encima del
fondo; fase de saturacion, en la que tras varios ciclos la fluorescencia deja de crecer y
se estabiliza.

El nimero de copias del correspondiente producto de la PCR o “amplicon” se
cuantifico conociendo su ciclo umbral y utilizando el método delta-delta Ct (AACY)
(Livak y Schmittgen, 2001). El ciclo umbral (CT) de una muestra es el ciclo en el que

su intensidad de fluorescencia sobrepasa un umbral preestablecido. De manera que
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cuanto antes alcance este umbral menor serd su valor de Ct, mayor su intensidad de
fluorescencia y mayor la expresion relativa de la muestra analizada. En las
condiciones experimentales usadas, la eficiencia de la reaccion fue mayor del 90%. La

Vpendientey &5 calculada automaticamente por el

eficiencia de la reaccion (E=10
instrumento a partir de la pendiente de la recta que se obtiene haciendo diluciones del
ADNc y representando la recta de regresion de Ct frente al logaritmo de la
concentracion inicial de ADNc. Si es aproximadamente del 100% indica que se dobla
la cantidad de amplicon en cada ciclo. ACt representa la diferencia entre el Cr del gen
estudiado y el Ct de un gen control (B-actina) para la misma muestra. AACry es la resta
del ACy de las diferentes variables menos el ACy de las células no estimuladas.
Finalmente, el pardmetro 27T representa la “diferencia en nimero de veces” y
cuantifica la expresion relativa de un gen respecto a las células no estimuladas, es
decir, nos dice cuantas veces es mayor un valor respecto de los blancos.

Para concluir, se analizaron las curvas de fusion. La curva de fusion del producto
consiste en la monitorizacion de la fluorescencia de las muestras mientras se aumenta
progresivamente la temperatura (de 55 a 95° C). Cuando se alcanza la temperatura de
fusion (Tm) de alglin fragmento presente en la muestra, se observa un repentino
descenso de la fluorescencia de ésta. La derivada de la grifica resultante, muestra
tantos picos como fragmentos haya en la muestra, lo que permite detectar si ha habido
amplificaciones secundarias no especificas o dimeros de cebadores. Los dimeros de
cebadores suelen tener una Tm mds baja, entre los 70 y 80° C. Para cada gen utilizado,

se confirmo la especificidad de la reaccion mediante el anlisis de la curva de fusion.
4.3.17. Anailisis estadistico y expresion de resultados

Los resultados se han expresado como media aritmética de los valores % error
estdndar de la media (g). Los resultados obtenidos se sometieron al tratamiento
estadistico empleando el método ANOVA simple de una via y la ¢ de Dunnett para
comparaciones multiples. El método de Dunnett (Dunnett, 1964) permite comparar los

valores medios de los grupos problema respecto de un grupo control, teniendo en
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cuenta el error asociado a las comparaciones multiples. Se considera que la diferencia
entre los grupos tratados y el control es significativa (p<0,05) cuando el valor de ¢
obtenido es mayor que el tabulado para un margen de confianza del 95%, y muy
significativa (p<0,01) cuando es mayor del 99%. Se utiliz6 el simbolo (*) para
representar la significatividad estadistica respecto del control correspondiente en cada
caso (*p<0,05, **p<0,01). La ausencia de simbolo indica que no hubo diferencias
significativas frente al grupo control.

Para las comparaciones entre dos medias muestrales se emple6 la distribucion ¢ de
Student para muestras independientes. Se utiliz el simbolo (*) para representar la
significatividad estadistica respecto del control (*p<0,05, **p<0,01). El simbolo (") se
utilizé para representar la significatividad estadistica de las células incubadas con un
producto y sin estimulo (es decir, los blancos de producto) frente a las células no
estimuladas o blancos (+p<0,05, ™p<0,01). El simbolo (#) representd la
significatividad estadistica de las células transfectadas con siRNA frente a sus

respectivos controles (#p<0,05, ##p<0,01).
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5.1. EFECTOS DE LA CoPP Y DEL CORM-2 SOBRE LA
RESPUESTA INFLAMATORIA EN LA LINEA CELULAR Caco-2

La induccion de HO-1 ha demostrado tener efectos citoprotectores en distintos
tipos celulares (Yao y cols., 2009; Gonzalez-Reyes y cols., 2009). Para estudiar
estos posibles efectos en la linea celular de enterocitos Caco-2 utilizamos un
modelo experimental in vitro de inflamacion intestinal, en el cual las células se
estimularon con una mezcla de citocinas llamada citomix con: IFN-y (1000 U/mL),
IL-1B (10 ng/mL) y TNF-a (10 ng/mL). El citomix reproduce los estimulos
proinflamatorios a que se pueden ver expuestos los enterocitos humanos en las
enfermedades crénicas inflamatorias (ver seccién de Material y métodos para més

informacion).

5.1.1. Estudio comparativo de los efectos de la CoPP y el CORM-2
sobre la produccién de mediadores inflamatorios en células Caco-2

estimuladas con citocinas

Una vez demostrada la ausencia de toxicidad de los productos en este modelo
(ver seccion 4.3.1 de Material y métodos), se procedié a realizar una serie de
medidas preliminares en las que las células se estimularon con citomix durante 24
horas en presencia o ausencia de los dos productos, CoPP y CORM-2, a dos
concentraciones diferentes cada uno. Transcurrido ese tiempo se recogieron los
sobrenadantes y se midi6 en ellos la produccién de tres mediadores implicados en
la inflamacion y el estrés celular en este sistema experimental: el NO (medido
como nitrito), la IL-8 y la proteina pro-MMP-7. Los resultados de estas medidas
quedan reflejados en la tabla 5.

Como podemos observar, el tratamiento con CORM-2 redujo significativamente
dichos mediadores a las dos concentraciones testadas de 50 y 100 puM. Sin
embargo, el inductor de HO-1 CoPP apenas produjo disminuciones significativas

de alguno de estos mediadores, a pesar de utilizar concentraciones del producto que

143



Resultados en la linea celular Caco-2

han mostrado gran eficacia en otras condiciones de experimentacion (ver seccidon
5.2. de Resultados).

Debido a la escasa relevancia de los efectos de la CoPP frente a los observados
en el CORM-2 en nuestras condiciones de experimentacion, se decidid centrar el
estudio en el dador de monoxido de carbono, trabajando a tres concentraciones del
producto: 50, 100 y 150 pM. Estas concentraciones estan en el rango de las

previamente publicadas en otras lineas celulares (Motterlini y cois., 2002).

Tabla 5. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPPy del CORM-2 sobre los niveles de nitrito, IL-
8y pro-MMP-7 en sobrenadantes.

Tratamiento Nitrito (ng/mL) 1L-8 (pg/mL) pro-MMP-7 (pg/mL)
B 1652 £18,4** 24,5 £7,4%** 129,0 +4,4**

aJTr 324,5+£29,5 78,3 £4,6 285,2£16,6

CIT+ CoPP IpM 301,2 + 42,4 72,8 +8,9 273,5£26,6

CIT + CoPP 5pM 189,9+£20,5* 60,0 £4,3* 233,0+35,7

CIT + CORM-2 50pM 213,5 £29,7% 59,3+7,6%* 230,5 £21,7%*

CIT + CORM-2 100OpM 148,1 £19,9** 53,7 £6,9%* 200,4 £19,8%*

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 18 horas. Resultados expresados como media + £ de 3
experimentos independientes, cada uno con 4 muestras. El nitrito se midié por una técnica fluorimétrica y la IL-8 y pro-
MMP-7 por ELISA; ¢t de Dunnett, **/><0,01; * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT:

citomix, CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (B): células no estimuladas.

5.1.2. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de 6xido nitrico

Asi, para la medida de la produccion de NO por las células Caco-2, éstas fueron
incubadas con CORM-2 a tres concentraciones diferentes y estimuladas con
citomix durante 18 horas, transcurridas las cuales se recogieron los sobrenadantes
celulares y se midieron en ellos los niveles de nitrito por la técnica fluorimétrica de
Misko y colaboradores (Misko y cois., 1993).

El tratamiento con CORM-2 a tres concentraciones, 50, 100 y 150 pM, redujo
significativamente la generacion de NO medida como nitrito tras las 18 horas de

estimulacion, de manera concentracion-dependiente (figura 23A). Por el contrario,
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el control negativo sin grupos CO, el cloruro de rutenio, fue inefectivo a la
concentracion de 150 pM, comparable con la concentracion mas alta de CORM-2
empleada. La inhibicidon de la produccion de nitrito por el CORM-2 se corresponde
con la expresion del ARNm de NOS-2 (figura 23B) medida por RT-PCR a tiempo

real.

Figura 23. Efecto del CORM-2 sobre los niveles de nitrito en sobrenadantes (A) y en la
expresion de ARNm de NOS-2 (B) en células Caco-2.

A B
a - + + + + + a - + + + + +
CORM-2 - - 50 100 150 - M CORM-2 - - 50 100 150 - HM
R UC D oo 150nM R UC 0 s 150nM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 18 horas (A) o 12 horas (B). Resultados expresados
como media + ¢ de 3 experimentos independientes, cada uno con 4 muestras; / de Dunnett, ** /?7<0,01; * p<0,05,
respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio

(II), (-): células no estimuladas.

Se sabia que tanto el CO como el CORM-2 podian inducir HO-1 en otras lineas
celulares (Sawle y cois., 2005) y esta actividad podria inhibir la producciéon de NO
(Turcanu y cois., 1998). Por ello, evaluamos el efecto del CORM-2 sobre Ia
expresion de HO-1 por Western blot. El inductor de HO-1 utilizado anteriormente,
la cobalto protoporfirina IX (CoPP), fue incluido en este caso como control
positivo. Como se muestra en la figura 24, el tratamiento con CORM-2 durante 24
horas no indujo un incremento significativo en la expresion de HO-1, mientras que

la CoPP indujo dicha enzima muy significativamente.
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Figura 24. Efecto del CORM-2 sobre la expresion proteica de HO-1 en células Caco-2.

0
03
(o)
X
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HO-1
I fttt EU * 4 p-actina
ciItT -+ o+ + + 4+
CORM-2 - - 50 100 150 - ™M
TSR I0 0 1 iM

Las células Caco-2 fueron incubadas con los compuestos a evaluar durante 24 horas en presencia o ausencia de citomix.
Las imagenes de Western blot son representativas de tres experimentos diferentes. Resultados expresados como media +
e; / de Dunnett, ** p<0,01, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2: dimero

tricarbonildiclororrutenio (II), CoPP: cobalto protoporfirina IX, (-): células no estimuladas.

5.1.3. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de IL-8

Debido a que la quimiocina IL-8 tiene un papel importante en los procesos
quimiotacticos de la inflamacion intestinal (Mazzucchelli y cois., 1994), decidimos
estudiar el efecto del CORM-2 sobre la produccion de IL-8. El tratamiento de las
células Caco-2 con citomix aumentd la expresion del ARNm de IL-8 de manera
significativa, asi como la liberacién de la proteina IL-8. Como se muestra en la
figuras 25A y 25B, el CORM-2 inhibié de manera concentracion-dependiente tanto
los niveles de proteina IL-8 en sobrenadantes como la expresion de ARNm en

células Caco-2 estimuladas con citomix.
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Figura 25. Efecto del CORM-2 sobre los niveles deproteina de IL-8 en sobrenadantes (A)y en

la expresion de ARNm (B) en células Caco-2.

A B
CORM-2 - - 50 100 150 - CORM2 - - 50 100 150 -
R UC b e 1500M T Gl 150 nM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 18 horas (A) o 12 horas (B). Los niveles de proteina de
IL-8 se midieron en los sobrenadantes por ELISA (A). La expresion de ARNm fue determinada por PCR a tiempo
real (B). Resultados expresados como media £ e de 3 experimentos independientes, cada uno con 4 muestras; f de
Dunnett, ** /2<0,01; * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2:

dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

5.1.4. Efecto del CORM-2 sobre la induccion de MMP-7

La matrilisina-1 (MMP-7) es considerada como una enzima de gran importancia
como mediador en patologias inflamatorias intestinales y cancer colorrectal
(Wielockx y cois., 2004; Witty y cois., 1994) y su inhibicion podria ser
potencialmente beneficiosa en el tratamiento de dichas patologias. Siendo conocido
el papel de las citocinas en la induccion de la MMP-7 en células epiteliales, se
procedio a la estimulacion de células Caco-2 con la mezcla de citocinas citomix.

Dicha estimulacién increment6 significativamente la expresion de MMP-7.
Como se muestra en la figura 26A, el CORM-2 inhibi6 los niveles de proteina de
pro-MMP-7 de manera concentracion-dependiente, mientras que el control
negativo RUC I3 no mostré ningun efecto. Para averiguar si el CORM-2 reducia la
expresion génica de MMP-7, las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix en

presencia o ausencia de CORM-2 y las cantidades relativas de ARNm se midieron
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por RT-PCR a tiempo real. La figura 26B muestra como el tratamiento con CORM-

2 redujo significativamente la induccion de ARNm de MMP-7 por citomix.

Figura 26. Efecto del CORM-2 sobre los niveles de proteina de pro-MMP-7 en sobrenadantes
(A)y en la expresion de ARNm (B) en células Caco-2.

A B
en - + + + + + en - + + + + +
CORM-2 - - 50 100 150 - ™M CORM-2 - - 50 100 150 - W
RuCb - - - 150 nM RuCb - - - - - 150 MM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 18 horas (A) o 12 horas (B). Los niveles de proteina de
MMP-7 se midieron en los sobrenadantes por ELISA (A). La expresion de ARNm fue determinada por PCR a
tiempo real (B). Resultados expresados como media + e de 3 experimentos independientes, cada uno con 3 muestras;
t de Dunnett, **/;<0,01; */?<0,05, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2:

dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

5.1.5. Efecto del CORM-2 sobre la IL-6

Otro mediador inflamatorio implicado en patologias inflamatorias intestinales y
cancer es la IL-6. En concreto, se sabe que la IL-6 se produce por la mucosa
intestinal y puede ser inducida por IL-ip en células Caco-2 (Parikh y cois., 1997).
De este modo, la estimulacién por citomix llevé a un rapido incremento de la
produccion de IL-6. Como se muestra en la figura 27A, el tratamiento con CORM-
2 redujo marcadamente los niveles de IL-6 en sobrenadantes de células estimuladas
con citomix durante 6 horas, de manera concentracion-dependiente, hasta
aproximadamente el mismo nivel que el observado en células no estimuladas,

mientras el RUC I3 fue totalmente inactivo en estas condiciones.
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Figura 27. Efecto del CORM-2 en los niveles de IL-6 medidos en sobrenadantes de células
estimuladas con citomix durante 6 horas (4)y estudio cinético de la expresion de ARNm de IL-6 y

MMP-7y del efecto del CORM-2 a 100 pM (B).

0
or -+ o+ o+ o+ o+
CORM-2 - - 50 100 150 - nM
R oI 150 (M
cr + + + + + o+ o+ o+ o+ o+
CORM-2 - 100 - 100 - 100 - 100 - 100 - 100 |iM

3h 6h 12 h

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 6 horas (A) o 3, 6 y 12 horas (B). Los niveles de proteina de
IL-6 se midieron en los sobrenadantes por ELISA (A). La expresion de ARNm fue determinada por PCR a tiempo real
(B). Resultados expresados como media = e de 3 experimentos independientes, cada uno con 4 muestras; / de Dunnett,
** /7<0,01; * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT; citomix, CORM-2: dimero

tricarbonildiclororrutenio (IT), (-): células no estimuladas.

Ya que la IL-6 puede mediar la induccion de MMP-7 por IL-ip (Maliner-
Stratton y cois., 2001), dirigimos los experimentos a determinar si la inhibicion de
la produccion de IL-6 juega un papel en los efectos del CORM-2 sobre la MMP-7.
Para establecer la relacion entre la IL-6 y la MMP-7, llevamos a cabo una serie de
experimentos de PCR a tiempo real donde observamos los cambios en la expresion
relativa del mensajero. El ARNm de la IL-6 fue apenas detectable en células no
estimuladas, mientras que el tratamiento con citomix rdpidamente aumentd la

expresion de este transcripto.
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La figura 27B muestra la cinética de la induccion por citomix de ARNm de IL-6
y MMP-7 en células Caco-2. La expresion de IL-6 estimulada por citomix tuvo un
pico a las 3 horas. Esto es diferente de lo observado en la expresion de MMP-7
provocada por citomix, que alcanza una meseta tras 6 horas de estimulacion.

