INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
ESCUELA NACIONAL DE MEDICINA Y HOMEOPATIA
SECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA MOLECULAR

“EFECTO DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA SOBRE EL
PERFIL PROINFLAMATORIO Y ANTIINFLAMATORIO
DEL CARTILAGO ARTICULAR EN OSTEOARTRITIS
INDUCIDA EN RATA”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN
CIENCIAS EN BIOMEDICINA MOLECULAR

PRESENTA:

MARIA DEL PILAR ACOSTA RIOS

DIRECTORES DE TESIS:

DRA. NURY PEREZ HERNANDEZ
DR. GUILLEMO PEREZ ISHIWARA

MEXICO D.F, 2011



COMITE TUTORIAL

M. en C. Beatriz Elisa Gallo Olvera

Dra. Elizabeth Pérez Hernandez

Dra. Maria del Consuelo Gémez Garcia

Dr. Juan Salas Benito



SIP-14-BIS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de MEXICO DF siendolas 12:00 horas del dia 13  delmesde
JUNIO del 2011 se reunieron los miembros de la Comisidén Revisora de la Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de ENMH

para examinar la tesis titulada:
EFECTO DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA SOBRE EL PERFIL PROINFLAMATORIO

Y ANTIINFLAMATORIO DEL CARTILAGO ARTICULAR EN OSTEOARTRITIS INDUCIDA EN RATA

Presentada por el alumno:
ACOSTA RIOS MARIA DEL PILAR

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Conregistro:LA |O ]9 ID IO ’1 IO ‘

aspirante de:
MAESTRIA EN CIENCIAS EN BIOMEDICINA MOLECULAR

Después de intercambiar opinicnes los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis

‘) )
[‘:
DR DAVID GUIII\ A MQ PEREZ ISHIWARA DR/’(NU}(Y PEREZ HERNANDEZ
A (LM ICAL
DRA MARTZ NSUELO GOMEZ GARCIA DRA ELIZABE Z HERNANDEZ

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

| casama s

#ECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADD
E iMVFSTIGACION



" iﬂm INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
e SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DI DERECHOS

En la Ciudad de México DF el dia 13 del mes de Junio del afio 2011, el (la) que suscribe

Maria del Pilar Acosta Rios alumno (a) del Programa de Maestria en Biomedicina Molecular

con numero de registro A090010, adscrito a Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia,

manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la direccion de la Dra.
Nury Perez Hernandez y del_Dr. David Guillermo Perez Ishiwara y cede los derechos del
trabajo intitulado EFECTO DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA SOBRE EL PERFIL
PROINFLAMATORIO Y ANTINFLAMATORIO DEL CARTILAGO ARTICULAR EN
OSTEOQARTRITIS INDUCIDA EN RATA. al Instituto Politécnico Nacional para su difusion,

con fines académicos y de investigacion.

[.os usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido

escribiendo a la siguiente direccion asirelativamente@hotmail.com . Si el permiso se otorga,

el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

N¢mbre v firma



Esta tesis se realizé en el laboratorio de Biomedicina Molecular I, de la seccion de
estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Nacional de Medicina y
Homeopatia del Instituto Politécnico Nacional. Bajo la direccion de la Dra. Nury
Pérez Herndndez y del Dr. David Guillermo Pérez Ishiwara.

Durante el desarrollo de este trabajo se conto con la beca de maestria del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), con la beca del Programa
Institucional de Formacion de Investigadores (PIFI) del IPN, como parte del
proyecto SIP-20100654. Ademas se conto con la beca Institucional de tesis del
IPN.



AGRADECIMIENTOS

e A mis directores de tesis: A la Dra. Nury Pérez Hernandez y al Dr. Guillermo
Pérez Ishiwara, doy mi mas profundo agradecimiento ya que siempre conté
con su apoyo tanto en el ambito académico como en el personal.

e A mis asesores de tesis: Dra. Elizabeth Pérez Hernandez, Dra. Maria del
Consuelo Gomez Garcia y al Dr. Juan Salas Benito; por todo el empefio y
tiempo dedicado a este trabajo.

e A mi asesora de tesis: M en C. Beatriz Elisa Gallo Olvera, por el apoyo
siempre incondicional y por compartir conmigo esa pasion por el Factor de
Transferencia. Muchas Gracias.

e Al laboratorio BIOEXPORT y a todo su equipo por la donacion de unidades
de factor de transferencia para este trabajo. En especial agradezco el
apoyo al QBP. Bulmaro Esteban Correa Meza y al QBP. Carlos Pérez de la
Mora, ya que sin ustedes la historia de los ultimos 15 afios de mi vida no se
escribiria igual. Infinitas gracias.

e A todos los integrantes del Departamento de Anatomia Patolégica del
Hospital de Ortopedia “Dr. Victorio de la Fuente Narvaes” Distrito Federal,
en especial al Dr. Ayala, por permitirme hacer parte de mi trabajo en este
lugar.

e A todas las personas que forman parte del laboratorio de Biomedicina
Molecular | y del laboratorio de Productos Naturales I, por compartir
conmigo esta experiencia; Gracias a Denisse, Rita, Elvia, Oli, Elvira y Elvia.
Asi mismo agradezco a mis comparfieros de generacion por el tiempo
juntos; gracias a Laura, Leonel, Elibeth y Roberto.

¢ A la Dra Monica de Nova por apoyarme en este trabajo y por tener siempre
un minuto para escucharme.

e Finalmente agradezco a todas aquellas personas que de alguna manera
contribuyeron en la realizacion de este trabajo.



DEDICATORIA

e Este trabajo esta dedicado a mi familia. Gracias a mi mama Maria de la Luz
Rios y a mi papa Luis Acosta, por creer en mi, y por apoyarme siempre en
las buenas y malas, sin ustedes yo no seria lo que soy ahora.

¢ A mis hermanas Ana y Mimi; y a mis sobrinos que siempre estan a mi lado
alegrandome la vida.

¢ A lafamilia Gaspar, muchas gracias por su apoyo.

e En especial dedico este trabajo a los dos hombres de mi vida que me
convirtieron en la mujer mas feliz del mundo: Erik y Eric Gael.

e Gracias Erik por todo el amor que siempre me has dado, por confiar en miy
ser mi fuerza para seguir adelante, por apoyarme infinitamente en todo
momento. Te amo.

e Gracias a mi niflo Eric Gael por ensefiarme que por ti vale la pena cualquier
esfuerzo y cualquier desvelo, te amo y quiero que sepas que estaré a tu
lado para apoyarte y quererte siempre.



INDICE

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
ABREVIATURAS
RESUMEN
ABSTRACT
1.INTRODUCCION
1.1 EL CARTILAGO ARTICULAR
1.2 ESTRUCTURA DEL CARTILAGO ARTICULAR
1.3 LOS CONDROCITOS
1.4 LA MATRIZ EXTRACELULAR
1.4.1 EI LIQUIDO TISULAR
1.4.2 MACROMOLECULAS DE LA MEC
1.4.3 PROTEINAS NO COLAGENAS
1.4.4 RECAMBIO Y MANTENIMIENTO DE LA MEC
1.5 OSTEOARTRITIS
1.5.1 DEFINICION
1.5.2 EPIDEMIOLOGIA
1.5.2.1 PREVALENCIA
1.5.2.1 MORBILIDAD
1.5.3 ETIOLOGIA
1.5.4 FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOARTRITIS
1.5.5 TRATAMIENTO DE LA OSTEOARTRITIS
1.5.5.1 TRATAMIENTOS QUIRURGICOS

1.5.5.2 TRATAMIENTOS CONSERVADORES

PAGINA
i
i

10

11
11
12
13
20
21

22



1.6 FACTOR DE TRANSFERENCIA
1.6.1 HISTORIA DEL FACTOR DE TRANSFERENCIA

1.6.2 EL FACTOR DE TRANSFERENCIA COMO AGENTE
TERAPEUTICO

2. ANTECEDENTES
3. JUSTIFICACION
4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL
4.2 OBJETIVOS PATICULARES
5. MATERIAL Y METODOS
5.1 INDUCCION DE OSTEOARTRITIS EN RATA
5.2 EVALUACION CLINICA
5.3 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

5.3.1 TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA PARA EVALUAR
LA MORFOLOGIA CELULAR

5.3.2 TINCION CON SAFRANINA O PARA EVALUAR LOS
PROTEOGLICANOS

5.3.3 TINCION CON TRICROMICO DE MASSON PARA EVALUAR
LA COLAGENA

5.4 ANALISIS DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE CITOCINAS
PRO- INFLAMATORIAS Y ANTI-INFLAMATORIAS

5.4.1 OBTENCION, ANALISIS Y CUANTIFICACION DEL RNA
5.4.2 SINTESIS Y CUANTIFICACION DE cDNA

5.4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA MULTIPLE
(M-PCR)

5.4.4 RT-PCR MULPLE PARA CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS
5.4.5 RT-PCR MULPLE PARA CITOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS
5.4.6 ELECTROFORESIS DE LA RT-PCR

5.4.7 TINCION DE GELES

26

28

33

35

36

36

36

37

38

39

40

41

42

43

43

45

46

46

48

50

50



5.5 INMUNOHISTOFLUORESCENCIA Y ANALISIS CON 50
MICROSCOPIA CONFOCAL

6. RESULTADOS 52
6.1 INDUCCION DE OSTEOARTRITIS EN RATA 52

6.2 EVALUACION CLINICA 54

6.3 ANALISIS MACROSCOPICO 55

6.4 ANALISIS HISTOPATOLOGICO 58

6.4.1 EVALUACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR 58

6.4.2 EVALUACION DE LA MEC ( PROTEOGLICANOS) 60

6.4.3 EVALUACION DE LA MEC (COLAGENA) 62

6.5 ANALISIS DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE CITOCINAS PRO- 64

INFLAMATORIAS Y ANTI-INFLAMATORIAS

6.6 INMUNOHISTOFLUORESCENCIA Y ANALISIS CON MICROSCOPIA 73
CONFOCAL

7. DISCUSION 78

8. CONCLUSIONES 89

9. PERSPECTIVAS 91

10. BIBLIOGRAFIA 92

ANEXO 1 102



INDICE DE FIGURAS

PAGINA
Fig. 1 Representacion gréafica de las zonas del cartilago articular 2
adulto (Modificada de Kapoor et al., 2011).
Fig. 2 Alteracion de los factores anabdlicos y catabdlicos en OA 20
(Modificada de Kapoor et al., 2011).
Fig. 3 Modelo animal de OA. Incisidn lateral en rodilla derecha 53
Fig. 4 Modelo animal de OA. Diseccion de menisco medial 53
Fig. 5 Andlisis macroscopico de las articulaciones 57
Fig. 6 Valoracion de la morfologia celular mediante la tincién con 60
hematoxilina y eosina.
Fig. 7 Valoracion de Proteoglicanos mediante la tincion con 62
safranina O
Fig. 8 Valoracion de Colagena mediante la tinciéon con tricromico de Masson 64
Fig. 9 Amplificacién de un fragmento del gen de actina 67
Fig. 10 Calidad del cDNA sintetizado 69
Fig. 11 Expresion de citocinas anti-inflamatorias 70
Fig. 12 Expresion de citocinas pro-inflamatorias 71
Fig. 13 Inmunolocalizacion de FGF-2 74
Fig.14 Inmunolocalizacion de PDGF 75
Fig. 15 Inmunolocalizacion de IkB no fosforilada 76

Fig. 16 Inmunolocalizaciéon de NF«B. 77



INDICE DE TABLAS

PAGINA
TABLA 1 Clasificacion arbitraria de signos clinicos 38
TABLA 2 Tamafos moleculares de las citocinas pro-inflamatorias 48
detectadas
TABLA 3 Tamafios moleculares de las citocinas anti-inflamatorias 49
detectadas
TABLA 4 Puntaje obtenido de la clasificacion arbitraria de signos clinicos 54
TABLA 5 Cuantificacion de RNA por espectrofotometria 65
TABLA 6 Cuantificacion de RNA tratado con DNAsas 66

TABLA 7 Cuantificacion de cDNA 68



ABREVIATURAS

ADAMTS
BMPs
°C

CF

DNA
FGF-2
FT

GAGs

IGF-1
IL-1
IL-6
IL-17
IL-18
IL-21
IFN-y
kDa
MEC
min
mL

Hg
MMPs

Adamalisinas

Proteinas morfogénicas 6seas
Grados centigrados

Con factor de transferencia
Acido desoxirribonucleico
Factor de crecimiento de fibroblastos basico
Factor de transferencia
Glucosaminoglicanos

Gramos

Horas

Factor de crecimiento insulinico tipo 1
Interleucina 1

Interleucina 6

Interleucina 17

Interleucina 18

Interleucina 21

Interfer6n gamma
Kilodaltones

Matriz extracelular

Minutos

Mililitros

Microgramos

Metaloproteasas



OA
PDGF
RNA
SF
TGF-B

TNF a

Osteoartritis

Factor de crecimiento derivado de plaguetas
Acido ribonucleico

Sin factor de transferencia

Factor de crecimiento transformante beta

Factor de necrosis tumoral alfa



RESUMEN

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular degenerativa y progresiva caracterizada por
la pérdida irreversible de cartilago con remodelacion del area subcondral e inflamacion de la
membrana sinovial. Se considera como la artropatia mas comun en personas mayores de 65
afios de edad y clinicamente se caracteriza por rigidez y dolor articular, limitacién de la
movilidad e inflamacion local. Los tratamientos actuales solo le permiten al paciente modular el
dolor y disminuir la inflamacion. Sin embargo, no existe ningun tratamiento que regenere el
cartilago articular dafiado o detenga el proceso degenerativo. En la fisiopatogénesis de la
enfermedad participan diversas citocinas pro- y anti-inflamatorias, que se han propuesto como
blancos terapéuticos a través del uso inmunoterapias que podrian regular la accion de los
factores anabdlicos y catabolicos. El factor de transferencia (FT) se considera como un
inmunomodulador, el cual se ha empleado en pacientes con OA. Las evidencias clinicas
muestran la disminucion de sintomas y la modulacion del dolor. Sin embargo, no se cuenta con
estudios moleculares que describan su mecanismo de accion. Por lo tanto en la presente tesis
evaluamos histopatol6gicamente el efecto del FT en el desarrollo y progresién de la OA murina
y su relacion con el perfil pro-inflamatorio y anti-inflamatorio del cartilago articular. Se trabajo
con ratas wistar, a los cuales se les indujo OA mediante menisectomia medial unilateral y
ejercicios de alto impacto por 20 dias. Posteriormente se sacrificaron y se extrajeron los condilo
femorales y los platillos tibiales de la articulacion afectada, se realizaron los andlisis
histopatoldgicos correspondientes, la deteccion de los niveles de expresion de citocinas pro- y
anti-inflamatorias y la inmunolocalizacion de las citocinas pro- y anti-inflamatorias en el
cartilago articular. Los resultados demostraron que los explantes de cartilago obtenidos de
animales con OA tratados con FT no presentaron alteraciones en distribucidén y la arquitectura
celular, no hubo presencia de displasia celular, ni agrupacion de los condrocitos en clones. Asi
mismo también se evidenci® una menor degradacion de los componentes de la matriz
extracelular (colagena y proteoglicanos), observandose caracteristicas histolégicas de mayor
similitud a las del cartilago articular normal. En cuanto a la expresion de citocinas anti-
inflamatorias mediante RT-PCR, el cartilago de animales con OA inducida sin tratamiento no
mostro la expresion de FGF-2 y de IFN y y se observd solamente una baja expresion de
PDGF. Sin embargo, en los animales tratados con FT la expresion de las interleucinas anti-
inflamatorias PDGF, IFNy, FGF-2 incremento significativamente en comparacion a lo

observado en el cartilago sano. En la expresion de citocinas pro-inflamatorias el FT no modificd



la expresion de IL-1, sin embargo, observamos que la expresion de IkB fue menor en
comparacion con las muestras de los animales sin tratamiento. El analisis de
inmunohistofluorescencia mostro que las proteinas FGF-2 y PDGF, se localizaron en el
cartilago normal y en el cartilago obtenido de animales con OA tratados con FT,
correlacionando con lo encontrado en la RT-PCR, mientras que IkB no fosforilada, la cual se
mostrd débilmente localizada en condrocitos de cartilago sano y en las muestras obtenidas de
animales tratados con FT. Los resultados de este trabajo nos permite sugerir que el FT
inducela expresion de citocinas anti-inflamatorias y la disminucion de algunas citocinas pro-
inflamatorias, equilibrando de esta manera, la homeostasis perdida en los condrocitos para la

regulacion de los procesos catabdlicos y anabdlicos de la MEC.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a progressive, degenerative joint disease characterized by irreversible
loss of cartilage with subchondral area remodeling and inflammation of the synovial membrane.
OA is the arthropathy considered the most common in people over 65 years old and is clinically
characterized by stiffness and joint pain, limited mobility and local inflammation. Current
treatments only modulate pain and reduce inflammation. However, there is no treatment to
regenerate articular damaged. The pathophysiology of the disease involves the participation of
various pro- and anti-inflammatory cytokines, which have been proposed as therapeutic targets
through the use of immunotherapies to regulate the anabolic and catabolic pathways. The use
os transfer factor (TF) in patients with OA, have showed regression of symptoms and
modulation pain. However, there is no molecular studies that describe its mechanism of action.
Therefore in this study we evaluate histologically the effect of FT in the development and
progression of murine OA and its relationship to pro-inflammatory and anti-inflammatory
articular cartilage profile. We used wistar rats, to induced OA by unilateral medial meniscectomy
and high impact exercise for 20 days. The animals were killed, femoral condyle and tibial
plateau of the affected joint was obtein to performed histopathological studies, expression
analisis of pro-and anti-inflammatory and immunolocalization of both in the articular cartilage.
The results showed that cartilage explants obtained from animals with OA treated with TF did
not show changes in the distribution and the cellular architecture; there was no cellular
dysplasia, or clustering of chondrocytes in clones. On the other hand a reduced degradation of
extracellular matrix components (collagen and proteoglycans) was evidented showing
histological features more similar to normal articular cartilage. The expression of anti-
inflammatory cytokines by RT-PCR, showed that the cartilage of animals with OA without
treatment, no expression of FGF-2 and IFN y was detected showing only low expression of
PDGF. However, in animals treated with TF the expression of anti-inflammatory cytokines
PDGF, IFNy, FGF-2 significantly increased compared to that observed in healthy cartilage. That
analysis of pro-inflammatory cytokines expression in FT treated animals did not displayed the
expression of IL-1, however, we note that the expression of IkB was lower than compared with
samples from animals without treatment. The localitation and expression of
inmunohistofluorescence FGF-2 and PDGF in tissue, were found in normal cartilage and
cartilage from OA animals treated with TF OA, correlating with the findings of the RT-PCR. Also
similar weakly expression of unphosphorylated IxB was also observed in healthy and OA TF
treated their animals.

