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RESUMO

Os fallos nos mecanismos de homeostase relacionados coa idade, como o defecto
de autofaxia e a acumulacion de células senescentes, contriblen a dexeneracion da
cartilaxe e a artrose (OA), para a cal no existen farmacos modificadores da
enfermidade. O noso obxectivo desta Tesis Doutoral foi identificar compostos
reguladores de ambos procesos para o tratamento da OA. Para iso, os condrdcitos
humanos foron tratados con |IL-6, unha citoquina pro-inflamatoria presente
no secretoma das células en estado de senescencia, para inducir senescencia e
inhibir o fluxo de autofaxia. Para a realizacion dun cribado de alto rendemento con
compostos da quimioteca de reposicionamento Prestwick de medicamentos
aprobados, a actividade asociada & senescencia B-Galactosisada (SA-B-Gal) e o
marcador LC3 foron empregados como marcadores de senescencia e de fluxo de
autofaxia, respectivamente. Como resultado identificaronse 14 compostos con
actividade senoterapéutica e pro-autofaxica, dos cales escolleuse para a sua
confirmacién o Fenofibrato (FN), un fibrato e agonista PPARa empleado no tratamento
das dislipemias en humanos, para a sua confirmacion dada a relevancia do seu
mecanismo de accidn metabdlico. Modelos preclinicos celulares, tisulares e de sangue
de pacientes artrésicos e envellecidos foron empregados para testar a eficacia e a
relevancia de activar PPARa para o tratamento da OA. Os resultados mostraron que o
FN eliminou selectivamente as células senescentes a través da via de apoptose,
incrementou o fluxo de autofaxia e protexeu fronte a degradacion da cartilaxe.
Ademais, a expresion de PPARa reduxse en ratons envellecidos e artrésicos e en
sangue e na cartilaxe procedente de pacientes con OA de rodilla. E importante
destacar que nun estudio retrospectivo en pacientes con OA de rodilla procedentes da
cohorte americana Osteoarthritis Initiative (OAIl), o tratamento con fibratos mellorou
significativamente as condiciéns clinicas. Estes resultados demostran que os fibratos,
farmacos aprobados para o tratamento de alteracibns no metabolismo lipidico,
poderian ter unha inmediata utilidade clinica para o tratamento do envellecemento

articular e da OA.

Palabras chave: senescencia, autofaxia, cribado, terapéutica, envellecemento,

artrose.



RESUMEN

Los fallos en los mecanismos de homeostasis relacionados con la edad, como el
defecto de autofagia y la acumulacién de células senescentes, contribuyen a la
degeneracion del cartilago y a la artrosis (OA), para la cual no existen farmacos
modificadores de la enfermedad. Nuestro objetivo es esta Tesis Doctoral fue identificar
compuestos reguladores de ambos procesos para el tratamiento de la OA. Para ello,
los condrocitos humanos fueron tratados con IL-6, una citoquina proinflamatoria
presente en el secretoma de las células en estado de senescencia, para inducir
senescencia e inhibir el flujo de autofagia. Para la realizacién de un cribado de alto
rendimiento con compuestos de la quimioteca de reposicionamiento Prestwick de
medicamentos aprobados, la actividad asociada a senescencia B-Galactosisada (SA-
B-Gal) y el marcador LC3 fueron empleados como marcadores de senescencia y de
flujo de autofagia, respectivamente. Como resultado se identificaron 14 compuestos
con actividad senoterapéutica y pro-autofagica, de los cuales se escogié el Fenofibrato
(FN), un fibrato y agonista PPARa empleado en el tratamiento de las dislipemias en
humanos, para su confirmacion dada la relavancia de su mecanismo de accion
metabdlico. Modelos preclinicos celulares, tisulares y de sangre de pacientes
artrésicos y envejecidos fueron empleados para testar la eficacia y la relevancia de
activar PPARa para el tratamiento de la OA. Los resultados mostraron que el FN
elimindé selectivamente las células senescentes a través de la via de apoptosis,
incrementd el flujo de autofagia y protegié frente a la degradacion del cartilago.
Ademas, la expresiéon de PPARa se redujo en ratones envejecidos y artrésicos y en
sangre y en cartilago procedente de pacientes con OA de rodilla. Es importante
destacar que en un estudio retrospectivo en pacientes con OA de rodilla procedentes
de la cohorte americana Osteoarthritis Initiative (OAIl), el tratamiento con fibratos
mejord significativamente las condiciones clinicas. Estos resultados demuestran que
los fibratos, farmacos aprobados para el tratamiento de alteraciones en el metabolismo
lipidico, podrian tener una inmediata utilidad clinica para el tratamiento del

envejecimiento articular y la OA.

Palabras clave: senescencia, autofagia, cribado, terapéutica, envejecimiento,

artrosis.



ABSTRACT

Ageing-related failure of homeostasis mechanisms, such as defects of autophagy
and accumulation of senescent cells, contributes to articular cartilage degeneration and
osteoarthritis (OA), for which disease-modifying treatments are not available. Our
objective in this Thesis Doctoral was to identify compounds to prevent OA by regulating
chondrocyte senescence and autophagy. For that, human chondrocytes were treated
with IL-6, a proinflammatory cytokine present in the secretome of senescent cells, to
induce senescence and inhibit autophagy flux. For high-throughtput screening with
compounds from the Prestwick Chemical Library of approved drugs, the activity of
senescence associated B-Galactosidase (SA-B-gal) and LC3 marker were used as
marker of senescence and autophagic flux, respectively. As a result, 14 compounds
were identified with senotherapeutic and pro-autophagic activity, of which Fenofibrate
(FN), a fibrate and PPARa agonist used in the treatment of dyslipidemia in humans,
was chosen for confirmation given the relavance of its mechanism of metabolic action.
Preclinical cellular, tissue and blood from OA and blood from OA and ageing models
were used to test the efficacy and relevance of activating PPARa for the treatment of
OA. The results showed that FN selectively eliminated senescent cells via apoptosis,
increased autophagic flux and protected against cartilage degradation. Moreover,
PPARa expression was reduced through both ageing and OA in mice and also in blood
and cartilage from knees of OA patients. Remarkably, in a retrospective study, in
human patients with knee OA from the Osteoarthritis Initiative (OAl) Cohort, fibrate
treatment improved OA clinical conditions. These results demonstrate that fibrates,
approved drugs targeting lipid metabolism, could have immediate clinically utility for

age-related cartilage degeneration and OA treatment.

Keywords: senescence, autophagy, screening, therapeutic, aging, osteoarthritis.
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1. LA ARTICULACION

La articulacion es el punto de unién de dos huesos que permite estabilidad y
genera movimientos suaves con mayor facilidad. Los tipos de articulacién se clasifican
en base a dos criterios correlacionados entre si, histologicos basados en el tipo de
tejido conectivo y funcionales segun el movimiento producido entre los huesos que

forman la articulacion (1).

La principal articulacion funcional del cuerpo humano es la articulacion sinovial que
permite un movimiento libre (diartrosis) sin producir dolor. Su cavidad articular esta

formada por los siguientes componentes (2):

- La capsula articular. Esta integrada por tejido conectivo fibroso que rodea a la
cavidad articular y que se une al periostio.

- El liquido sinovial. Fluido secretado por la membrana sinovial, que rellena la
cavidad para mantener lubricada la articulacion y proporciona nutricién al cartilago
articular.

- El cartilago articular hialino. Recubre toda la superficie articular de cada hueso.
Aporta la capacidad funcional de la articulacién proporcionando una superficie de
carga con movimientos libres de dolor.

- La membrana sinovial. Fina capa que recubre la parte interna de la capsula

articular y produce el liquido sinovial.

La articulacion sinovial ademas de estos elementos presenta otros como los
ligamentos, musculos y tendones que proporcionan un soporte adicional a la
estructura. Otro criterio de clasificacion de la articulaciéon sinovial es segun el
movimiento que permite a los huesos, por lo tanto se habla de la articulacion en
bisagra caracteristica de la rodilla, la articulacién condilea presente en la mano, la
articulacion en silla de montar propia del pulgar, la articulacién plana comun de la
region acromioclavicular, la articulacion en pivote en la zona atlantoaxial y la

articulacion esférica caracteristica de la cadera (1, 3, 4).



Introduccion

Synovial Joints

Bone

Synovial
membrane

Articular
capsule

Articular
cartilage

Joint cavity
containing

Bone synovial fluid

Figura 1. Imagen de la articulacidon sinovial. Representacion de los principales componentes que la
forman. (Disponible en https://cnx.org/contents/bFtYymxt@4/Synovial-Joints)

2. EL CARTILAGO ARTICULAR

El cartilago articular es un tejido conectivo especializado de las articulaciones
diartrodiales que a diferencia de la mayoria de tejidos es avascular, aneural y
alinfatico, y que se nutre por difusién a partir del liquido sinovial (5). En humanos
existen tres tipos de cartilago articular, el hialino, el fibroso y el elastico siendo el
primero el mas comun. El cartilago hialino se caracteriza por tener un espesor muy
fino, de entre 2 a 4 mm de grosor y se encuentra en articulaciones sinoviales y en
otras partes del cuerpo como en las costillas, en la nariz, en la traquea, en los

bronquios y en la laringe (6, 7).

La funcién y las propiedades del cartilago estan relacionadas con la composicién y
estructura de la matriz extracelular (MEC), uno de los principales componentes de este
tejido. Proporciona una superficie lisa y lubricada en la articulacién para permitir una
movilidad con bajo coeficiente de friccidn, facilitando la absorcion y disipando la carga

mecanica y minimizando la erosion entre los elementos éseos.
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2.1. Componentes del cartilago articular
El cartilago articular esta formado por un Unico tipo celular - los condrocitos -
embebidos en una abundante MEC que proporciona el soporte estructural y

bioquimico.
2.1.1. Los condrocitos

Los condrocitos representan el 2-5% del volumen total de tejido y son los
responsables de la sintesis, mantenimiento y degradacién de la MEC en un estado de
equilibrio de bajo recambio. Los condrocitos adultos apenas presentan actividad
mitética y mantienen un equilibrio constante entre los procesos anabdlicos y
catabodlicos al menos que el proceso sea interrumpido. EI metabolismo de los
condrocitos funciona con una baja tensién de oxigeno, oscilando desde el 10% en la
zona superficial a menos del 1% en las zonas profundas. La principal fuente de
energia es la glucosa, precursor esencial para la sintesis de los glucosaminoglicanos y
obtenida a partir de la via glucolitica. El bajo numero de células que componen el
cartilago, la ausencia de aporte vascular e inervacion hacen que el condrocito

presente una capacidad limitada para regenerar la arquitectura de la matriz (3, 8).

En el entorno mas cercano a los condrocitos existen tres regiones pertenecientes a
la MEC que se clasifican en funcion de la proximidad a las células del cartilago,
composicion, diametro y organizacion de las fibras de colageno. La matriz pericelular
es una fina capa que envuelve de forma individual a cada condrocito y esta formada
por microfibrillas de colageno tipo VI que interactian con hialuronano, con pequefios
proteoglicanos y moléculas de la superficie celular para mantenerlos unidos,
mantenerlos en un estado diferenciado de baja renovacion y protegerlos de la
interaccion con los componentes de la matriz de la zona interterritorial (3, 8).
Alrededor de la matriz pericelular se encuentra la matriz territorial que contiene una
densa red de fibras de colageno formando una estructura tipo capsula proporcionando
proteccién a los condrocitos del estrés mecanico (5). La ultima capa es la matriz
interterritorial, una region mas grande compuesta por una red de colageno fibrilar (tipo
II, IX, XI) asociada a proteoglicanos pequefios y agrecanos contribuyendo a las

propiedades bioquimicas de la matriz (8).
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Figura 2. Zonas de la MEC que rodean a los condrocitos (9)

2.1.2. La matriz extracelular

2.1.2.1. Organizacién de la matriz extracelular

La MEC, que proporciona el soporte estructural y bioquimico en el cartilago, se
divide en cuatro zonas diferenciadas entre si segun la organizacién celular, la
arquitectura de las fibras de colageno y el contenido de proteoglicanos y agua, siendo

esta ultima de baja concentracion en las capas mas profundas (3, 5).

- Zona superficial 6 tangencial. Es la capa superficial del cartilago que entra en
contacto con el fluido sinovial. Ocupa entre 10-20% del espesor del tejido articular.
Esta formada principalmente por un elevado numero de condrocitos con morfologia
alargada y alineados paralelamente a la superficie y por fibras de colageno tipo Il y IX
con orientacién tangencial organizadas de forma compacta y firme. Esta zona es
responsable de resistir las fuerzas de tensién y presidn caracteristicas de una

articulacion para proteger a las capas mas profundas.

- Zona media 6 de transicion. Esta localizada en la zona inmediata inferior a la capa
superficial. Representa entre el 40-60% del volumen total del cartilago. Contiene
proteoglicanos y densas fibras de colageno organizadas de forma oblicua. El niumero
de condrocitos es menor a la zona superficial y su forma es esférica. Se considera la

primera linea de resistencia a las fuerzas de compresion.

- Zona profunda. Esta situada entre la zona media y la tidemark. Representa el 30%
del volumen total del cartilago. Su principal funcién es proporcionar la mayor
resistencia a las fuerzas de presién debido a la organizacion de fibras de colageno de

mayor diametro distribuidas perpendicularmente a la superficie articular. Incluye mayor
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contenido de proteoglicanos y los condrocitos se organizan en orientacién columnar,

paralelos a las fibras de colageno y perpendiculares a la linea articular.

- Tidemark y zona calcificada. El tidemark es la zona de transicion entre el cartilago
y la zona calcificada, la cual entra en contacto con el hueso subcondral. La zona
calcificada presenta una poblacién celular escasa y condrocitos hipertréficos sin
presencia de proteoglicanos. Se encarga de proporcionar un apoyo firme entre las

fibras de colageno del tejido articular y el hueso subcondral.
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Figura 3. Representacion esquematica de las capas en las que se divide el cartilago (3)

2.1.2.2. Composicion de la matriz extracelular

En el cartilago articular normal los componentes de la MEC se dividen en cinco

grupos: agua, colageno, proteoglicanos, proteinas no colagenas y glicoproteinas.

- Agua. Es el componente mas abundante en el cartilago representando hasta un 80%
del peso humedo. El 30% de este volumen se reparte entre el espacio intrafibrilar del
colageno con aspecto de gel y en menor medida en los espacios intracelulares y
porosos de la matriz. El contenido del agua presenta disueltos iones inorganicos como
el sédico, calcico, clorhidrico y potasico. Su concentracién desciende en las capas
inferiores, siendo alrededor de un 80% en la zona superficial y de un 65% en la zona
profunda. El flujo del agua es distribuido segun gradiente de presion a través del
cartilago permitiendo transportar y repartir nutrientes a los condrocitos y proporcionar
funcion lubrificante en la zona superficial. Su interaccion con las macromoléculas de la

matriz influye sustancialmente en soportar significativas cargas mecanicas (6).
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- Colageno. Macromolécula estructural mas importante de la MEC representando el
60% del peso seco del cartilago. El colageno tipo Il es el mas abundante y constituye
el endoesqueleto del cartilago al encontrarse entrelazado formando fibrillas y fibras
con agregados de proteoglicanos. En su superficie presenta siete sitios de
entrecruzamiento con moléculas de colageno tipo IX unidas por enlaces covalentes.
Formando parte del armazén de las fibrillas de colageno tipo |l también se encuentran
entrecruzadas moléculas del tipo XI. Otros tipos de colageno (I, lll, 1V, V, VI, XIl y XIV)
estan presentes en menor proporcion y participan en la estabilizacion y formacion de

la red del colageno tipo Il (6, 10, 11).

Los miembros de la familia del colageno forman una triple hélice compuesta por
tres cadenas polipeptidicas (cadenas a) cuya composicion amino-acidica consiste en
glicina, prolina, hidroxiprolina e hidroxilisina que mediante puentes de hidrégeno en la
glicina y enlaces covalentes en la hidroxilisina estabilizan las tres cadenas

polipeptidicas (12).

La estructura tridimensional del colageno proporciona al cartilago articular

propiedades de tension y resistencia a la friccion.

- Proteoglicanos. Son macromoléculas formadas por dos componentes, una proteina
central con varios dominios globulares a la que se unen mediante enlaces covalentes
largas cadenas de polisacaridos, los glucosaminoglicanos. Son el segundo grupo mas
abundante de moléculas presentes en la MEC representando entre el 10-15% del
peso. El cartilago articular presenta varios tipos de proteoglicanos necesarios para su
funcion, como el agrecano, la decorina, el biglicano y la fibromodulina. EI mas
abundante y de mayor tamafo es el agrecano que posee un centro proteico con tres
dominios globulares al que se le unen cadenas de condroitin sulfato y queratan
sulfato. Uno de sus dominios posee la capacidad de agregarse a través de la proteina
de unién con el hialuronato y formar el complejo agrecano-hialuronato dentro de la red
de colageno de la MEC. Los tres principales agrecanos son el condroitin sulfato, el

queratan sulfato y el dermatan sulfato, siendo el primero el mas abundante (9).