El tratamiento con CORM-2 redujo la expresion de ambos genes, con mayor
intensidad para IL-6 y MMP-7 a las 6 y 12 horas posteriores a la estimulacion con
citomix, respectivamente. Estos experimentos muestran que la inhibicion de la

expresion del ARNm de IL-6 por CORM-2 precedid a la de MMP-7.

Figura 28. Influencia de la modulacion de IL-6 en el efecto inhibitorio del CORM-2 sobre la
expresion de ARNm de MMP-7 en células Caco-2 estimuladas durante 12 horas (A) y efecto de
la estimulacion con IL-6 sobre la expresion de ARNm de MMP-7 durante 12 horas (B).

A B

(6]
T 1 ng/mL
CORM-2 100 100 - lji\/[ CORM-2 100 pM
L-6 1 - ng/mL
siRNA (L-6)
siRNA (inesp.)

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 12 horas (A) y con IL-6 durante 12 horas (B). La
expresion de ARNm fue determinada por PCR a tiempo real. La concentraciéon del siRNA de IL-6 y el siRNA
inespecifico fue de 100 nM. Resultados expresados como media = e de 2 experimentos independientes, cada uno con
3 muestras; / de Dunnett, ** /K0.01, respecto a las células control estimuladas con citomix. CIT: citomix, IL-6:
interleucina-6, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), siRNA (IL-6): ARN de interferencia para IL-6,
siRNA (inesp.): ARN de interferencia inespecifico.

En la figura 28 A observamos como los efectos inhibitorios del CORM-2 sobre
el ARNm de la MMP-7 quedaron abolidos cuando se afiadio IL-6 al medio de
cultivo a la vez que el citomix. También observamos que el pretratamiento de las

células Caco-2 con un siRNA especifico para IL-6 disminuy6 significativamente la

150



Resuitados en la linea celular Caco-2

expresion del mensajero de MMP-7 en células estimuladas con citomix, mientras el
pretratamiento con un siRNA inespecifico no tuvo efecto. Estos resultados
constatan la relacion directa entre la presencia de IL-6 y el aumento de la expresion
de MMP-7, asi como la posibilidad de que la disminucién de IL-6 producida por el
CORM-2 medie, al menos en parte, en los efectos del CORM-2 sobre 1a MMP-7.

En otra serie de experimentos realizados sin estimulacién con citomix, se
observé que la adicion de IL-6 a las células no estimuladas inducia la expresion de
mensajero de MMP-7. El tratamiento con CORM-2 no inhibié dicha expresion
(figura 28B).

5.1.6. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de NF-xB, AP-1 y
C/EBP

Ya que la activacion de NF-xB es esencial para la inflamaciéon mediada por
citocinas y la transcripcion de NOS-2 e IL-8 en células epiteliales intestinales
humanas (Jobin y cols., 1998) y la produccién de IL-6 en células Caco-2 tras la
estimulacion con IL-1f ha sido relacionada con la activacion de NF-kB, AP-1 y
C/EBP (Parikh y cols., 1997; Hungness y cols., 2000; Hungness y cols., 2002),
evaluamos la hipotesis de que el CORM-2 podia mediar sus efectos a través de la
supresion de la actividad de estos factores de transcripcion.

De este modo, pudimos comprobar cémo el tratamiento con citocinas de las
células Caco-2 tuvo como consecuencia una rapida fosforilacién del IkBa, el
desplazamiento hacia el micleo del NF-xB, la unién al ADN vy la activacién de la
transcripcion, como veremos a continuacion.

Para determinar el efecto del CORM-2 en la actividad de NF-kB inducida por
citocinas, transfectamos las células de manera transitoria con un plasmido de NF-
kB conjugado con luciferasa, seguido de la incubacion con CORM-2 vy

estimulacidn con citomix.
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Figura 29. Efecto del CORM-2 sobre la activacion del promotor de NF-KB en células Caco-2
estimuladas con citomix durante 8 horas (4)y sobre la union del NF-KB al ADN con estimulacion

de 30 minutos (B) .

3000

2 Li 2000

£ "S 1000
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NF-kB
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CIT
CORM-2 100 100 pM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 8 horas (A) o 30 minutos (B). Resultados expresados como
media £ 7 de 3 experimentos independientes, cada uno con 3 muestras; / de Dunnett, ** p<0,01, respecto a las células
control estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no

estimuladas, NE: banda no especifica.

La exposicion de las células a citomix durante 8 horas, increment6 la actividad
luciferasa en las células transfectadas con el plasmido NF-KB-luciferasa, mientras
el tratamiento con CORM-2 redujo significativamente la activacion de NF-kKB
(figura 29A). Ademas, los experimentos de EMSA (figura 29B) revelaron que el
CORM-2 también inhibié la union entre el NF-KB y el ADN inducida por el

citomix tras 30 minutos de estimulacion.
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Figura 30. Efecto del CORM-2 sobre la expresion de lidia medida en extractos celulares
citoplasmicos (A) y sobre la fosforilacion de hcBa medida en células en cultivo (B) previa

estimulacion con citomix durante 15 o 30 minutos.

P-actina
CORM-2
CuU - 15> 151 - 300 30
CORM-2 - 100 - - 100 pM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 15 y 30 minutos. En (A), la figura es representativa de 3
experimentos independientes. En (B), los resultados estan expresados como media + e de 3 experimentos
independientes, cada uno con 3 muestras; ¢ de Dunnett, **/?<0,01, respecto a las células control estimuladas con citomix

a 30 minutos. CIT: citomix, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

Como se muestra en la figura 30A, el andlisis por Western blot revel6 que la
expresion de la proteina IkBix disminuia tras la estimulacion con citomix durante
30 minutos. Esta disminucion en la expresion de licBa fue prevenida con el
tratamiento conjunto de citomix mas CORM-2 a ese mismo tiempo. Sin embargo,
no se apreciaron cambios notables en la expresion de IkBor a los 15 minutos de
estimulacion con citomix.

En la figura 30B se muestra la razon entre la proteina IkKB « fosforilada y la total
medidas por ELISA. En este caso, el citomix elevd significativamente la

fosforilacion de IkBcaa los 30 minutos de ser adicionado al medio y el CORM-2
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fue capaz de revertir este proceso, previniendo la fosforilacion de IKBO y evitando
el movimiento de NF-KB al nucleo.

Para examinar los efectos del CORM-2 en la actividad transcripcional de AP-1
y C/EBP, las células Caco-2 fueron transfectadas temporalmente con plasmidos

acoplados a luciferasa que contenian los promotores correspondientes.

Figura 31. Efecto del CORM-2 sobre la activacion del promotor de AP-1 (4) y C/EBP (B) en

células Caco-2 estimuladas con citomix durante 8 horas.

A B

CORM-2 - - 100 150 nM CORM-2 - - 100 150 pM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 8 horas. Resultados expresados como media = e de 2
experimentos independientes, cada uno con 3 muestras; ¢/ de Dunnett, ** p<0,01, respecto a las células control

estimuladas con citomix. CIT: citomix, CORM-2: dimero tricarbonildicloromitenio (II), (-): células no estimuladas.

El tratamiento con citomix resultd en un incremento de la actividad luciferasa
de aproximadamente tres veces respecto de los controles en ambos casos (figuras
31A y 3IB). Los resultados observados indican que el CORM-2 disminuyd
significativamente y de manera concentracion-dependiente la activacion de estos

factores de transcripcion mediada por citocinas.

5.1.7. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de las enzimas MAPK

Ya que la activacion de las enzimas MAPK es un paso importante en la

activacion del enterocito humano por citocinas proinflamatorias, examinamos la
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potencial implicacidon de esta via en los efectos inhibitorios del CORM-2. Tratamos
las células con citomix y sometimos los lisados celulares al andlisis por Western
blot para detectar las formas activadas de p38, ERKI/2 y JNKI1/2, usando

anticuerpos especificos.

Figura 32. Efecto del CORM-2 sobre la expresion de lasformas fosforiladas de JNK1/2, p38y

ERK1/2 en células Caco-2 estimuladas con citomix durante 15 minutos.

P-ERK1/2 P-p38 P-INK
ERK1/2 238 T i INK
+ .
100 nM CORM-2 100 MM

Las células Caco-2 fueron estimuladas con citomix durante 15 minutos. La expresion de las formas fosforilada y total
de ERK1/2, p38 y JNK en la fraccion celular fue analizada por Western blot. La expresion relativa de las bandas de
proteina fosforilada y total fue calculada tras andlisis densitométricos, se calculé la razén entre la proteina fosforilada
y la total y los resultados se expresaron como media £ . Las imdgenes son representativas de tres experimentos
independientes; / de Dunnett, ** /;<0,01, respecto a las células control estimuladas. CIT: citomix, CORM-2: dimero

tricarbonildiclororrutenio (II). (-): células no estimuladas.

Como se muestra en la figura 32, la estimulacién con citomix rdpidamente
increment6 los niveles de las formas fosforiladas de estas proteinas. En células
tratadas con CORM-2 y estimuladas con citomix, la expresion de las formas

activadas del p38, ERK1/2 y JNK1/2 fue reducida notablemente.
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5.2. EFECTOS CITOPROTECTORES DE LA CoPP Y EL CORM-2
EN LA LINEA CELULAR Caco-2

En este estudio sobre los efectos citoprotectores de la CoPP y del CORM-2 en
células Caco-2, mantuvimos dichas células en un cultivo sometido al estrés de la
privacion de suero bovino fetal durante tiempos prolongados. La falta de nutrientes
es una caracteristica de diversas patologias del tejido colénico que intentamos
imitar en nuestras condiciones de experimentacién mediante la privacién de suero
(Stierum y cols., 2003). En estas condiciones, para estudiar el papel de la enzima
HO-1, empleamos el inductor CoPP y la molécula liberadora de monoxido de

carbono, el dimero tricarbonildiclororrutenio (II) o CORM-2.

5.2.1. Efectos de la induccién de HO-1 por CoPP y del CORM-2 sobre

la apoptosis inducida por la privacién de suero

El estimulo apoptético que se empled en células Caco-2 fue la ausencia de suero
bovino fetal en el medio de cultivo durante 7 dias (ver Material y métodos). Como
se observa en la figura 33, la carencia de suero durante 168 horas indujo apoptosis
significativamente, con un 37,3% de células apoptéticas en el grupo control,
comparado con el porcentaje de apoptosis producida espontaneamente en células
Caco-2 incubadas durante el mismo tiempo en medio completo (13,8%). Debido a
que algunos farmacos antiinflamatorios no esteroidicos tienen la capacidad de
prevenir la apoptosis (Ricchi y cols., 2003), utilizamos como referencia la
indometacina, que redujo significativamente el nimero de células apoptéticas en
estas condiciones experimentales. Con el objetivo de determinar las consecuencias
de la expresion de HO-1, las células Caco-2 fueron tratadas con el potente inductor
de HO-1 CoPP. Con fines comparativos, en otros grupos de tratamiento, las células
fueron incubadas con una molécula liberadora de CO, el CORM-2. Dado que la
enzima HO-1 produce CO, el CORM-2 podria reproducir parte de los efectos de la
induccién de HO-1.

En la figura 33 podemos comprobar cémo la molécula CoPP redujo
significativamente la apoptosis en células privadas de suero durante 7 dias, con un

descenso del 57% de células apoptodticas a la concentracién de 5 uM respecto al
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control. La indometacina también redujo de forma muy significativa el porcentaje
de células apoptoticas en estas condiciones. Por el contrario, el dador de CO
(CORM-2) mostr6 una tendencia a reducir el nimero de células apoptoéticas, si bien
esta reduccidon no fue significativa. En cuanto a la necrosis, la CoPP disminuyo6 de
manera significativa el nimero de células necroéticas en estas condiciones mientras

el CORM-2 no tuvo ningun efecto notable.

Figura 33. Efectos de la CoPPy el CORM-2 sobre la apoptosis y la necrosis inducidas por la

privacion de suero.

1 1 /'poptosis

40n I..I.I Necrosis
o 20-
CoPP
CORM-2 50 100 iiM

El estudio de la apoptosis y la necrosis se realizo por citometria laser (LSC). El analisis estadistico de realizé de manera
independiente para la apoptosis y para la necrosis. Resultados expresados como media £ e (n=3), ¢t de Dunnett, **
/2<0,01; */K 0,05, respecto a las células control privadas de suero (grupo de barras violeta). Las células SBF+ fueron
incubadas con medio completo (10% SBF) durante todo el experimento. Indo: indometacina, CoPP: cobalto

protoporfirina IX, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II).

5.2.2. Efectos de la induccion de HO-1 por CoPP y del CORM-2 sobre

las alteraciones del ciclo celular inducidas por la privacion de suero

La privacidon de suero indujo la acumulaciéon de células en la fase G2ZM del
ciclo celular. Las células que habian crecido en presencia de medio completo se
encontraron principalmente en las fases Go/Gj (63,0%) y S (24,8%), con so6lo un

12,2% en la fase G2ZM (figura 34). Tras la privacion de suero durante 7 dias, el
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porcentaje de células en fase G2ZM se incrementd a 31,9%. Esta acumulacion en la
fase G2ZM fue acompafiada por una disminucion en las fases S (17,3%) y Go/Gj
(50,8%) del ciclo celular.

El tratamiento con indometacina disminuy6 el nimero de células en fase G2ZM
y al mismo tiempo produjo una acumulacion celular en la fase Go/Gi con una
transicion disminuida a la fase S.

En las células privadas de suero tratadas con CoPP (a 1y 5 pM) se redujo el
numero de células en G2M vy el perfil de la distribucion del ciclo celular revirtio
hacia el perfil que se observa para las células que crecieron en medio completo.

Por otro lado, el tratamiento con CORM-2 no modificé significativamente el
porcentaje de células en fase G2ZM aunque a la concentracion mas alta (100 pM), se
observd un descenso en el porcentaje de células en fase Go/Gi acompafiado de una

acumulacion en la fase S.

Figura 34. Efectos de la CoPPy el CORM-2 en la distribucion del ciclo celular tras la privacion

de suero.
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El estudio del ciclo celular se realizé por citometria laser (LSC). El anailisis estadistico de realiz6é de manera
independiente para cada fase del ciclo celular. Resultados expresados como media £ e («=3), ¢ de Dunnett, ** p<0,01,
respecto a las células control privadas de suero (grupo de barras violeta). Las células SBF+ fueron incubadas con medio
completo (10% SBF) durante todo el experimento. Indo: indometacina, CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2:

dimero tricarbonildiclororrutenio (II).
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Figura 35. Efectos en la expresion de proteinas en células Caco-2 tras 7 dias de privacion de

suero.
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Las imagenes de Western blot son representativas de tres experimentos diferentes. Resultados expresados como media *
e de las razones de la DO de la expresion de las proteinas respecto a la P-actina, / de Dunnett, ** /?<0,01; * p<0,05,
respecto a las células control privadas de suero (barTa violeta). Las células SBF+ fueron incubadas con medio completo

(10% SBF) durante todo el experimento. Indo: indometacina, CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2: dtmero

tricarbonildiclororrutenio (II).

5.2.3. Efectos de la induccion de HO-1 por CoPP y del CORM-2 sobre

la expresion de proteinas reguladoras de la apoptosis

En nuestras condiciones experimentales, la CoPP indujo un fuerte aumento de
los niveles de la proteina HO-1 a las concentraciones empleadas (figura 35). El

CORM-2 produjo una induccion de HO-1 menor, significativa a la concentracion
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de 100 pM. Para evaluar los mecanismos relacionados con los efectos
anteriormente observados de los farmacos sobre la apoptosis, determinamos la
expresion de varias proteinas relevantes de la apoptosis por Western blot y por
ELISA (figuras 35 y 36).