The results present here allows us to suggest that FT promotes a mechanism of action by
increasing the expression of anti-inflammatory cytokines and reduction of some pro-
inflammatory cytokines, thereby balancing the loss OA chondrocyte homeostasis for regulation
of anabolic and catabolic processes of the ECM.

\



1. INTRODUCCION

1.1 EL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular es un tejido conjuntivo especializado avascular, alinfatico y
aneural, que cubre los componentes 0seos de las articulaciones diartrodiales. Este
tejido permite amortiguar y minimizar las fuerzas de tracciébn y compresion
generadas por el movimiento de la articulacién. El cartilago y el liquido sinovial
facilitan el deslizamiento de las superficies articulares y distribuyen las cargas
sobre el hueso adyacente. Los nutrientes y el oxigeno se difunden desde el liquido
sinovial y el hueso subcondral. El cartilago consta de una matriz extracelular
(MEC) compuesta en su mayor parte de agua, colagena y proteoglicanos; y una
sola linea celular, los condrocitos, los cuales constituyen el 1.65% del volumen

total del tejido (Martel-Pelletier et al., 2008).

1.2 ESTRUCTURA DEL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular consta de cuatro zonas horizontales donde la estructura, la
composicion, el volumen y la forma celular son variables; asi como el diametro y la
orientacion de las fibras de colagena; y la concentracion de proteoglicanos es
diferente de acuerdo a la zona en la que se encuentran. Estas zonas son, desde la
superficie hacia el hueso subcondral: superficial, media o transicional, profunda o

radial y calcificada (Martel-Pelletier et al., 2008). (Fig.1)
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Fig. 1. Representacion gréfica de las zonas del cartilago articular adulto

(Modificada de Kapoor et al., 2011).

La zona superficial, constituye el area de deslizamiento articular, es la mas
delgada y consta de condrocitos elongados y dispuestos paralelamente a la
superficie. Las fibras de colagena son delgadas y se disponen de manera
tangencial; el contenido de proteoglicanos es el mas bajo de todo el cartilago y es

la zona con mayor contenido de agua (Vega et al ., 2002).

La zona transicional o media constituye del 40 al 60% del peso total del cartilago;
esta es la zona con mayor concentracion de proteoglicanos y menor cantidad de
agua. Las fibras de colagena tienen mayor diametro y estan dispuestas
radialmente. En esta zona los condrocitos son esféricos rodeados por MEC y

dispuestos en columnas(Vega et al ., 2002).

La zona profunda, constituye el 30% del volumen de la MEC; los condrocitos se

disponen en columnas perpendiculares a la superficie del cartilago y el volumen



celular es muy bajo. Esta zona contiene la mayor cantidad de fibras de colagena
con disposicion radial y el mayor porcentaje de agrecanos. Es el area con menor

cantidad de agua (Vega et al ., 2002).

La zona calcificada separa el hueso subcondral del cartilago articular, esta
constituida por condrocitos pequefos y redondeados, localizados en lagunas no
calcificadas. Las fibras de colagena se disponen perpendicularmente a la
superficie articular, ancladas a la matriz calcificada y carece de proteoglicanos

(Vega et al ., 2002).

1.3 LOS CONDROCITOS

Los condrocitos son células altamente diferenciadas y especializadas que derivan
de células mesenquimales con capacidad limitada de proliferacion y una vida
media muy larga. Su tamafio, forma y actividad metabdlica varian segun la zona
del cartilago donde se encuentren. Ocupan aproximadamente el 1 % del volumen
tisular total y producen los componentes de la MEC como colagena,
proteoglicanos y proteinas no colagenas dentro de una estructura altamente
ordenada. Estas células no tienen contacto entre si, ni estan vinculadas con el
exterior por lo que se nutren con el liquido sinovial. Los condrocitos son sensibles
a los cambios estructurales de la matriz y a las demandas de carga de la
superficie articular, estos eventos condicionan alteraciones sobre su metabolismo,
favoreciendo o limitando la sintesis de las macromoléculas estructurales,

contribuyendo asi en el mantenimiento de este tejido (Huber et al ., 2000).



1.4 LA MATRIZ EXTRACELULAR

La MEC representa entre el 20 y el 40% del peso humedo del cartilago articular.
Presenta grandes diferencias segun las zonas en las que se divide el cartilago
articular. Consta de dos componentes principales, el liquido tisular y una red de
macromoléculas estructurales, como la colagena, los proteoglicanos y, en menor
medida, proteinas no coldgenas como laminina, integrina y fibronectina, que dan

forma y estabilidad al tejido (Huber et al ., 2000).

Alrededor de cada condrocito, la matriz extracelular esta dividida en diferentes
regiones que se denominan desde la célula hacia la periferia: region pericelular,
region territorial y region interterritorial. Estas regiones presentan diferencias
estructurales y distribucion especifica de proteoglicanos; la matriz pericelular
contiene gran concentracion de proteoglicanos sulfatados hialuronato y biglicanos.
El condrocito y su ambiente pericelular representan un condrén. La matriz
territorial, se encuentra bien definida en las zonas transicional y profunda del
cartilago. Las fibras de colagena en estas zonas son de diametro ancho y radiales
mientras que la concentracion de condroitin-sulfato es la mas alta en esta region.
Finalmente la matriz interterritorial posee la cantidad mas alta de keratan-sulfato y
las fibras de colagena de diametro ancho se encuentran formando arcos (Huber et

al ., 2000).



1.4.1 LIQUIDO TISULAR

El liquido tisular contiene agua, electrolitos, glucosa y proteinas pequefas. La
concentracion mas alta de agua se encuentra cerca de la capa superficial y

disminuye gradualmente hacia la capa profunda (Huber et al ., 2000).

1.4.2 MACROMOLECULAS DE LA MEC

La colagena forma una red que corresponde del 50-60% del peso seco de la MEC
y simula el endoesqueleto del cartilago. El didmetro de las fibras de colagena varia
desde 20 nm en la zona superficial de 70-120 nm en la zona profunda. Las fibras
de colagena mas abundantes son de tipo Il, sin embargo también se encuentran
aunque en menor proporcién, colagenas tipo lll, VI, X, XlI, Xll y Xlll. Las
colagenas de tipo Il IX y XI forman una heterofibrilla que confiere la estructura del
cartilago articular. La colagena de tipo Il forma el volumen principal de la fibrilla, la
del tipo XI condiciona el diametro de las mismas y la de tipo X interviene en el
soporte estructural ademas de facilitar la interaccion con los proteoglicanos. (Eyre

et al., 2006).

Los proteoglicanos, son glicoproteinas que proporcionan al cartilago la capacidad
de resistencia a la compresion y contribuyen a su durabilidad. Los proteoglicanos
constituyen la segunda macromolécula proporcional en la MEC después de la
coldgena. Los constituyentes béasicos de los proteoglicanos son los
glicosaminoglicanos (GAGs). Los GAGs son cadenas largas y flexibles de
unidades repetidas de disacaridos con la formula general (azucar- &cido-

aminoazucar),. Los GAGs que se encuentran en cartilago se denominan: keratan
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sulfato, condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato. Un extremo de cada GAG
sulfatado se enlaza al nucleo de una proteina de 250 nm de largo. En cada ndcleo
se pueden acomodar hasta 30 GAGs. Estos monomeros de proteoglicanos
posteriormente se enlazan a intervalos de entre 25 y 2500 nm a lo largo de la
molécula de acido hialurénico para dar lugar a una estructura tipo cepillo que se
une a la colagena. Dentro de los proteoglicanos, el agrecano es el mas abundante

en el cartilago articular (Huber et al ., 2000).

1.4.3 PROTEINAS NO COLAGENAS.

En la MEC existen proteinas como fibronectina, laminina e integrina, que tienen
como funcién unir los condrocitos a la matriz extracelular; estas proteinas también
interaccionan con receptores celulares permitiendo la migracién, proliferacion y
diferenciacion de los condrocitos. Otras proteinas contenidas en la matriz del
cartilago son: la proteina de la matriz oligomérica de la colagena, la glicoproteina
gp39 vy la tenascina, asi mismo se encuentra la ancorina CIl, la cual es una
proteina no colagena que ayuda al anclaje de los condrocitos a las fibras de

colagena. (Martel-Pelletier et al., 2008).

1.4.4 RECAMBIO Y MANTENIMIENTO DE LA MEC.

El recambio y mantenimiento de la MEC del cartilago est4 regulado por los
condrocitos, a través de procesos anabdlicos, catabdlicos, y por la accién de

citocinas reguladoras que estimulan la sintesis y degradacion de esta.



Los factores anabdlicos son capaces de mantener la homeostasis del cartilago
y estimular su reparacion. Estos factores son polipéptidos que promueven la
sintesis de colagena y proteoglicanos y contrarrestan los efectos destructivos
generados por los factores catabodlicos sobre el cartilago. En esta categoria se
encuentran el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs); el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)

y el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF) (Blom et al., 2007).

El TGF-B es un factor de crecimiento multifuncional que regula la proliferacion
celular y la sintesis de MEC. Su principal funcién es la inhibicion de la sintesis de
las metaloproteasas de matriz (MMPs) MMP-9 y MMP-1(Martel-Pelletier et al.,

2008).

Las BMPs son potentes inductores de la formacion del hueso y del cartilago,
también promueven la sintesis de MEC y el crecimiento de los condrocitos. BMP-
2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-9 y BMP-13 estimulan la sintesis de colagena de

tipo Il y del agrecano (Martel-Pelletier et al., 2008).

El IGF-1 es un factor homeostatico, que interviene en la sintesis de MEC y en la
actividad mitética de los condrocitos. Ademas promueve la sintesis de

proteoglicanos y colagena de tipo Il (Martel-Pelletier et al., 2008).

El FGF incluyen al FGF-2, FGF-4, FGF-8, FGF- 9, FGF-10 y FGF-18, asi como
los receptores FGFR1, FGFR2 y FGFR3. El méas importante es el FGF-2 o FGF-b,
ya que promueve la sintesis de proteoglicanos y la sintesis de colagena, ademas

de ser un mitdgeno potente para condrocitos (Martel-Pelletier et al., 2008).



Los factores catabdlicos incluyen a la interleucina 1 (IL-1), al factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), a la interleucina 6 (IL-6), a la interleucina 17 (IL-17), a la
interleucina 18 (IL-18) y a la interleucina 21 (IL-21); estos factores son los
responsables de la degradacion de la MEC, ya que tienen un marcado efecto
supresor sobre la sintesis de proteoglicanos, seguido por la destruccion de la red
de colagena. Esto se observa cuando los factores catabdlicos, estimulan a los

condrocitos para liberar MMPs (Blom et al., 2007).

Las MMPs o0 matrixinas constituyen una familia de Zinc-endopeptidasas
estructuralmente relacionadas que median la degradacion de los diversos
componentes de la MEC. Estas proteasas en el cartilago articular se dividen en
grupos basados en su especificidad celular: colagenasas, estromelisinas,
gelatinasas, MMPs de tipo membranal (MT-MMP) y adamalisinas (ADAMTS)

(Martel-Pelletier et al., 2008).

Las colagenasas, MMP-1, MMP-8, y MMP-13, son las responsables de la
degradacion de colagena; MMP-1 y MMP-8 realizan esta funcion sobre todo en la
zona superficial, mientras que la MMP-13 en la zona media y profunda (Martel-

Pelletier et al., 2008).

Las estromelisinas MMP-3 y MMP-10, tienen una amplia especificidad de
sustratos, que incluye los proteoglicanos, fibronectina, elastina y laminina. MMP-3,
también actia degradando colagena de tipo IX y esta implicada en la cascada
enzimatica responsable para la activacion de proMMP-1 (Martel-Pelletier et al.,

2008).



Dos gelatinasas se han encontrado en los tejidos articulares: la MMP-9 y MMP-2 y
estan implicadas en la desnaturalizacion de la colagena tipo Il, IVy V;y la

gelatina. (Martel-Pelletier et al., 2008).

En el subgrupo MT-MMP se han identificado y designado varias proteasas
denominadas MT1, MT6 y MMP. Estas se caracterizan por un dominio
transmembranal en el C-terminal, actian en la superficie celular y estan
implicadas en la degradacion de la matriz extracelular por poseer actividad de

colagenasay de agrecanasa (Martel-Pelletier et al., 2008).

La familia de ADAMTS estan relacionadas con la degradacién de agrecano, por lo
gue también se les conoce como agrecanasas, se denominan, ADAMTS-4 y

ADAMTS 5 (Martel-Pelletier et al., 2008).

Otras proteasas que actuan como factores catabodlicos son las serina- proteasas y
thiol-proteasas. Las serina-proteasas convierten el plasmindgeno en plasmina,
teniendo esta ultima el potencial para degradar proteoglicanos, asi como para
activar las MMPs. Las Thiol proteasas estan implicadas en la degradacion de
macromoléculas de la MEC en la region pericelular, donde el pH de la matriz es

acido (Martel-Pelletier et al., 2008).

La IL-1 es la responsable de aumentar la expresion de MMP-1, MMP-3, y MMP-
13 teniendo un efecto supresor de la colagena tipo Il y del agrecano, ademas
induce la produccion de IL-6. Por su parte, el TNFa suprime la sintesis de

proteoglicanos y de la colagena tipo Il en el condrocito. La IL-6 aumenta la



expresion de MMP-1 y MMP-3; mientras que la IL-17 y la IL-18 aumenta la

produccion de Oxido nitrico y prostaglandina E2 (Kapoor et al., 2011).

Por otra parte, algunas citocinas ejercen acciones reguladoras con el fin de
mantener la integridad de la MEC: la IL-4, IL-10 y la IL-13 neutralizan los efectos
de la IL-1 provocando la disminucion de la sintesis de MMPs, ademas la IL-4

minimiza la sintesis de 6xido nitrico y de prostaglandina E2 (Kapoor et al., 2011).

La mala interaccion entre diversos factores ambientales y los factores
moleculares, desencadenan la degradacion excesiva de la MEC y pérdida del
cartilago articular, esto genera en los condrocitos, la imposiblidad de mantener el
balance homeostatico entre la sintesis y degradacion de la MEC; lo que conducira
al desarrollo de patologias articulares como la osteoartritis (OA). (Kapoor et al.,

2011).

1.5 OSTEOARTRITIS

1.5.1 DEFINICION

La OA es una enfermedad articular degenerativa y progresiva caracterizada por la
pérdida irreversible de cartilago con remodelacion del area subcondral e
inflamacion de la membrana sinovial. Clinicamente, la OA se caracteriza por
rigidez y dolor articular, limitacion de la movilidad, crepitacion, y grado variable de

inflamacion local. (Martel-Pelletier et al., 2008).

La OA afecta principalmente a las articulaciones que soportan mayor peso y/o que

desarrollan un mayor esfuerzo; estas articulaciones se encuentran en manos,
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cadera, rodillas, hombros, cuello y columna lumbosacra. La OA afecta a toda la
articulacion, incluyendo el hueso subcondral, los meniscos, los ligamentos, la
capsula articular, la membrana sinovial y el musculo periarticular (Paz et al.,

2002).

1.5.2 EPIDEMIOLOGIA DE OA

1.5.2.1 PREVALENCIA

La OA es la artropatia de mayor prevalencia en todo el mundo y la causa mas
frecuente de discapacidad para la deambulacion. Segun la OMS, las
enfermedades articulares representan el tercer problema de salud mas importante
en los paises desarrollados y, entre ellas, la OA es la mas frecuente ya que afecta
al 80% de la poblacion mayor de 65 afios. La prevalencia se incrementa
dramaticamente con la edad y se ve aumentada en el sexo femenino. (Arden et

al., 2006).