Ademas del agrecano, existen otros proteoglicanos de menor tamafio como la
decorina, el biglicano y la fiboromodulina que estan presentes en la MEC del cartilago.
Difieren entre ellos en la composicion y la funcion de los glucosaminoglicanos.
Mientras que la decorina y el biglicano tienen unidas una y dos cadenas de dermatan
sulfato, respectivamente, la fibromodulina posee varias cadenas de queratan sulfato.

Los proteoglicanos que interactuan con el colageno tipo Il y ayudan a estabilizar la red
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son la decorina y la fiboromodulina, y por el contrario, el biglicano interactua con el

colageno tipo VI y se localiza alrededor de los condrocitos.

No sdlo el entramado fibrilar tridimensional del colageno le otorga al cartilago la
capacidad de soportar grandes presiones, sino también los proteoglicanos con carga
anionica que ocupan los espacios entre las fibras de colageno. Las cargas negativas
de los proteoglicanos atraen cationes, repelen aniones y esto se ve acompanado por
el movimiento del agua debido al hinchamiento de los proteoglicanos que al
permanecer en la red de colageno la expanden, concediéndole al cartilago elasticidad,

resistencia y capacidad de amortiguar los esfuerzos mecanicos.

- Proteinas no colagenas y glicoproteinas. Otras moléculas que juegan un papel
importante en la organizacién y proporcionan estabilidad al cartilago articular son las
proteinas no colagenas y las glicoproteinas. Las proteinas no colégenas que se
incluyen en la MEC son la COMP (del inglés cartilage oligomeric matrix protein), la
CMP (del inglés cartilage matrix protein 6 matrilin-1), la CILP (del inglés intermediate-
layer protein), la PRELP (del inglés proline- and arginin-rich end leucine-rich repeat
protein), Fibronectina y porteoglucanos de heparan sulfato de la superficie celular
como el Syndecan-4 (SDC4). Entre las glicoproteinas destaca la Lubricin (PRG4) en la

zona superficial ayudando a reducir la friccidn entre las superficies (7).
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Figura 4. Organizacién molecular del cartilago articular (9)

3. LA DEGRADACION DEL CARTILAGO ARTICULAR

Los condrocitos son el elemento principal del cartilago articular ya que son los
responsables de la sintesis y mantenimiento de los componentes de la MEC. En
condiciones fisiolégicas, los condrocitos adultos no exhiben actividad mitotica
detectable, permanecen en un estado quiescente y en respuesta a estimulos externos
como la carga mecanica, mantienen un equilibrio entre los procesos anabdlicos y
catabodlicos reemplazando los componentes de la MEC (13). En este sentido,
renuevan las fibras de colageno tipo I, los glucosaminoglicanos que se unen a los
proteoglicanos y producen sustancias lubricantes como lubricina y acido hialurénico
proporcionando una superficie articular lisa de bajo coeficiente de friccion durante el
movimiento (14). La organizacién espacial de todos estos componentes de la matriz
ayudan al cartilago a desempefiar su principal funcion de absorcion y disipacion de las
cargas mecanicas (15).

Estos estimulos externos se consideran necesarios para mantener la homeostasis

del cartilago. Se promueve el movimiento del liquido sinovial que entra en contacto
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con el cartilago facilitando su nutricion (16) y se induce la eliminacién de los productos
no deseados. Sin embargo, este estado fisioldgico se puede ver alterado por diversos
factores como el envejecimiento, alteraciones de la integridad de los tejidos articulares
0 un exceso anormal de carga mecanica provocando alteraciones en la composicion y
estructura de la MEC. La perturbacion del equilibrio conduce a un aumento de los
procesos catabdlicos frente a los anabdlicos, con mayor pérdida de proteoglicanos y
erosion de la red de colageno desregulandose la funcién del condrocito. Una de las
enfermedades mas comunes que presentan un desequilibrio en los mecanismo de

compensacion y alteraciones en los tejidos articulares es la artrosis (3).

4. LA ARTROSIS

4.1. Definicion de artrosis

La Osteoarthritis Research Society International (OARSI) ha proporcionando un
concepto unificado de la definicion de artrosis como “un desorden de las articulaciones
moviles caracterizado por estrés celular y degradacion de la matriz extracelular
iniciado por una micro o macro lesion que activa la respuesta de reparacion
maladaptativa incluyendo a vias pro-inflamatorias de la inmunidad innata. Esta
enfermedad se manifiesta primero con alteraciones moleculares (metabolismo anormal
del tejido tisular) seguido por cambios anatdomicos y/o fisiolégicos (caracterizados por
degradacién del cartilago, remodelaje del hueso, formacion de osteofitos, inflamacion
articular y pérdida de la funcion normal articular) que puede culminar en enfermedad”
(17).

La artrosis ha sido caracterizada de diversas maneras en la literatura combinando
métodos de imagen con identificacion radiografica y métodos clinicos. Los métodos de
imagen visualizan las estructuras con mas detalle para su evaluacion y determinan los
grados de severidad en la escala de Kellgren y Lawrence (KL) que oscilan de 0 a4y
que estan relacionados con la aparicion secuencial de osteofitos, estrechamiento del
espacio articular y esclerosis (18). Los métodos clinicos siguen los criterios de
diagnostico asignados por la American College of Rheumatology (ACR) desarrollados
para cadera, rodilla y manos segun un examen sintomatolégico (dolor, rigidez matinal
y limitaciones funcionales) y un examen fisico (crepitacién, movimiento restringido,

sensibilidad articular y agrandamiento 6sea) (19-21).

La artrosis estd considerada como una de las causas de discapacidad mas
importantes en la poblacién mundial. La combinacion de los efectos del envejecimiento

y de un incremento de la obesidad provoca un aumento en su prevalencia informando
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que actualmente estan afectadas 250 millones de personas. Los estudios de
prevalencia realizados en Europa, América del Norte, Asia y Oceania muestran que la
rodilla y las manos son las articulaciones mas afectadas seguido de la cadera
aumentando el diagndéstico en mujeres mas que en hombres. Para el 2032, se estima
que se incremente la prevalencia de padecer artrosis de rodilla, manos y cadera en la
poblacion con edad superior a los 45 afos (22). Los datos actuales que existen de la
incidencia son los registrados en los estudios realizados en Espana y Reino Unido. En
ambas publicaciones se informa de picos de incidencia alrededor de los 75 afos con
una prevalencia del 4-5% para artrosis de manos, 6% para artrosis de cadera y 16-
17% para artrosis de rodilla (4, 23).

La artrosis es la forma mas comun de artritis, una enfermedad del sistema
musculoesquelético que afecta a las articulaciones de rodilla, cadera, columna, manos
y pies y es la principal causa de dolor y discapacidad en personas adultas (24). Se
considera una enfermedad de toda la articulacion en la que se incluyen diversos
cambios patolégicos como la degradacion del cartilago articular, formaciéon de
osteofitos, espesor del hueso subcondral, inflamacion sinovial, degeneracion de

ligamentos, menisco e hipertrofia de la capsula articular (25).

Normal knee Osteoarthritic knee
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Figura 5. Representacion de las alteraciones que ocurren en la articulacién artrésica (24)
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4.2. Factores de riesgo de la artrosis

La artrosis es una enfermedad multifactorial y se puede clasificar segun los
agentes que la desencadenan en artrosis primaria o idiopatica y artrosis secundaria.
La artrosis primaria resulta de una combinacion de factores de riesgo como la edad, la
obesidad o la genética. En cambio, causas de origen articular como traumatismos,
intervenciones o anormalidades en el nacimiento de las estructuras articulares se
consideran principales desencadenantes de la artrosis secundaria (3). A su vez, los
factores de riesgo asociados con el inicio y la progresion de la artrosis se dividen en
dos grupos, segun las caracteristicas personales de cada individuo (edad, género,
obesidad, genética y dieta) y factores que actuan directamente a nivel articular (dafos,

cargas anormales y malformaciones estructurales en la articulacién) (26).

- Factores de riesgo segun las caracteristicas personales de cada individuo

®

< Edad. Se considera el principal factor de riesgo de la artrosis con mayor incidencia
en su desarrollo después de los 50 anos (27). Dado que es multifactorial, existen
muchos elementos participes en su desarrollo como el dafio oxidativo, la

senescencia celular, el estrechamiento del cartilago o la debilidad muscular (26).

s Género. Estudios epidemioldégicos publicaron diferencias en la progresion de la
artrosis entre hombres y mujeres, hallandose en estas ultimas mayor prevalencia
de artrosis de rodilla, cadera y manos y mostrando picos de mayor incidencia en la
época menopausica (4, 26). Estos argumentos sugieren una posible relacién entre
artrosis y factores hormonales, sin embargo, existe una gran controversia del papel
del estrégeno en la artrosis. Algunos estudios justifican la disparidad de género por
diferencias en la fortaleza y alineacion ésea, laxitud del ligamento, embarazo o

fuerza neuromuscular (28).

% Obesidad. Tanto la obesidad (indice de masa corporal = IMC > 30kg/m?) como el
sobrepeso (IMC = 25 kg/m?) representan un factor de riesgo importante para la
artrosis de rodilla (29) y en menor grado para la de cadera (28). En cuanto a la
artrosis de manos, hay autores que describen una relacion con la obesidad debido
a su efecto inflamatorio sistémico y metabdlico (30). La artrosis relacionada con la
obesidad no solo se produce por estrés mecanico provocado por el peso que
soportan las articulaciones sino que existe un componente metabdlico sistémico.
En el concepto de artrosis metabdlica se incluyen ademas de la obesidad otros
desordenes que forman el sindrome metabdlico como la diabetes mellitus tipo 2,
dislipemia ¢ hipertensién. Defectos en el metabolismo lipidico, glucidico y los

mediadores solubles liberados desde el tejido adiposo a la circulacion sistémica

12
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alteran la homeostasis del cartilago. Se crea un ambiente de inflamacion crénica y
los condrocitos secretan citoquinas pro-inflamatorias y mediadores responsables

de la degradacién de la matriz del cartilago (31).

s Genéticos. La artrosis es genéticamente heterogénea. Diversos estudios
identifican genes envueltos en los mecanismos moleculares implicados en la
patogénesis de la enfermedad. Un ejemplo de ello es el gen GDF5

(growth/differentiation factor 5) asociado con el riesgo de artrosis de rodilla (32).

X/

+* Dieta. Bajos niveles de vitamina D, C y K pueden incrementar el desarrollo de
artrosis. Sin embargo, son necesarios mas estudios que establezcan una

asociacion solida entre artrosis y factores dietéticos (28).

- Factores de riesgo que actuan directamente en la articulacion

®

< Dano articular. En el contexto de la artrosis los dafnos mas importantes son
aquellos que resultan en la rotura del ligamento anterior cruzado, lo cual va
acompafado con dafo en el cartilago articular, en el hueso subcondral y en el
menisco. Con el tiempo, estos dafios estan relacionados con un incremento en el

riesgo de sufrir artrosis de rodilla (26, 28).

< Carga anormal. El uso repetitivo de un exceso de carga en las articulaciones esta
asociado con un incremento de riesgo de artrosis. Condiciones como trabajar mas
tiempo agachado, de pie o con las manos incrementan el riesgo de padecer
artrosis de rodilla, cadera 6 manos, respectivamente. La actividad fisica también
puede presentar connotaciones negativas si hay una carga indebida o alto impacto
en la articulacién a pesar de fortalecer los musculos periarticulares que estabilizan

la articulacion (26, 28).

X/

+* Malformacion estructural. Alteraciones en la alineacion de los huesos puede
provocar una distribucion anormal de la carga y dar inicio a la degradacion

estructural articular (26, 28).
4.3. Mecanismos patofisiolégicos de la artrosis

Como se ha definido anteriormente, la artrosis se considera una enfermedad de
toda la articulacion y los cambios patolégicos que se producen en los elementos que la
integran afectan a la estructura articular resultando en dolor, deformidad y pérdida de
la funcion (27, 33).

La progresion patoldégica de la artrosis sigue un patrén caracterizado por la
presencia de cambios en la superficie del cartilago en las fases iniciales y como

respuesta compensatoria se produce un incremento de la actividad anabdlica, de
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captacion de agua y de produccion de colageno tipo Il y proteoglicanos (34). La region
que primero se perturba en el cartilago es la matriz pericelular, la cual rodea al
condrocito y al verse alterada provoca la exposicion de estas células a los
componentes de la matriz inter-territorial a través de la activaciéon de los receptores
celulares que presentan en su superficie (25). Todo ello desregula la funcién de las
células y se potencia el proceso catabdlico asociado con un incremento de la
produccién de proteinasas, de citoquinas inflamatorias y de quimioquinas que actuan
sobre la matriz (35). Estos cambios van acompafados y reforzados por una alteracion
del estado de los condrocitos. A diferencia del estado quiescente con bajo flujo de
renovaciéon que los caracteriza en un cartilago normal, en el tejido articular artrésico se
encuentran en una fase activada de proliferacién celular con formacién de clusters
(14). Al interrumpirse esta fase de reposo, el ratio de pérdida de colageno y
proteoglicanos excede al ratio de deposicion de nuevas moléculas sintetizadas por los
condrocitos estimulandose la produccion de las enzimas que degradan la matriz y
como consecuencia se activan programas de recompensa para su remodelacién que
conducen a cambios fenotipicos celulares hacia un estado hipertrofico seguido de

calcificacion del cartilago (25, 36).

A medida que el proceso patolégico continda, la matriz no resiste el estrés y se
desarrollan fisuras profundas que derivan en una etapa final de destruccién del
cartilago. Teniendo en cuenta que la artrosis es considerada una enfermedad que
afecta a toda la articulacién, la pérdida de cartilago también se ve agravada por los
mediadores inflamatorios liberados de la inflamacion sinovial y que alcanzan el tejido a

través de la sinovia (3, 34, 37).

En la pérdida de integridad y organizacion estructural de los constituyentes de la
MEC la disfuncionalidad de los condrocitos provoca una alteracion del balance entre la
sintesis y la degradacion superando los factores catabdlicos a los anabdlicos en el

desgaste progresivo del cartilago.

Los factores anabdlicos son factores de crecimiento de naturaleza polipeptidica
responsables de la sintesis de la MEC y de mantener la homeostasis del cartilago y/o
estimular la reparacion del mismo. Los mas destacados en el contexto del tejido
articular son transforming growth factor beta (TGF-B), bone morphogenic proteins
(BMPs), cartilage-derived morphogenic proteins (CDMPs), insulin-like growth factors
(IGFs), connective-tissue growth factor (CTGF), hepatocyte growth factor (HGF),
fibroblast growth factor (FGF) y proteinas relacionadas con la lectina que poseen

propiedades similares a los factores de crecimiento (5).

14



Introduccion

Los factores catabdlicos que participan en la degradacién del cartilago se agrupan

en cuatro grupos: proteasas, fibronectina, neuromediadores y factores inflamatorios
(5).

- Proteasas. Son una clase importante de enzimas que participan en el desarrollo de
la artrosis y se conocen bajo el nombre de metaloproteasas (MMPs). Las MMPs se
clasifican segun la especificidad del sustrato y la localizacion celular en adamalisina
(ADAM vy el subgrupo ADAMTS), colagenasas, estromelisinas, gelatinasas vy
membrana tipo MMP (MT-MMP).

< Adamalisina. Las proteasas mas representativas de este grupo son las
metaloproteasas zinc-dependientes pertenecientes a la familia A Disintegrin and
Metalloproteinase with Thrombosponfin Motifs 5 (ADAMTS) (38). Ejercen su
funcion en las fases tempranas de la artrosis ya que son responsables de degradar
el agrecano. Son varios miembros los que forman la familia ADAMTS (ADAMTS-1,
-4, -5, -8, -9,-15,-16, -18) pero las agrecanasas mas implicadas en la patogénesis
de la artrosis son las ADAMTS-4 y ADAMTS-5 (35, 39).

% Colagenasas. Son las MMPs que se anclan a la triple hélice del colageno tipo I, Il
y lll. Las MMP-1 y -8 estan localizadas en la zona superficial y son especificas del
colageno tipo Il y I, respectivamente. La MMP-13 esta localizada en la zona
profunda y presenta mas preferencia sobre el colageno tipo Il (38). La degradacion
de la red de colageno ocurre después de la degradacién del agrecano, ya que éste

tiene como funcién proteger al colageno del proceso degradativo (35).