La falta de suero tuvo como consecuencia el incremento en la expresion de las
proteinas: Bax, p53, y p21GpWAH (promoviendo la apoptosis y la parada del ciclo
celular) y la disminuciéon en la expresion de la proteina antiapoptdtica Bcel-2
(figuras 35 y 36). El tratamiento con CoPP y el tratamiento con indometacina
modificaron parcialmente la razon Bcl-2/Bax (antiapoptotica/proapoptoética) a favor
de la supervivencia. Ademas, este antiinflamatorio no esteroideo tendié a aumentar

el p2icp WAF], mientras que la CoPP a 5 pM descendid los niveles de esta proteina.

Figura 36. Efecto en jos niveles de proteinap2 1 Go'WAFL
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Los niveles de proteina fueron determinados por ELISA en lisado celular y expresados en unidades/pg de proteina.
Resultados expresados como media + e de 3 experimentos independientes,  de Dunnett, */><0,05, respecto a las células
control privadas de suero (barra violeta). Las células SBF+ fueron incubadas con medio completo (10% SBF) durante

todo el experimento. Indo: indometacina, CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio
an.

Dado que la proteina Akt esta relacionada con sefiales antiapoptéticas y
proliferativas en las células Caco-2 (Gauthier y cois., 2001), determinamos la
posible participacién de esta enzima en el efecto antiapoptotico de la CoPP. Los
analisis por Western blot se llevaron a cabo con extractos de proteina procedentes
de células a las que se privo de suero durante 7 dias, en presencia o ausencia de los

tratamientos farmacoldgicos. Las membranas fueron primero tratadas con

160



Resultados en la linea celular Caco-2

amticuerpos especificos frente la proteina Akt fosforilada en la Serd4 (P-Akt).
P osteriormente se separaron los anticuerpos de dichas membranas mediante una
solucion de “stripping” y se incubaron por segunda vez con un anticuerpo frente a
lai proteina Akt total. La intensidad de las bandas para Akt fosforilada fue
normalizada con la intensidad de las bandas correspondientes a Akt total. Esta
razon entre P-Akt y Akt representa la activacion de la proteina. Como se muestra
em la figura 37, la privacion de suero redujo la fosforilacion de Akt, en
comparacién con las células incubadas en medio completo. El tratamiento con
CoPP incremento6 el estado activado de Akt, con un elevado efecto a 5 pM. La
indometacina también produjo un aumento significativo de la fosforilacion de Akt.

No se observo ningun cambio significativo en las células tratadas con CORM-2.

Figura 37. Efecto sobre lafosforilacion de Akt.
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Las imagenes de Western blot son representativas de tres experimentos diferentes. Resultados expresados como media +
¢ de las razones de la DO de Akt fosforilada respecto a Akt total, { de Dunnett. ** /K0.01; * p<0,05, respecto a las
células control privadas de suero (barra violeta). Las células SBF+ fueron incubadas con medio completo (10% SBF)
durante todo el experimento. Indo: indometacina, CoPP: cobalto protoporfirina IX, CORM-2: dimero

tricarbonildicloromitenio (II).

Debido a que p38 puede estar relacionada con la fosforilacion de Akt en células

epiteliales (Shiue y cois., 2005), se determind la posible participacion de esta via en
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los efectos antiapoptéticos de la HO-1. La cuantificacion de la forma fosforilada de
p38 por ELISA indic6 una reduccidn significativa en los niveles de esta proteina
tras la restricciéon total de suero durante 7 dias (de 1,62 + 0,09 unidades/mg de
proteina en el grupo control de células incubadas con suero, a 1,00 = 0,08
unidades/mg de proteina en el grupo sin suero, media £ g, n=14, p<0,01). El
tratamiento con CoPP no modifico la fosforilacion de p38 en células sin suero (0,85
+ 0,04 y 0,91 + 0,10 unidades/mg de proteina a las concentraciones de CoPP de 1 y

5 uM, respectivamente, media + g, n=6).

5.2.4. Efecto del siRNA para HO-1, la bilirrubina y la biliverdina

sobre la apoptosis y la activacion de Akt

Con el fin de caracterizar mejor el efecto antiapoptético de la induccién de HO-
1, se llevaron a cabo experimentos adicionales en los que se incluyé un siRNA
especifico para HO-1, asi como dos de los metabolitos de dicha enzima: la
bilirrubina y la biliverdina. Como se muestra en la figura 38A, la presencia de
siRNA evit6 el efecto antiapoptético de CoPP, indicando por tanto que dicho efecto
depende unicamente de la induccién de HO-1. Si la inhibicién de la apoptosis se
debe a la actividad HO-1, uno o varios de los productos derivados de dicha
actividad podrian mediar dicho efecto. Por ello, estudiamos la influencia de la
bilirrubina y la biliverdina sobre la apoptosis inducida por privacioén de suero. En la
figura 38A se observa que ambos compuestos, a las concentraciones de 1 y 5 uM,
inhibieron significativamente la apoptosis en las células privadas de suero.

Profundizando en el efecto antiapoptético de la induccién de HO-1 sobre la
activacion de la proteina Akt, se cuantificaron por ELISA los niveles de su forma
fosforilada en lisados celulares, obtenidos en las mismas condiciones
experimentales anteriormente establecidas y con la inclusién del siRNA especifico
para HO-1. La figura 38B muestra que este siRNA previno ¢l incremento de la
proteina Akt fosforilada causado por CoPP. También se estudiaron los efectos de la
bilirrubina y la biliverdina, que aumentaron los niveles de Akt fosforilada respecto

al control, de forma que ambos metabolitos imitaron los efectos de CoPP sobre la
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activacion de Akt. Estos resultados sugieren la participacion de los metabolitos de

HO-1 bilirrubina y biliverdina en el efecto antiapoptotico de la enzima.

Figura 38. Efectos de los metabolitos bilirrubina y biliverdina y del ARN de interferencia
(siRNA) para HO-1 en la apoptosisy necrosis (A), y en lafosforilacion de Akt (B) inducidas por

privacion de suero.
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A: El estudio de la apoptosis y la necrosis se realizé por citometria laser (LSC). El analisis estadistico de realizé de
manera independiente para la apoptosis y para la necrosis. B: Los niveles de Akt fosforilado fueron determinados por
ELISA en lisado celular y expresados en unidades/mg de proteina. Resultados expresados como media = ¢ de 3
experimentos independientes, / de Dunnett, ** /2<0,01; * p<0,05, respecto a las células control privadas de suero
(barra violeta) y *#p<0,01; *p<0,05, respecto a CoPP 5 pM. Las células SBF+ fueron incubadas con medio completo
(10% SBF) durante todo el experimento. El siRNA fue utilizado a 80 nM. CoPP: cobalto protoporfirina IX, BR:
bilirrubina, BV: biliverdina, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1.
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6.1. EFECTOS DE LA INDUCCION DE HO-1 POR CoPP EN EL
METABOLISMO DEL CONDROCITO OSTEOARTRITICO

Tras el estudio de los efectos de la induccion de HO-1 y del dador de monéxido
de carbono CORM-2 en la linea celular Caco-2, estudiamos los efectos de la
induccion de dicha enzima y del CO en un modelo in vitro de OA. En esta serie de
ensayos trabajamos con condrocitos, unicas células presentes en el tejido
cartilaginoso hialino articular. Los condrocitos fueron aislados de cartilago humano
y se trabajo con ellos en cultivo primario. Utilizamos una citocina proinflamatoria,
la IL-1B, como estimulo, ya que su participacion es de gran importancia en los
procesos catabolicos e inflamatorios propios de la osteoartritis (OA). En estas
condiciones se empled el inductor de HO-1 CoPP para examinar los posibles

efectos protectores de esta enzima en la OA.

6.1.1. Inducciéon de HO-1 por CoPP en condrocitos primarios

Basandonos en trabajos previos realizados en nuestro grupo de investigacién
(Fernandez y cols., 2004; Fernandez y cols., 2003), comenzamos a trabajar con
cultivos primarios de condrocitos osteoartriticos humanos y con explantes de
cartilago humano (ver seccion de Material y métodos).

La primera medida que se realizé fue la de la expresién de la HO-1 en las
células del cartilago. De este modo, los condrocitos OA en cultivo primario fueron
tratados con CoPP a la concentracion de 10 uM para inducir HO-1. A esta
concentracion la CoPP indujo de forma potente la expresion de HO-1 (figura 39).
Tal y como se ha descrito previamente (Fernandez y cols., 2003), la estimulacién
de condrocitos OA con IL-1p disminuyé la expresion de la proteina HO-1. El
tratamiento con un siRNA especifico para HO-1 hizo desaparecer casi en su
totalidad los efectos de la CoPP sobre la expresion proteica de HO-1, mientras un

siRNA inespecifico no modificé la expresion de la HO-1. Con el uso de un siRNA
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especifico para HO-1 pudimos asegurar que los efectos de la CoPP eran debidos a

la induccion de HO-1 y no a otros efectos propios de la porfirina.

Figura 39. Induccion de HO-1 por CoPP en condrocitos osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. La concentraciéon de los
siRNA fue de 100 nM. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes con células procedentes
de tres pacientes. IL-ip: interleucina-IP, CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para

HO-1, siRNA (inesp.): ARN de interferencia inespecifico, (-): células no estimuladas.

6.1.2. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la degradacion

y sintesis de la matriz extracelular

La liberacion de glicosaminoglicanos es un evento temprano en el proceso de
degradacion del cartilago (Sandy, 2006). Para medir la liberacion de
glicosaminoglicanos, se utilizoé un cultivo de explantes de cartilago OA, que fueron
incubados con medio de cultivo en presencia de sulfato marcado con 35S durante 6
dias, de modo que el proteoglicano que se formé en los explantes OA quedo
marcado con 35S. Luego, el cultivo se incubd con medio fresco y se traté con IL-ip
en presencia o ausencia de CoPP (10 pM). Tras 6 dias, se midieron los niveles de
glicosaminoglicano radiactivo liberados al medio. Como se muestra en la figura
40A, el inductor de HO-1 redujo significativamente la degradacion de matriz
inducida por IL-ip y también la degradacion basal.

En otra serie de experimentos se procedié a medir el proteoglicano sintetizado
por las células del cartilago. Para ello los condrocitos, sembrados en monocapa,
fueron estimulados con IL-ip en presencia o ausencia de CoPP y luego tratados

con sulfato de 35S durante 24 horas. En estos experimentos la IL-ip redujo
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significativamente la sintesis de glicosaminoglicanos y este efecto se previno con el
tratamiento con CoPP, que a la concentracion de 10 pM aument6 la sintesis hasta

alcanzar los niveles basales (figura 40B).

Figura 40. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la degradacion de
glicosaminoglicanos en explantes OA (A) o de la sintesis de glicosaminoglicanos en condrocitos

OA en cultivo primario (B).
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Los explantes o los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) y la degradacién o sintesis se
midié por procedimientos radiométricos, como se indica en la seccion de Material y métodos. Resultados expresados
como media = e de cultivos independientes de explantes o células procedentes de 11 donantes diferentes; 7 de Dunnett,
**/K 0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-1py p<0,01, respecto a las células no estimuladas (-). IL-

1p: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfmna IX, (-): células no estimuladas.

En los analisis inmunocitoquimicos realizados para la determinacion del efecto
de la induccion de HO-1 sobre la expresion de colageno II (figura 41), se pueden
apreciar las fibras de colageno, de color anaranjado, producidas especificamente
por los condrocitos, que constituyen parte de la matriz extracelular del cartilago.

Es conocido que la IL-ip desciende la produccion de coldageno II e incrementa
su degradacion en el cartilago, lo cual pudimos comprobar en nuestro estudio, ya
que la estimulacion con IL-1(3 indujo la pérdida de coldgeno II en condrocitos
primarios respecto de los condrocitos en condiciones basales, tal y como se aprecia

en la figura 41.

169



Resultados en condrocitos osteoartriticos

Este analisis mostr6 ademas que el tratamiento con CoPP incrementaba la
expresion de colageno II en condrocitos no estimulados con IL-ip en comparacion
con las células en condiciones bdasales. Finalmente, también se aprecidé un
incremento de coldgeno en las células que fueron incubadas con CoPP e IL-ip

frente a las células que fueron unicamente estimuladas con la citocina.

Figura 41. Andlisis inmunocitoquimico de la expresion de coldgeno II en condrocitos OA.

Basal IL-1p

Control Neaativo i+1CoPP10uM 1x10001

Las células fueron incubadas con CoPP (10 (iM) para inducir HO-1 en presencia o ausencia de IL-ip (100 U/mL)
durante 15 dias. Los condrocitos se fijaron y trataron con un anticuerpo monoclonal frente al coligeno II humano, como
se indica en Material y métodos. IL-ip: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX, (-): células no estimuladas.

Aumentos: (a)-(e) x200; (f) xIO0O.
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La capacidad de sintetizar componentes de la matriz extracelular es un rasgo del
metabolismo de los condrocitos. Los efectos de la CoPP sobre la expresion de
agrecano se midieron por ELISA. Nuestros resultados indican que el tratamiento
con CoPP fue también capaz de contrarrestar la pérdida de agrecano inducida por
IL-ip. El tratamiento con esta citocina durante 24 horas redujo el contenido de
agrecano en los condrocitos, mientras que el tratamiento conjunto de los
condrocitos con IL-ip y CoPP equiparé los niveles de agrecano a los niveles
basales (tabla 6). Asi, nuestras investigaciones sugieren que el aumento de la
expresion de HO-1 confiere a los condrocitos OA un incremento de resistencia a

los efectos deletéreos de la IL-ip.

Tabla 6. Medida del contenido de agrecano en condrocitos OA estimulados por IL-1fi.

Tratamiento Contenido de agrecano
(ng proteoglicano/mg de proteina)
B 11618 +1664*
IL-Ip 7699+ 567
IL-Ip + CoPP 10 pM 12063 +522*

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. La cantidad de agrecano se
midié6 por ELISA. Resultados expresados como media £ e de cultivos independientes de células procedentes de 6
donantes diferentes; / de Dunnett, * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-ip. IL-ip: interleucina-ip,

CoPP: cobalto protoporfirina IX, B: células no estimuladas.

La influencia de la induccion de HO-1 por CoPP sobre el colageno II y el
agrecano también fue estudiada a nivel de ARNm por PCR a tiempo real. La figura
42 muestra como en los condrocitos estimulados con IL-Ip se produjo una
disminucion de la expresion del mensajero de coldgeno II y agrecano. El
tratamiento con CoPP previno en parte el efecto observado en las células

estimuladas con la citocina.
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Figura 42. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la expresion de ARNm de colageno 11y

agrecano en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 12 horas. La expresién de ARNm fue
determinada por PCR a tiempo real. Resultados expresados como media + e de cultivos independientes de células
procedentes de 6 pacientes; / de Dunnett, * /?<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-ip. IL-ip:

interleucina-1 p, CoPP: cobalto protoporfirina IX, (-): células no estimuladas.

6.1.3. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre las enzimas

degradativas del cartilago

La IL-ip induce enzimas degradativas en condrocitos. Partiendo de esta
premisa, decidimos determinar la influencia del tratamiento con CoPP sobre la
actividad MMP evaluada en el medio de cultivo utilizando un péptido fluorescente
como sustrato. Como se indica en la figura 43, la IL-ip aumentd la actividad total
metaloproteinasa muy significativamente frente a la actividad basal, mientras que la
induccion de HO-1 resultd en una disminucion considerable de la actividad MMP

que fue revertida en presencia del siRNA de HO-1.
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Figura 43. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la actividad MMP.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. La actividad MMP se midié
en los sobrenadantes utilizando un sustrato fluorescente. La concentracion del siRNA de HO-1 fue de 100 nM.
Resultados expresados como media + e de cultivos independientes de células procedentes de 5 donantes diferentes; / de
Dunnett, **/K0,01; *p<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-ip y “p<0,05, respecto a IL-ip + CoPP.
IL-Ip: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina LX. siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células

no estimuladas.

A continuacion, procedimos a estudiar por ELISA la expresion especifica de
algunas metaloproteinasas implicadas en el catabolismo de la matriz extracelular.
La estimulacion con IL-ip elevo significativamente los niveles de las
metaloproteinasas: pro-MMP-1, MMP-3 total, MMP-10 total y pro-MMP-13
(figura 44).