1.5.2.3 MORBILIDAD

La OA afecta no solo el funcionamiento fisico del paciente, también afecta su
bienestar psicolégico. La OMS estima que el 80% de las personas con OA estan
restringidas en sus movimientos y el 25% no puede realizar las actividades
cotidianas, por lo tanto, esta patologia produce un costo social y econémico de
gran magnitud por la pérdida de horas laborables y el alto consumo de farmacos

(Paz et al., 2002).
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1.5.3 ETIOLOGIA

La OA tiene una etiologia multifactorial, en donde se involucran factores
biomecanicos y factores sistémicos. Dentro de los factores biomecanicos se
encuentran la obesidad, los ejercicios de alto impacto como el atletismo, y los
traumatismos en las articulaciones. Dentro de los factores sistémicos se
encuentran la edad y el género, la influencia endocrina, los factores genéticos y la

desnutricién. (Martel-Pelletier et al., 2008).

Particularmente el descubrimiento de mutaciones en el gen que codifica para la
colagena tipo Il, en ciertas familias que padecian un caso multiple de OA precoz
familiar, supuso la relacion de factores genéticos en ciertas formas de OA precoz.
La OA generalizada muchas veces esta condicionada por factores genéticos, se
transmite de forma dominante en la mujer y recesiva en el hombre (O’Connor et

al., 2007).

Por otro lado, el estudio de los polimorfismos de nucleétidos unicos (SNPs) ha
permitido correlacionar ciertas variantes genéticas con la fisiopatogénesis de este
padecimiento. Se han identificado SNPs en genes que codifican para el TGF- vy
para las BMPs, estos SNPs se relacionan con la presencia de malformaciones
esqueléticas como la hiperlaxitud articular, que predispone el desarrollo temprano

de la OA. (Lories et al., 2011).
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1.6 FISIOPATOLOGIA DE LA OA

La fisiopatologia de la OA, inicia en el momento en el que los factores
ambientales alteran el metabolismo fisiol6gico del cartilago. Comprende desde las
primeras fases de OA, en donde los condrocitos proliferan formando clones, a
medida de que hay degradacion de las capas superficiales del cartilago vy
alteracion de la MEC. ElI examen macroscopico de una articulacion con OA
muestra una superficie articular granulosa mas blanda de lo normal,
desprendimiento de porciones de todo el espesor del cartilago hasta dejar al
descubierto placas de hueso subcondral que se convierten en una nueva
superficie articular. Simultdneamente, el hueso esponjoso subyacente se
condensa y esclerosa, y en los bordes de la pared articular aparecen osteofitos y

se hace evidente la perdida de espacio interarticular (Paz et al., 2002).

Los condrocitos desempefian un papel primordial en estos procesos y constituyen
la base celular de la enfermedad. Durante la patogénesis de la OA, los condrocitos
responden a estimulos adversos promoviendo la degradacién de la MEC vy
regulando negativamente los procesos para la reparacion. Como consecuencia los
condrocitos sufren cambios fenotipicos a los que se les ha denominado como
“transdiferenciacion” (Kouri et al., 2006). Este fendmeno esta relacionado con los
cambios que sufren las estructuras celulares como son la disrupcion del
citoesqueleto y el incremento tanto del reticulo endoplasmico rugoso como del
Complejo de Golgi. Asi mismo, también se relaciona con el desequilibrio de las
actividades bioquimicas y moleculares de los condrocitos; en este contexto el

aumento de citocinas inflamatorias como IL-1 B y TNF-a, favorecen la produccion
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de MMPs, y el aumento en la sintesis de 6xido nitrico (ON) y las prostaglandinas,
lo que promueve la degradacion de la matriz extracelular y la muerte celular

programada (condroptosis) (Kouri et al., 2006).

Diversos estudios muestran una clara relacién entre la progresion del dafio al
cartilago articular y el aumento de citocinas inflamatorias que incluyen a la IL1-8,

TNF-a; IL-6; IL15, IL-17, IL-18 y IL-21 (Kapoor et al., 2011).

La IL-1B es el principal mediador de la destruccion del cartilago articular. Dentro
de los cambios moleculares encontrados en la OA, esta citocina pro-inflamatoria,
disminuye la produccion de la MEC estimulando la sintesis y activacion de las
MMPs 1, 3 y 13 y por tanto con la pérdida de la relacion matriz-células, lo que
conlleva a la muerte celular por condroptosis debido a la pérdida de mecanismos
de supervivencia, a la activacion de moléculas pro-apoptéticas y al aumento en la
sintesis de otras citocinas pro-inflamatorias como la IL-6 (Baugé et al., 2008).
Adicionalmente la IL-1 disminuye significativamente la sintesis de proteoglicanos,
este efecto lo logra suprimiendo la sintesis de 3-glucuroniltransferasa, la cual es
una enzima clave en la biosintesis de glicosaminoglicanos vinculados al

agrecano. (Gouze, J. N. et al, 2001).

La IL-1 B se une a dos tipos especificos de receptores membranales: la union de
IL-1 B con el receptor tipo | (IL-1RI) produce un cambio conformacional del
receptor generando la transduccion de una sefial, en tanto que el receptor tipo Il
(IL-1RII) capta la IL-1 B, pero no transduce la sefal. El receptor tipo | (IL-1RI) es

responsable de todos los efectos biolégicos de la IL-1 B, una glicoproteina
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transmembranal monomeérica de 80 kDa, que se expresa constitutivamente en los
condrocitos. Si bien la unién de IL-1 3 a IL-1RI es necesaria pero no es suficiente
para producir actividad biologica, ya que se requiere del reclutamiento de la
proteina accesoria del receptor de IL-1 denominada IL-1RacP. Esta es una
proteina de 570 aminoacidos, homologa de ambos receptores. El receptor IL-RII
es una glicoproteina de 68-kDa con un dominio intracitoplasmatico pequefio, en
comparacion con IL-1RlI, y se expresa constitutivamente en condrocitos. Como se
menciond anteriormente IL-1RIl capta la IL-1B8, pero no produce sefializacion
intracelular, compitiendo con IL-1RI por IL-1 B y modulando de esta manera su

actividad (Martel-Pelletier, et al., 1992).

La dimerizacion del dominio citosolico de IL-1RI y de IL-1RacP es necesaria para
el reclutamiento de las protein-quinasas asociadas a IL-1R (IRAK-1, IRAK-2,
IRAK-M) y el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88. Luego, IRAK se
disocia de este complejo y se asocia con el factor 6 asociado al receptor de TNF
(TRAF-6). Posteriormente, se activa una cascada de mudltiples fosforilaciones y
desfosforilaciones secuenciales de diferentes quinasas (como las protein-quinasas
activadas por estrés, denominadas SAP-quinasas, las cuales resultan en la
activacion de proteinas que participan en la traduccion y traslocaciéon de factores
de transcripcién particularmente NF-kB y AP-1 al ndcleo (Saklatvala., 2007).
Alternativamente, a través de la proteina asociada a TRAF-6, ECSIT
(intermediario de sefalizacion evolutivamente conservado en las vias Toll), se
produce una sefal diferente que lleva a la activacion de c-jun mediante el sistema

de sefializacion MAP quinasa / JNK (Saklatvala., 2007)
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El NF-kB es un factor de transcripcion que regula la expresion de genes que
codifican moléculas de adhesion, citocinas y receptores inmunoldgicos,
comprende hetero y homodimeros de la familia NFkB/Rel: p65(Re1A), Re 1B, C-
Re1, p50 (NFkB1) y p52 (NFkB2). Las formas abundantes de NFkB son los
heterodimeros p65 y p50. En estado basal estos heterodimeros se unen a la
proteina inhibitoria IkB en sus dos formas principales a y B. Este trimero se
encuentra principalmente en citoplasma, sin embargo cuando las IkB cinasas (IKK)
se activan por efecto de la sefializacion de IL-1, por ejemplo, el complejo IKK,
trimero de IKKa junto con NEMO/IKKy, fosforilan a IkBa para su rapida
ubiquitinacion y degradacion. Esto ocasiona que el dimero de NFkB se transloque
a nucleo. Una vez en el nacleo NFKB se une a sitios especificos de las regiones
promotoras de los genes pro-inflamatorios, promoviendo asi su transcripcién. NF-
kB estimula la expresién de genes que codifican citocinas como TNF-q, IL-1, IL-6,
e IL-12; asi mismo estimula la expresion de genes que codifican para E-selectina,
moléculas de adhesion VCAM-I, ICAM-1, eolaxina y enzimas inducibles como
COX-2, la fosfolipasa A tipo 2 (PLAT2) e iNOS. NF-kB también incrementa la
expresion de moléculas importantes en la regulacion de la proliferacion celular y
apoptosis, tales como: el factor inhibidor de la apoptosis celular (c-IAP1 y c-IAP2),

Bcl-2, Fas, c-myc y cyclina D1 (Saklatvala., 2007).

Otra citocina fuertemente relacionada en el desarrollo de OA es el TNF-a. La
sefalizacion intracelular mediada por TNF-a se da a través de interacciones con
dos de sus receptores: TNFRI (p55) y TNFRII (p75). Estos receptores forman

dimeros en la superficie celular donde se unen a una molécula de TNF-a trimérica
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y asi inician la transduccién de sefales. Existen 2 formas de TNF-a, una
monomerica y otra trimérica, ésta ultima puede ser soluble o bien, un elemento
transmembranal. La forma soluble se une a ambos receptores de TNF-a, mientras
que el elemento transmembranal, envia sefiales sélo por medio del receptor
TNFRII.  Especificamente, en condrocitos con OA, el TNFRI es el receptor
dominante en comparacién con condrocitos sanos (Kapoor et al., 2011; Barnes et

al., 1997).

Tras la fijacion a sus receptores, el TNF-a induce al menos tres vias de
sefalizacion: una via induce a la apoptosis por la intermediacién de caspasas, otra
activa las MAP-cinasas y la produccion del factor de transcripcion AP-1
involucrado en la proliferacion celular, y la tercera via activa al NF-kB, regulando

la expresidn de citocinas pro-inflamatorias. (Barnes et al., 1997).

Particularmente en OA, el TNF-a reduce la expresion de la colagena tipo Il y
disminuye la expresion de agrecano, asi mismo, se ha demostrado que TNF-a
suprime la sintesis de otros proteoglicanos. Esta citocina estimula a los
condrocitos para liberar varias enzimas proteoliticas, entre las que se encuentran
las MMP1 (Colagenasa intersticial)), MMP3 (Estromelisina 1) y MMP13
(Colagenasa 3). También el TNF-a también induce la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS), principalmente ON y el anién superéxido que genera
hidrogeno, peroxido, peroxinitrito y los radicales hidroxilo, que contribuyen a la
degradacion del cartilago. Por otro lado el TNF-a en conjunto con la IL-1,

disminuye la expresion de los antioxidantes que son enzimas que limpian las
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especies reactivas de oxigeno, incluyendo la superoxido dismutasa, peroxidasa,

catalasa y glutation (Westacott et al., 1994).

La IL-17, IL-18 e IL-21 son mediadores que también juegan un papel importante
en el proceso de OA. Estas citocinas aumentan la sintesis del ON y la
prostaglandina E2. Particularmente el ON produce una gran cantidad de ROS, y
altos niveles de nitritos, ello puede atribuirse a un aumento de expresiéon de ON
sintasa inducible (INOS). EI ON también participa en la promocion del catabolismo
en la OA a través de una serie de mecanismos, incluyendo la induccién de la
inflamacion sinovial, la inhibicion de la sintesis de macromoléculas de la matriz,
como agrecanos, aumento en la actividad de las MMPs, y la reduccion de la
sintesis del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), por los condrocitos (Kapoor

etal., 2011).

Otros moléculas implicados en la OA son la PGE2, la oncostatina M (OSM) y
fibronectina. EI aumento de la sintesis de prostaglandina E2 juega un papel
importante en la exacerbacion de la inflamacion articular ya que afecta a los
tejidos articulares, al actuar como un regulador autécrino y estar relacionado con
la produccién de las MMPS. Por otro lado, el aumento en la sintesis de
Oncostatina M vy fibronectina, ocasiona la expresién de la colagenasa vy
agrecanasa, este papel se debe a que éstas moléculas se relacionan de manera

sinérgica con IL-1, TNFa e IL-17 (Barksby et al., 2006).

Una vez activados estos factores catabolicos, existe un aumento en la sintesis de

las MMPs, siendo estas las responsables de la degradacion de las
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macromoléculas de la MEC, desencadenando fibrosis irreversible. En este
momento los condrocitos son incapaces de sintetizar correctamente los factores
anabolicos, entre ellos, el FGF, TGF-B y IGF-1; dando como resultado un
desbalance importante en la sintesis de los componentes de la MEC (Shimoaka et

al., 2002).

Finalmente, el desequilibrio en estos procesos permite el incremento de las
concentraciones idnicas, aumenta el pH y la presién osmética; se intensifica la
degradacion de colagena y el tamafio del agrecano es reducido. La degradacion
de los proteoglicanos es importante y la sintesis de colagena tipo Il es deficiente.
Ante estos cambios, la red de coldgena dafiada no puede soportar el aumento de
la presion osmdtica, provocando el ablandamiento del tejido, dando como
resultado la destruccién progresiva del cartilago, con remodelacion del &rea

subcondral e inflamacion de la membrana sinovial (Fig. 2) (Shimoaka et al., 2002).
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Fig. 2. Alteracién de los factores anabdlicos y catabdlicos en OA (Modificada

de Kapoor et al., 2011).

1.7 TRATAMIENTO DE LA OA

A pesar de que se conocen las alteraciones moleculares implicadas en la OA, los
tratamientos para esta patologia son paliativos ya que no regeneran totalmente el

cartilago (Joern et al., 2010).

Los tratamientos actuales estan divididos en dos categorias: tratamientos

quirdrgicos y tratamientos conservadores.
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1.7.1 TRATAMIENTOS QUIRURGICOS

Los tratamientos quirdrgicos estan indicados solo cuando todos los tratamientos
conservadores se han intentado, sin éxito, en los pacientes con artrosis avanzada

y grave aumento de sus sintomas.

La mayoria de las operaciones intra-articulares se realizan a través de un
artroscopio. Las principales ventajas de los procedimientos artroscopicos son
importantes ya que ofrecen minimo trauma quirdrgico y una tasa de infeccion muy
baja (menos de 0,1%). El propdsito de la artroscopia es la liberacion de detritos y
mediadores de la inflamacién. Sin embargo, cuando la artroplastia no mejora la
calidad de vida del paciente, se recurre a la condroplastia, que consiste en extraer
cartilago desgastado y fragmentado, sin embargo, esta técnica no da mas que un

beneficio a largo plazo y no disminuye el dolor (Moseley et al., 2002).

El desbridamiento, descrito en 1941 por Magnuson como "la artroplastia de
limpieza" sirve para liberar detritos y mediadores de la inflamacion. También es util
para el tratamiento de posibles dafios del menisco, sin embargo es poco utilizada
debido a que no ofrece grandes ventajas sobre la artroplastia (Magnuson et al.,

1941).

Otra terapia quirurgica conocida como “hueso estimulante” esta basada en abrir
el cartilago subcondral y con ello se pretende potenciar células pluripotenciales
desde hueso hacia la superficie de la articulacion. Los estudios no han revelaron
diferencias significativas entre los diversos métodos que se utilizan y este método

(Matsunga et al., 2007).
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El trasplante de condrocitos autélogos es otra terapéutica quirdrgica; se describio
en 1984 por Brittberg. En esta técnica, se extrae cartilago de una articulacion y los
condrocitos son enzimaticamente aislados y cultivados ex vivo, para después
volver a colocarlos en la articulacion afectada particularmente en el sitio del
defecto del cartilago. Sin embargo, los resultados a largo plazo ain no estan
disponibles para documentar la supervivencia de las células del cartilago

reimplantadas (Brittberg et al., 1984).

En el trasplante osteocondral autélogo (PTU), también llamado mosaicoplastia,
consiste en tomar una parte de cartilago de la articulacion que no es la afectada
y, a continuacion se inserta en la articulacion afectada particularmente en el sitio
de la lesion; al parecer esta opcion quirdrgica brinda mayores beneficios a largo

plazo que el trasplante de condrocitos autologos (Hangody et al., 2004).

La ultima opcion quirdrgica para el tratamiento de OA es artroplastia, en donde
se reemplaza el cartilago articular por wuna protesis, sin embargo
desafortunadamente en la mayoria de los pacientes, la movilidad de la

articulacion resulta limitada (Joern et al., 2010).

1.7.2 TRATAMIENTOS CONSERVADORES

Los tratamientos conservadores de la OA estan basados en un esquema
terapéutico por etapas, que se aplican de forma individual dependiendo de la
gravedad y la presentacion de los sintomas. Este tipo de tratamientos estan
ampliamente descritos en la guia para el tratamiento de OA, que fue publicada por

la Sociedad Alemana de Ortopedia y Cirugia Ortopédica (Deutsche Gesellschaft
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fur Orthopadie und Orthopadische Chirurgie) y la Asociacion Alemana de
Profesionales de Ortopedistas y Cirujanos de Traumatologia (der Berufsverband

Orthopadie fiir Arzte Traumatologie und) (Joern et al., 2010).