< Estromelisinas. En tejidos humanos se diferencian tres tipos, MMP-3, -10 y -11.
Son especificas de proteoglicanos, fibronectina, elastina y laminina. La MMP-3 se
encuentra aumentada en la artrosis temprana y actua sobre el colageno tipo I1X. En
las etapas mas avanzadas hay estudios que informan de un aumento de la MMP-
11 (5).

< Gelatinasas. En tejido articular se diferencian dos clases, MMP-9 y -2. Presentan

preferencia por el colageno tipo IV y V (5).

+* Membrana tipo MMP (MT-MMP). Existen varios tipos de MT-MMP pero esta
documentado que la MT1-MMP juega un papel importante en la artrosis porque

posee actividad colagenolitica y agrecanasa (5, 38).

- Fibronectina. Glicoproteina dimérica de adhesion localizada en la MEC del cartilago.
La fibronectina no tiene efecto catabdlico pero son los fragmentos obtenidos tras la
degradacién por accién de proteasas los que presentan actividad catalitica. Estos

fragmentos potencian la pérdida de los proteoglicanos, incrementan la produccion de
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varias MMPs, de 6xido nitrico (NO) en asociacion con la inducible nitric oxide synthase

(iNOS) y en asociacion con la activacion de otras quinasas (MAK, ERK, p38 y JNK)
(5).

- Neuromediadores. Diferentes mediadores endocrinos como la leptina y algunos
neuropéptidos pueden contribuir a la patogénesis de la artrosis. Algunos estudios
demuestran una asociacién con el estado inflamatorio que caracteriza a esta

enfermedad articular (5).

- Factores inflamatorios. Aunque la destruccién del cartilago es el principal marcador
de la artrosis y la degradacion de colageno tipo Il es un hecho que determina la
progresion irreversible, es importante destacar el componente inflamatorio que existe

en dicha enfermedad y en el que intervienen otros tejidos articulares.

No se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales el proceso
inflamatorio es iniciado en artrosis pero si se sugiere una implicacion de la carga
biomecanica anormal y del estrés oxidativo. Los condrocitos y las células de otros
tejidos pueden responder a estas perturbaciones produciendo citoquinas inflamatorias
como interleuquina-1 (IL-1) y tumor necrosis factor-a (TNFa). Estos factores se
sinergizan con otros promoviendo la sintesis de MMPs, agrecanasas y otras citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina-6 (IL-6), leukemia inhibitory factor (LIF),
interleuquina-17 (IL-17), interleuquina-18 (IL-18) y quimioquinas potenciando el

proceso catabdlico en el cartilago (40).

Las principales vias que regulan el proceso inflamatorio son la via NFkB vy la
mitogen-induced protein kinase (MAPK), las cuales estan sobre-activadas en los
condrocitos artrésicos. La via NFkB se conoce como el principal regulador de
inflamacién de las acciones catabdlicas inducidas por citoquinas. Por otro lado, la via
MAPK es activada en condrocitos por estimulos mecanicos e inflamatorias a través de
otras enzimas como ERK, c-Jun N-terminal kinase (JNK) y p38. La activacion de estas
cascadas regula la expresion de genes implicados en los procesos catabdlicos e

inflamatorios (40).
4.4. Tratamiento farmacoldgico actual y nuevas estrategias terapéuticas

Actualmente no existen farmacos modificadores del transcurso de la enfermedad y
el tratamiento farmacoldgico disponible s6lo es moderadamente efectivo para paliar el
dolor. Engloba a antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) administrados tanto por via
oral o topicamente, analgésicos como el paracetamol, opioides como el tramadol, la
duloxetina que ejerce efectos antidepresivos por ser un inhibidor de la recaptacion de

serotonina pero que también actia como analgésico a nivel central, glucosamina y
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condroitinsulfato, terapias intra-articulares de acido hialurénico y glucocorticoides y
tratamientos bioldgicos basados en el uso de plasma rico en plaquetas. Ademas de
estas medidas farmacoldgicas, las organizaciones centradas en estudiar la artrosis y
otras enfermedades reumaticas ofrecen otras pautas como las no farmacoldgicas
(programas de ejercicio y pérdida de peso) e intervenciones quirurgicas (41). Las
nuevas estrategias terapéuticas centradas en la busqueda de nuevos farmacos para el
tratamiento de la artrosis se dividen en dos grupos, por un lado identificar farmacos
modificadores de la enfermedad (del inglés disease-modifying osteoarthritis drugs,
DMOADSs) y por otro moléculas mas eficaces para combatir el dolor. Entre las nuevas
moléculas DMOADs que estan siendo investigadas destaca el compuesto UBX0101
que esta en fase 1 de ensayos clinicos. Se trata de un agente senolitico que actua
sobre el proteina p53 y cuyo objetivo es eliminar selectivemente las células
senescentes (ClinicalTrials.gov. Numero Indentificador: NCT03513016; ultima
actualizacion con fecha del 13/05/2019). Otra molécula en fase 1 es el anticuerpo anti-
ADAMTS-5 (M6495) dirigido al factor catabdlico ADAMTS-5 perteneciente al grupo de
las proteasas y participa en la degradacion del cartilago (ClinicalTrials.gov Numero
Indentificador: NCT03224702; ultima actualizacion con fecha del 02/05/2019). En fase
2 de ensayos clinicos también se esta estudiando la eficacia de otro agente que actua
sobre la proteasa ADAMTS-5 pero con actividad inhibidora (GLGP1972)
(ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT03595618; ultima actualizaciéon con
fecha del 06/05/2019). Otra molécula que esta en fase 2 es el inhibidor de la catepsina
K (MIV-711), una proteasa que participa en la degradacién de la estructura articular
(ClinicalTrials.gov  Numero Indentificador: NCT03037489; ultima actualizaciéon con
fecha del 18/03/2019). En fase 3 de estudios clinicos se encuentran varios agentes
como el Lorecivivint (SM04690) que actia como inhibidor de la via Wnt
(ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT03706521; ultima actualizaciéon con
fecha del 10/05/2019), Sprifermin, un factor de crecimiento recombinante fibroblasto
18 (ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT01919164; ultima actualizacion con
fecha del 19/06/2018) y el Tissuegene-C, un factor de crecimiento transformante-f3
(ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT02072070; ultima actualizaciéon con
fecha del 17/11/2017). Por otro lado, las nuevas investigaciones centradas en la
sintomatologia engloban a un conjunto de compuestos en fase 3 de ensayos clinicos,
un inhibidor del receptor de la capsaicina y un grupo de agentes bioldgicos. En cuanto
al primero, se trata de la molécula CNTX-4975, un inhibibidor del receptor de potencial
transitorio V1 (TRPV1) que es activado por la capsaicina y que esta implicado en la
transmisién y modulacion del dolor (ClinicalTrials.gov Numero Indentificador:
NCT03660943; ultima actualizacién con fecha del 10/06/2019). Por otro lado, el grupo
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de agentes bioldgicos incluye tres anticuerpos monoclonales anti-factor de crecimiento
nervioso (del inglés anti-Nerve Growth Factor) como el Tanezumab (ClinicalTrials.gov
Numero Indentificador: NCT00809783; ultima actualizacién con fecha del 3/06/2019),
Filranumab (ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT02289716; ultima
actualizaciéon con fecha del 14/09/2017 y Fasinumab (ClinicalTrials.gov Numero
Indentificador: NCT03161093; ultima actualizacion con fecha del 4/06/2019) (41, 42).

5. LA SENESCENCIA CELULAR

Un importante contribuyente al envejecimiento y a las enfermedades relacionadas
con el envejecimiento es el proceso de senescencia celular y en consecuencia los
efectos provocados por la presencia de células senescentes. Lopez-Otin et al. (43) la
clasificaron junto a la inestabilidad gendmica, el acortamiento telomérico, las
alteraciones epigenéticas, la pérdida de proteostasis, la desregulacion de la deteccion
de los nutrientes, la disfuncion mitocondrial, el agotamiento de células madre y la
alteracion de la comunicacién intercelular como uno de los nueve marcadores del

envejecimiento.

La senescencia celular se caracteriza por la detencion permanente del ciclo
celular. Causa un descenso del potencial regenerativo y funcional de los tejidos y
promueve la aparicidon de un fenotipo asociado a la senescencia conocido con el
nombre de SASP (del inglés senescence-associated secretory phenotype)
caracterizado por la capacidad que presentan las células senescentes de secretar
factores pro-inflamatorios y moléculas que degradan la matriz. Representa una barrera
importante para la tumorigénesis por limitar el crecimiento de las células cancerosas
(44, 45).

Este fendmeno fue descrito por primera vez en 1961 por Leonard Hayflick y Paul
Moorhead tras observar en cultivo in vitro que fibroblastos humanos normales
presentaban capacidad limitada para replicarse. Aproximadamente después de 55
pases celulares alcanzaban un numero finito de divisiones y entraban en un estado
permanente de detencién del ciclo celular dando inicio al proceso de senescencia (46,
47).

El término descrito por Hayflick y Moorhead en fibroblastos refleja sélo un tipo de
senescencia celular debiendo su origen al acortamiento telomérico generado después
de la divisidn celular en ausencia de la actividad telomerasa (48, 49). En cambio, la
investigacion actual informa de varios estimulos independientes del proceso

telomérico que son responsables de desencadenar el fendmeno de senescencia.

18



Introduccion

5.1. Programas de senescencia celular

Son varios los elementos estresores que provocan dafio en el &acido

desoxirribonucleico (ADN) y desencadenan diferentes programas de senescencia.

- Senescencia replicativa. En los procesos de mitosis ocurre un acortamiento
progresivo de los teldomeros que resulta en la detencién del crecimiento celular. Este
fendbmeno natural puede cambiar la fisiologia celular y afectar a enfermedades
asociadas con el envejecimiento antes de llegar a ser terminalmente cortos y sin

inducir una sefal de dafio en el ADN.

Los telébmeros son estructuras situadas en los extremos de los cromosomas
formados por la unién entre ADN no codificante cuya secuencia es 5-TTAGGG-3" y
por un complejo proteico formado por seis miembros denominado shelterin. Las
proteinas que lo constituyen son esenciales tanto para la funcién como para proteger
los telomeros de ser reconocidos como ADN dafado que se necesita reparar. Los
miembros que forman el complejo son: POT1 (telomere single-stranded binding
protein), TRF1 (telomeric repeat-binding factor 1), TRF2 (telomeric repeat-binding
factor 2), TIN2 también conocida como TINF2 6 TRF1-interacting nuclear factor 2 y
ACD también conocida como TPP1, PIP1 6 PTOP (adrenocortical displasia protein
homologue) (50, 51).

((TTAGGG)n

|(aaTccon

Figura 6. Imagen de la estructura del teldmero humano. Representaciéon de la secuencia repetitiva de
ADN en el extremo de los cromosomas y de las proteinas que forman el complejo shelterin que protegen
a los telémeros de la degradacion de las nucleasas (50, 51).

El principal mecanismo para elongar a los teldomeros son las telomerasas, enzimas
formadas por un complejo ribonucleoproteico con actividad polimerasa que sintetizan
nuevas repeticiones del teldmero para compensar el acortamiento que ocurre de forma

natural en cada divisidn celular. Estan formadas por tres componentes (50):
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- enzima reverso transcriptasa telomerasa (del inglés telomerase reverse
transcriptase, TERT): componente catalitico de las telomerasas que sintetiza ADN
a partir de un molde ARN.

- la molécula de ARN asociada a la telomerasa (del inglés telomerase RNA
component, TERC): es el componente ARN para la extension telomérica durante la
sintesis de novo.

- grupo de proteinas accesorias que estabilizan el complejo telomerasa: dyskerin
pseudouridine synthase 1 (DKC1), TCAB1, NHP2, NOP10, GAR1.

Template

TERT

Figura 7. Estructura de la telomerasa. Modificado de (50).

Perturbaciones en la actividad enddgena de las telomerasas, agentes que dafan el
ADN (52) y el envejecimiento normal (53) ocasionan erosion de los telomeros durante
la division celular agravado ademas por la incapacidad de las polimerasas de replicar
completamente el ADN. La pérdida progresiva de los telémeros limita el crecimiento de
las células normales en cultivo dando comienzo al fendbmeno conocido como

senescencia replicativa o limite de Hayflick (54).

- Senescencia inducida por daino en el ADN. Agentes como la y-irradiacion o la luz
ultravioleta B (UVB) son empleados en cultivos in vitro para dafiar el ADN vy
desencadenar los mecanismos de respuesta al dano en el ADN (del inglés DNA
damage response, DDR). Hay autores que clasifican a las vias que tienen lugar en la
DDR como marcadores de senescencia (ver apartado 5.2). En este modelo se
engloban otros dos tipos de senescencia celular, la senescencia inducida por
quimioterapicos y la inducida por estrés oxidativo. En ambos casos se conduce al

dafio en el ADN y por consiguiente se promueve senescencia a través de los

20



Introduccion

mecanismo de reparacion del dafio en el ADN. En el primer ejemplo se usan farmacos
anticancerigenos o inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina (del inglés
cyclin-dependent kinase inhibitor, CDKis) (abemaciclib o palbociclib) (55) y en el
segundo tipo cobran protagonismo los agentes oxidativos como H,O, o productos

oxidantes que dependiendo de la dosis promueven senescencia o apoptosis (56).

- Senescencia inducida por oncogenes (OIS del inglés Oncogene-induced
senescence). Diferentes estimulos oncogénicos pueden inducir un estado de
senescencia actuando por diferentes vias. La sobreexpresion del oncogen Ras
durante los periodos iniciales de hiperproliferacion dafia el ADN (57) y desencadena la
activacion de otros efectores moleculares para provocar la detencién del ciclo celular.
Por diferentes cascadas, el oncogén Ras actiua sobre las proteinas ARF (Alternate
Reading Frame perteneciente al locus CDKN2a) y ATM (Ataxia telangiectasia
mutated) y sobre el oncogén BRAF*°F activando a dianas comunes de senescencia
como p53 y p16™*@. Este Gltimo oncogén ademas esta implicado en el aumento de la
expresion de IL-6 e IL-8, citoquinas secretadas por las células senescentes (58). La
pérdida del tumor supresor phosphate and tensin en el cromosoma 70 (PTEN) induce
senescencia a través de las quinasas AKT (Protein kinase B) y de mammalian Target
of Rapamycin (mTOR) (cascada PTEN-PI3K-AKT-mTOR) confluyendo en la activacion

de los CDKis e inhibiendo la proliferacién celular (59).

- Senescencia asociada al fenotipo secretor (Senescence-associated secretory
phenotype SASP). Uno de los aspectos que caracteriza a la senescencia celular es la
secrecion de factores y la reactivaciéon de la expresion de multiples genes pro-
inflamatorios en muchos tipos celulares. Esto da nombre a la Senescence-associated
secretory phenotype conocida con las siglas SASP o también con el término de
Senescence-messaging secretome (60). Este tipo de senescencia esta definida por la
capacidad que presentan las células senescentes de expresar y de secretar una
variedad de moduladores extracelulares que incluyen citoquinas, quimioquinas,

proteasas y factores de crecimiento (61).

Las células senescentes tienden a acumularse en los tejidos con el
envejecimiento, son metabdlicamente activas y con la produccion de estos factores y
enzimas que degradan la matriz extracelular se promueve el desarrollo de un estado
de inflamacion crénico conocido con el término de inflammaging. El ambiente
inflamatorio es una de las caracteristicas propias del SASP y su presencia altera la
estructura tisular y la funcién celular potenciando el proceso de envejecimiento (62).

Esta relacion reciproca esta implicada en el desarrollo de patologias relacionadas con

21



Introduccion

el envejecimiento como el cancer, ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer y

artrosis.

En la artrosis los cambios asociados al envejecimiento como el estado de
inflammaging y el incremento de los componentes del SASP promueven el desarrollo
de esta patologia provocando un estado catabdlico acompanado de la destruccion del

tejido articular y un defecto en su reparacion por dafios en la matriz (63, 64).