Los niveles de proteina se vieron modificados por CoPP, de modo que el
tratamiento conjunto de IL-ip con CoPP dio lugar a una reduccion de la expresion
proteica de la pro-MMP-1 y la pro-MMP-13, mientras los cambios en los niveles
de MMP-3 y de MMP-10 totales no fueron significativos. Se observo que el
tratamiento con siRNA de HO-1 previno los efectos de la CoPP.

En nuestras condiciones de experimentacion, se midio la actividad agrecanasa
por ELISA en sobrenadantes (ver seccion 4.3.12. de Material y métodos). En esta
ocasion, la CoPP no logré reducir los niveles de actividad agrecanasa ni en
condiciones basales ni tras la estimulaciéon con IL-ip. Los condrocitos fueron
estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas en ausencia o presencia de

CoPP vy los resultados, medidos como concentraciones de péptidos-ARGSVIL y
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expresados como media de 3 experimentos independientes + e, fueron: 82,1 + 9,3
nM (células no estimuladas), 85,0 £ 9,5 nM (CoPP 10 pM), 134,2 + 8,2 nM (IL-

IP)y 140,1 + 12,9 nM (IL-1p + CoPP 10 pM).

Figura 44. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre los niveles de proteina de MMP en

condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1 3 (100 U/mL) durante 24 horas. La concentracion del siRNA
de HO-1 fue de 100 nM. Los niveles de proteina de pro-MMP-1, MMP-3 total, MMP-10 total y pro-MMP-13 se
midieron por ELISA. Resultados expresados como media = e de cultivos independientes de células procedentes de 9
donantes diferentes; ¢ de Dunnett, ** p<0,01; * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-1p, p<0,05,
respecto a las células no estimuladas (-) y m /K0,01, respecto a IL-1P + CoPP. IL-1p: interleucina-ip, CoPP: cobalto
protoporfmna IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células no estimuladas.

Estos efectos se correlacionan con la modificaciéon de los niveles de mensajero.

La expresion de ARNm de MMP-1, MMP-3, MMP-10 y MMP-13 se midi6é por
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PCR. cuantitativa a tiempo real. En este ensayo la CoPP sdélo redujo
significativamente los niveles relativos de ARNm de MMP-1 y MMP-13 inducidos

por IL-1P en condrocitos OA (figura 45).

Figura 45. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la expresion de ARNm.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 12 horas. La expresion de ARNm fue
determinada por PCR a tiempo real. Resultados expresados como media £ e de cultivos independientes de células
procedentes de 5 donantes diferentes; / de Dunnett, ** p<0,01; */?<0,05, respecto a las células control estimuladas con

IL-ip. IL-1P: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX.

6.1.4. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la produccion
de IGF-1

Para determinar si la induccion de HO-1 puede también modificar factores
anabolicos que disminuyen por la acciéon de la IL-1P en condrocitos OA,
examinamos la produccién de IGF-1. El tratamiento con IL-1p de los condrocitos
OA disminuyo los niveles del IGF-1 liberado al medio y medido por ELISA (figura
46A), mientras que el tratamiento con CoPP aument6d significativamente Ila
liberacion de IGF-1, tanto la CoPP sola frente a los basales, como la mezcla de
CoPP con IL-1P frente a la IL-1p. Es interesante destacar que en las células

tratadas con el siRNA de HO-1, la CoPP no modifico significativamente los niveles

de IGF-1.
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Figura 46. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre los niveles de proteina de IGF-1 (A) y

sobre la expresion proteica de IGFBP-3 (B) en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. La concentracion del siRNA
de HO-1 fue de 100 nM. El IGF-1 se midio en los sobrenadantes por ELISA (A) y la expresion de IGFBP-3 en la
fraccion celular fue analizada por Western blot (B). Resultados expresados como media = e de cultivos independientes
de células procedentes de 9 donantes diferentes; / de Dunnett, * /><0,05, respecto a las células control estimuladas con
IL-1P, ' p<0,05, respecto a las células no estimuladas (-) y *p<0,05, respecto a IL-1 P + CoPP (A). Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes con células procedentes de tres pacientes (B). IL-1P: interleucina-

ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células no estimuladas.

Ademas estudiamos la expresion proteica de IGFBP-3, un regulador principal
de la actividad IGF-1 en condrocitos humanos (Im y cois., 2003; Olney y cois.,
1996). Los analisis por Western blot indicaron que el tratamiento con CoPP fue
capaz de reducir la expresion del IGFBP-3 en condrocitos OA estimulados con IL-

1(3 (figura 46B).

6.1.5. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la apoptosis

Determinamos si la induccion de HO-1 por CoPP era capaz de controlar la
apoptosis, un factor importante en la evolucion de la OA (Heraud y cois., 2000). La
figura 47 muestra como la IL-1P indujo apoptosis débilmente, medida por LSC
(anexina V-FITC) y el tratamiento con CoPP redujo significativamente la apoptosis

hasta niveles basales. Nuestros resultados sugieren que los efectos de la CoPP sobre
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la apoptosis son especificos, ya que en células tratadas con el siRNA de HO-1, el

CoPP fracaso al intentar modificar este proceso.

Figura 47. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la apoptosis medida por citometria

laser en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. La concentracion de los
siRNA ftie de 100 nM. La apoptosis se midié6 por LSC. Resultados expresados como media = e de cultivos
independientes de células procedentes de 6 donantes diferentes; / de Dunnett, ** /2<0,01, respecto a las células control
estimuladas con IL-1p y * ;KO.Ol, respecto a IL-1p + CoPP. IL-1P: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX,
siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, siRNA (inesp.): ARN de interferencia inespecifico, (-): células no

estimuladas.

Experimentos adicionales usando el método TUNEL (figura 48) confirmaron
los efectos beneficiosos del tratamiento con CoPP sobre la apoptosis de los
condrocitos en presencia de IL-1p, aunque el nivel de apoptosis inducida por esta
citocina fue un poco mas alto en este ensayo y la CoPP disminuy6 el porcentaje de

cé¢lulas apoptoticas en células estimuladas con IL-1p (ver tabla insertada en la

figura 48).

6.1.6. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre el estrés

oxidativo

Dado que muchos de los efectos de la IL-1P sobre el metabolismo de los

condrocitos son mediados por la generacion de especies reactivas de oxigeno
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(ROS), quisimos determinar si la produccion de estrés oxidativo podria modificarse
por la induccion de HO-1. La estimulacion de los condrocitos por esta citocina
resulté en un nivel significativo de generacion de ROS como se aprecia en la figura
49. Debido al efecto antioxidante de la induccion de HO-1, el estrés oxidativo

disminuy6 significativamente en células tratadas con CoPP.

Figura 48. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la apoptosis medida por ensayo
TUNEL en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. La apoptosis se midié por el
método TUNEL. Las imdgenes son representativas de tres experimentos independientes con células procedentes de tres
pacientes. Los resultados de la tabla estin expresados como media = e; / de Dunnett, * p<0,05, respecto a las células

control estimuladas con IL-1p. IL-1p: interleucina-ip, CoPP: cobalto protoporfirina IX, B: células no estimuladas.
Aumento: x400.
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Figura 49. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre el estrés oxidativo en condrocitos OA

humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. La concentraciéon de los
siRNA fue de 100 nM. El estrés oxidativo se midié6 por LSC usando dihidrorrodamina 123. Resultados expresados como
media £ e de cultivos independientes de células procedentes de 8 donantes diferentes; / de Dunnett, **/K 0,01, respecto
a las células control estimuladas con IL-ip y **/K0,01, respecto a IL-ip + CoPP. IL-1P: interleucina-ip, CoPP: cobalto
protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, siRNA (inesp.): ARN de interferencia jnespecifico,

(-): células no estimuladas.

El efecto de la induccion de HO-1 se confirmd en experimentos en los que se
utilizd un siRNA especifico para HO-1, ya que este agente previno la regulacion a
la baja de la produccion de ROS provocada por el tratamiento con CoPP. El siRNA
inespecifico, utilizado como control negativo del siRNA especifico de HO-1, no

revirtio el efecto de la CoPP + IL-1p, tal y como cabia esperar.

6.1.7. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la produccion
de NO y PGE2

La estimulacion de los condrocitos OA durante 24 horas con la citocina IL-1P
dispar6 la produccion de dos mediadores inflamatorios como el NO y la PGE2 tal y
como se muestra en las figuras 50 y 51. La CoPP redujo significativamente los

niveles de NO medido como nitrito en células estimuladas con citocina.
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Figura 50. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre los niveles de NO en condrocitos OA

humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. El NO fue medido como

nitrito por una técnica fluorimétrica. Resultados expresados como media + £ de cultivos independientes de células

procedentes de 5 donantes diferentes;  de Dunnett, **/?<0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-1Py ¢

/7<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-1P: interleucina-1 (i, CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-

1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células no estimuladas.

Sin embargo el ARN de interferencia especifico para HO-1 no logr6 revertir
estos efectos inhibitorios de la CoPP, lo cual podria indicar que esta reduccion del
nitrito podria no deberse a la induccion de HO-1 sino a alguna accion inespecifica
de la porfirina (figura 50). Por lo tanto, no podemos atribuir la disminucién en la
produccion de nitrito a la accion de la enzima HO-1.

Como resultado de la induccidon conjunta de COX-2 y de mPGES-1, la IL-1(3
incrementd considerablemente los niveles de PGE2 tras la estimulacién de los
condrocitos con esta citocina durante 24 horas. Estd sobreproduccion de PGE2 se
vio reducida muy significativamente en células en las que se indujo la expresion de
HO-1 con CoPP a 10 pM a la vez que eran estimuladas con IL-1p, como vemos en
la figura 51.

Para confirmar que los efectos de la CoPP eran debidos a la induccion de HO-1
y no a otros posibles efectos inespecificos de la mencionada porfirina, se utilizdo un
siRNA especifico para HO-1 humana. Como consecuencia de esta capacidad de
silenciar la expresion de HO-1, el tratamiento con el primer siRNA revirtio los

efectos inhibitorios de la CoPP sobre la PGE2, de forma que los niveles de este
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prostanoide fueron semejantes a los alcanzados por las células estimuladas con IL-

ip (figura 51).

Figura 51. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre los niveles de PGE2 en condrocitos

OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. La concentraciéon de los
siRNA fue de 100 nM. La PGE2 fue medida por RIA. Resultados expresados como media + e de cultivos independientes
de células procedentes de 15 donantes diferentes; / de Dunnett, **p<0,01, respecto a las células control estimuladas con
IL-1P, p<0,05, respecto a las células no estimuladas (-) y ~/X0.0I, respecto a IL-1 p + CoPP. IL-1P: interleucina-1 p,
CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, siRNA (inesp.): ARN de

interferencia inespecifico, (-): células no estimuladas.

Figura 52. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la expresion proteica de COX-2 y

mPGES-1 en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas. La concentraciéon de los
siRNA fue de 100 nM. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes con células procedentes
de tres pacientes. IL-1P: interleucina-1p, CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para

HO-1, siRNA (inesp.): ARN de interferencia inespecifico, (-): células no estimuladas.
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A continuacion, se procedido a examinar si los efectos de la induccion de HO-1
sobre la PGE2 eran consecuencia de una reduccidén en la expresion de COX-2 o
mPGES-1. Como se muestra en la figura 52, tras 24 horas de estimulacion la IL-13
indujo la expresion de COX-2 y mPGES-1 en condrocitos OA. El tratamiento de
CoPP mas IL-1P redujo la expresion de la proteina mPGES-1, en comparacion con

las células control estimuladas con IL-1p. El siRNA de HO-1 tendi6 a revertir ese
efecto. Por el contrario, la expresion de COX-2 no fue modificada
significativamente por CoPP. La capacidad de la CoPP de reducir la expresion de la
mPGES-1 fue también observada a nivel d¢ ARNm medido por PCR a tiempo real.

Como se aprecia en la tabla 8, el tratamiento de los condrocitos primarios con
IL-1 y CoPP 10 pM no redujo en absoluto los niveles de mensajero de la enzima
COX-2 frente las células estimuladas unicamente con la citocina inflamatoria. Sin
embargo, la CoPP si fue capaz de reducir significativamente la expresion relativa
del ARNm de la mPGES-1, siendo coincidente este efecto con el observado en la
expresion proteica.

Estos resultados, tomados en conjunto, parecen indicar que la inhibicion de la
produccion de PGE2 por parte de la CoPP podria deberse casi en su totalidad a su

efecto sobre la expresion de la enzima mPGES-1.

Tabla 8. Expresion génica relativa en condrocitos OA estimulados con IL-1][1

Tratamiento HO-1 COX-2 mPGES-1
IL-1J3 1,1 £ 1,5 20,9 +2,7 21,8+0,6
IL-1p+ CoPP 10pM 4,9 + 0,3* 21,7 £1,7 15,7+0,7%

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con 1L-1(3 (100 U/mL) durante 12 horas. La expresion de ARNm fue
determinada por PCR a tiempo real. Resultados expresados como media de la expresién relativa (niimero de veces de
cambio) + £ de cultivos independientes de células procedentes de 5 donantes diferentes: / de Dunnett, *p<0,05, respecto

a las células control estimuladas con IL-1p. IL-1P: interleucina-1 p, CoPP: cobalto protoporfirina IX.

Para confirmar que el incremento en la expresion de HO-1 tiene como resultado
una reduccion de la expresion de mPGES-1, se llevd a cabo un cultivo de
condrocitos primarios OA en tres dimensiones. Para conseguir un cultivo de tales

caracteristicas, las células se sembraron en lecho de alginato, un polimero de
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consistencia sélida en el cual las células se mantuvieron embebidas durante todo el
experimento. Las células, en estas condiciones, conservaron una forma
aproximadamente esférica y la totalidad de la superficie celular expuesta. El cultivo
en tres dimensiones fue transducido con un vector lentiviral de HO-1 (LV-HO-1) y
un vector sin plasmido o vector vacio (LV-), y se procedid a estimular con IL-
1P (ver seccion de Material y métodos).

Los analisis inmunocitoquimicos posteriores se llevaron a cabo utilizando dos
anticuerpos fluorescentes especificos: anti-FLAG con fluorescencia verde, que
detecta HO-1 procedente del vector LV-HO-1 y anti-mPGES-1 con fluorescencia

roja. Los nucleos quedaron tefiidos de azul por DAPI.

Figura 53. Efecto de ja HO-1, por transduccion de LV-HO-I, sobre la proteina mPGES-1 en

condrocitos OA humanos.
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Los cultivos tridimensionales de condrocitos OA primarios en alginato fueron transducidos con un vector lentiviral de
HO-1 LV-HO-1 o con el vector vacio LV-. La expresion de mPGES-1 se indujo por estimulaciéon con IL-ip (100 U/mL)
durante 24 horas y la expresion de HO-1 y mPGES-1 fue determinada por inmunofluorescencia. Los nucleos celulares
fueron teiiidos con DAPI. Las micrografias fluorescentes son representativas de tres experimentos independientes. IL-

ip interleucina-1p, LV-HO-1: lentivirus de HO-1, LV-: lentivirus vacio. Aumento: x200.
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La figura 53 muestra como la mPGES-1 fue fuertemente inducida por IL-1 3en
células transducidas con el vector vacio LV-. Por el contrario, en células
transducidas con el vector LV-HO-1, la mPGES-1 fue apenas detectable tras la

estimulacion con IL-1p.

6.1.8. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la produccion

de TNF-a e IL-IRa

La estimulacién de los condrocitos primarios OA con IL-1p durante 24 horas
tuvo como consecuencia la generacion de niveles elevados un mediador
inflamatorio como el TNF-a y de IL-IRa (figura 54). La inhibicion de la
producciéon de TNF-a por CoPP fue débil y el siRNA de HO-1 no revirti6 este
efecto. Por tanto, no debemos considerar este resultado, al no poder asegurar que

los efectos de la CoPP sobre este mediador se deban a la induccion de HO-1.