Los objetivos del tratamiento conservador estan encaminados a modular el dolor,
mejorar la movilidad y la deambulacion, mejorar la calidad de vida del paciente, y
el retraso en la progresion de la OA. Es importante por tanto, la educacién del
paciente, el ajuste del estilo de vida, y cuando esté indicado, la pérdida de peso.
Se debe evitar cualquier factor que pueda causar estrés excesivo y perjudicial en

la articulacion (Chodosh et al., 2005).

La fisioterapia consiste en la aplicacibn de ultrasonido, electroterapia,
estimulacidon muscular, aplicacion de calor y frio, acupuntura, ejercicios de
estiramiento y traccion; todos con la finalidad de modular la inflamacion y disminuir
el dolor. Asi mismo se puede usar aparatos ortopédicos sobre todo en OA de
cadera, rodilla y tobillo; dentro de estos aparatos destacan el uso de
amortiguadores de talones (que proporciona una funcion de amortiguacion) y
cuflas para elevar el lado exterior o interior del zapato, corrigiendo asi el eje
vertical de la cadera, hasta mejorar la tensién mecanica de la parte afectada de la

articulacion (Pollard et al., 2008).

El tratamiento conservador incluye el uso de medicamentos para tratar el dolor en
la articulacion afectada por OA, entre los cuales estan los analgésicos anti-
inflamatorios, glucocorticoides, opioides, medicamentos sintomaticos de accion

lenta para la OA (SYSADOA) y anti-citocinas.
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El uso crénico de analgésicos para tratar OA representa riesgos especificos
debido a su mecanismo de accion ya que inhiben la secrecién de prostaglandinas
a traves de la inhibicion de la COX en una o ambas de sus dos isoformas, COX-1
y COX-2. Los inhibidores especificos de la COX-2 tienen un efecto selectivo anti-
inflamatorio, pero nefrotéxico. Inhibidores no selectivos de la COX también tienen
efectos secundarios renales, por o que no es recomendable su uso indiscriminado

y por largo plazo (Watson et al., 2006).

Cuando los signos de la inflamacién son severos, se pueden utilizar inyecciones
intra-articulares de glucocorticoides para prevenir un derrame articular. El tipo mas
adecuado de glucocorticoides son los de vida media larga, como aceténido de
triamcinolona o hexacetonida, a una dosis de 10 mg o 40 mg. Estas inyecciones
de esteroides debe utilizarse con precaucién y con la técnica estéril adecuada.

(Bellamy et al., 2006).

Otro grupo de farmacos que se pueden administrar por via oral y por via intra-
articular, son el acido hialurénico sintético, sulfato de D-glucosamina, el sulfato de
condroitina, y la diacereina. Estos medicamentos son denominados farmacos de
accion lenta para la OA (SADOA), un término acufiado por la Sociedad
Internacional de Investigacion de la OA (OARSI). Los mecanismos efectores de
estos medicamentos, abarcan la inhibicién de la inflamacion y el bloqueo de los
nociceptores del dolor. Ademas pueden ejercer cierta alteracibn sobre las

propiedades viscoelasticas del cartilago (Towheed et al., 2005).
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Los farmacos anti-citocinas para el tratamiento de OA tienen como objetivo
contrarrestar los efectos pro-inflamatorios, que destruyen a la MEC. Este tipo de
tratamientos incluyen la administracion de anticuerpos contra el TNF-a o bien el
uso enzimas que permiten la activacion de IL-4, IL-10, IL-13 (Yang et al., 2008).
Por lo tanto, algunos autores sugieren como blanco terapéutico modular la
expresion citocinas anti- y pro-inflamatorias mediante el uso de

inmunoterapéuticos (Kapoor et al., 2011).

El factor de transferencia (FT) se ha utilizado como inmunoterapia en el
tratamiento de OA, sin embargo esta terapia solo se ha realizado de manera
empirica y no hay estudios de investigacion que avalen su uso, por lo que en este
estudio se evaluaron los efectos molecularese inmunomoduladores del FT en esta

patologia.
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1.8 FACTOR DE TRANSFERENCIA

El FT, también conocido como extracto dializable de leucocitos, esta constituido
por moléculas de bajo peso (menor a 10000 daltones) que pueden modular la
respuesta inmune de un organismo. Dichas moléculas son termolabiles y estables
en frio, y se han descrito como oligorribonucleétidos ligados a péptidos (Kirkpatrick
CH. et al., 2000). El factor de transferencia es obtenido a partir del extracto de
100 millones de leucocitos que se someten a dialisis y que corresponden a una

unidad internacional de factor de transferencia (Fudenberg et al., 1993).

1.8.1 HISTORIA DEL FT

A principios de 1940 Landstainer y Chase describieron por primera vez la
transferencia de hipersensibilidad tardia, en cobayos sensibilizados a tuberculina 'y
cloruro de picrilo (Fudenberg et al., 1993). En 1949, Lawrence, describio la
transferencia adaptativa antigeno-especifica mediada por la inmunidad celular en
humanos, utilizando linfocitos viables intactos de un individuo con
intradermorreaccion (IDR) positiva a la tuberculina, dichos leucocitos fueron
trasferidos a un individuo IDR negativo a tuberculina, dando como resultado que
este ultimo, al ser retado con tuberculina, diera una IDR positiva. Asi mismo
Lawrence en 1955, demostré que la hipersensibilidad de tipo tardio (DTH) a
ciertos antigenos como PPD, Toxoide tetanico y proteina M del estreptococo
podria ser transferida por extractos solubles de leucocitos a personas no reactivas

a estos antigenos, los cuales se volvieron positivos a las 24 h. De esta manera
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Lawrence concluyé que el responsable de la transferencia de DTH, era un factor

al cual denomind “Factor de Transferencia”.

Al continuar con las investigaciones Lawrence en 1955 dio a conocer que el “factor
de Transferencia” podia pasar a través de una membrana de dialisis sin que este
perdiera su actividad biolégica; con este descubrimiento se descarté la idea de
que el efecto bioldégico observado fuera causado por anticuerpos; en ese
momento, Lawrence concluyé que el FT solo era de una especie molecular, y con
peso menor a 10 kDa; sin embargo hoy en dia se sabe que se trata de un conjunto

de moléculas llamadas Extracto Dializable de Leucocitos (Fudenberg et al., 1993).

En 1975, Kirkpatrick y colaboradores, describieron que el FT derivado de
leucocitos humanos tiene un gran poder quimiotactico en los granulocitos y un leve
poder quimiotactico en los monocitos, estos resultados fueron demostrados in vivo
en la piel de mono Rhesus. Este mismo grupo de investigadores en 1985, utilizd
antigenos sintéticos para inmunizar ratones, obtener FT y con este realizar
estudios de transferencia de DTH. En estos experimentos, los ratones que
recibieron FT Unicamente reaccionaron con el antigeno para el cual el ratén
donador fue sensibilizado; con estos resultados Kirkpatrick reforzé el concepto de

gue la transferencia de DTH con FT es un evento inmunolégicamente especifico.
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1.8.2 EL FT COMO AGENTE TERAPEUTICO

El FT se ha utilizado desde 1970 como terapéutica en algunos padecimientos
infecciosos, en los que la respuesta celular inmune tiene gran relevancia, asi como
en enfermedades con alteraciones inmunoldgicas y en algunas neoplasias

(Fudenberg et al., 1993).

Existen diferentes estudios clinicos que hacen referencia a los efectos obtenidos al
utilizar el FT como terapéutica en diferentes patologias, a continuacion se enlistan
los principales. En 1975 Rocklin y colaboradores evaluaron el uso de FT en
pacientes con inmunocompromiso e infecciones cronicas, encontrando que los
pacientes que recibieron tratamiento conjunto con antibioticoterapia y FT,
clinicamente respondieron de manera favorable. En 1984 Kaminkova hizo un
estudio clinico en pacientes con otitis media, encontrando que los pacientes
tratados con FT presentaron un incremento significativo en su cuenta total de
linfocitos en comparacion a los pacientes que no fueron tratados con FT, ademas
los pacientes tratados con FT fueron valorados durante 1 afio posterior al
tratamiento encontrandolos asintomaticos. En 1990 Estrada-Parra y colaboradores
demostraron el efecto clinico de FT en pacientes con Herpes zoster, encontrando
mejoria de los sintomas y reduccion de neuralgia post-herpética. En 1996 Pizza y
colaboradores estudiaron a pacientes con inmunodeficiencia por infeccion de VIH
encontrando que el FT aumentd la cuenta total de linfocitos T CD3, CD4 y CDS8.
En Meéxico, Estrada y colaboradores en 1998 realizaron un estudio clinico en
pacientes con Herpes zoster a los que se administrO FT por 12 semanas, los

resultados de pruebas inmunolégicas demostraron el aumento en los niveles de
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interferén y (INF- y) y un incremento en la cuenta de linfocitos T CD4. Asi mismo
Cordero y colaboradores en 1999, estudiaron pacientes con dermatitis atdpica
observando que el FT regulé el incremento de eosindfilos y un aumento de

linfocitos T CDA4.

En 2004 Fabre y colaboradores, estudiaron el papel de FT en un modelo murino
con tuberculosis, demostrando la eliminacion significativa de la carga bacteriana
combinando la quimioterapia con FT. En 2009, Espinosa y colaboradores, llevaron
a cabo un estudio clinico de pacientes con asma a los cuales se administré FT,
mostrando reduccién significativa en el requerimiento de glucocorticoides y

mejoria de las pruebas de funcién pulmonar.

Por otro lado, el FT se ha utilizado como inmunoterapia para tratar diferentes tipos
de carcinomas, estos estudios se han realizado tanto de manera clinica como in
vitro, En 1977, Espafiol y colaboradores realizaron un estudio clinico en pacientes
con neuroblastoma tratados con FT; observando la mejoria clinica de los
pacientes, incluso sin presentar metastasis después de un afio de tratamiento.
Fernandez y colaboradores en 1993, administraron FT en pacientes con leucemia
aguda en remisidén, este estudio demostraron el aumento en el numero de

neutréfilos, leucocitos totales, plaquetas y hemoglobina.

En 1996, Pizza y colaboradores, estudiaron a pacientes con cancer de préstata
gue no respondieron normalmente a las terapias convencionales. La terapéutica

con FT mostro que la remision completa del carcinoma se logré en dos pacientes,
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remision parcial en seis, y sin progresion de la enfermedad metastasica en catorce

pacientes.

Durante ese mismo afo, Pizza y colaboradores, realizaron un estudio con noventa
y nueve pacientes con cancer de pulmon de células pequefias, se les administro
FT y sus tiempos de supervivencia se compararon con 257 pacientes con cancer
de pulmon a los que no se les dio el tratamiento. Los pacientes con FT tuvieron un
aumento considerable en la sobrevida (p<0.02) mas que aquellos que no

recibieron el FT.

En 2005, Pineda y colaboradores estudiaron el impacto del FT sobre el glioma
murino. Encontraron que FT reduce significativamente el tamafio del tumor,
aumentado la cuenta de linfocitos CD2, CD4, CD8 vy de las células NK, ademas

de observar apoptosis de células tumorales.

Referente a estudios in vitro para valorar el efecto del FT sobre células
cancerigenas, se ha observado que el FT aumenta la capacidad de los linfocitos
para limitar el crecimiento tumoral. En el 2006, Franco Molina y colaboradores
realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar si el FT presentaba efectos
citotoxicos o bien modulaba la expresion de genes involucrados en la apoptosis de
células de cancer de mama. Evaluaron el efecto sobre la proliferacion celular en
cultivos de diferentes lineas celulares cancerigenas (MCF-7, BT-474, MDA-MB-
453, A-427, Calu-1, U937 y L5178Y) las cuales fueron tratados con FT por 72h, a
dosis crecientes desde 0-0.66 U/ml. El efecto de FT sobre la proliferacion celular

fue evaluado mediante ensayos de MTT, asi mismo fue valorada la fragmentacion
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del DNA; y posteriormente obtuvieron el RNA total para buscar la expresion de
moléculas como p53, Bax-1, c-myc, y Bcl-2, las cuales estan intimamente
relacionadas con el proceso de apoptosis. Este grupo de trabajo concluyd que el
FT tiene efectos citotoxicos sobre la linea celular cancerigena dependiente de
dosis, por otro lado demostraron que el FT no afectd la viabilidad de las células
controles (células la linea PBMC), asi mismo observaron que el FT induce la
fragmentacion del DNA, a dosis crecientes y que el FT inhibio la expresion de

p53, Bax-1, c-myc, y Bcl-2.

Por otro lado, con respecto a estudios moleculares que describan el posible
mecanismo de accion de FT a nivel de expresion de citocinas pro y anti-
inflamatorias, Ojeda y colaboradores, en el 2005, evaluaron la actividad molecular
del FT, sobre la expresion de algunas citocinas pro-inflamatorias. Estos
investigadores, encontraron que el FT modulé la produccion de citocinas pro-
inflamatorias en los leucocitos activados por componentes de la pared bacteriana
como lipopolisacaridos (LPS), &cido lipoteicoico (LTA), y péptidoglicano (PGN).
Los resultados evidenciaron la inhibicion de la produccion de TNF-a, y el
incremento en la sintesis de IL-8 y de IL-6 en las células endoteliales. Ademas, se
indujé la expresion de TLR2 y TLR4, y el aumento de los niveles de cAMP,

mientras que la actividad de NFkB fue inhibida.

Continuando con estudios moleculares, Dvoroznakova y colaboradores, en el
2009 evaluaron el efecto de FT sobre la respuesta inmune de los ratones
infectados con Echinococcus multilocularis. Se observo que la administracion FT

aumento la supresion de la respuesta proliferativa de células T y B de los ratones

31



infectados de las semanas 8 a 14 post infeccion (pi), respectivamente. La
presencia de células T CD4 en el bazo de ratones infectados aumentaron desde la
semana 6 hasta la 14 pi, tanto en animales tratados Unicamente con FT, como en
animales tratados con FT mas albendazol. La produccién de IFN-y después de
la aplicacion de FT fue significativamente mayor entre las semanas 6 y 12 pi, y
durante este tiempo, el FT inhibio significativamente la sintesis de IL-5. ElI FT
redujo el crecimiento de los quistes de larvas en magnitud similar a los
antihelminticos como el albendazol. La terapia combinada de FT con albendazol

dié mejores resultados.

Como se puede observar el FT es un inmunomodulador que se emplea en una
amplia gama de enfermedades. Su seguridad ha sido evaluada en ensayos
clinicos, y de vigilancia activa en pacientes, encontrando que no existen efectos

adversos asociados a este tratamiento (Cruz Barrios et al., 2006).

Actualmente se puede obtener factor de transferencia de diferentes especies,
entre ellos del cocodrilo, en donde se obtiene un extracto linfocitario del bazo del

Crocodylus moreletii (Correa et al., 2002).
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2. ANTECEDENTES

Existen diversos estudios clinicos en donde se evidencia el efecto del FT en
diferentes patologias. Sin embargo, dentro de las patologias de tipo articular,
tratadas con FT, los estudios son escasos. Georgescu realizé un estudio clinico
en 1985, en donde se administré FT a 50 pacientes del sexo femenino con artritis
reumatoide por un periodo de seis meses, los pacientes presentaron mejoria de
sus sintomas desde los primeros tres meses de tratamiento, este estudio dio a
conocer que el FT representa un adyuvante importante en el tratamiento de artritis
reumatoide, concluyendo que debido a su accién sobre sistema inmunolégico, el
FT puede ser usado como inmunoterapia alternativa en algunas patologias en

donde se presente inflamacién crénica y desgaste articular.

Sin embargo, a nivel molecular existen muy pocos estudios que documenten el
efecto causado por la terapéutica con FT; en este contexto Stancikova y
colaboradores en 1994 valoraron el efecto del FT en un modelo murino de artritis
inducida por adyuvante. En este estudio se valor¢ el efecto de varias fracciones de
FT: FT | con peso molecular por debajo de 10 kDa (preparado comercial), FT Il
con peso molecular por debajo de 5 kDa (fraccién del supresor), FT Il con peso
molecular de 5 a 10 kDa. Una vez inducida la artritis por adyuvante (AA), las
ratas fueron tratadas con FT desde el primer dia hasta el dia 18, la administracion
fue via intraperitoneal cada dos dias. Varios marcadores de inflamacion se
evaluaron: el volumen de la pata trasera, el acido hialuronico sérico, la albumina
sérica y la biopterina en la orina. Todos estos marcadores se normalizaron

después de usar FT fraccion Il, en comparacion con los controles. Con estos
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resultados, concluyen que la fraccion Il de FT ejercio un efecto modulador
manteniendo los marcadores de la inflamacion sin cambios, en ratas con artritis

reumatoide inducida (Stancikova et al., 1994).
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3. JUSTIFICACION

La OA es una enfermedad progresiva, crénicodegenerativa, caracterizada por la
degradacion del cartilago articular. Es la primera causa de dolor articular en
pacientes mayores a 55 afios de edad con repercusiones importantes tanto en la
salud, como en el aspecto laboral y psicosocial. El objetivo de los tratamientos
actuales son disminucion del dolor y mejorar la funcion articular, sin embargo,
son insuficientes para detener el dafio progresivo del cartilago (Kapoor et al.,

2011).