Los factores que acentuan el fenotipo pro-inflamatorio de las células senescentes y
que agravan la homeostasis del tejido fueron divididos por Coppé et al. (65) en
factores solubles, proteasas, factores solubles no proteicos y factores insolubles. Por
otro lado, Freund et al. (63) los clasificaron segun sus niveles secretados. Los factores
SASP producidos a niveles altos e intermedios por las células senescentes y

encontrados en tejido artrésico y en fluido sinovial se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Factores SASP secretados por células senescentes en tejido artrésico y fluido sinovial

Factores SASP — Niveles altos Naturaleza de los factores
GM-CSF Factores solubles - Quimioquina
GROa«,B,y Factores solubles - Quimioquina
IGFBP-7 Factores solubles — Factor de crecimiento
IL-1a Factores solubles - Interleuquina
IL-6 Factores solubles - Interleuquina
IL-7 Factores solubles - Interleuquina
IL-8 Factores solubles - Interleuquina
MCP-1 Factores solubles - Quimioquina
MCP-2 Factores solubles - Quimioquina
MIP1a Factores solubles - Quimioquina
MMP-1 Factores solubles - Proteasas
MMP-10 Factores solubles - Proteasas
MMP-3 Factores solubles - Proteasas
Factores SASP — Niveles intermedios Naturaleza de los factores
ICAM-1 Factores solubles - Proteasas
IL-1 B Factores solubles - Interleuquina
MCP-4 Factores solubles - Quimioquina
MIF Factores solgbles -
Otros factores pro-inflamatorios
MMP-13 Factores solubles - Proteasas
Oncostatin M Otros fFaacc’i)org?psr(())l-l:r?flgsrn;torios
RANTES Factores solubles - Quimioquina
TIMP-2 Factores solubles - Proteasas
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Es muy caracteristico que los componentes del SASP transmitan senescencia a
las células vecinas no senescentes, un fendmeno conocida como senescencia

paracrina causando un efecto dafiino y alterando la homeostasis del tejido (66) (67).

Chromatin remodelling

DNA damage (SAHF) Loss of lamin B1
N '/:
[\ TN
y. \ Increased
p53-p21 and p16-Rb ——e==ri Cy—— .
ea” lysosomal mass
H ] (SA-B-Gal)
5 V ) Y
1 )
! ” - )
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PARACRINE
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. ‘ ’ ‘ *  Tissue dysfunction
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SASP *  Age-related diseases
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(||__1, |L_6) Alzheimer, ect.)

Figura 8. Potencial dafiino de los factores SASP que secretan las células senescentes. Con la edad
se incrementa el numero de células senescentes y como consecuencia se potencia la secrecion de
factores bioactivos. Estos factores pueden alterar o inhibir la capacidad funcional de las células vecinas,
se provoca mas dafo y se promueve un estado catalitico de la estructura tisular. (Modificado de (68, 69).
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La regulacion del SASP se produce en multiples niveles. Numerosos estimulos
inducen senescencia celular lo que promueve la activacion de una red de vias
interconectadas que convergen en la activacion de factores de transcripcion
necesarios para la expresion de los genes SASP que codifican a los factores pro-

inflamatorios que posteriormente seran secretados (63, 68) (Figura 9)

Hay dos principales factores de transcripcion que permiten la activacion del SASP

en respuesta a los inductores de senescencia: C/EBP y NFkB:

- NFkB. Esta considerado como el principal regulador de la expresion del ARNm de
la mayoria de los factores SASP (IL-6, IL-8, CXCL1, GM-CSF, ICAM-1) en varios
tipos de senescencia como la replicativa, la inducida por radiacion ionizante o la

inducida por oncogenes (61, 68).

En condiciones normales, NFkB esta inhibido debido a su interaccion con IkB
en el citoplasma celular lo que previene su translocacion nuclear. En cambio, en
respuesta a estrés, la quinasa lkappaB (IKK) desencadena la degradacion de IkB
lo que permite la acumulacion nuclear y la activacion de NFkB. Ademas, p65 6
RelA , subunidades de este factor de transcripcion, juegan un papel importante en
su funcién ya que varios estudios muestran que la depleciéon génica de las mismas

reduce la expresion de algunos componentes pro-inflamatorios del SASP (70, 71).

A su vez, el SASP es regulado por otros mecanismos moleculares como
p38MAPK, GATA4 (72), IL-1a y microARNs que contribuyen a la senescencia
activando el factor de transcripcion NFkB y por consiguiente modulando la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias propias del SASP (IL-1, IL-6, IL-8, TNFa)
(63, 68, 73).

- C/EBP. Es un factor de transcripcion perteneciente a la familia CCAT/Enhancer
Binding Protein que presenta seis isoformas: C/EBPaq, B, vy, 6, € y . Se ha
demostrado que la isoforma C/EBPB es la que participa en la regulacién de
muchas citoquinas y factores que contribuyen al SASP tales como IL-1p3, IL-8, IL-6
y quimioquinas como GROa y NAP2 (61). Ademas otros estudios demostraron que
existe sobre-expresion de C/EBP en la senescencia inducida por oncogenes y un

aumento en la union al promotor de IL-6 (58).
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Figura 9. Vias que regulan el SASP a nivel transcripcional en respuesta a inductores de
senescencia (Modificado de (63, 72)

5.2. Marcadores de senescencia

Identificar y caracterizar las células senescentes es una tarea compleja debido a la
no existencia de marcadores especificos con los que detectar todos los programas
que desencadenan la senescencia, existiendo variacién en la expresion de cada uno

de ellos dependiendo del tipo celular. Hernandez-Segura et al. (45) engloban en dos
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grupos los principales marcadores para estudiar este proceso: vias de senalizacién y

alteraciones morfoldgicas.
5.2.1. Vias de senalizacion como marcadores de senescencia

- Respuesta al dafio en el ADN (DDR). La activacion de la senescencia a través de
estresores genotoxicos, acortamiento y disfuncién telomérica, farmacos citotoxicos,
radiacién, activacion de oncogenes y estrés oxidativo dafian el ADN. Como respuesta
a ello las células activan una cascada de eventos que se conoce como respuesta al
dafio en el ADN cuya finalidad es coordinar su reparacién e inhibir la proliferacion
celular. Si el dafio persiste las células pueden entrar en apoptosis 0 en senescencia
(71, 74). Los marcadores de la DDR son proteinas que participan en dicho proceso de

reparacion y que estan presentes en las células senescentes.

Cuando el dafio es detectado, varios complejos proteicos activan las proteinas
quinasas ATM y ATR (ATM and Rad-3 related) y se desencadena la fosforilaciéon de la
histona H2AX (yH2AX). En el proceso también participan otras proteinas mediadoras
del dafio conocidas como adaptadoras, entre las que se incluyen MDC1, 53BP1,
BRCA1 y Claspin, que intervienen en organizar el reclutamiento de proteinas que
responden al dafio y en la funcién de proteinas quinasas como las CHK1 (Checkpoint-
1) y CHK2 (Checkpoint-2). Estas ultimas propagan la sefial del dafo hacia los
efectores moleculares p53, CDC25 y SMC1 los cuales median la respuesta al dafo a
través de la detencién temporal de la progresiéon del ciclo celular 6 bien por procesos

de senescencia 6 de apoptosis (69).
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Figura 10. Representacion de la respuesta al dafio en el ADN. El dafo es detectado por sensores
proteicos y la sefal es transducida por proteinas adaptadoras hacia los efectores, los cuales median la
respuesta celular del dafio (69).

Transient cell-cycle arrest ‘ Apoptosis

- Detencion del ciclo celular e inhibidores de quinasas dependientes de ciclina.
En el control de la proliferacién celular juegan un papel importante las quinasas
dependientes de ciclina (del inglés cyclin-dependent kinase, CDKs), quinasas
serina/treonina formadas por la asociacién entre la subunidad catalitica CDK vy la
subunidad regulatoria ciclina que proporciona dominios esenciales para la actividad
enzimatica. Las células humanas contienen mas de 20 CDKs y 29 ciclinas implicadas
en multiples funciones como la regulacién del ciclo celular, siendo una de las mas

importantes por su relacién con el proceso de senescencia (75-77).

Las dos vias que controlan la proliferacion celular son la via Rb/E2F y la via
FoxM1. En la ruta Rb/E2F, Rb hace referencia a las proteinas del retinoblastoma que
en condiciones fisiolégicas estan fosforiladas por los complejos Cdk4/6-Ciclina D y
Cdk2-Ciclina E que activan al factor de transcripcion E2F permitiendo la activacion de
los genes necesarios para promover la fase S del ciclo celular y sintetizar el ADN (78).
La otra via que regula el ciclo celular y se encarga de controlar el cambio de fase G2 a
fase M es la ruta FoxM1. FoxM1 es un miembro de la familia de los factores de
transcripcion forkhead box (Fox). Es fosforilado por los complejos Cdk2-Ciclina A y
Cdk1-Ciclina B que conducen a su autoinhibicion y al reclutamiento de un co-activador
transcripcional, la histona deacetilasa p300/CREB binding protein (Ep300/Crebbp).

Este complejo activa la expresion de los genes responsables de la ejecucién de la fase
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de mitosis. Para evitar la activacion prematura de las Cdks sobre FoxM1, la
fosforilacion de FoxM1 puede estar revertida por la fosfatasa 2A (PP2A) y su unidad
reguladora B55a (76).
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Figura 11. Los complejos Cdk/Cyclin regulan la progresién del ciclo celular. Durante la fase G1 los
complejos Cdk4-Ciclina D y Cdk2-Ciclina E fosforilan la proteina RB conduciendo a la activaciéon de las
proteinas E2F y se permite la activacion de los genes necesarios para promover la fase G1/S. Durante la
fase G2/M los complejos Cdk2-Ciclina A y Cdk1-Ciclina B fosforilan a FoxM1 y se activan los genes
reguladores de la fase M (76).

La via mas estudiada en la detencién del ciclo celular el la via Rb/E2F. Su
desregulacién es provocada por los CDKis que se subdividen en dos clases segun su
estructura y especificidad. La familia Ink4 esta formada por cuatro miembros: p16™<*,
p15™NK p18NKie y n19NK4d cyas dianas son Cdk4 y Cdk6. La familia Cip/Kip esta
constituida por tres miembros, p21°°" p27K"" p57P2 que interfieren con las
actividades de los CDKs acoplados a las ciclinas D, E, A y B (76). Los CDKis
g'NKda y

p21°P, ambos constituyen las dos principales vias responsables de provocar

encargados de hipofosforilar Rb y como consecuencia bloquear a E2F son p1

senescencia a través de la detencion del ciclo celular (69).

6|NK4a 6INK4a

- Via p1 -pRb. La proteina p1 esta codificada por el gen CDKN2A e inhibe

las quinasas dependientes de ciclina CDK4 y CDKG6. Son varios los inductores que

actuando tanto a nivel epigenético como a nivel de estabilizacion proteica

6|NK4a.

desencadenan un aumento de los niveles de p1 Entre los cambios

epigenéticos presentan especial repercusion la demetilaciéon del promotor p16™ 4
a consecuencia de la inhibicion de la metil transferasa del DNA (DNMT1) (79),

6INK4a

activaciones transcripcionales del promotor de p1 por accién de los factores
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Sp1, Ets y AP1 (45, 80, 81) y la modificacion de las histonas en el locus CDKN2A
por los complejos del grupo Polycomb, que al ser represores directos de p16™<*
en células proliferativas su inactivacion en células senescentes provoca una
sobreexpresion de este inhibidor (82). Otros estimulos como el acortamiento
telomérico, el estrés oxidativo, el dafio en el ADN y la activacion de oncogenes
como el Ras también se consideran desencadenantes de la sobreactivacion de

p16™*2 gjerciendo como papel fisiolégico la detencion del ciclo celular.

- Via p53-p21°®'-pRB. La proteina p21°"" esta codificada por el gen CDKN1A e

inhibe el complejo Cdk2-Ciclina E. La expresiéon de p21°"™

esta regulada por la
activacion de la via p53, otro regulador importante en programas de senescencia.
La proteina supresora de tumor p53 esta codificada por el gen TP53 y desempefia
un papel fundamental en el proceso de senescencia. Su activacién tiene lugar
como respuesta al dafio generado en el ADN por diferentes estimulos y es
regulada en diferentes puntos de la cascada por las proteinas HDM2 y ARF. Su

1CIP1

principal diana transcripcional es el CDKi p2 , el cual actuara sobre la forma

fosforilada RB.

- Fenotipo secretor asociado a senescencia (Senescence-Associated Secretory
Phenotype SASP). EI SASP desempefia una importante funcién en la actividad
patofisiolégica de las células senescentes por lo que puede ser clasificado como

programa de senescencia o0 como marcador de este proceso (ver apartado 5.1).

- Resistencia a la muerte celular por apoptosis. Las células senescentes presentan
la caracteristica de ser resistentes a la apoptosis y muestran un incremento de la
expresion de las vias de supervivencia (Senescent Cell Anti-apoptotic Pathways
SCAPs) en las que participan los receptores efrina y sus ligandos EFNB1 6 EFNB3,
PI3K®, p21, BCL-XL y el inhibidor del activador de plasminégeno 2 (PAI-2). Recientes
estudios demostraron que al actuar selectivamente sobre los componentes de los
mecanismos de supervivenvia se provocaba la muerte de las células senescentes sin
afectar a la proliferacion de las no senescentes (83). Los receptores Efrina y sus
ligandos pertenecen a la familia de las tirosin quinasas. Median contacto entre célula-
célula a través de la interaccion con los ligandos presentes en su superficie y controlan
la morfologia celular, la adhesion, proliferacién, supervivencia y diferenciacion (84). En
células cancerosas, al silenciar la efrina EFNB3 se induce apoptosis y disminuye la
regulacién sobre Akt. Sobre esta quinasa también actiua otro componente de las vias
de supervivencia, la enzima PI3K, a través de la via PI3K-Akt-mTOR. PI3K activa a
Akt y Akt ejerce una activacion sobre mTOR y una inhibicién sobre FOXO1, ambos

reguladores de la homeostasis (85). A través de la proteina supresora de tumores p53
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tiene lugar la activacién de p21 que provoca una detencion del ciclo celular y las
células entran en un estado de senescencia que les confiere resistencia a la muerte
celular via JNK y caspasas (86, 87). La familia proteica BCL-2 también juega un papel
en la regulacion de la muerte celular por diversos mecanismos, incluyendo apoptosis y
autofagia (88). Algunos miembros de la familia son las proteinas BCL2, BCL-W, Bcl-XL
y MCL-1. Estudios recientes identificaron que el incremento de BCL-W y Bcl-XL
estaban incrementados en células senescentes resistentes a la muerte celular por
apoptosis y que dichas células se podrian eliminar bloqueando las proteinas anti-

apoptoticas (89).
5.2.2. Alteraciones morfolégicas como marcadores de senescencia

El fendmeno de senescencia celular esta activado por diferentes estimulos y no
solo implica la detencion de la division celular sino que va acompafado de otros
fendbmenos provocando cambios fenotipicos utilizados como marcadores de

senescencia para su posterior identificacién tanto in vitro como in vivo (Figura 12).
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Figura 12. Alteraciones morfolégicas de las células senescentes (45).

- Incremento del contenido lisosomal. Un biomarcador ampliamente utilizado para
detectar senescencia en células es la actividad de la enzima -galactosidasa asociada
a senescencia (del inglés Senescence associated B-Galactosidase, SA-B-Gal). Kurt et
al. (90) observaron en cultivos celulares sometidos a mas pases celulares y por tanto

mas senescentes que presentaban un incremento de la actividad enzimatica B-
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galactosidasa lisosomal debido a un aumento del niumero y contenido de lisosomas

permitiendo su deteccion a pH=6.

Para explicar el origen lisosomal de la enzima B-galactosidasa que da nombre a un
tipo de senescencia, evidencias genéticas proporcionaron informacién sobre el gen
GLB1, el cual codifica a esta enzima. Células senescentes obtenidas de senescencia
replicativa o inducida presentaban una acumulacion de GLB7 tanto a nivel de ARNm

como proteico (91).

La proteina que sustenta la actividad de SA-B-gal es la [B-D-galactosidasa
detectada en condiciones normales a pH=4. Cuando las células se vuelven
senescentes y se incrementa la biogénesis lisosomal elevando el pH a 6 se alcanza un
indice de alcalinidad adecuado para cuantificar el incremento de la actividad [-
galactosidasa. El primer método de deteccion fue citoquimico y usé el sustrato
cromogeénico 5-bromo-4-chloro-3-indoyl B-D-galactopyranoside (X-gal) que se anclaba
a la enzima. El segundo método incluyé en un primer paso el empleo de inhibidores
lisosomales como Cloroquina o Bafilomicina A1 para verificar el origen lisosomal de la
SA-B-gal concentrando en un ambiente basico estos organulos. El sustrato
fluorescente utilizado fue &-dodecanoylaminofluoerecein di-B-D-galactopyranoside

(C12FDG) que también presentaba la capacidad de unirse a la enzima (92).

Aunque SA-B-gal es un marcador ampliamente utilizado en estudios de
senescencia celular no es especifico de este fendmeno, por lo que la validacion de

este proceso se debe confirmar evaluando los niveles de otros marcadores.