Figura 54. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la produccion de TNF-a (4)y de IL-

IRa (B) en condrocitos osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1 3 (100 U/mL) durante 24 horas. Los niveles de proteina de
TNF-a e IL-IRa se midieron en los sobrenadantes por ELISA. Resultados expresados como media = e de cultivos
independientes de células procedentes de 10 donantes diferentes; ¢ de Dunnett, ** /2<0,01; * p<0,05, respecto a las
células control estimuladas con IL-1P, p<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-1P; interleucina-1 p, CoPP:

cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células no estimuladas
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Los condrocitos estimulados con citocina experimentaron un incremento en la
produccion de IL-IRa muy significativo, si los comparamos con los niveles basales
de las células no estimuladas. No obstante, la CoPP no modific6 significativamente

los niveles de IL-1 Ra (figura 54B).

6.1.9. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la activacion de
las enzimas MAPK

Las citocinas proinflamatorias como la IL-1p activan la sefializacion de las
MAPK, con un papel para p38 y ERKI1/2 en las actividades anabolicas y
catabolicas en condrocitos articulares humanos (Fan y cois., 2007; Fan y cois.,
2006). La posible modificacion de esta via por la induccion de HO-1 fue analizada
por Western blot. Como se muestra en la figura 55, la induccion de HO-1 por CoPP
inhibio la fosforilacion de ERK1/2 en condrocitos primarios estimulados con IL-
ip. Este efecto se revirtid con la incubacion de los condrocitos con un siRNA

especifico de HO-1 humana.

Figura 55. Efecto de la induccion de HO-1 sobre la fosforilacion de MAPK en condrocitos

osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P(100 U/mL) durante 15 minutos. La expresiéon de las formas fosforilada y
total de ERK.1/2, p38 y JNK en la fraccién celular ftie analizada por Western blot. La expresion relativa de las bandas de proteina
fosforilada y total fue calculada tras analisis densitométricos, se calculé la razén entre la proteina fosforilada y la total y los resultados se
expresaron como media £ e. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes con células procedentes de tres
pacientes; / de Dunnett, **/i0.01;*/K0.05, respecto a las células control estimuladas y “’/KO.Ol,"p<0.05, respecto a IL-1 P + CoPP.
IL-1 p: interleucina-1 p, CoPP: cobalto protoporfirina IX, siRNA (HO-1): ARN de interferencia para HO-1, (-): células no estimuladas.
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Ademas se observo un débil descenso de la fosforilacion de p38 para la
combinacién CoPP maés IL-1P frente a la IL-1B sola, también prevenido por la
incubacion previa de las celulas con el ARN de interferencia de HO-1. El inductor

de HO-1 no tuvo efectos significativos en la fosforilacion de JNK.

6.1.10. Efecto de la induccion de HO-1 por CoPP sobre la activacién

de factores de transcripcion

Debido a que el NF-kB es el principal regulador de los genes proinflamatorios,
analizamos la contribucion de este factor de transcripcion a los efectos de la CoPP.
Para analizar los efectos de la CoPP sobre la actividad de factores como el NF-xB,
se transfectdé de manera transitoria el pldsmido del factor de transcripcion
conjugado con enzima luciferasa en los condrocitos OA (ver seccion de Material y
métodos). También se realizaron experimentos similares utilizando plasmidos de
AP-1 luciferasa y EGR-1 luciferasa.

Como se muestra en la figura 56A, la IL-1pB activé el NF-kB en condrocitos
OA. Aunque el tratamiento de las células con CoPP no modifico los niveles basales
de actividad luciferasa, si redujo significativamente la activacién de este factor de
transcripcién en presencia de IL-1B. Sin embargo, la activacion de AP-1, otro
factor de transcripcion implicado en la expresion de genes proinflamatorios
(Liacini y cols., 2002), no se vio influenciada por la CoPP (figura 56B).

Ya que el EGR-1 es un factor de transcripcion implicado en regular la expresion
de la enzima mPGES-1 (Cheng y cols., 2004), investigamos los efectos del
tratamiento con CoPP sobre la activacion del EGR-1. Cuando la IL-1B fue
incubada con los condrocitos, la actividlad EGR-1 se vio significativamente
incrementada. Es interesante destacar que el tratamiento de los condrocitos con
CoPP condujo a una reduccién significativa de la activacion del promotor EGR-1-
luc en células estimuladas con IL-1B y también en células no estimuladas (figura

56C).
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Finalmente, se midio6 la activacion del factor HIF-la por la union a su secuencia
consenso por ELISA. La activacion de HIF-la est4d relacionada con la expresion
aumentada de mPGES-1 en condrocitos OA, pudiendo ser este factor de gran
importancia en el metabolismo del cartilago en esta patologia (Grimmer y cois.,

2007).

Figura 56. Efecto de la induccion de HO-I por CoPP sobre la activacion de NF-kB (4), AP-1 (B),

EGR-1 (C)y HIF-1a (D) en condrocitos OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas (A-C) y 1 hora (D). La
actividad de NF-kB, AP-1 y EGR-1 (A-C) se midiéo por transfeccién de los respectivos constructos testigo como se
indica en la seccion de Material y métodos. La actividad luciferasa se normalizé con la actividad luciferasa Renilla. La
unién del HIF-la al oligonucleétido consenso ftie medida en extractos nucleares por ELISA (D). Resultados expresados
como media £ £ de cultivos independientes de células procedentes de 6 donantes diferentes;  de Dunnett, ** p<0,01; *
/2<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-1py p<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-1P:

interleucina-1 p, CoPP: cobalto protoporfirina IX, (-): células no estimuladas.
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En la figura 56D se aprecia cémo la estimulacion con IL-1p durante 24 horas
produjo un gran aumento de la activacion de HIF-1q. El tratamiento con CoPP a 10

pM disminuyé muy significativamente esta activacion hasta alcanzar practicamente

los niveles de union de las células no estimuladas.
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6.2. EFECTOS DE LA MOLECULA LIBERADORA DE CO
CORM-2 SOBRE EL METABOLISMO DEL CONDROCITO
OSTEOARTRITICO

El monéxido de carbono (CO) es uno de los metabolitos de la actividad HO-1
junto con la biliverdina y el hierro. Por este motivo, las moléculas liberadoras de
monoxido de carbono o CORM mimetizan parte de los efectos del metabolismo de
la enzima HO-1.

En la siguiente serie de experimentos, se trabajéo con cultivo primario de
condrocitos humanos y explantes OA, utilizando IL-1B como estimulo y la
molécula dadora de CO CORM-2, De esta forma, se estudiaron los efectos de dicha
molécula en el metabolismo del condrocito y en los procesos inflamatorios de la

OA.

6.2.1. Efecto del CORM-2 sobre la degradacion y sintesis de la matriz

extracelular

Inicialmente, examinamos si la liberacion de CO debida a la actividad del
CORM-2 se traducia en efectos protectores sobre el cartilago. Para valorar la
magnitud de los procesos enzimaticos de degradacion en el cartilago, realizamos
experimentos de degradacion en explantes de cartilago OA (para ver el protocolo
acudir a la seccién de Material y métodos). El tratamiento con IL-1f en explantes
de cartilago indujo la degradacion de la matriz, que fue medida como liberacion de
glicosaminoglicanos. La figura 57A muestra como el tratamiento con CORM-2 a
las concentraciones de 100 6 150 puM redujo los efectos de la IL-1PB sobre la
liberacion de glicosaminoglicanos.

Posteriormente quisimos determinar si el tratamiento con CORM-2 resultaba en
una interaccion con los procesos anabolicos en condrocitos, mediante un ensayo de
sintesis. La sintesis de agrecano basal fue investigada estudiando la incorporacion

de Na,*’SO, en condrocitos. La sintesis basal de agrecano en condrocitos OA se
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redujo significativamente por IL-1p (figura 57B). El CORM-2 a las
concentraciones de 50 y 100 pM contrarrestd significativamente el descenso de la

sintesis de glicosaminoglicanos producido por esta citocina.

Figura 57. Efecto del CORM-2 sobre la degradacion de glicosaminoglicanos en explantes OA (A)

o de la sintesis de glicosaminoglicanos en condrocitos OA en cultivo primario (B).

A B
IL-ip - + + + + IL-ip - + + + +
CORM-2 - - 50 100 150 nM CORM-2 - - 50 100 150 nM

Los explantes o los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) y la degradacién o sintesis se
midié por procedimientos radiométricos, como se indica en la seccién de Material y métodos. Resultados expresados
como media = e de cultivos independientes de explantes o células procedentes de 3 donantes diferentes; / de Dunnett, **
p<0,01, respecto a las células control estimuladas. IL-1p: interleucina-1 (3, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio

(II), (-); células no estimuladas.

Para evaluar la influencia del CORM-2 en el colageno II, llevamos a cabo
analisis inmunocitoquimicos. La figura 58 muestra que los condrocitos OA en
cultivo exhiben un alto nivel de expresion de colageno II, con la presencia de
multiples fibras de esta estructura que aparecen tefiidas de color anaranjado e
interconectan a las células.

En contraste, la estimulacion con IL-ip tiene como resultado una reduccion
importante de esta proteina respecto de las incubaciones bésales. Es interesante
resaltar que el tratamiento con CORM-2 a 100 pM mantuvo la expresion de este
componente de la matriz extracelular en condiciones bdasales y restauro la expresion

de coldgeno II en condrocitos estimulados con IL-1p.
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Figura 58. Andlisis inmunocitoquimico de los efectos del CORM-2 sobre la expresion de

colageno 11 en condrocitos OA.
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Las células fueron incubadas con CORM-2 en presencia o ausencia de IL-ip (100 U/mL) durante 15 dias. Los
condrocitos se fijaron y trataron con un anticuerpo monoclonal frente al colageno Il humano, como se indica en Material
y métodos. IL-1P: interleucina-1p, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

Aumento: x200.
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Ademas, el CORM-2 aumento6 el contenido de agrecano en células estimuladas
con citocina, como se muestra en la tabla 9. Tomados en conjunto, estos resultados
sugieren que el CORM-2 bloquea los efectos de la IL-1P en condrocitos primarios
mediante la regulacion de diversas enzimas de degradacion de matriz, previnienco

asi el dafio en el cartilago.

Tabla 9. Medida del contenido de agrecano en condrocitos OA estimulados por IL-1 3

Tratamiento Contenido de agrecano
(ng proteoglicano/mg de proteina)
B 9975 £830*
IL-1(i 6889+ 463
IL-1P+ CORM-2 100pM 8466 £ 775*

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas. La cantidad de agrecano se
midié por ELISA. Resultados expresados como media = e de cultivos independientes de células procedentes de 6
donantes diferentes; / de Dunnett, *p<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-1p. IL-1P: interleucina-ip,

CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), B: células no estimuladas.

6.2.2. Efecto del CORM-2 sobre las enzimas degradativas del

cartilago

Determinamos los efectos del dador de mondxido de carbono CORM-2 en la
induccion mediada por IL-ip de diversas enzimas relevantes en la degradacion de
cartilago. Tras la estimulacion de los condrocitos OA con IL-1p durante 24 horas,
se detectaron niveles elevados de MMP-1, MMP-3, MMP-10 y MMP-13 en el
medio de cultivo por ELISA (figura 59). El CORM-2 logr6 reducir los niveles de
proteina de estas enzimas en células estimuladas con IL-1p, mientras que el cloruro
de rutenio, un analogo de CORM-2 sin grupos CO utilizado como control negativo,
no fue efectivo. El tratamiento con CORM-2 resultd6 en una disminucion
concentracion-dependiente de los niveles de MMP-3, MMP-10 y MMP-13,
mientras que la MMP-1 fue inhibida solamente a la concentracion mas alta (150

pM).
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Ademas, la actividad agrecanasa se midi6 en sobrenadantes de condrocitos
como liberacion de neoepitopos especificos de agrecano y detectada por ELISA
(figura 60). Tras 24 horas de estimulacion con IL-1 (3, los péptidos del agrecano
aumentaron muy significativamente respecto a los valores basales. El CORM-2 a
100 pM redujo los niveles de actividad agrecanasa béasales. Las mezclas de IL-1p y
CORM-2 a diferentes concentraciones redujeron significativamente la actividad
agrecanasa de modo concentracion-dependiente. El RUC I3 fue inactivo ya que, con

IL-1P, su nivel de actividad agrecanasa fue semejante al de las células estimuladas.

Figura 59. Efecto del CORM-2 sobre los niveles de proteina de MMP liberados por

cendrocitos OA humanos.
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IL-1P - . + + + + + IL-1p - - + + + + +
CORM-2 100 50 100 150 - pM CORM-2 100 - 50 100 150 - nM
RucCbh 150nM RuCb 150uM

Los condrocitos OA primarios frieron estimulados con IL-1(3(100 U/mL) durante 24 horas. Los niveles de proteina de pro-MMP-1,
MMP-3 total, MMP-10 total y pro-MMP-13 se midieron en los sobrenadantes por ELISA. Resultados expresados como media + £ de
cultivos independientes de células procedentes de 7 donantes diferentes; / de Dunnett, ** p<0.01; *p<0,05, respecto a las células

control estimuladas con IL-1 (3 IL-1 (i: interleucina-1 p, CORM-2: dimero tricaibonildicloromitenio (II), (-); células no estimuladas.
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Figura 60. Efecto del CORM-2 en la actividad agrecanasa de condrocitos OA humanos.

200-1
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas. La actividad agrecanasa se
midié en los sobrenadantes por ELISA. Resultados expresados como media + e de cultivos independientes de células
procedentes de 7 donantes diferentes; / de Dunnett. ** /?<0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-1Py

p<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-1P: interleucina-1 P, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio

(II), (-): células no estimuladas.

Figura 61. Efecto del CORM-2 en la expresion de ARNm de MMP y agrecanasas en condrocitos

OA humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 12 horas. La expresion de ARNm fue
determinada por PCR a tiempo real. Resultados expresados como media £ e de cultivos independientes de células
procedentes de 3 donantes diferentes; / de Dunnett, * p<0,05, respecto a las células control estimuladas con IL-1p. IL-

1P: interleucina-1 P, CORJVI-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II).
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Posteriormente analizamos los efectos del CORM-2 en la expresion de ARNm
de estas enzimas (figura 61). Para ello comparamos los niveles de mensajero de
condrocitos primarios estimulados durante 12 horas con IL-1@3 frente a otros
estimulados con IL-1p en presencia del dador de CO a 100 pM. El analisis de los
niveles de ARNm por PCR a tiempo real mostréo que el tratamiento con CORM-2
redujo la expresion del ARNm de MMP-10, MMP-13 y ADAMTS-5, mientras que
las reducciones de MMP-1, MMP-3 y ADAMTS-4 no fueron significativas.

6.2.3. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de IGF-1

En la seccion 6.1.5 se estudio el papel de la induccion de HO-1 sobre el factor
de crecimiento IGF-1. La induccion de CoPP aumentd significativamente la
liberaciéon de IGF-1, tanto a nivel basal como en células estimuladas con IL-
1P durante 24 horas. Basadndonos en estos resultados estudiamos el papel de la
liberacion de uno de los metabolitos de la HO-1, el CO, sobre los niveles del citado
factor anabdlico. Incubamos los condrocitos primarios en presencia o ausencia de
CORM-2 y estimulamos las células con IL-1p durante 24 horas. El dador de
monoxido de carbono resultd inefectivo en estas condiciones, ya que no aumento la
liberacion de IGF-1, tal y como se muestra en la tabla 10. Estos resultados parecen

indicar un papel anabdlico de la HO-1 independiente del CO.

Tabla 10. Efecto del CORM-2 sobre los niveles de proteina de IGF-1 en condrocitos OA
humanos.