Actualmente, se han estudiado los mecanismos moleculares que participan en el
desarrollo y la progresion de la OA, esto ha permitido conocer con exactitud las
citocinas involucradas en esta patologia y proponer diferentes inmunoterapias que
puedan regular la accion de los factores anabdlicos y catabodlicos (Kapoor et al.,

2011).

El FT al ser un agente terapéutico con accion inmunomoduladora, se ha empleado
clinicamente para tratar a pacientes con OA. Las evidencias clinicas han mostrado
la disminucién de sintomas como el dolor, inflamacién articular y degradacion de
cartilago. Sin embargo, los efectos fisiolégicos y los procesos moleculares in situ
en el tejido articular, inducidos por el tratamiento con FT no han sido descritos,
por lo que es necesario investigar si la mejoria clinica asociada al tratamiento con
FT, correlaciona con la alteracion de los procesos fisipatogénicos de la OA. El
presente estudio permitira tener fundamentos cientificos que validen el uso del FT

derivado de cocodrilo en esta enfermedad.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel del FT en la expresion de las citocinas anti-inflamatorias y pro-

inflamatorias en el proceso de OA inducida en rata.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Precisar los cambios morfoldgicos del cartilago articular con OA inducida en

ratas tratadas con FT.

e Evaluar los niveles de expresion de las citocinas pro- y anti-inflamatorias

implicadas en el proceso de OA inducida en ratas tratadas con FT.

e Determinar la inmunolocalizacion de las citocinas pro- y anti-inflamatorias

en el cartilago articular con OA inducida en ratas tratadas con FT.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 INDUCCION DE OA EN RATA

Se emplearon ratas machos Wistar de 130 a 150 g de peso. Se formaron tres
grupos: el grupo control, sin tratamiento y sin induccion de OA; un segundo grupo
con induccion de OA sin tratamiento con FT (SF) y el tercer grupo con induccion
de OA y tratamiento con FT (CF). La induccion de OA, el procedimiento quirdrgico
se realiz6 bajo efecto anestésico (0.7ml de ketamina y 0.3 ml de xilacina, via
intraperitoneal). Se realizé tricotomia del area articular (pata derecha); previa
asepsia y antisepsia de la regién, se efectdo una incision antero-medial en la cara
interna de la rodilla derecha, paralela al eje longitudinal de la pata, se disecé por
planos hasta abordar el compartimiento medial de la articulacién, una vez
identificado, se secciond el menisco lateral y se removiéo en un 30 a 50%. Se
sutur6 con nylon 2,0, se verific6 que el efecto anestésico fuera revertido, y
después de dos dias del posoperatorio se sometieron a un programa de ejercicio

de alto impacto (Lozaya KA et al., 2000).

Al grupo CF se le administr6 FT obtenido de bazo de cocodrilo a dosis de 1 ml
cada 48 h (proporcionado por el laboratorio BIOEXPORT) durante 20 dias. Como
grupos control, al grupo SF solo se administré glicina a dosis de 1 ml cada 48 h
(vehiculo del FT) y el tercer grupo sin inducciéon de OA no recibié ningun
tratamiento. Los animales de los grupos CF y SF fueron sometidos a una rutina

de ejercicios de alto impacto por 15 min, durante 20 dias.
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5.2 EVALUACION CLINICA

Los animales de experimentacion de los tres grupos de trabajo, fueron evaluados
clinicamente durante 20 dias. Los signos clinicos fueron documentados por una

medicion cualitativa asignandose el puntaje segun la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion arbitraria de signos clinicos

PUNTAJE SIGNOS CLINICOS

1 Sano, sin signo de enfermedad

2 Piloereccion

3 Disminucion de la motricidad (letargo) + piloereccion

4 Alteraciones en la marcha + Disminucion de la motricidad
(letargo) + piloereccion

Una vez concluidos los 20 dias de la realizacién de ejercicios de alto impacto, las
ratas fueron sacrificadas. En condiciones de esterilidad, se diseco la articulacion
de la rodilla afectada de cada uno de los miembros de cada grupo, previa asepsia
y antisepsia de la region, teniendo el cuidado de no lesionar vasos sanguineos
para evitar contaminacion. Las piezas quirdrgicas se colocaron en PBS estéril, y
fueron analizadas las caracteristicas macroscopicas de estas; posteriormente se
realizé la extraccion de los explantes de cartilago articular a partir de las zonas de
carga (condilos femorales y platillos tibiales), los cuales se introdujeron en PBS
estéril para evitar desecacion. Todas las muestras obtenidas de cada grupo,

fueron colocadas en cajas Petri con PBS estéril, para evitar la desecacion.
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5.3 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Para el analisis histopatolégico se emplearon dos fijadores: formaldehido al
10%/PBS buffer y solucion de Bouin. Una vez fijados, los explantes se procesaron
de la siguiente manera: se deshidrataron con alcohol, a concentraciones
crecientes de alcohol: 70%, 90% y 100%. Posteriormente se aclararon con xileno.
Y se infiltraron en parafina, para ello se calento la parafina a 60° C, después se
coloc6 el explante de cartilago y un poco de parafina fundida en un molde de
metal de forma rectangular y se dejé solidificar a temperatura ambiente. En este
momento el bloque adquiri6 una dureza adecuada para ser cortado con el
microtomo de parafina. Se realizaron secciones de 3um de grosor (Microtomo
rotatorio American Optical 820). Para llevar a cabo el montaje de la muestra, los
cortes se depositaron sobre la superficie de un bafio de agua caliente (38° C)
donde con el calor se estiraron convenientemente. Seguidamente se recogieron
sobre portaobjetos tratados con gelatina y se dejaron secar en una estufa a 38° C
para que se adhirieran al vidrio. Para la evaluacién morfolégica se empleé la
tincion de hematoxilina y eosina, la proporcién de proteoglicanos se evalud
mediante la tincion de safranina O (muestras fijadas en formaldehido al 10%/PBS)
y la proporcion de colagena mediante la tincién de tricromico de Massén (muestras

fijadas en solucion de Bouin).
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5.3.1 TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA PARA EVALUAR LA
MORFOLOGIA CELULAR

Una vez montados los cortes se desparafinaron con xileno, se hidrataron con
etanol a graduacion decreciente (100°, 90°, 70°), eliminando el exceso de alcohol
con agua destilada y se tiferon con Hematoxilina de Harris filtrada durante 5 a
10min. Se enjuagaron con agua destilada, se diferenciaron sumergiendo
rapidamente en alcohol-acido al 1%, se lavaron con agua destilada y se
contrastaron con solucion de eosina-floxina durante 30s. Posteriormente se
deshidrataron con etanol a graduacion creciente (70°, 90° 100°), se remojaron en

xileno por 10min y se cubrieron utilizando resina DPX.

La Hematoxilina (anexo 1) es un colorante basico que reacciona con los grupos
aniénicos (cargados negativamente) de los componentes de los tejidos, como los
grupos fosfato ionizados (PO3-) de la heterocromatina, nucléolos y acidos
nucleicos (DNA y RNA) del nucleo y matriz del cartilago. La Eosina (anexo 1)
debido a su caracter acido reacciona con los grupos catidnicos (cargados
positivamente) de los componentes del tejido, por medio de enlaces
electroestaticos como con los grupos amino ionizados (NH4+) de la mayor parte
del citoplasma no especializado, filamentos citoplasmaticos y fibras extracelulares,

por lo que son acidofilos.
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5.3.2 TINCION CON SAFRANINA O PARA EVALUAR LOS
PROTEOGLICANOS

La tincibn con safranina O es la técnica méas utlizada para la tinciébn de
proteoglicanos del cartilago. Es una tincion de contraste ya que es un marcador de
glicosaminoglicanos (GAGSs). Se ha demostrado que la unién de safranina O para
GAGs en el cartilago es mediante estequiometria, y la intensidad de la tincién

dependera de la cantidad de GAGs en el tejido.

Una vez desparafinadas las secciones con xileno por 15 min, se enjuagaron con
dos cambios de etanol al 100% y se hidrataron en dos cambios de etanol al 95%
(1 min cada uno), al terminar la hidratacion, se enjuagaron con tres cambios de
agua destilada durante 5 min. Posteriormente, se colocaron los portaobjetos en
safranina O al 5% durante 40 min, después se enjuagaron con 3 cambios de agua
destilada (6 inmersiones cada uno), e inmediatamente se realiz6 la inmersion en
verde rapido alcoholado, durante 30 s y después la inmersion en acido acético 1 %
(8 bafios). A continuacion se enjuagaron las secciones con agua destilada (6
bafios) y con etanol al 95% (6 bafios). Finalmente, se realizé la deshidratacién con
2 cambios de etanol al 100% (8 inmersiones cada uno) y se enjuagaron con xileno
durante 1 min. Para el montaje se coloc6 sobre las secciones una gota de resina
y se montaron los portaobjetos. Finalmente, las muestras ya tefiidas y montadas

fueron observadas mediante microscopia éptica.
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5.3.3 TINCION CON TRICROMICO DE MASSON PARA EVALUAR LA
COLAGENA

El analisis histopatologico se completd con la tincion especial para colagena
(tincién con tricromico de Masson), para ello se utilizaron la muestras que se
fijaron por inmersion en solucién de Bouin durante cuatro horas y se lavaron

posteriormente con alcohol al 70%.

Una vez que tuvimos los cortes ya hidratados, se tifieron con hematoxilina férrica
durante 10 min. Se lavaron en agua corriente durante 10 min y con agua destilada
durante 5 min. Posteriormente se tifieron con la solucion de escarlata-fucsina
acida durante 5 min, se lavaron con agua destilada y a continuaciéon se trataron
con la solucion de acido fosfomolibdico durante 10 min; después se tifieron con
solucion de azul de anilina 15 min. Posteriormente, se lavaron con agua destilada
y se realiz0 la diferenciacién de la tincion utilizando la solucién de acido acético al
1% durante 3 min. Finalmente se realizé la deshidratacion con 2 cambios de
etanol al 100% y se enjuagaron con xileno durante 1 min. Para montar la muestra
se colocé sobre las secciones una gota de resina DXP y se cubrieron con
portaobjetos. Las muestras ya tefidas fueron observadas mediante microscopia

de luz.
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5.4 ANALISIS DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS Y ANTI-INFLAMATORIAS

5.4.1 OBTENCION, ANALISIS Y CUANTIFICACION DEL RNA

Se utilizaron las muestras de los tres grupos de estudio que fueron sumergidas en
trizol con la finalidad de obtener el RNA de los condrocitos. Inicialmente, se
macer6 el cartilago en un homogenizador previamente esterilizado vy
posteriormente se agregd 1 ml de proteinasa K (200 pg/ml), se coloco en
incubacion a 60° C durante 3 h, esto con la finalidad de degradar el tejido.
Posteriormente, se agregd 1 ml de cloroformo y se agité vigorosamente, después
se centrifug6 a 11900 rpm durante 15 min. Se transfirié la fase acuosa (superior)
a un tubo eppendorf estéril y se le agregd isopropanol para precipitar el RNA,
nuevamente se centrifug6é a 11900 rpm por 15 min, el sobrenadante se desechd y
se observé en el fondo del tubo eppendorf la pastilla de RNA. A continuacion el
RNA se precipitdo en una solucion que contiene 300 ul de agua DEPc (anexo 1),
900 ul de etanol y 30 ul de acetato de sodio pH 5.2 y se dejo incubar toda la
noche a -20° C. Al dia siguiente, la muestra se centrifugo y la pastilla se lavé con
etanol al 80%, se desechd el sobrenadante y posteriormente se seco
cuidadosamente la pastilla obtenida a 37° C. EI RNA se resuspendié en agua

DEPC.

Se cuantificod la cantidad de RNA obtenido utilizando el nanoespectrofotometro

marca Epoch Biotek a 260/280 nm, para evaluar la concentracién y pureza de los
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acidos nucléicos. Una vez cuantificado el RNA, las muestras se trataron con

DNAsa utilizando el Kit RQ1 de Promega, de la siguiente manera:

En un tubo eppendorf estéril se agregaron 2 pg de las muestras de RNA, 6 pl de
buffer 10X, 2 ul de la enzima RQ1ly 1 pl de agua DEPC. Posteriormente, se
incubd la mezcla 15 min a 37° C. Después se inactivé la reaccion agregando 1 pl
de la solucion de paro, incubando a 65° C 10 min. Una vez concluido este paso se

cuantific6 nuevamente la cantidad de RNA de las muestras tratadas.

Para verificar que las muestras no estuvieran contaminadas con DNA, se realiz6
una PCR en punto final, amplificando el gen de actina; para ello, se colocaron
2.5 ul de buffer 10X, 1yl de dNTPs, 2 pl de oligonucledtido sentido, 2 pl de
oligonucledtido antisentido y 0.5 pl de Tag DNA Polymerasa (5 U/ul). En el control
positivo se agrego 2 pl del DNA control; en el tubo control negativo se agreg6 2ul
de agua. En las muestras problema se agregoé la cantidad correspondiente a 200
ng de RNA, en este caso el volumen fue variable, por esta razoén final se aforé con

la cantidad de agua necesaria para tener 25 ul de volumen final.

Una vez realizadas las mezclas de reaccion, se colocaron en el termociclador de
la marca Applied Biosystem con las siguientes condiciones de ciclado: 94° C 1
min, 35 ciclos de (94° C por 35 s, 68° C 35sy 72°C 355s), finalmente los
fragmentos de PCR amplificados fueron terminados incubandolos a 72° C por 10

min.
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5.4.2 SINTESIS Y CUANTIFICACION DE cDNA

Para la sintesis de cDNA, se utiliz6 el Kit Super Scrip lll First-Strand Syntesis

Supermix, de la siguiente manera:

En un tubo eppendorf estéril se agregé 2 pg de la muestra de RNA, 1ul de
oligonucleotido dT y 1 pl de buffer de alineamiento. La mezcla se incubo a 65° por
5 min y después a 4° por 1 min; finalmente se agregd 8 pl de buffer y 2 pl de
enzima RT. Una vez realizados estos pasos, se colocé el tubo en el termociclador
con las siguientes condiciones: 50° C por 50 min y 85° C por 5 min para sintetizar

el cDNA.

Posteriormente se cuantifico el cDNA obtenido de las muestras utilizando el
nanoespectrofotdmetro marca Epoch Biotek a 260/280 nm, para evaluar la
concentracion y pureza de los acidos nucléicos. Para verificar la calidad del cDNA
sintetizado se realizé una PCR en punto final para amplificar el gen de actina y

verificar la funcionalidad del cDNA, de la siguiente manera:

Se colocaron 2.5 ul de buffer 10X, 1ul de dNTPs, 2 ul de oligonucleétido sentido,
2 ul de oligonucledtido antisentido y 0.5ul de Tag DNA Polymerasa (5 U/ul). En el
control positivo se agrego 2 ul del DNA control; en el control negativo se agreg6 2
ul de agua. En las muestras problema se agregé la cantidad correspondiente a
200 ng de RNA y cDNA respectivamente, en este caso el volumen fue variable,
por esta razén al final se aforé con la cantidad de agua necesaria para tener 25 pl

de volumen final.
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Las mezclas de reaccion se colocaron en el termociclador de la marca Applied
Biosystem con las siguientes condiciones de ciclado: 94° C 1 min, 35 ciclos (94°
Cpor35s,68C 35sy72°C 355s), finalmente los fragmentos de PCR

amplificados fueron terminados incubandolos a 72° C por 10 min.

5.4.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA MULTIPLE (M-PCR)

Una vez amplificado el cDNA, se procedié a la deteccién de la expresion de
citocinas pro-inflamatorias, mediante la realizacion de PCR multiplex. La PCR se
realizd utilizando el MPCR Kit for rat Inflammatory Cytokine Genes of Maxim
Biotech, Inc. Este Kit permite analizar la expresion de citocinas pro-inflamatorias
como lk-B, TNF-q, IL - 1, IL-6 y NFk-B. Asi mismo se utilizé el kit MPCR Kit for rat
Inflammatory Genes of Maxim Biotech, Inc para la determinacion de la expresion

de citocinas anti-inflamatorias como IFN-y, PDGF, FGF-2, IL-4,IL-2 y la IL10.