- Forma y tamaio celular. Las células senescentes in vitro presentan cambios en su
morfologia llegando a ser mas largas, aplanadas, engrosadas o multinucleadas. Su
fenotipo depende del tipo de estimulos que inducen senescencia (93). Un contribuidor
a la alteraciéon de la forma celular asociada a la senescencia es la pérdida de
integridad estructural del citoesqueleto, principalmente por los cambios en los
filamentos de actina (94, 95). Asimismo, el crecimiento y el tamafio celular estan
regulados por varias cascadas de sefalizacion siendo la mejor caracterizada la
activacion de la via IGF/PI3BK/AKT/mTOR. EI mediador principal es mTORC1 que
promueve multiples procesos bioldgicos como la captacién de nutrientes, la biosintesis
de lipidos y modula el metabolismo celular para promover la biogénesis. Esta
implicado en el proceso de autofagia actuando como un inhibidor de esta via y actua
negativamente sobre la via del receptor IGF para controlar la homeostasis del tamafo
celular (45, 96).
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- Cambios en la arquitectura nuclear. La organizacién dentro de los nucleos es
importante para mantener una estabilidad celular ya que los defectos en la lamina
nuclear pueden causar inestabilidad gendmica. La deformacién de la arquitectura
nuclear podria ser una importante causa de senescencia celular. Mutaciones en los
genes que codifican las proteinas de esta envoltura causan laminopatias que derivan
en enfermedades de envejecimiento prematuro como el Sindrome de Hutchinson-
Gilford (HGPS) (43).

El mecanismo molecular responsable del HGPS esta activo en las células sanas
que al sufrir un proceso de envejecimiento fisiolégico adquieren defectos similares a
los que tienen las células que sufren una inestabilidad gendmica de la envoltura
nuclear como modificaciones en las histonas e incremento del ADN dafado que
resulta en un incremento de la sensibilidad de especies reactivas de oxigeno

conduciendo a dafio oxidativo (94, 97).

- Composicion de la membrana plasmatica. Durante la senescencia celular las
células experimentan cambios en la composicion proteica de la membrana plasmatica
lo que permite incorporar una nueva estrategia para identificar marcadores asociados

con el proceso de senescencia.

La proteina de la membrana plasmatica mas estudiada en este tipo de alteracion
morfolégica es la Caveolin-1. Su expresién se encuentra aumentada en las células
senescentes, participa en la via de la quinasa p38MAPK (98, 99) e incrementa la
actividad de p53 a través de la ATM, los cuales son efectores positivos de multiples
estimulos en el proceso de senescencia (100, 101). En cambio, una deficiencia de
esta proteina esta relacionada con la senescencia prematura via disfuncion

mitocondrial e inactivacion de SIRT-1 (102).

Otras proteinas pertenecientes a la membrana plasmatica y que experimentan
cambios en las células senescentes son DEP1, B2MG y la forma oxidada de vimentina
(45).

- Acumulaciéon de mitocondria. Las células senescentes presentan un incremento
del numero de mitocondrias disfuncionales debido a que el proceso de reciclaje propio
de estas organelas conocido con el nombre de mitofagia esta alterado lo que
contribuye a un tipo de senescencia asociada con la disfuncion mitocondrial (del inglés

Senescence-associated mitochondrial dysfunction, SAMD) (103).

La disfuncidon mitocondrial es un marcador del envejecimiento (43) y esta ligada a
la senescencia celular a través de la fosforilacion de ATM y de la via AktmTORC1. Se

conocen por ser efectores que integran sefales de la DDR promoviendo la activacion
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transcripcional del regulador de la biogénesis mitocondrial PGC-1pB, contribuyen a la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y participan en la detencion del
ciclo celular. La producciéon de ROS mantiene la activacion de las DDR lo que
estabiliza la senescencia celular y el fenotipo pro-oxidante e inflamatorio (Figura 13)
(104, 105). La degradacion de las mitocondrias dafiadas estd mediada por PTEN-
induced putative protein kinase 1 (PINK1) y por la E3 ubiquitin-protein ligase Parkin.
En las patologias relacionadas con el envejecimiento existe una pérdida de los genes
Pink1 'y Parkin por lo que son los marcadores empleados para estudiar el proceso de

mitofagia caracteristico de la senescencia asociada a la disfuncién mitocondrial.
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Figura 13. Representacion de la participacion de la mitocondria en el proceso de senescencia (104)

6. LA AUTOFAGIA
6.1. Definicion de autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico que se conservo a lo largo de la evolucién
de los eucariotas y cuya respuesta funcional se centra en envolver el material
citoplasmatico (proteinas y organelas) y entregarlo a los lisosomas para su
degradacién con el posterior reciclaje en forma de aporte energético (106-108). La
importancia de dicho proceso hizo que en 2016 Yoshinori Ohsumi recibiese el Premio
Nobel de Medicina por la identificacion temprana y caracterizacién de la maquinaria
autofagica, en particular de los “AuTophaGy-related genes “ (ATG) en levaduras (109-
111).

La autofagia ejerce un papel fundamental en muchas funciones biolégicas. Su
activacion no sélo depende de la respuesta hormonal o falta de nutrientes, sino que

este mecanismo esta implicado en multiples procesos, como en el control de calidad
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de proteinas y organelas, en la respuesta celular al estrés, en el desarrollo, en la
supresion de la tumorogénesis, en la eliminacion de patégenos o en el envejecimiento.
Debido a su participacion en muchas funciones celulares, un defecto de este
mecanismo se ha observado en diferentes enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, como las enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares, y
metabdlicas, en el cancer o en enfermedades del sistema musculoesquelético, como
la artrosis (109, 112, 113).

La autofagia junto con el sistema ubiquitin-proteasoma forman las dos vias
proteoliticas que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis celular. Todas las
células dependen de estos mecanismos para controlar la calidad de sus proteinas y
organelas y garantizar la eliminacién o reparacién de componentes intracelulares
dafados (114, 115). La principal diferencia entre ambos sistemas radica en sus
productos finales. El sistema ubiquitin-proteasoma resulta en péptidos cortos (8-12
residuos) y la degradacion lisosomal cataboliza polipéptidos en sus correspondientes
aminoacidos aprovechando dicha degradacion para reacciones metabdlicas o

procesos de reparacion (109).
6.2. Tipos de autofagia

Los mecanismos de entrega de la carga a los lisosomas varian en funcion de la
naturaleza y estructura de las moléculas que cruzan la bicapa lipidica de los lisosomas
dando nombre a los tres tipos de autofagia: Macroautofagia, Microautofagia y
Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA) (113, 116, 117).

- La Macroautofagia. Es el principal sistema de degradacion de los componentes
intracelulares de la propia célula (118). Su inicio tiene lugar cuando el fagoforo,
una estructura formada a partir de la generacion de novo de la membrana,
secuestra las porciones del citosol para ser degradadas. Este se elonga, se sella y
se forman los autofagosomas, que son vesiculas de doble membrana que se
fusionan con los lisosomas para originar los autolisosomas, los cuales contienen

las enzimas lisosomales encargadas de degradar la carga secuestrada (119, 120).

- La Microautofagia. Los componentes citoplasmaticos secuestrados son
entregados via invaginacion directa de la propia membrana lisosomal formando

vesiculas en el lumen lisosomal (119, 120).

- La Autofagia Mediada por Chaperonas (CMA). Se necesita de un complejo
proteico (complejo chaperona) para que el material citosolico entre en los
lisosomas sin requerir de la formacion de vesiculas o deformacién de la membrana
(119, 120).
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Figura 14. Tres principales tipos de autofagia (113)

La mayoria de los autores utilizan el término de autofagia para referirse a la
Macroautofagia, la cual puede ser selectiva y no selectiva. La autofagia no selectiva
implica la captacién aleatoria de componentes citoplasmaticos iniciando el secuestro
en los fagéforos como respuesta celular a la ausencia de nutrientes. En cambio, la
autofagia selectiva es responsable de la eliminacion especifica de ciertas organelas
endégenas como la mitocondria (mitofagia), peroxisomas (pexofagia), reticulo
endoplasmatico (reticulofagia), fragmentos nucleares (nucleofagia), lisosomas
(lisofagia), ribosomas (ribofagia), acumulos lipidicos (lipofagia), agregados proteicos
(agrefagia), proteina ferritina (ferritinofagia), glicégeno (glicofagia) y de sustratos
exogenos como virus y bacterias (xenofagia viral y bacteriana) como resultado a la

respuesta inmune (109, 121).

Los estudios realizados en esta Tesis Doctoral se centraron en la contribucién del
sistema lisosomal a través de la autofagia y en concreto a través de la Macroautofagia

para mantener la homeostasis celular y tisular en el cartilago articular.
6.3. Maquinaria autofagica

La maquinaria molecular que ejecuta y regula la autofagia esta controlada por los
genes Atg, los cuales son imprescindibles en cada una de las fases que engloban este
proceso. Originalmente se identificaron mas de 30 genes Atg en levaduras que en su

mayoria conservan secuencias ortélogas en los mamiferos (119, 122, 123).
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La respuesta eficiente de la autofagia se consigue completando una secuencia de

cinco etapas: iniciacion, nucleacién, elongacién, maduraciéon y degradacion. A

continuacion se detallan cada una de las fases de la via de senalizacion.

1.

Etapa de iniciacion. El inicio del proceso esta marcado por la participacion del
complejo quinasa serine/threonine Uncoordinated-51-Like Kinase 1 (ULK1).
Consiste en un ensamblaje multiproteico formado por Atg13, Atg101, ULK1 y
Family Interacting Protein of 200 KDa (FIP200) también conocida como RB1
inducible coiled-coil 1. Dentro de este complejo ocurren reacciones de
fosforilacion y defosforilacion de estas unidades proteicas (124) resultando en el
paso inicial para la biogénesis del autofagosoma. El complejo ULK1 es diana de
las enzimas mTOR y AMPK, las cuales regulan el inicio del proceso de autofagia
tras su inhibicion y activacién, respectivamente. Entre los inhibidores de mTOR
destacan la deprivacon de nutrientes, Rapamicina y Torin1. En cuanto a los

activadores de AMPK el mas importante es la Metformina (112, 119, 125).

Etapa de nucleacion y formacién del fagéforo. Esta controlada por el
complejo Class Il phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K l1ll), el cual esta formado
por Beclin 1, phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 (PIK3C3)
también conocida como Vesicular Protein Sorting 34 (VPS34), la
phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4 (PI3KR4) también conocida
como VPS15, el sensor de la curvatura de la membrana Atg14 y el nuclear
receptor binding factor 2 (NRBF2) (126). Durante la activacion, la interaccion
entre VPS34 y Beclin 1 promueve su actividad catalitica e incrementa los niveles
del sustrato phosphatidylinositol triphosphate (Ptdins3p 6 PI3P), el cual es una
molécula esencial para reclutar otras proteinas Atg y efectores especificos de
autofagia como WD-repeat-interacting phosphoinositide proteins (WIPI) y double
FYVE domain-containing protein 1 (DFCP1), necesarios para la nucleacion del
fagoforo (117, 123, 127-129).

Etapa de elongaciéon y secuestro de la carga citoplasmatica. La elongacién
del fagoforo es mediada por dos sistemas de conjugacion, Atg12 y Microtubule-
Associated Protein 1 Light Chain 3 Beta (LC3 6 MAP1LC3B), un homadlogo de la
proteina Atg8 en levaduras. Otro participante importante en la expansion es la

proteina transmembrana Atg9 (124).

* Sistema de conjugacion Atg12. Consiste en la formacion del complejo
Atg12-Atg5-Atg16L situado en la parte externa de la membrana de

aislamiento y asociado a la extension del fagoforo. Su creacion tiene lugar
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cuando la proteina Atg12 es activada ATP dependiente por Atg7 (homodlogo
a la enzima ubiquitina E1) y es trasladada a Atg10 (homodlogo a la enzima
ubiquitina E2) para formar el complejo Atg12-Atg5. Finalmente, éste se
conjuga con el dimero Atg16L dando lugar a Atg12-Atg5-Atg16L seguido de
una dimerizacién e interaccion con el complejo PI3P-binding sintetizado en
la etapa anterior (123, 125, 130, 131).

* Sistema de conjugacién LC3. La activacion de este sistema necesita de
la contribucion del complejo Atg12-Atg5-Atg16L (E3-like ligase) para
promover la conjugacion de LC3 (129). Para ello, tras la induccién de la
autofagia, la forma no procesada de LC3 es escindida proteolicamente por
Atg4 creando la forma soluble y citosdlica LC3-l, la cual se conjuga con
phosphatidylethanolamine (PE) para formar LC3-1l que es incorporado a las
membranas pre-autofagosomal y autofagosomal (parte externa e interna)
pudiendo interactuar con los receptores de la carga como el sequestosome
1/p62-like family proteins (p62/SQSTM1) (130). En esta fase de lipidacién
se requiere de la participacion de otras proteinas Atg como son las Atg7 y
Atg3. Las proteinas LC3-Il de la membrana externa de los autofagosomas
son eliminadas por Atg4 a través de la escisisén de PE devolviéndolas al
citosol para reusarlas. Por otro lado, LC3-Il situada en la parte interna se
digiere con la carga proporcionando un marcador ampliamente usado en la

identificacidon de los autofagosomas en las células (123, 125, 129).

Etapa de maduraciéon 6 formacién de autolisosomas. Una vez que los
autofagosomas secuestraron la carga se fusionan con los lisosomas para formar
los autolisosomas, vesiculas autofagicas de una sola membrana. La maquinaria
molecular responsable de regular esta unién engloba una serie de proteinas
como las presentes en el complejo PI3K Ill de la etapa de nucleacion a
excepcion de la Atg14 que es reemplazada por UV radiation resistance
associated gene protein (UVRAG), las proteinas N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptors (SNAREs), las proteinas Rab, pequefias
GTPases pertenecientes a la familia del oncogén Ras, el efector proteico de
RAB7 (Pleckstrin homology domain containing protein family receptor 1,
PLEKHM1) que interactua directamente con el homotypic fusion and vacuole
protein sorting complex (HOPS) y facilita la fusion entre la membrana
autofagosomal con la lisosémica a través de la unién LC3 y Rab7/HOPS. La
etapa de formcién de autolisosomas puede ser inhibida por moléculas como la

Cloroquina ¢ la Bafilomicina A1. Esta ultima ademas de intervenir a este nivel
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del proceso autofagico actia en la etapa anterior bloqueando la fusién entre

autofagosomas con los lisosomas (109, 117, 119, 130, 132).

5. Etapa de degradaciéon. La degradacion autolisosomal es la ultima fase del
proceso autofagico. Los lisosomas son organelas con una membrana limitante
compuesta por una bicapa monolipidica. Contienen varias enzimas hidrolasas
(proteasas, lipasas, glicasas y nucleotidasas) (114) encargadas de degradar el
material celular y que presentan un lumen acido (pH=5) cuya generacion y
mantenimiento requiere de la actividad de la bomba de protones ATP-
dependiente comunmente conocida con el nombre de V-type ATPase. Como
resultado de la fragmentacion de la carga se generan sus componentes
individuales, aminoacidos, acidos nucleicos, acidos grasos libres, colesterol,
azucares, etc. que son reciclados hacia el citoplasma para ser usadas por las

células en reacciones anabdlicas o procesos de reparacion (133).
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Figura 15. Proceso de la autofagia (125)

6.4. Regulacion de la autofagia

La autofagia es un proceso de regulacién dinamica con baja actividad en
condiciones basales. La falta de nutrientes u otras sefiales fisioldgicas como las
hormonales, factores de crecimiento e infecciones a patdégenos se consideran
inductores del proceso. El principal regulador de la sefalizacién de nutrientes es
mTOR, proteina sobre la que convergen las sefales de los aminoacidos, factores de

crecimiento e insulina (106).
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mTOR es una quinasa serina/treonina que pertenece a la familia de quinasas
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) y forma dos complejos denominados mTOR
Complex 1 (mTORC1) y mTOR Complex 2 (mTORC2). Es la principal diana de
Rapamicina, un macrélido producido por varias especies actinomycete poseedor de
una amplia variedad de actividades biolégicas como antitumorales, neuroprotectoras,
antienvejecimiento y aumento de la esperanza de vida (134). Rapamicina inhibe
mTOR a través de la unién con su receptor intracelular FK506-binding protein 12-kDa
(FKBP12) cuando el dominio mTOR forma parte de mTORC1 y no de mTORC2 (134,
135). Ambos complejos comparten la unidad catalitica mTOR y algunos componentes
proteicos como mammalian lethal with sec-13 protein 8 (mLST8, también conocida
como GBL), DEP domain containing mTOR-interacting protein (DEPTOR) y el
complejo Tti1/Tel2. En cambio, cada uno de ellos presentan su integrantes
especificos. Por un lado, mTORC1 esta conformado por regulatory-associated protein
of mammalian target of rapamycin (raptor) y proline-rich Akt substrate 40 kDa
(PRAS40), mientras que rapamycin-insensitive companion of mTOR (rictor),
mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1 (mSin1) y protein

observed with rictor 1 and 2 (protor1/2) son constituyentes de mTORC2 (135).
6.4.1. Reguladores upstream de mTORC1

mTORC1 es el complejo mas descrito de los dos que forman mTOR. En su
regulacién participan senales como los factores de crecimiento, el estrés, el estado
energético, los niveles de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes y otros estresores
como el dafio en el ADN. Cuando esta activo promueve los procesos de crecimiento
celular, de proliferacion, de sintesis proteica, lipogénesis y metabolismo energético. En

cambio, su inhibicién favorece la autofagia y la biogénesis lisosomal (135, 136).