Tratamiento IGF-1 (pg/mg de proteina)
B 131,4 £22,4%*

CORM-2 100pM 135,2 £8,8

IL-1(3 852+13,7

IL-1J3+ CORM-2 100 pM 64,0 £23,9

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 24 horas. El IGF-1 se midi6 en los
sobrenadantes por ELISA. Resultados expresados como media = £ de cultivos independientes de células procedentes de
5 donantes diferentes; / de Dunnett, **/7<0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-1p. IL-1 P: interleucina-

13, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (IT), B: células no estimuladas.
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6.2.4. Efecto del CORM-2 sobre la apoptosis

Dada la importancia de la muerte celular por apoptosis en los procesos
degradativos propios de la artrosis, decidimos medir el porcentaje de células
apoptoticas en nuestras condiciones de experimentacion. La técnica empleada para
la medida de la apoptosis fue la de anexina V-FITC por citometria laser LSC, tal y
como se describe en la seccion de Material y métodos. La estimulacion con IL-1P
durante 24 horas aumentd de forma leve el nimero de células apoptoéticas de un
9%, correspondiente a las células no estimuladas, a un 15% (figura 62). El dador de
monoxido de carbono CORM-2 revirtié esta cifra hasta alcanzar practicamente los

niveles basales de apoptosis a las concentraciones de 100 y 150 pM.

Figura 62. Efecto del CORM-2 sobre la apoptosis en condrocitos osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1 3 (100 U/mL) durante 24 horas. La apoptosis se midié por
LSC. Resultados expresados como media + e de cultivos independientes de células procedentes de 4 donantes diferentes;
t de Dunnett, **/?<0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-1 3. IL-1|3: interleucina-1 P, CORM-2: dimero

tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

6.2.5. Efecto del CORM-2 sobre el estrés oxidativo

Otra medida de gran interés por su importancia en los procesos de degradacion
del cartilago OA, fue la del estrés oxidativo. Dicho estrés se evalud por la medida
de las especies reactivas de oxigeno por citometria laser. Sobre la activacion con

IL-1P durante 24 horas, los condrocitos produjeron altos niveles de ROS. La figura
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63 muestra como el CORM-2 disminuy6 significativamente la produccion de ROS
producida por estimulacion con IL-1p, en concreto, se obtuvieron niveles basales
de ROS en presencia de la concentracidon mas alta de CORM-2 (150 pM). El

control negativo RUC I3 fue inefectivo a la concentracion de 150 pM, comparable a

la concentracion mas alta de CORM-2.

Figura 63. Efecto del CORM-2 sobre el estrés oxidativo en condrocitos osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1P (100 U/mL) durante 24 horas. El estrés oxidativo se midié
por LSC. Resultados expresados como media £ e de cultivos independientes de células procedentes de 4 donantes
diferentes; ¢ de Dunnett, ** p<0,01, respecto a las células control estimuladas con IL-ip. IL-1p: interleucina-1 p,

CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

6.2.6. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de NO y PGE2

El aumento de la expresion de NOS-2 resultdé en la produccion de NO, medido
como niveles de nitrito en el medio de cultivo por una técnica fluorimétrica (ver
Material y métodos). Como se muestra en la figura 64A, el CORM-2 redujo los
niveles de nitrito en células no estimuladas y en células estimuladas con IL-1 p,
siendo esta reduccion significativa para las combinaciones de IL-1P mas CORM-2
a 100 y 150 pM. El cloruro de rutenio no mostro efecto alguno.

Ademas, los condrocitos estimulados con IL-1P liberaron PGE2 al medio en
cantidades diez veces mayores a las cantidades liberadas por las células en

condiciones basales (figura 64B). La adicion de CORM-2 disminuy¢ la produccion
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de este eicosanoide de manera concentracion-dependiente y a la mas alta
concentracion (150 pM) el CORM-2 bloqued la produccion de PGE2en las células
estimuladas con IL-1(3 reduciéndola hasta niveles basales. El RUC 3 no tuvo ningtn

efecto significativo.

Figura 64. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de NO (A) y PGE2 (B) en condrocitos

osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. El NO fue medido como
nitrito por una técnica fluorimétrica (A) y la PGE2 fue medida por RIA (B). Resultados expresados como media + e de
cultivos independientes de células procedentes de 7 donantes diferentes;  de Dunnett, **/2<0,01; * p<0,05, respecto a

las células control estimuladas con IL-ip. IL-ip: interleucina-ip, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-);

células no estimuladas.

A continuacidn se analizé por Western blot la expresion proteica de las enzimas
productoras de NO y PGE2 Los condrocitos estimulados 24 horas con IL-1(3
demostraron aumentos significativos de la expresion de las proteinas NOS-2, COX-
2 y mPGES-1 (figura 65A). El tratamiento con CORM-2 en células estimuladas
con IL-ip disminuy6 la expresion proteica de NOS-2 y mPGES-1, mientras que la
expresion de COX-2 se redujo, aunque en menor medida. La inhibicién de la
produccion de NO por el CORM-2 analizada anteriormente (figura 64A) podria ser
consecuencia de la disminucion en la expresion de NOS-2 (figura 65A), mientras la
inhibicion de los niveles de PGE2 (figura 64B) podria ser dependiente de Ia
disminucion de la expresion proteica de las enzimas COX-2 y mPGES-1 por parte

del CORM-2 (figura 65A).
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Figura 65. Efecto del CORM-2 sobre la expresion de proteina (A) y de ARNm (B) de NOS-2,

COX-2y mPGES-1 en condrocitos osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios frieron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 (A) y 12 (B) horas. La expresién
proteica fue analizada por Western blot. Las imdgenes son representativas de tres experimentos independientes con
células procedentes de tres pacientes. La expresion de ARNm fue determinada por PCR a tiempo real. Resultados
expresados como media + € de cultivos independientes de células procedentes de 4 donantes diferentes; / de Dunnett, *
p<0,05, respecto a las células control estimuladas. IL-ip: interleucina-1 p, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio

(IT), (-): células no estimuladas.

En condrocitos estimulados con IL-ip durante 12 horas, medimos la expresion
génica relativa de NOS-2, COX-2 y mPGES-1 por PCR a tiempo real. La figura
65B muestra que el tratamiento con CORM-2 disminuye significativamente los
transcriptos de NOS-2 y mPGES-1 incrementados por IL-ip, mientras la

modulaciéon del ARNm de COX-2 no fue significativa.

6.2.7. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de TNF-a e IL-IRa

Los condrocitos estimulados con IL-ip generaron niveles incrementados de
TNF-a e IL-IRa (figura 66). En cuanto al TNF-a, el CORM-2 inhibi6 la

produccion de TNF-a inducida por IL-lp de manera concentracion-dependiente
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(figura 66A). Por lo que a la produccion de IL-IRa se refiere, a pesar de que el
CORM-2 por si solo no tuvo un efecto significativo, este compuesto estimuld la
produccion de IL-IRa en presencia de IL-1|3 (figura 66B). Nuestros resultados
muestran que la combinacion de IL-ip y CORM-2 produjo mas IL-IRa que la
interleucina sola y que la produccion de esta molécula aumentd mientras
aumentaba la concentracion del dador de CO, siendo este aumento significativo a

las concentraciones mas altas de CORM-2.

Figura 66. Efecto del CORM-2 sobre la produccion de TNF-a (4)y de IL-IRa (B) en condrocitos

osteoartriticos humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 24 horas. Los niveles de proteina de
TNF-a e IL-IRa se midieron en los sobrenadantes por ELISA. Resultados expresados como media + e de cultivos
independientes de células procedentes de 10 donantes diferentes; / de Dunnett, ** /j<0,01; * p<0,05, respecto a las

células control estimuladas con IL-ip, /?<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-ip: interleucina-ip,

CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

6.2.8. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de las enzimas MAPK

En condrocitos articulares humanos, la activacién de la senalizacion de las
MAPK por IL-ip juega un papel importante en procesos anabdlicos y catabodlicos
(Fan y cois., 2007). Los niveles de expresion de la proteina total y de la proteina
fosforilada de estas enzimas se analizaron por Western blot (figura 67). La razon
entre la proteina fosforilada y la proteina total representa la activacion de la enzima

MAPK. Asi, la estimulaciéon de condrocitos OA con IL-ip condujo a una rapida
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induccion de la fosforilacion de las MAPK ERK1/2, p38 y JNK. Como se muestra
en la figura 67, el CORM-2 a 100 pM inhibié la ERK1/2 y la fosforilacion de p38
en condrocitos primarios estimulados con IL-ip. Por el contrario, la activacion de

JNK no se vio afectada por este compuesto.

Figura 67. Efecto del CORM-2 sobre la fosforilacion de MAPK en condrocitos osteoartriticos

humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-ip (100 U/mL) durante 15 minutos. La expresion de las
formas fosforilada y total de ERK1/2, p38 y JNK en la fraccién celular fue analizada por Western blot. La expresion
relativa de las bandas de proteina fosforilada y total fue calculada tras analisis densitométricos, se calculé la razén entre
la proteina fosforilada y la total y los resultados se expresaron como media £ e. Las imdgenes son representativas de tres
experimentos independientes con células procedentes de tres pacientes; ¢ de Dunnett, **/?<0,01; *p<0,05, respecto a las
células control estimuladas. IL-lp: interleucina-1 p, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no

estimuladas.

6.2.9. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de factores

transcripcion

La induccion de mediadores inflamatorios mediada por IL-1(3 se asocia con la
activacion del NF-kB (Bames y Karin, 1997). Por ello, medimos por ELISA la
union al ADN del NF-kB y la fosforilacion del licBa, estudiando el papel del
CORM-2 en ambos procesos. La estimulacion de condrocitos primarios con IL-1P
resultd en una unién incrementada del NF-KB a su secuencia consenso (figura

68A). Relacionado con la reduccion de mediadores inflamatorios, evidenciada

anteriormente, observamos cémo el CORM-2 mostré una inhibicion de la actividad
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de uniéon de la proteina p65 concentracion-dependiente, significativa a las
concentraciones de 100 y 150 pM.

El proceso de activacion del NF-kB depende de la fosforilacion de su proteina
inhibidora, el IkBoL El licBa juega un papel clave en el mantenimiento de la
localizacion citoplasmatica de los complejos inactivos para, llegado el momento,
conseguir una activacion de NF-kB eficiente a través de sefiales extracelulares y
regular el desplazamiento hacia el ntcleo (Huang y cois., 2000). Investigamos si la
inhibicion de la union NF-KB-DNA era a través de la inhibicion de la fosforilacion
de TicBa. Como se muestra en la figura 68B, el CORM-2 redujo la razén entre el
IkB« fosforilado y la proteina total de IKBx Es decir, el CORM-2 redujo la
fosforilaciéon de IkKB« previniendo el movimiento del NF-kB al nucleo y en

consecuencia reduciendo su unién con el ADN.

Figura 68. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de NF-KB en condrocitos osteoartriticos

humanos.
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Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1p (100 U/mL) durante 1 hora (A) y 30 minutos (B). La unién
del NF-kB al oligonucleétido consenso fue medida en extractos nucleares por ELISA (A). La razén entre el 1kBci
fosforilado y el 1kB oc total fue medida por ELISA en extractos celulares (B). Resultados expresados como media £ e de
cultivos independientes de células procedentes de 4 donantes diferentes; / de Dunnett, **p<0,01; *p<0,05, respecto a las
células control estimuladas con IL-1Py /?<0,05, respecto a las células no estimuladas (-). IL-1P: interleucina-1 p,

CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-): células no estimuladas.

Se ha descrito que el factor de transcripcion HIF-la esta relacionado con la
expresion de mPGES-1 en condrocitos OA (Grimmer y cois., 2007). Para estudiar

este mecanismo potencial, analizamos el efecto del CORM-2 en la activacion del
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factor de transcripcion por ELISA. La figura 69 muestra como la IL-1P estimuld
fuertemente la union de HIF-la a su secuencia consenso. En los condrocitos
tratados con CORM-2, se observo una inhibicion de la unidén significativa y

concentracion-dependiente.

Figura 69. Efecto del CORM-2 sobre la activacion de HIF-la en condrocitos osteoartriticos

humanos.

20007
IL-ip L + + o+ +
CORM-2 100 50 100 150 nM

Los condrocitos OA primarios fueron estimulados con IL-1J3 (100 U/mL) durante 1 hora. La uniéon del HIF-la al
oligonucledétido consenso fue medida en extractos nucleares por ELISA. Resultados expresados como media £ e de
cultivos independientes de células procedentes de 4 donantes diferentes; ¢ de Dunnett, ** /2<0,01, respecto a las
células control estimuladas con IL-1p. IL-1p: interleucina-1 p, CORM-2: dimero tricarbonildiclororrutenio (II), (-):

células no estimuladas.
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7.1. EFECTOS DE LA CoPP Y EL CORM-2 EN LA LiNEA
CELULAR Caco-2

En este modelo in vitro de inflamacion intestinal, estudiamos las células Caco-
2 en presencia de una mezcla de citocinas proinflamatorias, que reprodujeron el
entorno de la inflamacidn intestinal, y las tratamos con los productos CoPP y
CORM-2. En estas condiciones, la CoPP mostr6 efectos muy limitados sobre la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, el CORM-2 fue efectivo en este modelo
experimental, por lo que decidimos centrar el estudio en el papel protector y
antiinflamatorio de la liberacién de CO en las citadas condiciones.

En la inflamacion cronica intestinal, la estimulacion continua con citocinas
proinflamatorias lleva a la regulacion al alza de la NOS-2 y al aumento de la
produccion de NO. La presencia de niveles altos de NO en los tejidos es un posible
factor de riesgo en el cancer colorrectal (Seidelin y Nielsen, 2005), ya que puede
dafiar el ADN o inhibir su reparacion (Jaiswal y cols., 2000), aumentar la
angiogénesis y favorecer la progresion del tumor (Ambs y cols., 1998; Hellmuth y
cols., 2004). En nuestros ensayos, hemos mostrado que el CORM-2 modul6 la
expresion génica de la NOS-2 y la produccion de NO en células Caco-2
estimuladas con citocinas proinflamatorias. Algunos estudios de actividad bioldgica
del CO han descrito que la influencia de este mediador en la expresién de NOS-2
puede ser célula-dependiente y estimulo-dependiente. En un modelo de
endotoxemia de rata, el CO se mostrd capaz de prevenir el aumento en la expresion
de la NOS-2 en el pulmdn, si bien incrementé la expresion de NOS-2 en el higado
(Sarady y cols., 2004). Ademds, nuestros datos en células Caco-2 son coincidentes
con estudios previos que describieron que las acciones antiinflamatorias del CO
podrian estar relacionadas con la regulacion a la baja de la NOS-2 en células de la
linea de carcinoma de colon DLD-1 y en modelos animales de inflamacién
intestinal (Dijkstra y cols., 2004).

La expresion de IL-8 se correlaciona con la inflamacion de la mucosa tanto en
la colitis ulcerosa como en la enfermedad de Crohn (Daig y cols., 1996). La

producciéon aumentada de IL-8 en presencia de bacterias o en la inflamacién
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intestinal ha sido relacionada con transformaciones malignas, crecimiento celular,
metastasis y angiogénesis en células de cancer de colon (Mizukami y cols., 2005).
Diversos estudios han revelado la expresion de esta quimiocina proinflamatoria en
tejidos de cancer colorrectal donde podria actuar como un factor de crecimiento
autocrino o paracrino (Brew y cols., 2000). En cambio, la inhibicién de la
produccién de IL-8 podria inhibir la proliferacion de las células de cancer de colon
(Li y cols., 2001). Segin nuestros resultados, el dador de CO CORM-2 inhibe la
produccién de IL-8, lo cual, dada la persistente expresion de esta quimiocina en
trastornos intestinales inflamatorios y en cancer de colon, podria contribuir a la
proteccion de las células epiteliales intestinales.

Se ha descrito que la expresion de MMP-7 se induce en el epitelio del colon
humano inflamado, aunque los mecanismos celulares responsables de esta
respuesta no estin bien establecidos (Newell y cols., 2002). Ademés de su
participacion en respuestas inflamatorias, la MMP-7 es una diana transcripcional de
la via oncogénica src en células de cancer de colon, lo que podria contribuir a la
tumorigenicidad, invasién celular y potencial metastitico de las células de cancer
(Witty y cols., 1994; Yamamoto y cols., 1995; Rivat y cols., 2003). Aparte de la
degradacién de la matriz extracelular y la induccién de factores angiogénicos, la
MMP-7 podria activar citocinas o factores de crecimiento para modificar el
crecimiento celular. No en vano, se ha descrito que la ausencia de MMP-7 podria
inhibir la neoplasia intestinal en ratones (Wilson y cols., 1997) y podria reducir el
riesgo de progresion de la colitis ulcerosa y de la displasia de grado bajo hacia el
cancer (Newell y cols., 2002). Nuestros datos demuestran que el CORM-2
disminuye la expresion de MMP-7 durante la respuesta inflamatoria provocada por
citocinas en enterocitos humanos. Estos estudios sustentarian un papel para el CO
en la regulaciéon de las MMP, lo que es coincidente con algunas evidencias
mostradas en otros modelos celulares, como en una linea celular epitelial de
pulmén humana en la que se describe la inhibicion de la expresion de MMP-1 y
MMP-2 por CORM-2 (Desmard y cols., 2005).