5.4.4 RT-PCR MULPLEX PARA CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

La reaccion de PCR se realizo de la siguiente manera:

Se colocaron 25ul de MPCR Buffer 10X, 5ul de oligonucleétidos 10X rINF2G
MPCR y 0.5ul de Tag DNA Polymerasa (5 U/ul). En el control positivo se agrego
5ul del cDNA control del Kit; en el control negativo se agregaron 5ul de agua.
Para las muestras problema se agrego la cantidad correspondiente a 300 ng de
cDNA respectivamente. En las muestras problema el volumen fue variable, por
esta razén al final se afor6 con la cantidad de agua necesaria para tener un

volumen final de 50 pl.
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Una vez realizadas las mezclas de reaccion se colocaron en el termociclador de la
marca Applied Biosystem con las siguientes condiciones de ciclado: 96° C 1 min,
64° C 4 min por 2 ciclos, posteriormente 40 ciclos de 94° C por 1 miny 64° C 4
min, finalmente los fragmentos de PCR amplificados fueron terminados
incubandolos a 70° C por 10 min. Los tamafos esperados para los genes de

citocinas pro-inflamatorias se mencionan en la tabla 2.
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TABLA 2. Tamafios moleculares de las citocinas pro-inflamatorias detectadas

GEN Tm de oligonucledtido | Tamafio del amplificado

sentido y antisentido (pb)
IL-6 68°/70°C 453
NFk-B 68°/69°C 396
TNF-alpha 70°/70°C 351
IL-1 68°/68°C 294
Ik-B 67°/71°C 167
GAPDH 67°/68°C 532

5.4.5 RT-PCR MULPLEX PARA CITOCINAS ANTI-INFLAMATORIAS

La reaccion de PCR se realizé de la siguiente manera:

Se colocaron 25 pl de MPCR buffer 10X, 5ul de oligonucledtidos 10X rINF2G
MPCR y 0.5ul de Tag DNA Polymerasa (5 U/ul). En el control positivo se agrego 5
ul del cDNA control del Kit; en el control negativo se agregaron 5 pl de agua. En
los tubos de las muestras problema se agrego la cantidad correspondiente a 3000
ng de cDNA. En el caso de las muestras problema el volumen fue variable, por
esta razon al final se aforé con la cantidad de agua necesaria tener un volumen

final de 50 pl.
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Una vez realizadas las mezclas de reaccion, se colocaron en el termociclador con
las siguientes condiciones de ciclado: 96° C 1 min, 68° C 4 min por 2 ciclos,
posteriormente 40 ciclos de 94° C por 1 min y 68° C 4 min, finalmente los
fragmentos de PCR amplificados fueron terminados incubandolos a 70° C por 10
min. Los tamafos esperados para los genes de citocinas pro-inflamatorias se

mencionan en la tabla 3.

TABLA 3. Tamafos moleculares de las citocinas anti-inflamatorias detectadas.

GEN Tm de oligonucleétido | Tamafio del amplificado
sentido y antisentido (pb)

PDGF 66°/68°C 238

IFN-gamma 66°/70°C 283

FGF-2 66°/68°C 326

IL-4 66°/68°C 381

IL-2 69°/66°C 439

IL-10 70°/67°C 525

GAPDH 68°/68°C 658
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5.4.6 ELECTROFORESIS DE LA RT-PCR

Los productos de ambas RT-PCR multiplex, fueron sometidos a electroforesis en
un gel de acrilamida al 12 % (anexo 1), en un sistema de electroforesis vertical a

80 Volts, durante 90 min con buffer de corrida TBE 1x.

5.4.7 TINCION DE GELES

Para la visualizacién de los geles se utilizé la tincion con bromuro de etidio, los
geles se visualizaron en el transiluminador con luz UV con una longitud de onda
de 254nm; las imagenes fueron captadas por un fotodocumentador marca UVP.

5.5. INMUNOHISTOFLUORESCENCIA Y ANALISIS CON MICROSCOPIA
CONFOCAL

Los explantes se fijaron en paraformaldehido al 4% (anexo 1) durante 4h, a 4°C.
Previo a la realizacién de los cortes las muestras se impregnaron con sacarosa al
10% (anexo 1), como crioprotector, durante toda la noche. Se realizaron criocortes
de 5 um de espesor (criostato Leyca 819) y se montaron en portaobjetos

previamente gelatinizados y se conservaron en congelacion a -20°C.

Los criocortes se rehidrataron con PBS (anexo 1) frio durante 10 min y previo al
inmunomarcaje se realizd un pretratamiento para degradacion de RNA, con el
objeto de evitar la tincién inespecifica citoplasmica con cloruro de amonio 5mM
(anexo 1) por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente con acido
clorhidrico (anexo 1) por 2 h a temperatura ambiente. Después, las secciones se

permeabilizaron con PBS-tritdn (anexo 1), se bloqueo el marcaje inespecifico con
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albumina bovina libre de IgG al 0.2% (anexo 1) durante 20 min y se incub6 con 50
Ml de los anticuerpos primarios contra las citocinas PDGF (sc-7958), FGF-2 (sc-
7911), IkB (abcam-47752) y NFkB (abcam-31409) a una dilucién de 1:50 en PBS-
triton x-100 al 0.2% durante toda la noche, en camara humeda a 4°C. Una vez
realizados los lavados con PBS-Triton, se incub6 con el anticuerpo secundario
especifico acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC- Jackson Inmuno
Research 111-095-003) a una dilucion de 1:60, durante 2h a temperatura
ambiente, en camara humeda y protegidos de la luz. Para la contratincion se
utilizé yoduro de propidio (concentracion de 2.5 pg/ul) por 5 min. El procedimiento
se concluyé con montaje con medio Vectashield y sellado con barniz de ufias,
conservando los cortes a 4°C para su posterior analisis microscopico. La longitud
de onda de excitacion y emision para FITC es de 494-520nm y de 554nm para el

yoduro de propidio. En los controles negativos se omitio el anticuerpo primario.

La adquisicion de imagenes se realizo en el Centro de Nanociencias y Micro y
Nanotecnologias del IPN, utilizando el microscopio confocal de barrido laser de la
marca Ism 710, Carl Zeiss, Alemania, con las siguientes condiciones: el modo de
trabajo fue Best signal (mejor seial); el modo de escaneo fue plane (un solo plano
o también conocido en 2D); el objetivo utilizado fue Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil
DIC M27; el Pinhole utilizado fue de 48 um, con laseres Track 1 488nm al 3% de
poder y Track 2 514nm al 2% de poder; los filtros utilizados para la deteccion de
fluorescencia fueron 493-523nm. Una vez obtenidas las iméagenes se evaluaron
parametros de inmunolocalizacion de la proteina e intensidad de la marca

comparativamente para las condiciones de estudio.
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6. RESULTADOS

6.1 INDUCCION DE OA EN RATA

Los modelos animales de OA son utilizados comunmente en el estudio de la
patogénesis de la enfermedad y pueden ser generados naturalmente o inducidos
quirdrgicamente. En el presente estudio se utilizd6 como modelo la OA inducida
mediante menisectomia medial unilateral en rata, en el cual los cambios
degenerativos progresivos ocurren en 20 dias posteriores a la intervencion
quirargica. Estos se caracterizan por pérdida de condrocitos y proteoglicanos, por
fibrosis, por la formacion de osteofitos y por la presencia de clones. (Bendele et

al., 2001) (Fig. 3y 4).

Las ratas macho Wistar de 130 a 150 g de peso se incluyeron en tres grupos al
azar. Un grupo sirvido como control, al cual no se le administré ningun tratamiento y
no se indujo OA. Al grupo denominado CF se le indujo OA y se les administré FT
desde que iniciaron los ejercicios de alto impacto (dos dias posteriores a la
intervencion quirdrgica) a dosis de 1 ml cada 48 hrs hasta concluir 20 dias. Al
grupo SF, se les indujo OA y se les administro glicina desde que iniciaron los
ejercicios de alto impacto (dos dias posteriores a la intervencién quirdrgica) a

dosis de 1 ml cada 48 hrs hasta concluir 20 dias; la glicina es el vehiculo del FT.
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Fig. 3 Modelo animal de OA. Incision lateral en rodilla derecha

Fig. 4 Modelo animal de OA. Diseccion de menisco medial
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6.2 EVALUACION CLINICA

Durante 20 dias posteriores a la realizacién de la menisectomia parcial, se valoro
clinicamente a los animales de experimentacion, obteniendo un puntaje con base
a la escala arbitraria descrita en materiales y métodos (tabla 1); el puntaje

obtenido se encuentra descrito en la tabla 4.

Tabla 4. Puntaje obtenido de la clasificacion arbitraria de signos clinicos

GRUPO DIAS DIA 10 DIA 15 DIA 20

EXPERIMENTAL

GRUPO CONTROL 1 1 1 1
GRUPO SF 2 3 4 4
GRUPO CF 2 2 3 4

Los resultados de la valoracion clinica mostraron que la actividad motora en el
grupo control no fue afectada. En los animales del grupo experimental con OA sin
tratamiento se observd disminucion considerable de su actividad fisica,
aproximadamente desde el dia 5 presentaron piloereccién (este signo nos indicé
gue hay estimulacién del sistema nervioso simpatico provocando la contraccion de
los muasculos, en respuesta al dolor); para el dia 10 se observé letargo vy
piloereccion y desde el dia 15 al 20 se observé letargo, piloereccion y

alteraciones en la marcha (al caminar presentaban rigidez de la articulacién
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afectada). En los animales tratados con FT si bien se observé la presencia de
piloereccion desde el dia 5, de manera interesante y a diferencia del grupo SF las
ratas del grupo CF presentaron un incremento en su actividad motora. Este
incremento de la movilidad (brincos), se observd durante la realizacion de los
ejercicios de alto impacto aproximadamente hasta el dia 10, para el dia 15
presentaron piloereccion y letargo, finalmente en el dia 20 se observo letargo,
piloereccion, asi como alteraciones en la marcha (al caminar presentaban rigidez

de la articulacion afectada).

Esta evaluacién permitio observar que en los primeros dias posteriores a la
induccion de OA, los animales tratados con FT presentaron un aumento de su
actividad fisica comparandolos con los animales sin tratamiento, sin embargo para
el dia 20 los animales de ambos grupos presentaron caracteristicas clinicas muy

similares.

Con la finalidad de identificar posibles diferencias en las articulaciones de las ratas
de los diferentes grupos de estudio, se disecaron las articulaciones de la rodilla
derecha de cada uno de los miembros de cada grupo, y se realizd la valoracién
macroscopica de la articulacion afectada, una vez cumplidos los 20 dias de la

realizacion de ejercicios de alto impacto.

6.3 ANALISIS MACROSCOPICO

En el estudio macroscopico de las articulaciones de los tres grupos de

investigacion se observé que las superficies de los cartilagos articulares tibiales y
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femorales del grupo control, presentaron caracteristicas propias del cartilago

articular normal, superficie de coloracion aperlada, lisa y brillante (Fig. 5 Ay B).

En las rodillas con OA del grupo SF, los céndilos femorales mostraron erosiones
cartilaginosas con engrosamientos parciales; no se observaron signos de
engrosamiento articular sobre los platillos tibiales, pero si fibrosis importante en
ambos platillos. El cartilago de las articulaciones con OA se observd mas opaco a
diferencia de las articulaciones del grupo control, y ademas se observé el

cartilago mas delgado y translucido (Fig. 5 C y D).

Asi mismo el analisis de las rodillas con OA del grupo tratado con FT, mostré que
los condilos femorales medial estaban igualmente afectados con erosion vy
engrosamiento; en los platillos tibiales se observé fibrosis importante. En general
el cartilago del grupo CF también se observé mas opaco y engrosado que el de

las articulaciones del grupo control (Fig. 5Ey F).

Por lo que en general no se observaron diferencias contundentes en el analisis

macroscopico de las articulaciones de las ratas de los grupos CF y SF
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GRUPO

CONTROL
FIBROSIS

GRUPO

SF

GRUPO
FIBROSI CF

Fig. 5 Analisis macroscopico de la articulacion. (A) Platillos tibiales extraidos
de animales del grupo control (B) Coéndilos femorales extraidos de animales del
grupo control. (C) Platillos tibiales con OA extraidos de animales sin tratamiento.
(D) condilos femorales con OA extraidos de animales sin tratamiento. (E) Platillos
tibiales con OA extraidos de animales tratados con FT (F) céndilos femorales con

OA extraidos de animales tratados con FT.
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Ya realizado este analisis, se procedidé a la extraccion de los explantes de
cartilago articular a partir de las zonas de carga de los condilos femorales y los

platillos tibiales.

6.4 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Este andlisis permite la valoracién de la morfologia celular, asi como la distribucion
de la colagena y los proteoglicanos de la MEC, mediante la utilizacion de
diferentes técnicas de tincion. Para realizar la valoracién de la morfologia celular,
la tincidn se realizo con hematoxilina y eosina; para valorar la cantidad de
proteoglicanos la tincion se realizo con Safranina O; y para valorara la cantidad de

colagena la tincion fue con la técnica de tricromico de Masson.

6.4.1 EVALUACION DE LA MORFOLOGIA CELULAR

Los cortes histologicos del grupo control mostraron carateristicas propias del
cartilago articular sano, conservando su disposicion arquitectural, asi como la
morfologia de los condrocitos en cada una de sus zonas. La zona superficial,
media o transicional, profunda o radial y la zona calcificada. En la zona superficial
los condrocitos estan aplanados, alineados paralelamente a la superficie, en la
zona media los condrocitos se observaron redondeados. En la zona profunda, los
condrocitos se encontraron agrupados en columnas perpendiculares a la
superficie y en la zona calcificada, los condrocitos se observaron hipertréficos

(Fig. 6 Ay E).
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El cartilago articular del grupo OA sin tratamiento con FT mostr6 zonas de
fibrilacion superficial, con modificaciones en la orientaciéon celular, condrocitos
hipertréficos y agregados en “clones”, y presencia de fisuras que se extienden

hasta la zona media (Fig. 6 B, C, y D).

Comparativamente, los explantes de cartilago del grupo OA tratados con FT,
mostraron menor formacion de fibrocartilago, conservando parcialmente la
morfologia aplanada y orientacion de los condrocitos superficiales, asi como las
columnas perpendiculares. No se observé la presencia de clones. (Fig. 6 F, G, y
H) El analisis comparativo de la morfologia celular y distribucion de las distintas
zonas del cartilago, sugiere que las muestras obtenidas de animales tratados con
FT, aunque presentaron lesion, los dafios son menores, observandose
caracteristicas del cartilago articular, con mayor similitud a lo observado en las

muestras del grupo control sin OA inducida.
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Fig. 6. Analisis morfolégico del cartilago articular mediante la tincién de
hematoxilina y eosina. (A) Esquema de la estructura del cartilago articular (A).
Cortes histologicos de cartilago articular, grupo OA sin tratamiento con FT (B, Cy
D). Cortes histoldgicos de cartilago grupo OA con tratamiento con FT (F, G y H).

Grupo control (E).

6.4.2 EVALUACION DE LA MEC (PROTEOGLICANOS)

La tincion con safranina O es la técnica mas utilizada para la tincion de
proteoglicanos del cartilago. Es una tincidn de contraste ya que es un marcador de
glicosaminoglicanos (GAGs). Se ha demostrado que la unién de safranina O para
GAGs en el cartilago es mediante estequiometria, y la intensidad de la tincién

dependera de la cantidad de GAGs en el tejido.
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Como se puede observar en la figura 7 G, las muestras obtenidas de los explantes
de cartilago del grupo control se observaron homogéneas, de color rojo y de
buena intensidad. En ellas se puede observar la cantidad normal de
proteoglicanos que se encuentra en este tejido: en la zona superficial la tincion es
menor debido a que el contenido de proteoglicanos es el mas bajo de todo el
cartilago; en la zona media existe la mayor concentracion de proteoglicanos por lo
que la intensidad de la tincibn es mayor con respecto a otras zonas. En la zona
profunda la tincion es homogénea pero tenue y la zona calcificada carece de

proteoglicanos.

Por su parte en las muestras obtenidas de los explantes de cartilago, de animales
con OA sin tratamiento (Figura 7 D, E, F); mostraron mayor heterogeneidad en la
tincion con safranina O en todo el espesor del cartilago, con predominio de la zona
superficial y media, y zonas de fibrocartilago, sugiriendo mayor degradacion de

proteoglicanos.

Por otro lado, las muestras obtenidas de los explantes de cartilago de animales
con OA tratados con FT, se observaron de color rojo intenso en las zonas media y
profunda, y mostr6 con éareas palidas en la capa superficial y zonas de
fibrocartilago, lo que denota disminucién en la proporcién de proteoglicanos,
comparativamente con la tincibn homogénea en todo el espesor del cartilago del
grupo control, indicando que hubo degradacion parcial de proteoglicanos. (Fig. 7

E, F, G).
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Figura 7. Analisis de la proporcién de proteoglicanos, tincién con Safranina

O.Grupo OA con tratamiento con FT (A, B y C); grupo OA sin tratamiento con FT

(D, Ey F); grupo control (G).

6.4.3 EVALUACION DE LA MEC (COLAGENA)

El tricromico de Masson, al igual que otros colorantes tricromicos, es una tincién
especial que permite visualizar claramente las fibras de colagena que forman
fibras gruesas o haces, disefiados para dar resistencia; también evidencia, aunque
en menor intensidad, las fibras reticulares. Se emplean tres colorantes para

diferenciar el nucleo celular, el citoplasma y las fibras de colagena.

En las muestras obtenidas de los explantes de cartilago de animales sin OA, las

fibras de colagena se tifieron de azul y el nucleo celular de color marrén, la tincion
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es homogénea y se puede observar la cantidad normal de colagena que se

encuentra en el cartilago (Fig. 8 M).

El andlisis del cartilago obtenido de los animales con OA sin tratamiento
presentaron mayor proporcion de degradacién de proteoglicanos, evidenciada con
una tincién rojiza mas heterogénea que el grupo OA con tratamiento con FT, y
afectando todas las capas del espesor del cartilago degradacion importante de la

colagena (Fig. 8 J,K,L).