El principal regulador upstream de mTORC1 es el heterodimero formado por
Hamartin 6 Tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) y Tuberin 6 Tuberous sclerosis
complex 2 (TSC2). El complejo TSC1/2 interactua con la proteina GTPase-activating
protein (GAP) llamada Ras homolog enriched in brain (Rheb) y promueve la
conversion de Rheb-GTP (forma activa) a Rheb-GDP (forma inactiva). La union GTP-
Rheb interactia directamente con mTORC1 estimulando su actividad quinasa (135,
137).

El complejo TSC1/2 transmite muchas de las sefales que impactan en él. Los
factores de crecimiento como la insulina 6 insuline-like growth factor 1 (IGF1) regulan
mTORC1 estimulando las vias PI3K/Akt y a través de los efectores extracelular-signal-
regulated kinase . (ERK1/2) y ribosomal S6 kinase (RSK). Estos fosforilan a TSC1/2 y
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de este modo se activa mTORC1. Las citoquinas proinflamatorias como Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) actuan a través de la fosforilacidon que produce IKKB en
TSC1 causando la inhibicién del complejo y resultando en la activacion de mTORC1. A
través de la via Wnt, el principal regulador del crecimiento celular, proliferacion,
polaridad, diferenciacion y desarrollo se inhibe glycogen synthase kinase 3B (GSK3-3),
la cual fosforila a TSC2 y promueve la activacion de mTORC1 (135). En estados de
hipoxia o de baja energia se activa la enzima Adenosine monophosphate-activated
protein kinase (AMPK), la cual fosforila a TSC2 6 por otra via independiente fosforila a
raptor e inhibe directamente mTORC1. Ademas, el estado de hipoxia puede conectar
con mTORC1 por medio del DNA damage response 1 (REDD1). El dafio en el ADN es
otra de las sefales estresoras que interacttian con mTORC1 a través de multiples
mecanismos pero todos dependientes de p53. EI mecanismo molecular por el cual los
aminoacidos actuan en mTORC1 es poco conocido. Se sabe que se requiere de las
proteinas Rag GTPases que en mamiferos forman dos heterodimeros, RagA/B y
RagC/D. Los aminoacidos promueven la unién de RagA/B a GTP lo que potencia la

interaccion del heterodimero con el componente raptor de mTORC1 (135, 137)
6.4.2. Reguladores downstream de mTORCA1

mTORC1 regula un amplio numero de procesos biolégicos. La maquinaria de
sintesis proteica es regulada a través de la fosforilacion de los sustratos eukaryotic
translation initiation factor 4E-binding protein (4E-BP1) y S6 kinase 1 (S6K1) y de otras
vias en las que participan tripartite motif-containing protein-24 (TIF-1A) y Maf1. En la
sintesis de lipidos mTORC1 actua a través del factor de transcripcion sterol regulatory
element-binding protein 2 (SREBP1/2), el cual controla la expresion de numerosos
genes envueltos en la sintesis de acidos grasos y colesterol, promueve la expresion y
actividad de PPARYy, el principal regulador de la adipogénesis e incrementa el flujo
glucolitico actuando a través del regulador positivo de los genes glucoliticos hypoxia
inducible factor 1 a (HIF1a). mTORC1 incrementa el contenido del ADN mitocondrial y
la expresion de los genes que participan en el metabolismo oxidativo, en parte
mediado por una asociacion nuclear entre PPAR-y coactivator 1 a (PGC1a) y el factor
de transcripcion Ying-Yang 1 (YY1) (119, 135, 137).
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7. LOS RECEPTORES NUCLEARES

Los receptores nucleares constituyen una amplia familia de factores de
transcripcién que presentan la capacidad de interaccionar directamente con el ADN y
regular la expresion de un gran numero de genes. La regulacién se produce cuando el
ligando esta presente y activa o reprime la expresiéon génica. Controlan de este modo
procesos biolégicos como el crecimiento, el desarrollo, la homeostasis o el
metabolismo (138, 139).

En el genoma humano se han identificado 48 receptores nucleares, de los cuales
24 regulan la expresion génica de manera dependiente de ligando por responder
directamente a una larga variedad de sustancia hormonales y metabdlicas y
desencadenar cambios de conformacion y de comportamiento dinamico. La familia de

receptores nucleares se clasifica en cuatro grupos: (139-141).

Grupo 1. Receptores de hormonas esteroideas, que incluyen al receptor de
estrégenos (ER), al receptor de progestorona (PR), al receptor de andrégenos (AR), al

receptor mineralocorticoide (MR) y al receptor de glucocorticoides (GR).

Grupo 2. Receptores de ligandos no esteroideos, que incluye al receptor de la

hormona tiroidea (TR) y al receptor del acido retinoico (RAR).

Grupo 3. Receptores que se unen a productos del metabolismo lipidico, que
engloban a los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) cuyos
ligandos son los acidos grasos y las protaglandinas y el receptor X del higado (LXRSs)

que interacciona con los derivados del colesterol como los oxiesteroles.

Grupo 4. Receptores Huérfanos. No se conocen ligandos fisiolégicos y ni
farmacoldgicos especificos. Algunas de las subfamilias a las que pertenecen son
factor de crecimiento nervioso similar a IB, factor esteroidogénico y factor nuclear

similar a células germinales (140, 142).

Los receptores nucleares presentan una estructura modular formada por dominios

conservados comprendidos entre el extremo N-terminal y C-terminal (138, 143):

- Region A/B 6 region amino terminal: contiene un dominio de activacién
transcripcional AF-1 cuya secuencia y longitud es variable en los diferentes

miembros y es reconocido por los cofactores u otros factores de transcripcion.

- Region C 6 dominio de unién al ADN (DBD): presenta una estructura comun
formada por dos dedos zinc a través de los cuales los receptores se unen a
secuencias especificas del ADN denominadas hormone response elements
(HRES).
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- Region D 6 zona bisagra: se caracteriza por ser puente de union entre la regién

C y E. Contiene una secuencia de localizacion nuclear (NLS).

- Region E/F 6 dominio de unién al ligando (LBD): exhibe una arquitectura
conservada entre los miembros de la familia de receptores nucleares y contiene
un segundo dominio de funcion de activacion transcripcional 2 (AF2) cuya accién
es dependiente de la interaccion con el ligando y contribuye al cambio
conformacional del receptor, al reclutamiento de los co-activadores y a la
liberacion de los co-represores. La region F solo esta presente en algunos

receptores nucleares.

A/B C D E/F
N DBD |Hingel LBD y Cc
Activation Function 1 DNA-binding Ligand-binding  Activation Function 2
Transactivation domain domain Transactivation

Dimerization

Co-activator recruitment

Figura 17. Esquema grafico de la estructura de los receptores nucleares (144)

7.1. Receptor activado por proliferadores del peroxisome (del inglés

Peroxisome Proliferator Activated Receptors, PPARs)

Los estudios de esta tesis se centraton en el receptor nuclear PPARa, subgrupo

perteneciente a la familia de PPAR.

Los receptores nucleares PPAR son factores de transcripcion activados por un
ligando que regulan los genes importantes en la diferenciacion celular (144) y de
varios procesos metabdlicos especialmente la homeostasis de lipidos y de glucosa.
Ejercen un papel en numerosas enfermedades como la diabetes, ateroesclerosis,

dislipemias y poseen propiedades antiinflamatorias (145, 146).

En su estructura presentan el dominio de unién al ADN en el extremo N-terminal y
el dominio de unién al ligando en el extremo C-terminal de la region E/F. Después de
su interaccion con los agonistas, los PPARs son translocados al nucleo y
heterodimerizan con el receptor X del retinoide (RXR). Este complejo reconoce
secuencias especificas de ADN en los promotores de los genes diana denominadas

PPREs. Tras la unién, la conformacion del PPAR se altera, se estabiliza y se crea una
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hendidura de unién y se produce el reclutamiento de co-activadores o co-represores
transcripcionales los cuales modulan la sefial resultando en un aumento 6 una

inhibicién de la transcripcion de los genes (145, 147, 148).

®

/ "\ PPAR LIGAND
Transcriptional — A -RXR LIGAND

cofactors — / /

. / \
AGGTCAXAGGTCA

Target gene expression

Figura 18. Mecanismo de transcripcion génica mediado por los PPARs. En el punto A se representa
la unién de los ligandos al heteodimero PPAR/RXR. En el punto B tiene lugar el reclutamiento de los
cofactores transcripcionales (coactivadores 6 corepresores). En el punto C se muestra que tras la
activacion del complejo transcripcional se provoca la expresion de los genes diana (149)

7.2. Clasificacion y funcién de los PPARs

La familia de PPAR esta formada por tres miembros: PPARa, PPARy y PPAR®S. A
este ultimo también se le conoce con el nombre de PPARPB. De las tres clases
identificadas los PPARa fueron los primeros descritos y su término debe su origen a la
capacidad que presentan por unirse a sustancias quimicas que inducen la proliferacion

de los peroxisomas, organelas encargadas de oxidar los acidos grasos (146).

Los tres isotipos de la familia PPAR difieren en la funcion fisioldgica, en los
ligandos especificos y presentan un patron de distribucidon diferente aunque estan
caracterizados en regular la homeostasis lipidica y de la glucosa a través de las

actividades coordinadas entre el higado, musculo y tejido adiposo (Figura 19).
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Figura 19. Integracion metabélica de los PPARs (150)

PPARa. Es el receptor nuclear que media el efecto de los ligandos lipidicos a nivel
transcripcional. Controla procesos biologicos alterando la expresion de numerosos
genes diana por lo que su papel funcional esta directamente relacionado con la
funcion biolégica de ellos. Esta localizado principalmente en el higado y tejido adiposo
marrén aunque esta presente en otros tejidos como el corazén, riidn, musculo
esquelético e intestino. Sus funciones se centran en captar y oxidar los acidos grasos,

interviene en el metabolismo lipoproteico y activa la autofagia hepatica (151-153).

El factor de transcripcion PPARa se considera el principal regulador del
metabolismo hepatico cuando se experimenta un estado de ayuno (154). Como
respuesta adaptativa se activa la lipdlisis de los triglicéridos en el tejido adiposo
formandose acidos grasos y glicerol. Los acidos grasos entran en las células
hepaticas a través de las proteinas transportadoras para ser reestirificados a
triglicéridos y secretados como particulas lipoproteicas de muy baja densidad (del
inglés very low density lipoprotein, VLDL) u oxidados via 3-oxidacién mitocondrial. La
mayoria de los acidos grasos son oxidados y activados a su forma activa acil-CoA e
introducidos en la mitocondria a través de un sistema de transporte dependiente de
carnitina integrado por varias enzimas entre las cuales destaca la carnitina palmitoil
transferasa | (CPT-I) codificada por el gen Cpt1a. En la mitocondria tienen lugar varios
ciclos de B-oxidacién que generan acetil-CoA, un sustrato que puede participar en el
ciclo del acido citrico, ser exportado al citosol para sintetizar acidos grasos o ser
convertido en cuerpos cetdnicos para proporcionar energia a los tejidos de la periferia.
Para que tenga lugar la oxidaciéon de los acidos grasos, el factor de transcripcidon

PPARa regula la expresion de la mayoria de los genes que codifican las proteinas
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implicadas en su transporte y captacién al interior de la mitocondria para que se
oxiden via B-oxidacion (Figura 20) (150, 151, 154).
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Figura 20. Papel que desempefia PPARa en el metabolismo lipidico como respuesta adaptativa al
ayuno (151)

En humanos, el receptor nuclear PPARa es activado por ligandos naturales y
sintéticos también denominados fibratos. El grupo de ligandos enddgenos esta
formado por acidos grasos [acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido
petroselinico, acido linoleico, acido a-linolénico, acido y-linoléico, acido ditomo-y-
linoleico, acido araquidonico, acido docosahexanoico, acido eicosapentanoico, C6-
C18, acido eicosatetranoico (ETYA)], por eicosanoides [leucotrieno B4 (LTB4), 8-
HEPE, 8-(R)HETE, 8-(S)HETE siendo HEPE acido hidroxieicosapentanoico, 12-HETE
siendo HETE acido hidroxieicosatetranoico, 9-(R/S)HODE, 13-(R/S)HODE siendo
HODE acido hidroxioctadecadienoico, 20,8,9-HEET, 20,11,12-HEET, 20,14,15-HEET
siendo HEET &cido hidroxiepoxieicosatrienoico, 15d-PGl,, PGJ,, PGI, (Prostacyclin),
PGA, (Prostaglandina A), PGB, (Prostaglandina B)], los fosfolipidos oxidados y el 1-
Palmitoil-2-oleolil-sn-glycerol-3-fosfocolina (16:0/18:1 GPC). En el grupo de los
ligandos sintéticos se incluyen GW7647, WY14643, Clofibrato, Fenofibrato,
Ciprofibrato, Gemfibrozilo, Carbaprostaciclina (cPGIl), Pemafibrato (K-877, fase llI,

ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT03071692; ultima actualizacién con
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fecha del 21/02/2019) y LY518674 (fase Il, ClinicalTrials.gov Numero Indentificador:
NCT00374855; ultima actualizacién con fecha del 15/05/2017) (155, 156).

Actualmente los fibratos son utilizados en el tratamiento de las dislipemias y de las
hipertrigliceridemias. Para ejercer un efecto hipotrigliceridémico inducen la expresion
de la enzima lipasa e inhiben la expresion de la apolipoproteina Il (apoC-lIl), un
inhibidor de la lipasa. Disminuyen los niveles en suero de los triglicéridos a través de
un incremento de la expresion de los genes implicados en la B-oxidacion y de un
descenso de la expresion génica de la apoC-Illl en higado. Al reducir la sintesis de la
apoC-lll se potencia el catabolismo de las particulas VLDL encargadas de transportar
a los triglicéridos. Por otro lado, el efecto dislipémico se produce al incrementar los
niveles circulatorios del colesterol de alta densidad (del inglés high density lipoprotein,
HDL) por inducir la transcripcién de las apolipoproteinas apoA-l y apoA-Il. A nivel
intestinal, la activacion de este factor de transcripcion reduce la esterificacion y
absorcion del colesterol e incrementa la secrecion de HDL por la inducion de APOA1 y
ABCA1 (157-159).

El perfil lipidico caracterizado por niveles bajos de HDL y altos de triglicéridos es
defenido como dislipemia aterogénica y es una caracteristica del sindrome metabdlico
y esta asociado con riesgo cardiovascular. Los pacientes con diabetes tipo 2 o
sindrome metabdlico exhiben una dislipemia aterogénica asociada con inflamacion
crénica. Aunque las estatinas reducen el riesgo cardiovascular en morbilidad y
mortalidad en pacientes con diabetes tipo 2 por disminuir los niveles de las particulas
de baja densidad (del inglés low density lipoprotein, LDL), los agonistas PPARa
pueden completar estar terapia reduciendo la inflamacion y normalizando el perfil
aterogénico al disminir los triglicéridos y aumentar el colesterol HDL (155, 160, 161).
Algunos ejemplos de las propiedades antiiflamatorias de PPARa en la patogénesis de
la ateroesclerosis se observaron en los vasos sanguineos. En las paredes adrticas de
ratones deleccionados en PPARa el tratamiento con fibratos redujo los niveles del
ARNm de IL-6 y la transcripcion génica de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) a
través de la via NFkB (162). En las células humanas del endotelio vascular la
activacion de este receptor nuclear evitd la expresion de vascular cell adhesion

molecule 1 (VCAM-1) inducida por la citoquina proinflamaoria TNFa (163).