Hemos mostrado en nuestros experimentos, que el CORM-2 inhibe

potentemente la produccién de IL-6, una citocina implicada en la patogénesis de
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condiciones inflamatorias crénicas como la EII (Gross y cols., 1992). Dado que la
IL-6 induce la expresion de MMP-7, los datos presentados sugieren que la
disminucion observada de la IL-6 podria mediar, al menos, parte de los efectos del
CORM-2 en la expresion de MMP-7. La produccion de IL-6 tras la estimulacion de
las células Caco-2 con citocinas proinflamatorias se ha relacionado con la actividad
de NF-xB (Parikh y cols., 1997), AP-1 (Hungness y cols., 2000) y C/EBP
(Hungness y cols., 2002). Segin los resultados obtenidos, el CORM-2 inhibe la
activacion de estos factores de transcripcién, lo que podria contribuir a reducir la
expresion de IL-6.

Otro aspecto que hemos estudiado en la linea celular Caco-2, es el posible
efecto citoprotector de la HO-1 y el CORM-2. Para ello, se indujo la apoptosis al
someter a las células a condiciones de estrés, por privacion de suero durante 168
horas. Nuestros resultados demuestran que la induccion de HO-1 por CoPP
disminuye la apoptosis y la fase Gy/M del ciclo celular. En estas condiciones
experimentales, la indometacina también inhibe la apoptosis inducida por
restriccion de suero pero, a diferencia de la CoPP, produce la detencion del ciclo
celular y acumulacion de células en la fase G¢/G;. Varios de los productos
derivados de la actividad HO-1 podrian ser responsables del efecto antiapoptético
de la induccion de la enzima. Los resultados obtenidos indican que la bilirrubina y
la biliverdina pueden mediar el efecto protector de la HO-1 frente a la restriccion
de suero. Aunque el CO tiene un efecto antiapoptético en diversos modelos
experimentales (Tsui y cols., 2005; Zhang y cols., 2005), los resultados obtenidos
con CORM-2 no apoyan que este mediador pueda tener un papel importante en
nuestro sistema, si bien se debe indicar que el CO no produce efectos
antiapoptdticos en algunos tipos celulares (Choi y cols., 2004; Mayerhofer y cols.,
2004) o incluso puede ser proapoptdtico en células Jurkat (Song y cols., 2004).

De acuerdo con los resultados de este estudio, los efectos antiapoptéticos de la
HO-1 en Caco-2 estdn mediados por la via de Akt. La serina/treonina cinasa Akt (o
protein cinasa B) es un efector de la via de la PI3-K. La activacion de esta via
permite a las células sobrevivir debido a la inhibicién de sefiales apoptéticas e

induccion de seiiales a favor de la supervivencia (revisado en Marte y Downward,
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1997). En concreto, la participacion de Akt en la supervivencia de las células
enterociticas parece ser relevante en las células no diferenciadas (Gauthier y cols.,
2001). La fosforilacion de Akt ha sido descrita en carcinomas de colon humano y
se ha correlacionado con el bloqueo de la apoptosis, sugiriéndose asi la
participacion de esta proteina en la progresion del cancer de colon (Itoh y cols.,
2002). Existe por tanto la posibilidad de que el efecto antiapoptdtico de la HO-1
pudiera favorecer la supervivencia de células cancerosas. A este respecto, algunas
observaciones sugieren que los niveles elevados de esta proteina estin asociados
con el crecimiento neopléasico (Nishie y cols., 1999; Mayerhofer y cols., 2004).

La cronificacion de la inflamacion en el tejido intestinal es un factor que
contribuye al desarrollo de cancer colorrectal (Westbrook y cols., 2009; Rose-John
y cols., 2009). El posible papel de la HO-1 en esta enfermedad no estd
determinado. Aunque la expresion de la HO-1 podria proteger a las células frente a
la apoptosis en algunos casos, la inhibicion de esta enzima incrementa el estrés
oxidativo y la apoptosis en la linea celular de cancer de colon SW480 (Fang y cols.,
2004). En nuestras condiciones experimentales, la biliverdina y la bilirrubina serian
los metabolitos derivados de la actividad HO responsables de la inhibicién de la
apoptosis. Sin embargo, en otras condiciones, la influencia de la bilirrubina podria
ser diferente. Asi, en células de adenocarcinoma de colon, el tratamiento con
bilirrubina puede inducir la despolarizacién mitocondrial y la apoptosis (Keshavan
y cols., 2004). Por otro lado, el control de la respuesta inflamatoria por la actividad
HO-1 podria disminuir la produccion de mediadores y evitar la cronificacion de la
inflamacién. Es interesante destacar que la expresion de la HO-1 en el céncer
colorrectal y en el adenoma de colon se asocia con una menor invasion linfatica,
menor tasa de metastasis y una mayor supervivencia de los pacientes a largo plazo
(Becker y cols., 2007).

En este estudio también hemos demostrado que los niveles de la proteina
p21PWAF! Jumentan en las células Caco-2 sometidas a restriccién de suero y que
la indometacina inhibe la apoptosis dependiendo de la activacion de la via Akt/
p21“PWAFL En relacién con la via de la HO-1, se ha descrito que los productos

1 Cip/WAF1

derivados de ella, como son el hierro o el CO inducen p2 en células del
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tubulo proximal de ratas tratadas con hemina (Gonzélez-Michaca y cols., 2004).
Esta proteina puede mediar la resistencia que produce la HO-1 frente a la apoptosis
inducida por TNF-a y cicloheximida, en células de cancer gastrico o de carcinoma
de tiroides (Liu y cols., 2004; Chen y cols., 2004). Sin embargo, nuestros datos
sugieren que otras dianas posteriores en la cascada del Akt estarian implicadas en el
efecto antiapoptético de la HO-1 en células Caco-2 que han sido privadas de suero.
En algunos modelos experimentales, la MAPK p38 podria participar en los
efectos antiapoptoticos de la HO-1. A diferencia de la respuesta descrita en
hepatocitos estimulados con TNF-a (Tsui y cols., 2005), nuestros resultados
sugieren que la activacion de p38 no es relevante en los efectos antiapoptdticos de

la HO-1 en nuestro modelo de trabajo.

7.2. EFECTOS DE LA CoPP Y DEL CORM-2 EN EL
METABOLISMO DEL CONDROCITO OSTEOARTRITICO

Los siguientes experimentos se realizaron en cultivos primarios de condrocitos
OA, estimulados con la citocina proinflamatoria IL-1p y en presencia de los
productos CoPP y CORM-2. En este modelo de OA in vifro y en nuestras
condiciones de experimentacidn, se ha descrito por primera vez un papel protector,
tanto de la HO-1 como de una molécula tipo CORM en el metabolismo de los
condrocitos OA, ya que ambas han sido capaces de reducir los efectos catabolicos
de la IL-1p sobre los componentes de la matriz extracelular. Nuestros resultados
también indican que el CO liberado por el CORM-2 puede reproducir los efectos
protectores de la induccion de la enzima HO-1 en condrocitos OA. No obstante, no
se sabe si el CO liberado por tal fuente externa es equiparable al CO producido por
la actividad HO-1 de manera enddgena. Estas limitaciones se han discutido en un
estudio reciente utilizando CORM-3 (Urquhart y cols., 2007).

Las citocinas proinflamatorias, como la IL-1B, pueden tenmer un papel
importante en la progresion de la lesion articular en la OA. Aunque los niveles de

expresion de la IL-1P son bajos en el cartilago OA, la parte superficial del mismo
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estd en contacto con niveles elevados de ésta y de otras citocinas presentes en el
fluido sinovial. De esta forma, puede producirse la estimulacién auto/paracrina de
su expresion, que tendria como consecuencia la activacion de las vias de
sefializacion principales, como las de las MAPK y la del NF«B (Fan y cols.,
2007), desencadenandose procesos de tipo degradativo e inflamatorio, entre otros.

El agrecano y el colageno tipo II son los componentes mayoritarios del cartilago
articular y su sintesis y mantenimiento son rasgos del condrocito diferenciado
(Reginato y cols., 1994). En la OA, la IL-1PB no so6lo suprime estos procesos
anabdlicos, sino que promueve la destruccion del cartilago (Goldring y cols., 1988;
Frazer y cols., 1994). Este proceso, en el que la pérdida de agrecano precede a la
degradacion del coldgeno, implica a un gran nimero de proteinasas y tiene como
resultado la alteracion de la funcionalidad de la articulacion (Nagase y Kashiwagi,
2003). El dafio a la red fibrilar de coldgeno puede ser mediado por la accion
conjunta de las citocinas IL-1B y TNF-qa, las cuales disminuyen la expresion del
agrecano y del colageno II (Fan y cols., 2006) e inducen la expresion de distintas
enzimas catabodlicas, incluyendo colagenasas y agrecanasas (Goldring y Goldring,
2004). En los experimentos realizados pudimos constatar que la induccién de HO-1
por CoPP y la liberacion de CO por parte del CORM-2, no sélo inhibié la
degradacion de la matriz extracelular sino que también aument6 la sintesis de
proteoglicano y colageno II por los condrocitos OA.

La activacion de las MMP colagenoliticas, depende de la proteolisis de sus
respectivas proformas por las proteinasas de la serina y otras MMP, lo que podria
ser un paso limitante en la colagenolisis del cartilago (Milner y cols., 2001). A este
respecto, es interesante destacar el papel de la MMP-3 (estromelisina-1) y la MMP-
10 (estromelisina-2) en la activacion de las proformas de las colagenasas (Murphy
y Lee, 2005; Knauper y cols., 1996a), conduciendo a un incremento significativo
de la colagenolisis del cartilago (Barksby y cols., 2006b). Nuestros estudios han
mostrado los efectos inhibitorios del CORM-2 en ambas enzimas, indicando que
este agente podria actuar a diferentes niveles en la cascada de reacciones que llevan

a la degradacion del coligeno.
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Se ha descrito que las colagenasas MMP-1 y MMP-13 son mediadores clave en
la degradacién del colageno II de la matriz extracelular (Poole y cols., 2003;
Billinghurst y cols., 1997, Wu y cols., 2002), siendo la MMP-13 la principal
colagenasa en el cartilago OA, capaz de degradar tanto el colidgeno como el
agrecano (Bau y cols., 2002; Burrage y cols., 2006; Wu y cols., 2002). En
condrocitos humanos OA estimulados con IL-1B, hemos mostrado cémo la
induccion de HO-1 desciende la actividad MMP y disminuye la expresion de
MMP-1 y MMP-13, lo cual puede tener un papel importante en los efectos
protectores de la induccién de 1la HO-1 frente a la degradacion del cartilago. Algo
similar se observé con el tratamiento con CORM-2, que inhibié la produccion de
MMP-1 y MMP-13, con un mayor efecto sobre la MMP-13.

La rotura del agrecano podria ser dependiente mayoritariamente de la actividad
de agrecanasas como ADAMTS-4 y ADAMTS-5 (Malfait y cols., 2002; Bau y
cols., 2002), aunque algunas MMP como la MMP-13 son también capaces de
degradar agrecano (Burrage y cols., 2006). La degradacién de agrecano es una
caracteristica temprana de la OA, que puede tener una gran influencia en la
alteracion del cartilago, ya que la macromolécula del agrecano protege la estructura
fibrilar del colageno del ataque proteolitico por colagenasas (Malfait y cols., 2002).
Nuestros datos indican que el tratamiento con CORM-2 redujo la actividad
agrecanasa y la expresion génica de ADAMTS-S5 en condrocitos OA humanos.

Hasta la fecha, las nuevas estrategias terapéuticas en proteccion del cartilago
centradas en los inhibidores de MMP no han dado lugar a beneficios clinicos
(Murphy y Lee, 2005). Por lo tanto, la inhibicién de ADAMTS-4/ADAMTS-5 se
ha propuesto como nueva diana farmacologica para desarrollar agentes protectores
de cartilago (Malfait y cols., 2002). De este modo, es posible que compuestos tales
como los CORM, capaces de controlar vias degradativas y de sintesis, puedan
proveer una mayor proteccion. Estas observaciones apoyan el interés de realizar
estudios adicionales sobre esta clase de agentes.

La activacion de las vias de sefializacion de las MAPK parece mediar la
regulacion de los componentes de la matriz extracelular dependiente de IL-1B y la

expresion de MMP en condrocitos articulares humanos (Fan y cols., 2007). En
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particular, ERK1/2 es un regulador negativo de la condrogénesis y de la
diferenciacion de condrocitos (Yoon y cols., 2002b). La inhibicion de la activacién
de ERK por HO-1 podria contribuir al mantenimiento del fenotipo condrocitico y a
la expresion de componentes de la matriz extracelular. Nuestros resultados
muestran que la induccion de HO-1 y el CORM-2 inhiben la fosforilacion de
ERK1/2 y de p38, lo que podria contrarrestar los efectos destructivos de las
citocinas proinflamatorias en la sintesis y degradacion de la matriz extracelular en
la OA.

La capacidad del CO de unirse a centros metilicos en metaloproteinas es
conocida (Roberts y cols., 2004), lo que podria resultar en la regulacion directa de
los procesos de fosforilacion-defosforilacion de las MAPK a través de posibles
interacciones con la proteina fosfatasa 2C (Boczkowski y cols., 2006). Ademas, el
CO puede inhibir a la NADPH oxidasa (Boczkowski y cols., 2006) y disminuir asi
la produccion de ROS en la mitocondria (Piantadosi, 2002), conduciendo a la
modulacién indirecta de la sefializacion por MAPK. Serian necesarios estudios
adicionales para determinar los mecanismos responsables de la inhibicién de las
MAPK por el CORM-2 en condrocitos. La capacidad del CO de reaccionar con
metales de transicién podria también resultar en la inhibicién de las MMP
relevantes en la degradacion del cartilago (Desmard y cols., 2005).

Asimismo, hemos descrito que la HO-1 incrementa la produccién de IGF-1, un
importante factor anabdlico para el cartilago. Estudios in vitro e in vivo han
demostrado que el IGF-1 estimula la sintesis de proteoglicano y enlentece el
catabolismo del proteoglicano en el cartilago (revisado en Schmidt y cols., 2006).
Este factor de crecimiento, también invalida las acciones de la IL-1B sobre la
matriz extracelular (Wang y cols., 2003). No obstante, la respuesta de los
condrocitos al IGF decrece con la edad y con el progreso de la OA, lo que podria
deberse a tres motivos: defectos en la union al receptor de IGF, defectos en la
sefializacion o aumento de la expresion de proteinas de union tipo IGFBP (Martin y
cols., 1997; Dore y cols., 1994). En la OA, la pobre eficacia anabdlica del IGF-1 en
el cartilago, parece ser debida parcialmente a su secuestro por los niveles

anormalmente elevados de proteinas IGFBP extracelulares, principalmente IGFBP-
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3, que podrian regular los niveles locales de IGF (De Ceuninck y cols., 2004).
Nuestros resultados indican que la induccién de HO-1 disminuye los altos niveles
de IGFBP-3 presentes en condrocitos OA (Olney y cols., 1996; Iwanaga y cols.,
2005; Tardif y cols., 1996). Ademas, la inducciéon de HO-1 aumenta la razén IGF-
1/IGFBP-3, lo que facilitaria la interaccion del IGF-1 con sus receptores para
ejercer efectos anabdlicos (Dore y cols., 1994). Este mecanismo indirecto, podria
tambicn contribuir a los efectos protectores de la induccion de HO-1 en el cartilago
OA. Por el contrario, el CORM-2 no mostr6 efectos significativos sobre la
expresion de este factor de crecimiento.