En cuanto al analisis de las muestras obtenidas de los animales con OA tratados
con FT, mostraron disminucién en la proporcion de fibras de colagena
predominantemente en las zonas superficiales del cartilago, evidenciadas con una
tincion rojiza, comparativamente con la tincion azulada homogénea de la muestra
control. En otras areas se observaron zonas de abundante formacion de

fibrocartilago (Fig. 8 G,H,).
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Figura 8. Andlisis de la proporcion de colagena, tincién con Tricrémico de

Massén. Grupo OA con tratamiento con FT (G, H y 1); grupo OA sin tratamiento
con FT (J, Ky L); grupo control (M).

6.5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS Y
ANTI-INFLAMATORIAS EN OA.

Durante el proceso de fisiopatogénesis de la OA, se presenta un desbalance entre
los factores catabodlicos y los factores anabdlicos, en este proceso se ven
implicadas citocinas pro- y anti-inflamatorias; dentro de las citocinas pro-
inflamatorias destacan la IL-1, el TNF a y la IL-6, las cuales son responsables de
la alteracion de los procesos catabdlicos; en lo que respecta a las citocinas anti-
inflamatorias se ha reportado la participacién del IFN-y PDGF y del FGF-2; los
cuales son factores anabdlicos de suma importancia, ya que promueven la sintesis

de la MEC. (Martel-Pelletier et al., 2008).

Para estudiar los niveles de expresion de citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias implicadas en el proceso de OA, y como pudieran modificarse por el
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tratamiento con FT, se valoro la expresion de los mensajeros correspondientes,

empleando RNA obtenido de las muestras de cartilago de los animales del grupo

control y de los grupos con OA inducida, tratados con FT y sin tratamiento.

El RNA de los diferentes grupos se obtuvo mediante la técnica de trizol y

posteriormente se realizé la cuantificacidn de dicha extraccion, los resultados se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Cuantificacion de RNA por espectrofotometria.

Numero de | Relacion dela | RNA Control RNA RNA
Replica absorbancia a
Grupo con OA | Grupo con OA
260/280 nm ] )
tratado con FT | sin tratamiento
1 1.96 nm 279.28 ng/pl 140.9 ng/ul 49.93 ng/ul
2 1.91 nm 121.8 ng/ul 201.30 ng/pl 178.78 ng/ul
3 1.89 nm 158.3 ng/ul 90.4 ng/ul 48.6 ng/pl

La relacion de absorbancia de 260/280nm mostré en las tres repeticiones un valor

muy cercano a 2, lo que nos sugiere una pureza adecuada de los acidos nucleicos

y una muy baja contaminacién con proteinas.
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Una vez cuantificado y verificada la pureza del RNA, las muestras se trataron con

DNAsa libore de RNAsa, utilizando el

Kit RQ1 de Promega, al termino del

tratamiento, el RNA se precipitd y cuantifico nuevamente; en la tabla 6 se

muestran las concentraciones finales obtenidas.

Tabla 6. Cuantificaciéon de RNA tratado con DNAsas.

Numero de RNA RNA RNA
Replica
Control Grupo con OA Grupo con OA
tratado con FT sin tratamiento
1 253.67 ng/ul 88.22 ng/ul 56.98 ng/ul
2 114.2 ng/ul 197.24 ng/ul 156.14 ng/ul
3 387.17 ng/ul 326.80 ng/pl 318.88ng/ul

Posteriormente, con la finalidad de verificar que las muestras de RNA estuvieran

libres de DNA contaminante, se realizé una PCR en punto final amplificando el gen

de actina.
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Fig 9. Amplificacion de un fragmento del gen de actina. Gel de agarosa al 2%.
Carril 1, PCR para el gen de actina empleando DNA como templado; Carril 2, PCR
sin templado; Carril 3, PCR para gen de actina usando como templado RNA sin
tratamiento con DNAsa; Carril 4, PCR para gen de actina usando como templado

RNA con tratamiento de DNAsa; Carril 5, Marcador de tamafio molecular.

Los resultados mostraron (Fig. 9, carril 3) que el RNA obtenido previo al
tratamiento con DNAsa estaba contaminado con DNA; posterior al tratamiento la
PCR en la que se uso como templado dicho RNA resulto negativa (Fig 9, carril 4)
mostrando que las muestras experimentales estuvieron libres de trazas de DNA,

que pudiera interferir con la interpretacion de los resultados.

Una vez verificada la calidad y la integridad del RNA, se procedio a realizar la
sintesis del cDNA, a través de la transcriptasa reversa (RT), la cual sintetiza una

cadena de DNA a partir de un templado de RNA.

67



La cuantificacion de los cDNAs obtenidos se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Cuantificaciéon de cDNA

NUmero de RNA RNA RNA
Replica
Control Grupo con OA Grupo con OA
tratado con FT sin tratamiento
1 536.30 ng/ul 361.562 ng/ul 120.65 ng/ul
2 311.90 ng/ul 523.6 ng/ul 415.77 ng/ul
3 760.89 ng/ul 897.259 ng/ul 678.90 ng/ul

Para verificar la calidad del cDNA sintetizado se realiz6 una PCR para amplificar

nuevamente el gen de actina y verificar la calidad del cDNA.
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Fig 10. Calidad del cDNA sintetizado. Carril 1, Marcador de tamafio molecular;
Carril 2, PCR para el gen de actina empleando DNA como control; Carril 3, PCR
para gen de actina usando como templado RNA tratado con DNAsa; Carril 4, PCR

para gen de actina usando como templado el cDNA sintetizado.

Los resultados mostraron que existe amplificado del tamafio esperado, para el gen
de actina cuando se uso como templado el cDNA sintetizado anteriormente, lo que
sugiere que el cDNA es de buena calidad y se encuentra integro para los ensayos

de RT-PCR posteriores.

Una vez obtenido el cDNA se procedi6 a la deteccion de la expresion de citocinas
pro-inflamatorias, mediante la realizacion de PCR multiplex. Se emple6 el kit de
MPCR de Maxim Biotech para detectar la expresion de I-kB, TNF-o, IL-1, IL-6.
Asi mismo se utilizo el kit de MPCR de Maxim Biotech para detectar la expresion

de las citocinas anti-inflamatorias IFN-y, PDGF, FGF-2, IL-4, IL-2 y la IL10.
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En las figuras 11 y 12 se observa el corrimiento electroforético de las PCR
multiplex realizados con los cDNA obtenidos de los tres grupos de estudio. Todos
los resultados se normalizaron con su respectivo control interno que fue el gen

GADPH.

4 GADPH

4 FGF-2
4 INFy
4 PDGF

Fig 11. Expresion de citocinas anti-inflamatorias. Corrimiento electroforético
en un gel de poliacrilamida al 12% de los productos de la PCR multiplex. Carril 1,
marcador de tamafio molecular de 100 pb; Carril 2, amplificado del control positivo
del Kit; Carril 3, PCR sin templado; Carril 4, PCR multiplex de las muestras de
cartilago de los animales sin intervencion quirdrgica y sin tratamiento (control
normal); Carril 5, PCR multiplex de las muestras de cartilago de los animales con
OA inducida tratados con FT; Carril 6, PCR multiplex de las muestras de cartilago

de los animales con OA inducida sin tratamiento.
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Fig. 12 Expresion de citocinas pro-inflamatorias. Corrimiento electroforético en
un gel de poliacrilamida al 12% de los productos de las PCR multiplex. Carril 1,
marcador de tamafo molecular de 100 pb; Carril 2, amplificado del control positivo
del Kit; Carril 3, control negativo; Carril 4, PCR multiplex de las muestras de
cartilago de los animales sin intervencion quirdrgica y sin tratamiento (control
normal); Carril 5, PCR multiplex de las muestras de cartilago de los animales con
OA inducida tratados con FT; Carril 6, PCR multiplex de las muestras de cartilago

de los animales con OA inducida sin tratamiento.
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Como se puede observar en la figura 11, PDGF, IFNy , FGF-2 se expresaron de
manera basal en el cartilago normal (fig 11, carril 4). En el cartilago de animales
con OA inducida sin tratamiento no se observo la expresion de FGF -2 y de IFN y
y se observé una banda muy tenue para PDGF. Estos resultados nos sugieren
que la disminucion y/o ausencia en la expresion de dichas citocinas se debe
probablemente al proceso degenerativo de la OA y al dafio producido en el

cartilago.

Por otro lado, la expresion de las interleucinas anti-inflamatorias PDGF, IFN-y,
FGF-2 incrementaron significativamente en los cartilagos de los animales tratados
con FT a niveles similares o superiores a la expresion de dichas citocinas en el
cartilago normal. De manera particular es importante sefialar que la citocina PDGF
se sobre-expresa notoriamente sugiriendo que FT esta modulando positivamente
la expresion de dichas citocinas anti-inflamatorias en los condrocitos de los

animales tratados con FT.

Respecto a la expresién de las citocinas pro-inflamatorias, en la figura 12 se
observa que no hay expresién basal de ninguna citocina pro-inflamatoria en el
cartilago normal. Mientras que la IL-1 e Ik-B se expresaron en el cartilago de los
animales con OA sin tratamiento. Estos resultados sugieren que la expresion de
dichas citocinas esta fuertemente relacionada con el proceso degenerativo y el
dafio al cartilago por la OA inducida que genera un proceso inflamatorio crénico.
En las muestras obtenidas de animales con OA tratados con FT no hubo
disminucién de la expresion de IL-1, observandose niveles similares de expresion

a los animales con OA sin tratamiento. Sin embargo, a diferencia de los animales
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con OA sin tratamiento, en los animales con OA tratados con FT disminuyé
completamente la expresion de Ik-B sugiriéendose que el FT es capaz de modular

parcialmente la expresion de citocinas pro-inflamatorias.

6.6 INMUNOHISTOFLUORESCENCIA Y ANALISIS CON MICROSCOPIA

CONFOCAL

Para determinar la inmunolocalizacibn de las citocinas pro- y anti-inflamatorias
seleccionadas. Se utilizaron anticuerpos especificos para las citocinas FGF-2,
PDGF, NFkB e IkB no fosforilada. El marcaje se realiz6 en secciones de cartilago
articular obtenidos de ratas a las cuales se les indujo OA y que no recibieron

ningun tratamiento o bien que fueron tratadas con FT.

FGF-2, se localiz6 en el citoplasma de los condrocitos del cartilago sano (control),
presentaron inmunoreactividad de FGF-2 intensa y homogénea en los condrocitos
del espesor total del cartilago. Los condrocitos del cartilago de animales con OA
sin tratamiento presentaron inmunoreactividad en las células de la capa media y

profunda de similar intensidad. Las muestras de cartilago normal.

Mientras que en las muestras obtenidas de animales tratados con FT, se observo
intenso inmunomarcaje de la proteina FGF-2 en el citoplasma de los condrocitos

predominantemente de la zona media del cartilago (Fig. 13).
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Fig. 13. Inmunolocalizacion de FGF-2. (A) Control negativo. (B) Cartilago
normal. (C) Cartilago de los animales con OA sin tratamiento (D) Cartilago de los
animales con OA tratados con FT.
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La inmunolocalizacion de la proteina PDGF mostréo un patréon homogéneo en el
citoplasma de la mayoria de los condrocitos del cartilago sano, comparativamente,
no se observé inmunoreactividad en los condrocitos del cartilago del grupo sin
tratamiento con FT y una distribucion homogénea en el citoplasma de la gran

mayoria de los condrocitos en el cartilago del grupo OA tratado con FT (Fig. 14).

Fig. 14. Inmunolocalizacion de PDGF. (A) Control negativo. (B) Cartilago
normal. (C) Cartilago de los animales con OA sin tratamiento (D) Cartilago de los
animales con OA tratados con FT.
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En lo que respecta a la localizacion de la proteina IkB no fosforilada, no se
identificd inmunoreactividad en el grupo control asi como en los condrocitos del
cartilago de animales sin tratamiento. En las muestras obtenidas de animales
tratados con FT, IkB no fosforilada se observo débilmente en el citoplasma de

algunos condrocitos de la zona superficial (Fig. 15).

Fig. 15. Inmunolocalizacion de IkB no fosforilada. (A) Control negativo. (B)
Cartilago normal. (C) Cartilago de los animales con OA sin tratamiento (D)
Cartilago de los animales con OA tratados con FT.
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Finalmente, no se observd inmunoreactivad de la proteina NFKB en ninguno de

los grupos experimentales (Fig. 16).

Fig. 16. Inmunolocalizacion de NFxB. (A) Control negativo. (B) Cartilago normal.
(C) Cartilago de los animales con OA sin tratamiento (D) Cartilago de los
animales con OA tratados con FT.
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7. DISCUSION

La OA es una enfermedad cronico-degenerativa, la cual se considera como la
artropatia mas comun en personas mayores de 65 afios de edad. Se caracteriza
por dolor, rigidez y disfuncién de las articulaciones, en casos mas graves se suele

observar atrofia muscular y deformidad de las extremidades (Arden et al., 2006).

Las opciones terapéuticas actuales tienen como objetivo modular el dolor, mejorar
la funcidn articular, la deambulacion y mejorar la calidad de vida del paciente. Sin
embargo, los tratamientos convencionales ademas de que poseen efectos
secundarios no deseados, no previenen esta patologia y no regeneran el cartilago
articular dafiado. Por ejemplo, los analgésicos anti-inflamatorios inhiben la
secrecion de prostaglandinas a través de la inhibicién de la COX, permitiendo un
efecto selectivo anti-inflamatorio, pero con efectos secundarios nefrotoxicos
(Watson et al., 2006). Por otro, lado los tratamientos quirdargicos implican riesgos
importantes que incluso, pueden originar la rigidez total de la articulacion afectada

(Joern et al., 2010).

Ante la incidencia epidemiolégica de esta patologia y la busqueda de otras
opciones de tratamiento que pudiesen detener y regenerar la perdida articular, se
ha propuesto como blancos terapéuticos, regular la expresion y/o la actividad de
las citocinas implicadas en la fisiopatogénesis de esta enfermedad, mediante el

uso de inmunomoduladores (Kapoor et al., 2011).

El FT es un agente que clinicamente ha demostrado su utilidad terapéutica a

través de una probable accion imnunomoduladora, regulando entre otras cosas la
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expresion de citocinas anti-inflamatorias y pro-inflamatorias (Dvoroznakova et al.,
2009; Ojeda et al., 2004). Asi por ejemplo Georgescu y colaboradores en 1985
mostro efectos benéficos del FT al modular la inflamacion y la disminucion del
dolor, en diversas patologias articulares. Por otro, lado su empleo constituye una
terapéutica segura la cual ha sido evaluada en ensayos clinicos y de vigilancia
activa en pacientes, encontrando que no existen efectos adversos asociados a

este tratamiento (Cruz Barrios et al., 2006).

El presente estudio tuvo como fin primordial documentar los efectos
histopatoldgicos y moleculares producidos por el FT en la OA. Lo anterior con la
finalidad de determinar si el FT es capaz de inducir o revertir los procesos
degenerativos durante la fisiopatogénesis de la enfermedad. Asi como aportar
evidencias experimentales que validen el uso clinico de FT como un agente

inmunoterapéutico en el tratamiento de OA.

Por tanto, para evaluar el efecto de FT en OA, utilizamos un modelo animal en
rata, lo que nos permitié valorar los cambios degenerativos progresivos de esta
enfermedad en 20 dias posteriores a la induccion de esta. Estos cambios incluyen
fibrosis, alteraciones en la morfologia y distribucién celular en el cartilago asi como

la perdida de los componentes de la MEC.

Los estudios macroscopicos de las articulaciones afectadas de los animales
tratados con FT y sin tratamiento, no mostraron cambios importantes que
sugirieran modificaciones en la fisiopatologia de la enfermedad; observandose en

ambos casos, condilos femorales con erosiones cartilaginosas y engrosamientos

79



parciales; los platillos tibiales no presentan signos de engrosamiento articular pero
si se observo fibrosis en ambos platillos; por lo tanto a nivel macroscopico no
existieron diferencias contundentes entre el grupo tratado con FT y el grupo sin

tratamiento.

Sin embargo, al realizar el analisis histopatologico, si se mostraron los siguiente
cambios: en cuanto a morfologia celular, los explantes de cartilago obtenidos de
animales con OA sin tratamiento mostraron alteraciones en la arquitectura celular
y se perdio la distribucion celular en las diferentes zonas: observandose displasia
celular y condrocitos agrupados en “clones”. Estas caracteristicas correlacionan
con diversos estadios del proceso degenerativo del cartilago en la OA humana, el
cual se caracteriza por perdida de la forma alargada de las células de la zona
superficial y la disminucién del tamafio de estas (Montrull, et al., 2005). Las
células en la zona media aumentaron en volumen y se organizaron en grupos de
2-8 células denominados clones, los cuales constituyen agregados de
condrocitos, que son tipicos de la OA y que se encuentran en la zona superficial y

media del corte histologico. (Montrull, et al., 2005)

Al valorar histol6égicamente los explantes de cartilago obtenidos de animales con
OA tratados con FT, se evidenciaron diferencias claras con los cartilagos con OA
provenientes de animales sin tratamiento. La distribucion y la arquitectura celular
se conservaron, no hubo presencia de displasia celular, ni agrupacion de los
condrocitos en clones. El andlisis comparativo de la morfologia celular y la

distribucion en las distintas zonas del cartilago, sugiere por tanto que las muestras
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obtenidas de animales tratados con FT, presentaron menor dafio, observandose

caracteristicas histologicas de mayor similitud a las del cartilago articular normal.