El mecanismo mejor conocido por el cual PPARa ejerce efectos beneficiosos en el
proceso de inflamacién es la transrepresion génica. Al ser un factor de transcripcion
regula de forma negativa la expresién de los genes pro-inflamatorios ejerciendo un
antagonismo sobre las actividades de otros reguladores del proceso como NFkB, AP-1

(activator protein-1), STAT (signal transducer and activator of transcription) y C/EBPp.
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Otro de los mecanismos por el cual PPARa interfiere en la inflamatoria estd mediado
por la retencién citosélica que ejerce sobre NFKB lo que previene su translocacion al
nucleo y el desarrollo de respuestas inflamatorias (164). Las propiedades
antiinflamaotorias del receptor PPARa se observaron también en modelos de ratén
para estudiar otras enfermedades como la colitis, dermatitis 6 endefalomielitis en las
cuales tras activar el receptor se disminuia la secrecién de citoquinas y factores pro-
inflamatorios como IL-17, IFN-y, IL-1, IL-6, TNFa y NO. Una de las caracteristicas de
la expresion de PPARa es el descenso de su expresidon con el envejecimiento.
Durante este proceso fisioldégico los marcadores inflamatorios estan incrementados y
la actividad del receptor nuclear esta disminuida. En estudios realizados en higado se
observé una reduccion de la actividad de NFkB y de citoquinas proinflamatorias

después del tratamiento con activadores (165).

PPARy. Es un miembro de la familia de receptores nucleares PPAR. Esta
altamente expresado en tejido adiposo aunque también esta presente en células
endoteliales, células del musculo liso, macréfagos, higado, musculo esquelético y
corazon. Es un factor de transcripcion activado por ligandos enddégenos como los
acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados y por agonistas sintéticos
como las Tiazolidindionas (TZD). Juega un papel importante en el control de la

expresion de genes ligados a una amplia variedad de procesos fisiolégicos.

El isotipo PPARY es considerado como el principal regulador de la adipogénesis en
tejido adiposo. Participa en la diferenciacién y maduraciéon de los adipocitos siendo
considerado el ultimo efector de la cascada transcripcional en la que participan otros
factores de transcripcion pertenecientes a la familina C/EBP. PPARy presenta un
papel importante en el metabolismo. Es diana terapéutica para las TZD, Rosiglitazona
y Pioglitazona, las cuales son farmacos antidiabéticos que mejoran la sensibilidad a la
insulina y la hiperglicemia en la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM). Ademas de contribuir
en la regulacion de la adipogénesis y controlar la homeostasis de la glucosa
intervienen en el metabolismo de los lipidos. Disminuye los niveles de acidos grasos
libres en plasma, mejora la acumulacion excesiva de lipidos en tejidos de la periferia
como higado, musculo esquelético y corazén. En pacientes con T2DM reducen el nivel
de triglicéridos en plasma y aumentan la concentracién de HDL y LDL. Ademas de ser
diana terapéutica de las TZD, este receptor nuclear esta implicado en la patologia de
muchas enfermedades incluyendo a la obesidad y regula la respuesta inflamaoria de

las células endotiales en la ateroesclerosis (166, 167).

PPARP/®. Receptor nuclear perteneciente a la familia PPAR. De entre los tres

isotipos qu hay es el menos estudiado. Esta ampliamente distribuido en diferentes

49



Introduccion

tejidos como tejido adiposo, higado, musculo esquelético, corazén, intestino y células
vasculares. Algunos de los agonistas sisntéticos que los activan son GW0742,
GW501516, L165041 y GW1929. Los estudios realizados de este receptor en
animales proporcionaron informacién de su implicacibn en procesos como la
regulacion de la sensibilidad a la insulina, adipogénesis, implicacion den el

metabolismo lipidico y energético, procesos inflamatorios y ateroesclerosis (166).

8. SENESCENCIA, AUTOFAGIA Y RECEPTORES NUCLEARES EN LA
ENFERMEDAD DE ARTROSIS

8.1. Artrosis y senescencia celular

La artrosis es una de las enfermedades articulares cuya prevalencia aumenta con
la edad y es la causa mas comun de discapacidad en personas mayores. Es
considerada un desorden multifactorial con un componente inflamatorio y cambios
relacionados con el envejecimiento junto a otros factores como la obesidad, dafo

articular y genéticos contribuyen al desarrollo de la artrosis (28).

Para justificar las causas que promueven el envejecimiento, Lopez-Otin et al. (43)
describieron nueve marcadores de los cuales la inestabilidad gendémica, la pérdida de
proteostasis, la disfuncion mitocondrial, la senescencia celular o alteraciones de la
comunicacion intercelular podrian estar relacionadas con el desarrollo de la
enfermedad promoviendo un estado pro-inflamatorio y catabdlico acompafiado de

degeneracion del tejido, de la matriz extracelular y muerte celular por apoptosis.

Los mecanismos moleculares por los cuales el envejecimiento promueve el
desarrollo y progresion de la artrosis conllevan cambios en las sefales y en las
funciones celulares provocadas por una acumulacion de dafo en el ADN, de lipidos en
los tejidos préoximos al cartilago, de alteraciones en la funcién mitocondrial, de un
incremento de ROS y de alteraciones metabdlicas. Estos factores contribuyen a que
los condrocitos adquieran fenotipo de senescencia y presenten niveles elevados de
marcadores especificos de este proceso como p16™<*? SA-B-Gal 6 SASP (64). Como
efecto funcional, los condrocitos senescentes tienden a secretar biomarcadores pro-
inflamatorios que junto con la alteracién de lo mediadores anti-inflamatorios que tiene
lugar durante el envejecimiento del sistema inmune, se crea un estado permanente
con bajo grado de inflamacion conocido con el término de inflammaging, el cual es un
rasgo caracteristico del SASP (168). La citoquina mas importante asociada con el
envejecimiento y con las enfermedades relacionadas con este proceso y cuyos niveles

se incrementan a nivel sistémico es la IL-6 (169). Este fendmeno de inflammaging no
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solo es consecuencia de la citoquinas liberadas por las células senescentes. Debido a
la existencia de varios factores de riesgo que acentuan el desarrollo de la artrosis, la
obesidad y las alteraciones metabdlicas contribuyen a que con el incremento de la
masa grasa de las visceras se secreten citoquinas y adipoquinas que ayudan al
progreso de esta enfermedad (31, 170). A consecuencia de la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios, estas citoquinas tienden a afectar a las células del
entorno mas proximo, pudiendo provocar en ellas la activacién de mecanismos pro-

senescentes.

8.1.1. Nuevas estrategias terapéuticas en el campo de la senescencia

celular

Con el envejecimiento, la carga de células senescentes se incrementa en los
tejidos provocando efectos negativos en ellos y contribuyendo potencialmente a una
disfuncién fisica. Debido a ello, es de especial interés incluir nuevas estrategias
terapéuticas para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el envejecimiento
que son mas prevalentes con el incremento de la edad. Eliminar selectivamente las
células senescentes puede ser una estrategia terapéutica prometedora para retrasar o

prevenir los dafios ocasionados por este fenotipo celular.

Una de las caracteristicas que desarrollan las células senescentes es la resistencia
a la muerte celular por apoptosis debido a que presentan una sobre-regulacién de las
vias de supervivencia SCAPs. Las SCAPs implicadas en proteger a las células de los
agentes dafinos que generan el ambiente senescente son BCL-2/BCL-X_, PI3K/AKT,
p53/p21, el inhibidor del activador de plasmindgeno 2 (PAI-2) y los receptores efrina y
sus ligandos EFNB1 6 EFNB3 (83). Los farmacos que inhiben estas vias reciben el
nombre de agentes senoliticosdebido a que no inducen apoptosis en todos los tipos
celulares, s6lo matan selectivamente las células senescentes sin afectar a las

proliferativas ni a las quiescentes en las dosis adecuadas (171).

Los primeros farmacos senoliticos que se identificaron fue la combinacion de
Dasatinib y Quercentina. Dasatinib es un inhibidor de multiples tirosin-quinasas e
interfiere con el ligando supresor de apoptosis Efrenin B (EFNB) el cual interviene en
la via de homeostasis y supervivencia AKT/FOXO1/mTOR (85) y Quercetina es un
flavonoide inhibidor de la quinasa PI3K y de otras vias dependientes de tirosin-
quinasas. Los resultados in vitro sugieren que la combinacion Dasatinib + Quercetina
(D+Q) reduce la carga de células senescentes en preadipocitos por parte del Dasatinib
y en células endoteliales humanas HUVECs por accion de la Quercetina (83). El efecto

senolitico de D+Q se confirmd también en ensayos in vivo utilizando varios modelos
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genéticos y ambientales. En el modelo de envejecimiento prematuro de ratones
deficientes en la endonucleasa de reparacién del DNA Ercc-XPF se observd una
reducciéon del numero de células senescentes y en ratones envejecidos de mas de 24
meses de edad se mejoraba la funcion cardiovascular, se aliviaba la disfuncion fisica y
se incrementaba la esperanza de vida. En explantes de tejido adiposo procedentes de
pacientes obesos la secrecion de los mediadores pro-inflamatorios liberados por este
tejido estaba reducida y la expresién de los factores de transcripcion PPARy y CEBPaq,
ambos necesarios para la funcién adipogénica, estaba incrementada. La combinacion
de D+Q se consideré un agente senolitico por inducir apoptosis en células

senescentes y no reducir el contenido celular total (83, 172).

La no existencia de un farmaco senolitico universal, que tuviese actividad
preferente en tejidos de pacientes con diferentes patologias, facilitdé el estudio de
nuevas moléculas que presentasen este efecto. Otros agentes senoliticos, como
Navitoclax (ABT-263) y TW-37, que actuan como inhibidores de las proteinas anti-
apoptoticas de la familia Bcl-2 parecen tener eficacia selectiva en células senescentes.
Navitoclax ha demostrado eficacia en ensayos clinicos de leucemia linfocitica crénica
y de tumores solidos en combinacion con trametinib (173, 174) y sus dianas
terapéuticas son las proteinas Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w (89, 175). Reduce la viabilidad
células epiteliales humanas HUVECs senescentes, en los fibroblastos humanos de
pulmén IMR90 y en fibroblastos embrionarios (MEFs) procedentes del ratén con
envejecimiento prematuro Ercc1”. En cambio, no ejerce este efecto en los
preadipocitos. Por otro lado, TW-37 actia inhibiendo Bcl-2, Bcl-xl y Mcl-1.
Comparandolo con el Navitoclax, su efecto senolitico es menor en células HUVECs e
IMR90 y no se llega a apreciar ni en las células MEFs Ercc1™ ni en los preadipocitos
(176).

Otros nuevos agentes con efecto senolitico que han sido propuestos son Fisetin,
Piperlongumine, A1155463 y A1331852. Fisetin es una flavona con baja toxicidad que
induce apoptosis en células senescentes HUVECs pero no en IMR90 ni en
preadipocitos (177). Otro producto natural es Piperlongumine, el cual se aisla de
especies del género Piper y causa apoptosis via caspasas en los fibroblastos WI-38
senescentes inducidos por radiacion, por replicacion y por expresion ectopica del
oncogén Ras (178). Los compuestos A1155463 y A1331852 son inhibidores selectivos
de Bcl-X,. con menos toxicidad hematolégica que el Navitoclax. Su efecto senolitico fue

confirmado en células IMR90, HUVECs pero no en preadipocitos (177).

Recientemente se ha identificado una nueva clase de compuestos con actividad

senolitica en las células procedentes del modelo de ratén de envejecimiento
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prematuro (MEFs Ercc1™”) y en células humanas IMR90 y WI-38 a las cuales se les
indujo senescencia tratdndolas con un compuesto senogénico como Etopdsido y con
una manipulacion genética mediante acortamiento telomérico, respectivamente. Su
mecanismo de accién consiste en inhibir las chaperonas HSP90 (Heat Shock Protein)
y por consiguiente disminuyen la regulacion de la via anti-apoptética PI3K/AKT.
HSP90 es una proteina chaperona que participa en la estabilizacién y degradacién
proteica y se encuentra sobre-regulada en muchos canceres estabilizando proteinas
implicadas en el crecimiento del tumor (179). Las dos moléculas que provocan la
muerte de células senescentes por apoptosis inhibiendo HSP90 son 17-AAG y 17-
DMAG. 17-AAG (17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin) es el primer derivado
sintético de la Geldanamicina, un antibidtico benzoquinénico originario de
Streptomyces hygroscopicus. 17-DMAG (Alvespimicin) es el analogo soluble en agua
del 17-AAG (180).

8.1.1.1. Farmacos senoliticos en artrosis

Partiendo de la hipdtesis que las células senescentes contribuyen a patologias
relacionadas con el envejecimiento y que el envejecimiento junto con otros factores de
riesgo potencian el desarrollo de la artrosis, una enfermedad crénica caracterizada por
la degeneracion del cartilago articular conduciendo a dolor y discapacidad fisica,
eliminar selectivamente las células senescentes con el tratamiento de farmacos
senoliticos seria una aproximacion terapéutica para retrasar la evolucidn de esta
enfermedad. Jeon et al. confirmaron esta hip6tesis administrando via intra-articular el
compuesto senolitico UBX0101 en modelos de ratén transgénico positivos en p16™"“2
sometidos a una lesion del ligamento cruzado y en ratones envejecidos. Consiguieron
reducir el dolor, la erosién del cartilago, favorecer un ambiente pro-condrogénico y
frenar la progresion de la artrosis. El potencial de estos hallazgos fue medido en
condrocitos humanos aislados de pacientes tras ser sometidos a reemplazamiento
quiruargico. Con el tratamiento de UBX0101 no sélo se consiguié disminuir el nUmero
de células senescentes, sino que se aumenté la proliferacién de los condrocitos sanos
y se indujo crecimiento del cartilago. EI mecanismo de accion por el cual elimina las
células senescentes se produce via caspasa-3, una enzima que se activa en células
apoptoticas a través de ligandos de muerte y mitocondria con una enorme selectividad
por determinados substratos como el acido aspartico. Actualmente, el compuesto
UBX0101 se encuentra en fase 1 de ensayos clinicos. El estudio es aleatorizado, de
doble ciego y controlado con placebo de dosis uUnica ascendente para evaluar la
seguridad, tolerabilidad y farmacocinética de una soéla inyeccién intra-articular de

UBX0101 en pacientes con dolor asociado a artrosis de rodilla. El estudio se divide en
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dos partes: en la parte A se aplica una dosis Unica ascendente y en la parte B se
inyecta una dosis Unica a la dosis determinada como segura y tolerable en la parte A
(ClinicalTrials.gov Numero Indentificador: NCT03513016; ultima actualizacion con

fecha del 13/05/2019).
8.2. Artrosis y autofagia

En la progresion de enfermedades reumaticas como la artrosis, las alteraciones en
la regulacion de la autofagia, el principal mecanismo de la homeostasis celular que
recicla las organelas y moléculas disfuncionales, contribuyen a su progresion de este
tipo de enfermedades. Asimismo, la reduccion de la autofagia ha sido asociada con el
envejecimiento, uno de los principales factores de riesgo de la artrosis. Una evidencia
de que la actividad autofagica disminuye con la edad se observé tras la manipulacion
genética de algunos genes relevantes en este proceso. Como resultado se
acumularon agregados proteicos que inducian cambios degenerativos en el tejido
similares a las patalogias relacionadas con el envejecimento (181). En cambio, una
intervencion génica, farmacolégica o nutricional que resulte en la activacion de los
mecanismos de autofagia tienen efectos anti-envejecimiento y prolongan la salud y la

esperanza de vida (182, 183).

La autofagia es esencial para preservar la integridad y funcidon del cartilago
articular. En condiciones normales es un mecanismo activo en el cartilago
encontrandose niveles altos de los principales reguladores de autofagia como ULK1,
Beclin1 y LC3Il. En cambio, estudios realizados en cartilago artrésico humano y en
ratones con artrosis experimental como en ratones con envejecimiento espontaneo
demostraron que la autofagia estaba reducida (184). Este mecanismo homeostatico
puede actuar como respuesta adaptativa de proteccion. De hecho, durante los
estadios tempranos de la artrosis los condrocitos presentan un incremento en los
niveles del gen Atg5, de LC3Ill y de Beclin1 protegiendo al condrocito de la
degradacién catabdlica por limitar la expresion de MMP13 y de ADAMTSS. En cambio,
en los estadios mas avanzados, se detecta un descenso de los niveles de LC3ll,
Beclin1, ULK1 y ATG5 en condrocitos y se incrementa la muerte celular por apoptosis

lo que podria contribuir a la progresion de la artrosis (112, 185).