Las citocinas proinflamatorias como la IL-1p incrementan el estrés oxidativo, al
inducir la formacién de oxidantes intracelulares que podrian funcionar como
segundos mensajeros, implicando un aumento de la expresion génica de enzimas
degradativas (Lo y cols., 1998). Ademas, las ROS han sido relacionadas con la
degeneracion del cartilago en la OA a través de la iniciacién de la apoptosis del
condrocito (Del, Jr. y Loeser, 2002), el descenso del potencial replicativo, cambios
catabdlicos en la matriz del cartilago, inestabilidad de los telémeros y senescencia
(Yudoh y cols., 2005b). Se sabe que la induccion de HO-1 puede disminuir los-
niveles de la molécula oxidante hemo e incrementar la generaciéon de moléculas
antioxidantes (biliverdina y bilirrubina) y del agente antiapoptdtico y
antiinflamatorio CO (revisado en Alcaraz y cols., 2003). En la presente tesis, se ha
demostrado un papel protector de la inducciéon de HO-1 y de la liberacion de CO
frente al estrés oxidativo en condrocitos humanos OA. Nuestros resultados también
sugieren que la inhibicién de la generacién de ROS podria contribuir a los efectos
beneficiosos de la CoPP y del CORM-2 sobre la viabilidad, apoptosis y
metabolismo de la matriz extracelular en condrocitos primarios OA. Ademaés, hay
evidencias contundentes de efectos reguladores del CO en la sefializacion redox. Se
ha descrito que el CO exogeno procedente de los CORM o de la actividad HO-1
inhibe a la NADPH oxidasa y a la citocromo oxidasa en algunos tipos celulares
(Boczkowski y cols., 2006).

Estudios previos han demostrado una excesiva produccion de NO y ROS en

enfermedades inflamatorias y degenerativas de las articulaciones (Abramson y
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cols., 2001). Grandes cantidades de NO se asocian a la degradacién de la matriz, lo
que podria depender de la supresion de la sintesis de glicosaminoglicanos y
colageno, de la expresion aumentada de MMP y de la activacion de proenzimas
(Lotz, 1999). Hemos mostrado que el CORM-2 reduce la produccién de NO e
inhibe la expresion de ARNm y la expresion proteica de la NOS-2 en condrocitos
OA estimulados con IL-1p, lo que podria jugar un papel en los efectos protectores
del CORM-2 frente a la degradacion del cartilago. La inhibicion de la activacion
del NF-xB por CORM-2 podria proveernos de una base para explicar la reduccion
en la expresion de NOS-2 y la disminucion de la produccion de NO.

Ademas, el NO puede modificar los efectos de las citocinas. Por ejemplo, el NO
puede reducir la produccion de 1L-1Ra lo que conlleva una mayor degradacion de
la matriz del cartilago por IL-1 (Pelletier y cols., 1996). Hemos observado que el
CORMS-2 es capaz de aumentar la produccion de IL-1Ra en condrocitos primarios
OA estimulados con IL-1B. Aunque los niveles producidos son bajos, es probable
que in vivo el bloqueo de pequefias cantidades de IL-1 sea suficiente para evitar la
potenciacion con otras citocinas en la induccién de efectos catabdlicos (Chabaud y
cols., 2001).

Una de estas citocinas es el TNF-a, que induce la produccion de mediadores
inflamatorios y enzimas catabélicas en tejidos OA (Fernandes y cols., 2002). Por
tanto, la reduccion de la produccién de TNF-a por el CORM-2 en condrocitos OA
primarios, podria contribuir a los efectos antiinflamatorios de este agente y es de
gran interés en el contexto de la OA, en vista de los efectos catabdlicos de esta
citocina.

Estudios previos han demostrado un incremento de la expresion de COX-2 y
mPGES-1 en cartilago OA (Li y cols., 2005) y en condrocitos (Grimmer y cols.,
2007). La evidencia experimental indica que la IL-1p induce en los condrocitos
grandes incrementos en la expresién de COX-2 y mPGES-1, lo que tiene como
consecuencia la produccién de niveles elevados de PGE;. Ademis de sus efectos
proinflamatorios, este mediador puede participar en el desequilibrio del balance
anabolismo-catabolismo en la OA, mediante la inhibicién del inhibidor tisular de

metaloproteinasas-1 (TIMP-1) o aumentando la produccién de MMP (Yamada y
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cols., 1996; Shapiro y cols., 1993; Hardy y cols., 2002). Por el contrario, bajas
concentraciones de PGE, podrian regular a la baja las colagenasas, las citocinas
proinflamatorias y la rotura del colageno 2A1 (Tchetina y cols., 2007). Por otro
lado, la PGE; podria aumentar la mortalidad de los condrocitos (Notoya y cols.,
2000) e inducir apoptosis en condrocitos articulares de bovino a través de la via del
AMPc (Miwa y cols., 2000).

En nuestros experimentos, estudiamos los efectos de la induccién de HO-1 y de
la liberacion CO por el CORM-2 sobre la produccion de PGE; inducida por IL-1
en condrocitos primarios OA. En ambos casos, se produjo una disminucion de
dicha produccion de PGE;. En el caso de la induccién de HO-1, comprobamos que
tales efectos no eran dependientes de la inhibicion de la actividad enzimatica COX-
2, sino de la regulacion a la baja de la expresion génica de mPGES-1, mientras que
el CORM-2 inhibi6 la expresién de mPGES-1 y, en menor medida, la de COX-2.
Por lo tanto, nuestros datos sugieren que el CO producto de la actividad HO-1
podria ser responsable de la disminucién de la producciéon de PGE, tras la
induccion de HO-1. La incapacidad de la HO-1 de inhibir la actividad COX-2
podria tener como consecuencia el control de la excesiva produccion de PGE,
durante las respuestas inflamatorias, sin inhibicién de otros metabolitos derivados
de la actividad COX-2, con posibles efectos protectores (Gilroy y cols., 1999).

Con estos resultados, mostramos por primera vez un papel regulador de la HO-1
y del CORM-2 sobre la producciéon de PGE, a través, mayoritariamente, de la
modulacion de la mPGES-1, en condrocitos primarios OA estimulados con IL-1p.
De hecho, la mPGES-1 se ha propuesto como diana en patologias inflamatorias
como la artritis reumatoide (Stichtenoth y cols., 2001) y la OA (Masuko-Hongo y
cols., 2004; Kojima y cols., 2004).

Los efectos inhibitorios de la induccién de la HO-1 y del CORM-2 sobre la
fosforilacion de ERK1/2 y p38 descritos anteriormente, podrian también participar
en la regulacion a la baja de la mPGES-1 por induccién de HO-1, ya que la
actividad de las MAPK podria ser critica para la expresion de la mPGES-1
(Masuko-Hongo y cols., 2004).
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El NF-xB y el AP-1 estdn implicados en la transcripcion de numerosos genes
proinflamatorios (Liacini y cols., 2002). Aunque el promotor de COX-2 contiene
multiples sitios de regulacion, incluyendo aquéllos capaces de interactuar con
ambos factores de transcripcidn, se ha descrito que la induccion de COX-2 por IL-
1B en condrocitos humanos podria ser dependiente de otros factores de
transcripcién (Thomas y cols., 2000), lo cual podria explicar la leve reduccion en la
COX-2 conseguida por el CORM-2 y la falta de efecto de la CoPP.

Se sabe que la activacion de receptores activados por proliferadores de
peroxisomas-y (PPAR-y) ejerce efectos inhibitorios sobre la transcripcién de la
mPGES-1 (Li y cols., 2005) y estudios recientes sugieren la contribucién del HIF-
la a la regulacion de la mPGES-1 y en menor medida de la expresion de COX-2 en
condrocitos primarios (Grimmer y cols., 2007). Nuestros datos sugieren que la
inhibicion de la activacién de NF-kB y HIF-la por CoPP y CORM-2 podria
contribuir a la inhibicién de la expresion de la mPGES-1 por estos agentes.

Estudios recientes han sugerido que el EGR-1 podria ser un regulador clave en
la transcripcion de la mPGES-1 en respuesta a la estimulacién por citocinas
(Naraba y cols., 2002). Por este motivo, intentamos establecer si la induccion de
HO-1 podria regular a este factor de transcripcién. Nuestros datos mostraron que la
induccion de HO-1 produce una reduccidn significativa de la activacién de EGR-1
en condrocitos primarios OA estimulados con IL-1f y por tanto este mecanismo

podria contribuir a la inhibicidn de la expresion de la mPGES-1.
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1.- En células Caco-2, el dador de CO CORM-2 tiene efectos antiinflamatorios,
con inhibicion de la expresion de NOS-2, IL-6, IL-8 y MMP-7. El mecanismo de
accién del CORM-2 dependeria de la inhibicién de la activacion de las MAPK
(ERK, p38 y JNK) y de los factores de transcripcion NF-xB, AP-1 y C/EBP.
Ademas, la inducciéon de HO-1 por CoPP ha demostrado un efecto antiapoptético
mediado por biliverdina y bilirrubina y dependiente de la activacion de Akt. La via

HO-1/CO puede tener efectos antiinflamatorios y protectores en enterocitos.

2.- En condrocitos osteoartriticos, tanto la inducciéon de HO-1 por CoPP como
el CORM-2, protegen frente a los efectos catabdlicos y antianabdlicos de la IL-1j,
con aumento de la viabilidad celular y de la sintesis de la matriz extracelular e
inhibicion de su degradacion. La inhibicion de la expresién de MMP y, en el caso
de CORM-2, también de agrecanasa-2 protege frente a la degradacion del cartilago.
El aumento de la razén IGF-1/IGFBP3 participa en el efecto anabdlico de la
induccion de HO-1.

3.- En este sistema celular, la inducciéon de HO-1 y la molécula CORM-2 tienen
efectos antiinflamatorios y reducen la expresion de mPGES-1 y los niveles de
PGE,, asi como la produccion de estrés oxidativo. La inhibicidn de la activacion de
las MAPK ERK y p38, y de los factores de transcripcion NF-xB, HIF-1a y EGR-1
media la proteccion producida por la induccién de HO-1 y por el CORM-2 frente a

los efectos nocivos de la IL-1B en condrocitos osteoartriticos.
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.- In Caco-2 cells, the CO-releasing molecule CORM-2 showed anti-
inflammatory effects, with inhibition of NOS-2, IL-6, IL-8 and MMP-7 expression.
The mechanism of action of CORM-2 may depend on the inhibition of the
activation of both MAPK (ERK, p38 and JNK) and transcription factors NF-KB,
AP-1 and C/EBP. Moreover, HO-1 induction by CoPP has demonstrated an anti-
apoptotic effect mediated by biliverdin and bilirubin and dependent on Akt
activation. HO-1/CO pathway might have anti-inflammatory and protective effects

on enterocytes.

2.- In osteoarthritic chondrocytes, HO-1 induction by CoPP and CO release by
CORM-2 protect against the catabolic and anti-anabolic effects of IL-1P, with
increase of cell viability and extracellular matrix synthesis and inhibition of its
degradation. Downregulation of MMPs and, in the case of CORM-2, also of
ADAMTS-5 protects against cartilage degradation. The increased 1GF-1/IGFBP3

ratio participates in the anabolic effect of HO-1 induction.

3.- In this cellular system, HO-1 induction and CORM-2 exert anti-
inflammatory effects and reduce mPGES-1 expression and PGE2 levels, as well as
oxidative stress production. Inhibition of MAPK ERK and p38 activation and
inhibition of the transcription factors NF-kB, HIF-la and EGR-1, mediate the
protection produced by HO-1 and CORM-2 against the deletereous effects of IL-1P

in osteoarthritic chondrocytes.
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10.1. ARTICULOS PUBLICADOS DURANTE EL DESARROLLO
DE LA PRESENTE TESIS DOCTORAL

1.- Heme oxygenase-1 inhibits apoptosis_in Caco-2 cells via activation of Akt

pathway
Autores: Jérome Busserolles, Javier Megias, Maria Carmen Terencio, Maria José

Alcaraz.

Revista: International Journal of Biochemistry & Cell Biology, abril de 2006,
38(9):1510-7
Indice de Impacto: 4,804 (2006)

2.- The carbon monoxide-releasing molecule CORM-2 inhibits the inflammatory
response induced by cytokines in Caco-2 cells

Autores: Javier Megias, Jérdome Busserolles, Maria José Alcaraz.
Revista: l}ritish Journal of Pharmacology, abril de 2007, 150(8): 977-86.
Indice de Impacto: 3,767 (2007)

3.- Haem oxygenase-1 regulates catabolic and anabolic processes in osteoarthritic

chondrocytes.
Autores: Maria Isabel Guillén, Javier Megias, Francisco Gomar, Maria José

Alcaraz.
Revista: Journal of Pathology, marzo de 2008, 214(4): 515-22.
Indice de Impacto: 5,121 (2008)

4.- The CO-releasing molecule CORM-2 protects human _osteoarthritic

chondrocytes and cartilage from the catabolic actions of interleukin-13

Autores: Javier Megias, Maria Isabel Guillén, Antonio Bru, Francisco Gomar,
Maria José Alcaraz.

Revista: Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, abril de 2008,
325(1):56-61.
Indice de Impacto: 4,309 (2008)

5.- Carbon monoxide-releasing molecules: a pharmacological expedient to
counteract inflammation.
Autores: Maria José Alcaraz, Maria Isabel Guillén, Maria Luisa Ferrandiz, Javier
Megias, Roberto Motterlini.
Revista: Current Pharmaceutical Design, 2008, 14(5): 465-72.
Indice de Impacto: 4,399 (2008)
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6.- The CO-releasing molecule CORM-2 is a novel regulator of the inflammatory
process in osteoarthritic chondrocytes.
Autores: Maria Isabel Guillén, Javier Megias, Victoria Clérigues, Francisco
Gomar, Maria José Alcaraz.
Revista: Rheumatology (Oxford), septiembre de 2008, 47(9): 1323-8.
Indice de Impacto: 4,136 (2008)

7.- Heme oxygenase-1 induction modulates microsomal prostaglandin E synthase-1
expression and prostaglandin E(2) production in osteoarthritic chondrocytes.
Autores: Javier Megias, Maria Isabel Guillén, Victoria Clérigues, Ana 1. Rojo,
Antonio Cuadrado, Miguel Angel Castejon, Francisco Gomar, Maria
José Alcaraz.
Revista: Biochemical Pharmacology, junio de 2009, 77(12): 1806-13.
Indice de Impacto: 4,838 (2008)
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10.2. INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION

CLINICA

JUNIWIWVLIVAW

AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D Manuel Lab'és Gémez, Secretario dei Comité Etico de Investigacién Clinica det Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité en reunion ordinaria de fecha 25 oe octubre de 2006 y segun consta en el
acta de la misma, se han analizado tes aspectos éticos y cientificos relacionados con el proyecto

de investigacion que jleva por titulo
Mecanismos moleculares de la activacion de células inflamatorias en la lesion articular

Que sera llevado a cabo er a Facultad de Medicina en el Servicio de Dept Farmacologia y cuyo
investigador principal es la Dra Alcaraz Tormo, acordando que reune jas caracteristicas
adecuadas recientes a informacion a ios pacientes y cumplimiento de los cnterios éticos para la
investigacion medica y biomedica establecidos en ja Declaracion de Helsinki (Jumo 1964
Heismki Finlandia) de la Asamblea Médica Mundial y sus revisiones (Octubre 1975. Tokio.
Japon) (Octubre 1983. Veneca, ltalia) (Septiembre 1989 Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset
Weru SUdéafhca) y 'Octubre 2000 Edimburgo) en la Declaracién Universal sobre el Genoma
Humano y ios Derechos del Hombre de la UNESCO Yy los acuerdos del Protocolo Adicional
del Consejo de Europa para la proteccion de los Derechos del Hombre y de la dignidad del
ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Pa-is 12-1-1996

ratif cado el 23-7-1999)
Lo que certifico a efectos oportunos

Vaienc

Fdo
Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica
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