Como hemos mencionado anteriormente, la MEC esta compuesta principalmente
por los proteoglicanos y la colagena. En cuanto al contenido de proteoglicanos en
la zona superficial, es el mas bajo de todo el cartilago, mientras que en la zona
media existe la mayor concentracion de proteoglicanos. En la zona profunda la
concentracion de proteoglicanos es alta y la zona calcificada carece de
proteoglicanos (Vega et al ., 2002). Pritzker vy colaboradores en el 2005
demostraron que dentro del proceso degenerativo de la MEC, el cartilago pierde

hasta el 75% de proteoglicanos, de las tres zonas.

En concordancia con lo observado por Pritzker, en este trabajo observamos un
patrén similar. Estos hallazgos fueron observados en los explantes de cartilago de
animales con OA, sin tratamiento, demostrando que efectivamente en la
fisiopatologia de la OA la degradacion de proteoglicanos abarca varias zonas del
cartilago. En contraparte, la valoracion de proteoglicanos en las muestras de
cartilago obtenidas de animales con OA tratados con FT, evidenciaron una tincion
mas homogénea, especificamente en el area superficial, que sugiere una
degradacion menor, aunque la tincion también presentd degradacion de

proteoglicanos en la zona media del corte histologico.

Respecto a la colagena, en la zona superficial del cartilago las fibras de la
colagena estan dispuestas de manera tangencial, en la zona media las fibras

tienen mayor diametro y estan dispuestas de manera perpendicular a la superficie
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articular, en la zona profunda se orientan hacia la superficie articular y se disponen
radialmente; y en la zona calcificada se disponen perpendicularmente hacia la
superficie articular (Vega et al ., 2002). En el desarrollo de la OA, en el cartilago se
presenta fibrosis en la zona superficial y fragmentacion y degradacion de las
fibras de colagena y degradacion importante de esta proteina en las cuatro capas
del tejido articular. Particularmente, la degradacion de las fibras de colagena, da
lugar a la fibrosis irreversible (Martel-Pelletier et al., 2008). Estos datos se
observaron en los explantes obtenidos de animales con OA sin tratamiento, en
donde se evidencio degradacion importante de colagena en todas las zonas del
cartilago, fragmentacion de la red de colagena y fibrosis de la capa superficial. En
contraste a lo observado en las muestras obtenidas de los animales con OA
tratados con FT, en donde se evidencié una tincion mas homogénea y la
degradacion de colagena se observdé en menor grado, preferencialmente en la

zona superficial del cartilago.

Nuestros hallazgos sugieren que la inmunoterapia con FT modifica el proceso
fisipatogénico de la enfermedad. Estos datos también fueron encontrados por
Boileau, Martel-Pelletier y colaboradores en 2009, al realizar el analisis
histopatoldégico en un modelo animal de OA en perros, en donde se valoro el
efecto de la fraccion total de los aceites insaponificables de aguacate y soya
(ASU), encontrando que estos compuestos pueden reducir el desarrollo del
cartilago osteoartritico y las lesiones del hueso subcondral (Boileau et al., 2009).
En ese estudio Boileau observé una menor degradacion de los proteoglicanos y

disminucién en la displasia de condrocitos y en la formacion de clones, sugiriendo
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que el efecto protector de ASU podria estar mediado por una reduccion en el

catabolismo del cartilago (Boileau et al., 2009).

Los cambios histopatolégicos observados en los animales tratados con FT nos
sugirieron ademas la posibilidad de modificaciones en el balance de citocinas pro-
y anti-inflamatorias en virtud de que el FT se ha reportado como un
inmunomodulador. Al evaluar la expresion de las citocinas anti-y pro-inflamatorias
mediante RT-PCR multiplex; encontramos que PDGF y FGF-2 se expresaron de
manera basal en el cartilago normal, esto fue descrito por Blom y colaboradores
en el 2007, al sugerir la expresion de dichas citocinas como factores anabdlicos
que se expresan de manera basal en el condrocito. Otra citocina expresada de
manera basal fue IFN y, la cual no se ha considerado hasta el momento como un
factor anabdlico, pero se sabe que inhibe la reabsorcion de cartilago articular y
regula a TNFa, para modular el proceso de degradacion del cartilago (Bunning et

al., 1989).

En el presente trabajo, el cartilago de animales con OA inducida sin tratamiento
no mostré la expresion de FGF-2 y de IFN y y se observd solamente una baja
expresion de PDGF. Sin embargo, en los animales tratados con FT la expresion
de las interleucinas  anti-inflamatorias PDGF, IFNy y FGF-2 incremento
significativamente. Este efecto también fue observado por Guillen y colaboradores
en el 2005 en donde el aumento en la expresion de PDGF en el cartilago,
incrementa la sintesis de proteoglicanos, promueve la formacion de colagena y
favorece la induccion de fendmenos de reparacion tisular. Asi mismo, Grassi y

colaboradores en el 2004 encontraron que el IFNy inhibe la apoptosis en
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condrocitos, mediante la regulacion de caspasa 8 y 3 y la activacion de la proteina
anti-apoptotica FLIP. Estos investigadores sugieren que el IFNy afecta por tanto,
la sefalizacion de CD95 implicada en la apoptosis de condrocitos humanos
(Grassi et al., 2004).

Finalmente, Prazuna y colaboradores demostraron que FGF-2 promueve la
sintesis de la colagena y los proteoglicanos, al controlar la produccion de enzimas
catabdlicas mediante la activacion de factores como EIK1, MAPK y NFkB. Dichos
autores observaron este efecto al encontrar que niveles bajos de FGF-2 reduce la

sintesis de BMPs y del IGF-1, al mismo tiempo induce sintesis de la MMP-13.

Teniendo en consideracion los diversos efectos encontrados para el PDGF, IFN y
y FGF-2 en el proceso anabdlico del cartilago, nuestros resultados de la
sobreexpresion de dichos factores en respuesta al tratamiento con FT sugieren
que, el FT estd promoviendo la sintesis de proteoglicanos y colagena,
contrarrestando asi el proceso de degradacion de la MEC durante la OA, asi como
la inhibicion de la apoptosis en condrocitos. Estos eventos correlacionan con el
analisis histopatoldgico y los signos clinicos que sugieren que se esta retardando

la evolucion de la OA.

En cuanto a la evaluacion de citocinas pro-inflamatorias, de manera basal no hubo
expresion de estas moléculas en el cartilago sano, sin embargo, en los animales
con OA sin tratamiento y tratadas con FT, encontramos los mismos niveles de
expresion de IL-1, lo cual concuerda con lo reportando por Blom y colaboradores

en el 2008 donde demostraron que en los procesos de OA siempre hay aumento
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en la expresion de factores catabodlicos como IL-1. Por lo que el tratamiento con

FT no modificé la expresion de IL-1.

Por el contrario de manera interesante encontramos que la expresion de IkB fue
menor en los animales tratados con FT en comparacion con los que no fueron
tratados. Este resultado sugiere que probablemente se desencadena una
desregulacion en la via de sefalizacion de NFkB, dando como resultado la
disminucién en la transcripcion de genes pro-inflamatorios, lo que sugiere que el
FT pudiera modular parcialmente el proceso inflamatorio a través de la

disminucion de IkB.

Dentro de la transcripcion de genes pro-inflamatorios, IkB tiene un papel
fundamental en la activacion del factor de transcripcion NFkB, esto se debe a que
dicha activacion se produce cuando IkB a y b son degradadas por el proteasoma
después de su fosforilacion y ubiquitinacion; IkB es fosforilado en las serinas 32 y
36 por IKK a 'y b. Esto libera NFkB de IkB, y le permite translocarse a nucleo. Una
vez en el nacleo NFKB estimulando la expresion de genes que codifican citocinas
como TNF-q, IL-1, IL-6, e IL-12; por lo tanto al presentarse cualquier desregulacion
en esta via de sefalizacibn o mientras IkB se encuentre unida a NFkB este no
podré translocarse a nucleo y por lo tanto no habréa la transcripcion de genes pro-

inflamatorios.

Al respecto, Bar-Yehuda y colaboradores en el 2009 valoraron el efecto la
adenosina A3 altamente selectiva de los receptores agonistas (CF101) el cual se

definio recientemente como un potente agente anti-inflamatorio para el tratamiento

85



de la artritis reumatoide. Este grupo de investigadores evaluaron el efecto del
tratamiento con CF101 en un modelo animal de OA, analizando los niveles de
expresion de las proteinas quinasa B (PKB) entre las que destaca IkB;
encontrando que la expresion de esta proteina disminuye en las ratas tratadas con
CF101 en comparacion con las ratas tratadas con vehiculo, concluyendo que
CF101 actué como un agente protector de cartilago, disminuyendo la expresion de

efectores inflamatorios.

En lo que respecta al analisis de inmunohistofluorescencia es importante
mencionar que FGF-2, se localizé en el citoplasma de los condrocitos del cartilago
normal y en el cartilago obtenido de animales con OA tratados con FT,
correlacionando con lo observado en la RT-PCR multiple. Sin embargo, cabe
sefialar que contrario a lo observado en la RT-PCR multiple para esta citocina, en
la inmunohistofluorescencia si se observé tincion en los condrocitos obtenidos de
animales con OA sin tratamiento. Esto pudiera deberse a que durante la
fisiopatogénesis de la OA, se inhiba la sintesis de novo de RNA mensajero
correspondiente a FGF-2, mientras que la proteina ya sintetizada antes de dicha

inhibicion pudiera originar la fluorescencia observada.

En el caso de la inmunolocalizacion de la proteina PDGF, tanto en el cartilago
sano como en el obtenido de animales con OA tratados con FT, se observo una
distribucion homogénea e intensa de la fluorescencia en los condrocitos en todas
las zonas del cartilago; asi mismo se evidencié que hay ausencia o muy baja
deteccién de la proteina PDGF en los condrocitos del cartilago obtenido de

animales sin tratamiento; estos resultados correlacionan con lo observado en la
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RT-PCR multiple en donde no se observo la expresion en los condrocitos con OA
sin tratamiento, estos resultados sugieren que la sintesis de esta proteina en el
cartilago obtenido de animales tratados con FT, se esta llevando a cabo de
manera muy similar al cartilago normal y que en los cartilagos sin tratamiento se

inhibe su expresion.

En el analisis de la inmunolocalizacion de la proteina IkB no fosforilada, Ia
fluorescencia no se mostré en condrocitos de cartilago sano, asi mismo los
condrocitos del cartilago de animales sin tratamiento, no mostraron marcaje
positivo para anti- IkB no fosforilada, mientras que en las muestras obtenidas de
animales tratados con FT observamos marcaje para I[kB no fosforilada en los
condrocitos. Ahora bien con respecto a la proteina IkB nuestros resultados
sugieren que en los animales sin tratamiento IKB se esta fosforilando por lo que se
separa de NFkB lo que permite su traslocacion al nucleo, mientras que en los
animales tratados con FT IkB en su forma no fosforilada, se encuentra unida a
NFkB, al mantenerse no fosforilada, IkB no se separa de NFkB y por lo tanto,esta
dltima pudiera no ser translocada al nucleo para llevar a cabo la transcripcion de

genes pro-inflamatorios (Saklatvala et al., 2007).

Esto correlaciona entonces con lo observado en la RT-PCR multiple en donde se
observa la expresion de IkB en los animales sin tratamiento, mientras que cuando

se da el tratamiento con FT la expresion de IkB esta inhibida.

Por ultimo en el andlisis preliminar de la inmunohistofluorescencia para la proteina

NFkB, no se detectd en los condrocitos del cartilago sano, ni en los condrocitos de
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los cartilagos de animales con OA tratados y sin tratar con FT. Esto correlaciona
en la RT-PCR multiple en donde no se expreso esta citocina en ninguno de los

tres grupos de estudio.

En resumen nuestros resultados nos permiten sugerir que el efecto de FT induce
un aumento en la expresion de citocinas anti-inflamatorias y la disminucion de
algunas citocinas pro-inflamatorias, equilibrando de esta manera, la homeostasis
perdida en el condrocito para la regulacion de los procesos catabdlicos y
anabodlicos de la MEC. Estos analisis morfolégicos y moleculares validan vy

sustentan el efecto y el uso del FT en OA.
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. 8. CONCLUSIONES

A nivel macroscépico, las articulaciones afectadas no presentaron
diferencias morfolégicas entre los animales con OA tratados con FT y los

animales sin tratamiento.

A nivel histologico la valoracion de morfologia celular y de los principales
componentes de la MEC (colagena y proteoglicanos) evidenciéo que los
animales con OA tratados con FT, presentaron menor dafio, observandose
caracteristicas histoldégicas de mayor similitud a las del cartilago articular

normal.

El FT indujo la expresion de citocinas anti-inflamatorias PDGF, IFN y y FGF-

2 en los animales con OA tratados con FT.

La expresion de la IL-1 no se modifico ante el tratamiento con FT.

Los niveles de expresion a nivel de RNAm de IkB, disminuyeron al tratar a

las ratas con FT.
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En nuestros ensayos de inmunohistofluorescencia, el marcaje con el
anticuerpo anti-PDGF y anti-FGF se observo localizado tanto en los
condrocitos de cartilago sano, como en los condrocitos de animales

tratados con FT,

El marcaje con el anticuerpo anti-IkB se observo de mayor intensidad en los
cartilagos obtenidos de los animales tratados con FT y de menor intensidad

en los cartilagos de los animales sin tratamiento.
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9. PERSPECTIVAS

¢ Realizar RT-PCR en tiempo real para evaluar cuantitativamente los cambios
encontrados en la expresion de las citocinas anti- y pro-inflamatorias de

este trabajo.

e Hacer estudios profilacticos en modelos menos severos que permitan

evaluar si el FT es capaz de prevenir el proceso degenerativo.

¢ Analizar mediante RT-PCR la expresion de metaloproteasas 1,3y 13, y con

ello verificar si el tratamiento con FT inhibe su expresion.

e Evaluar por RT- PCR la expresion de Oxido nitrico y la expresion de
prostagladina E2, ya que estas moléculas también estan fuertemente
relacionadas en el proceso de OA, y verificar si la terapéutica con FT

modifica su expresion.

e Valorar mediante ensayos de TUNEL si la terapéutica con FT inhibe o

regula la apoptosis en condrocitos.

e Realizar estudios de protedmica en cartilago de animales tratados con FT y
compara si existen diferencias entre estas y las proteinas expresadas

tipicamente en el proceso de OA.
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ANEXO 1

HEMATOXILINA DE HARRIS

REACTIVO CANTIDAD
Hematoxilina 59

Alcohol 100% 50 mL
Alumbre de Potasio 100 mL
Agua destilada 1000mL
Oxido de rojo de 25¢g
mercurio

EOSINA

REACTIVO CANTIDAD
Eosina 0.25¢
Floxina 0.25¢g
Agua destilada 100 mL

GEL DE ACRILAMIDA AL 12%

REACTIVO CANTIDAD
Acrilamida al 30% 3.6 ml

TBE 10X 1.5 mL
Agua destilada 6 mL

PSA 60 pl
TEMED 6 pl

AGUA DEPC

REACTIVO CANTIDAD
Agua Destilada 1 litro
Dietilpirocarbonato 1 mililitro

Agitar toda la noche y posteriormente esterilizar
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PBS 10x

REACTIVO CANTIDAD
NaCl 82¢g
NaH,PO4H,0O 3.8 g
NaH,PO, 1749
Agua desinizada 1000 mL
PBS 1XpH 7.4

REACTIVO CANTIDAD
Agua Desionizada 900 mL
PBS 10X 100 mL
Medir pH vy filtrar

PBS -TRITON

REACTIVO CANTIDAD
Tritdn 2 mL

PBS 1XpH 7.4 998 mL

PARAFORMALDEHIDO AL 4%

REACTIVO CANTIDAD
Paraformaldehido 49
PBS 1XpH 7.4 100 mL

Calentar en bafiio maria a 65°C durante 2 horas.

Dejar enfriar y almacenar la solucion a 4° C, donde permanece estable por 2

semanas
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GELATINA AL 0.5%

REACTIVO CANTIDAD
Gelatina 1lg

Sulfato de potasio 0.1g
cromico

Agua desionizada 200 ml

Calentar los 200ml de agua desionizada a 65° C disolver la gelatina y agregar el

sulfato de potasio cromico. Dejar enfriar a temperatura ambiente e introducir los
portaobjetos de vidrio y dejar secar a 37° C durante toda la noche.

CLORURO DE AMONIO (NH4CI)

REACTIVO CANTIDAD
NH,CI 0.026 g
PBS 1X pH 7.4 10 mL

ACIDO CLOHIDRICO (HCL)

REACTIVO CANTIDAD
HCL 1 mL

PBS 1XpH 7.4 9 mL
SACAROSA AL 10%

REACTIVO CANTIDAD
Sacarosa 29

PBS 1X pH 7.4 20 mL

104



ALBUMINA LIBRE DE IgG AL 2%

(CANTIDAD PARA 13 LAMINILLAS)

REACTIVO CANTIDAD

Albumina libre de I1gG 1.6 milig

PBS- Triton 800 mL
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