Los marcadores de autofagia en el cartilago articular estan alterados con el
envejecimiento lo que puede afectar a la supervivencia y a la funcion de los
condrocitos, el unico tipo celular presente en el cartilago. En ratones envejecidos de
28 meses, antes de la aparacion de la artrosis, se detecté un descenso de la

expresion proteica de Atgs y LC3 seguido de una reduccion de la celularidad del
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cartilago y acompafado de un incremento de marcadores apoptéticos (186). Otros
cambios que se manifestaron con la edad y que fueron observados en ratones
envejecidos incluyeron un aumento del estrés oxidativo y de la MMP13 favoreciendo la

pérdida progresiva del cartilago (187).
8.2.1. Reguladores del proceso de autofagia

Existen varios reguladores encargados de controlar el proceso de autofagia en el
cartilago articular siendo mTOR uno de los mas destacados. Se ha visto que ratones
knockout en mTOR sujetos a una artrosis experimental a través de la desestabilizacion
del menisco medial presentaban un incremento de los marcadores de autofagia ULK1,
Atg5 y LC3 mientras que las células apoptoticas y factores catabdlicos que conducen
a un estado degenerativo estaban disminuidos. Sin embargo, en el cartilago habia
mas presencia de proteoglicanos y condrocitos (188). Asimismo, en ratones con
artrosis inducida quirdrgicamente que exhibieron un aumento de la expresion de
mTOR, la activacion farmacolégica de la autofagia a través de la deleccidén genética de
esta quinasa potenciaba la supervivencia del condrocito y protegia al cartilago articular

de los procesos degradativos (189).

Otro regulador clave para el control del proceso de autofagia es la familia de los
factores de transcripcion FoxO. Estos factores ejercen funciones en el desarrollo,
envejecimiento y longevidad. Su actividad esta regulada por la presencia de insulina 6
por el factor de crecimiento similar a la insulina (del inglés insulin-like growth factor
IGF). La presencia de ellos hace que se active la via PI3K-Akt resultando en la
exclusion de FoxO del nucleo. En cambio, en ausencia de insulina 6 IGF 6 durante el
ayuno el factor de transcripcion se transloca al nucleo donde promueve la expresion
de genes implicados en el metabolismo y en la proteccion frente al estrés oxidativo. Se
encargan de mantener el control de la calidad celular a través de la regulacion de los
genes envueltos en el proceso de autofagia en aquellos procesos como el
envejecimiento y patologias donde las proteinas dafiadas y organelas se acumulan de
un modo anormal. El factor de transcripcion FoxO presenta una relacién antagonica
con mTORC1 en la autofagia. En ausencia de nutrientes, la quinasa ULK1 se activa,
FoxO activa la transcripcion de la glutamina sintetasa, la cual a su vez incrementa los
niveles intracelulares de glutamina y como consecuencia se bloquea la actividad de
mTORCH1, iniciandose el proceso de autofagia. En presencia de nutrientes ocurre el
efecto contrario resultando en un incremento de la actividad de mTOR y bloqueando la
autofagia (190). Recientemente se ha demostrado la implicacién de los factores de
transcripcion FoxO en el desarrollo postnatal, en la maduracion y en la homeostasis

del cartilago. Los ratones deleccionados en FoxO exhibieron una degradacion
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espontanea del cartilago articular. Ademas, se observdé que FoxO regulaba la
expresion del gen Prg4 que codifica la proteina Lubricina y mantiene la integridad en la

zona superficial (191).
8.2.2. Terapias actuales moduladoras del proceso de autofagia

Las observaciones descritas anteriormente sugieren que las terapias que
incrementan la autofagia en los condrocitos podrian tener efectos terapéuticos en la
artrosis. Los tratamientos actuales dirigidos a regular la autofagia consisten en la
activacion farmacoldgica con pequenas moléculas, terapias bioldgicas y génicas (112,
192).

- Activaciéon farmacolégica con pequeias moléculas. En varios estudios se han
probado varias moléculas que regulan los componentes de la via autofagica: mTOR,
AMPK vy la fusién de los autofagosomas con los lisosomas. A continuacién, se detalla

la diana farmacoldgica a la que va dirigida cada molécula.

- Via PI3K/Akt/mTOR. La modulacién farmacoldgica de la autofagia dirigida a la
via PI3K/Akt/mTOR es la mas conocida. La molécula mas estudiada es la
Rapamicina cuyo mecanismo de accién consiste en inhibir a mTORC1
afectando a la quinasa Serina/Treonina ULK1, la cual actia como efector y
regulador negativo de mTORC1 para regular la autofagia (109). Originalmente
se comercializd bajo el nombre de Sirolimus® y se autoriz6 como
inmunosupresor para evitar el rechazo de los 6rganos transplantados. Una
administracion sistémica a largo plazo esta asociada con importantes efectos
secundarios a nivel renal, pulmonar y dermatolégicos por lo que es necesario
ajustar la dosis a los rangos terapéuticos de eficacia y seguridad. Los estudios
con Rapamicina tanto en condrocitos como en cartilago humano y en modelos
de raton de artrosis experimental demostraron que reduce la severidad de la
enfermedad, la inflamacién, los efectos catabdlicos, la disfuncién mitocondrial y
la apoptosis celular (192). Ademas de la Rapamicina, otros compuestos como
el Temsirolimus, Everolimus y Deforolimus que se conocen como rapalogos por
ser analogos de la Rapamicina, inhiben a mTORC1 (193). Se han estudiado
otras moléculas como PP242 y Torin 1 que inhiben ambos complejos de
mTOR, mTORC1 y mTORC2 (194). En modelos de conejo de artrosis
experimental se observé que tras el tratamiento de Torin 1 habia una reducion
de la severidad de la patologia artrésica y de la degeneracién del cartilago
articular. Otros agentes terapéuticos que han sido estudiados en la artrosis por

inhibir a mTOR y consecuentemente activar el proceso autofagico son los
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azucares, es decir, los precursores de la sintesis de proteinas glucosiladas y
de lipidos. Se incluye a la glucosamina, la sucrosa y la trehalosa que en
condrocitos humanos mostraron un descenso de la severidad de la artrosis, de
la degradacion del cartilago, de muerte celular y una reduccion del estrés

oxidativo, respectivamente (192).

AMPK. La quinasa AMPK es otra de las dianas farmacoldgicas sobre la que se
regula el proceso autofagico. El farmaco mas estudiado es la Metformina, un
antidiabético perteneciente al grupo de las biguanidas. Presenta actividad pro-
autofagica al activar ULK1 a través de la quinasa AMPK, principal sensor de la
energia intracellular. Actualmente se usa para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2. Ademas de disminuir los niveles de glucosa en sangre al reducir
la gluconeogénesis hepatica también reduce los niveles de lipidos
intracelulares (195-197). Se han hecho estudios de su eficacia en artritis
reumatoide por su regulaciéon positva en el proceso de autofagia y por disminuir
la liberacion del factor TNFa secretado por los macrofagos (198, 199). Otras
moléculas activadoras de autofagia a través de AMPK son el acido valproico y
el resveratrol. El acido valproico originalmente fue aprobado para el tratamiento
de las convulsiones y actualmente existen ensayos clinicos en fase 2 en
pacientes con esclerosis sistémica (ClinicalTrials.gov Numero Indentificador:
NCT02166229; ultima actualizacion con fecha del 11/08/2016). En cambio,
no existen estudios en la patologia artrésica. Por otro lado, el Resveratrol
activa el proceso de autofagia a través de la quinasa AMPK y estudios
experimentales mostraron propiedades antiinflamatorias y condroprotectoras
en el cartilago articular (200). Actualmente, existe un ensayo clinico en fase 3
multicéntrico, doble ciego, aleatorizado y con uso de placebo cuyo objetivo es
estudiar la evolucién del dolor en pacientes con artrosis de rodilla tras la
administracion oral de Resveratrol (ClinicalTrials.gov Numero Indentificador:
NCT02905799; ultima actualizacién con fecha del 15/03/2019).

Fusién de los autofagosomas con los lisosomas. Las moléculas que actuan
en esta etapa del proceso de autofagia ejercen un efecto inhibidor por
alcalinizar el pH lisosomal lo que conduce a la acumulacién de los
autofagosomas y se bloquea la degradacion lisosomal (201). Una de las
moléculas que presenta este mecanismo de accion y que fue estudiada en
ensayos clinicos para el tratamiento de la artrosis de rodilla en combinacion
con atorvastatina es la Hidroxicloroquina (ClinicalTrials.gov Numero

Indentificador: NCT01645176; Ultima actualizacion con fecha del
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13/07/2018), un derivado de la Cloroquina e inicialmente aprobada como
farmaco antimalarico. Dada la importancia que ejerce la autofagia en
enfermedades reumaticas y que la homeostasis celular se ve alterada, la
Hidroxicloroquina fue incluida en ensayos clinicos para estudiar otras
enfermedades ademas de la artrosis como el lupus sistémico eritematoso y la
artritis reumatoide (194). Asimismo, ambos compuestos han sido investigados
en estudios preclinicos y ensayos clinicos como candidatos a farmacos
antitumorales en tumores solidos (202). Ademas de estos dos compuestos se
estudiaron mas inhibidores de la funcidn lisosomal como Lys05, Monensin,

Lucanthone y Matrine (194).

- Terapias biolégicas y génicas. Ademas de las terapias descritas anteriormente,
existen otras opciones dirigidas a activar la autofagia que incluyen las terapias
biolégicas y génicas. Como ejemplos de las biolégicas destacan los anticuerpos
monoclonales como el Belimumab, Etarnecep, Infliximab, Adalimumab, Certolizumab
pegol y Golimumab. Son anticuerpos que no actuan directamente en los componentes
de la autofgia sino que bloquean la union ligando-receptor modulando las vias
envueltas en este proceso (112). Otros agentes bioldgicos con efecto en el cartilago a
través de la modulaciéon de la autofagia son la hormona tiroidea, la adiponectina, el
plasma rico en plaquetas y las células madre del tejido adipose. En cuanto a la terapia

génica, destacan las nanoparticulas dirigidas a NFkB y los micro ARN (miARN) (192).
8.3. Metabolismo y receptors nucleares en la enfermedad de artrosis

La artrosis es una enfermedad heterogénea relacionada con el envejecimiento y
que ademas de presentar un componente inflamatorio y alteraciones en los
mecanismos homeostaticos, uno de los fenotipos que la describe es el metabdlico.
Hay varios estudios que muestran una asociacién entre la artrosis y el sindrome
metabdlico 6 con varios componentes del mismo como la obesidad, la dislipemia y la
diabetes mellitus tipo 2 (203).

La obesidad se considera uno de los factores de riesgo de la artrosis y ademas del
estrés mecanico que provoca por un exceso de carga sobre la articulacion también
afecta a esta enfermedad por la liberacién de adipoquinas y citoquinas desde el tejido
adiposo a la circulacion sistémica. Estos mediadores solubles estan envueltos en la
regulaciéon del metabolismo lipidico y de la glucosa, de la respuesta inmune e
inflamatoria (204, 205). Pueden estar secretados por otros tipos celulares encontrando

sus niveles incrementados en condrocitos artrésicos (206).

La homeostasis del cartilago también puede estar alterada por un aumento en la

58



Introduccion

captacion de glucosa por parte de los condrocitos artrésicos debido a cambios en la
expresion del transportador de glucosa GLUT1 (membrane glucose transporter 1). El
exceso y acumulacion de glucosa inicia programas cataliticos en los que se inducen la
MMP1 y la MMP13 (31, 207). Ademas, la hiperglicemia induce dafno a nivel del
cartilago articular debido a un incremento de las reacciones de glicooxidacion
obteniéndose los productos finales de una glicacion avanzada (AGEs) que conducen a
una rigidez de la matriz, destruccién del hueso subcondral y disfuncion del condrocito
(208, 209).

La dislipemia y alteraciones en el metabolismo del colesterol juegan otro papel
importante en la evolucion de la enfermedad. En un ambiente artrésico los condrocitos
presentan un acumulo de lipidos y de acidos grasos como el araquidénico (210, 211) y
en cartilago disminuye la expresion de los genes que regulan la captaciéon de
colesterol (211). Ademas, las particulas del colesterol LDL oxidado pueden promover
el componente inflamatorio en la artrosis (212). Los receptores nucleares
pertenecientes a la familia de receptores nucleares hormonales PPAR son los
encargados de controlar las alteraciones metabdlicas. Existen tres subtipos, PPARaq,
PPARy y PPARP/S.

El receptor nuclear PPARYy es la diana farmacolégica de la Rosiglitazona y de la
Pioglitazona, también conocidas como analogos de las TZD. Estas moléculas son
utilizadas en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 por incrementar la
sensibilizacion a la insulina al actuar como agonistas sobre el receptor nuclear PPARYy.
Tanto la Rosiglitazona como la Pioglitazona han sido estudiados en ensayos clinicos
en pacientes con artritis reumatoide y lupus sistémico eritematoso (112). En relacion a
la artrosis, existen estudios de ratones obesos tratados con Rosiglitazona que
mostraron cierta proteccion frente al desarrollo de artrosis espontanea (213). En
cambio, no existen estudios clinicos ni con Rosiglitazona ni con Pioglitazona para el
tratamiento de la artrosis. Sin embargo, investigaciones realizadas en ratones
knockout en PPARy mostraron que estos animales exhibian un incremento de la
apoptosis, mayor produccién de factores catabdlicos e inflamatorios y un descenso de
la expresion de factores anabdlicos resultando en una artrosis acelerada. Su deleccion
también afecté a marcadores de autofagia dismuyendo LC3Il e incrementando la
expresion de mTOR. Estos efectos se revertieron al restablecer la expresion del

receptor nuclear (214, 215).

Existen pocos estudios sobre el efecto de PPARa y de sus agonistas en la
patologia de la artrosis aunque por sus propiedades seria necesario aumentar las

investigaciones en este campo. Estudios in vitro en cartilago artrésico indicaron que
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los agonistas PPARa provocaban un descenso de las MMP1, MMP3 y MMP13 asi
como de la liberacion del NO y de la PGE2 en respuesta a la IL-1B (216, 217). En otro
estudio se mostrd el efecto que producian al disminuir la inflamacion sinovial y la
producida por las citoquinas, adipoquinas y factores de crecimiento liberados desde la
grasa infrapatelar (218). Actualmente, los fibratos se utilizan en la practica clinica para
el tratamiento de la dislipemia, hipertrigliceridemia y como coadyuvantes en la terapia
de enfermedades cardiovasculares. Presentan propiedades anti-inflamatorias y su
diana molecular, el receptor nuclear PPARa, promueve la autofagia a nivel hepatico
(153) y en el sistema nervioso central (219). Ademas, la expresion de este receptor
nuclear y la de sus genes diana como ACOX1 y CPT1A se encuentra disminuida con
el envejecimiento (220, 221). Por todas estas caracteristicas que definen a PPARaq, los
fibratos, agonistas selectivos, podrian tener interés terapéutico mas alla de los
desordenes metabdlicos y ejercer efectos beneficiosos en el cartilago articular

artrésico.

Considerando a la artrosis una enfermedad multifactorial caracterizada por una
desregulacién de la homeostasis celular y presencia de células senescentes que
potencian un ambiente pro-inflamatorio en el cartilago articular, la busqueda de
nuevas moléculas que ejerzan efectos regulatorios sobre los mecanismos de
senescencia, autofagia e inflamacion podrian tener un valor terapéutico en la artrosis.
Por eso, esta tesis se centra en buscar nuevas moléculas modificadoras de la artrosis
combinando técnicas de imagen celular de los procesos de senescencia y autofagia
con quimiotecas de farmacos aprobados para su uso clinico, y estudios preclinicos de

eficacia y seguridad en modelos in vitro, ex vivo y cohortes de pacientes.

9. CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

El desarrollo de nuevos farmacos es un proceso largo, complejo, multidisciplinar y
que requiere un importante gasto econémico. Comienza con la eleccion de una diana
de estudio que a través del disefio y desarrollo de un cribado o screening adecuado se
obtienen compuestos candidatos a hit y posteriormente a lead. Se define hit como
molécula cabeza de serie que presenta actividad para interactuar con el biomarcador
de estudio. Los hits son obtenidos en un screening primario y posteriormente son
caracterizados en un screening secundario. Para asegurar que no son falsos positivos
se someten a ensayos de validacion que consisten en realizar experimentos basados
en una tecnologia de deteccion diferente a la usada en los anteriores screening

confiriéndole robustez al cribado. Algunos de ellos son: RT-PCR (real time-quantitative
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polymerase chain reaction), analisis en Western Blot, citotoxicidad o estudios
mecanisticos. Después de la validacion comienzan los programas de optimizacién de
hits para conseguir los leads, moléculas lider altamente optimizadas poseedoras de
buenas propiedades, con alta eficacia, potencia y selectividad aceptable (222). Tras la
optimizacion del lead en términos de potencia, farmacocinética y toxicologia se
incorpora la nueva molécula a ensayos clinicos para su posterior insercion como

farmaco en el mercado (223) (Figura 21).

Fases descubrimiento de farmacos
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Figura 21. Proceso de investigacion farmacolégica y desarrollo del descubrimiento de farmacos
(Modificado de (223, 224)

Para la identificacion de mas de una molécula a partir de quimiotecas formadas por
cientos de miles de compuestos que provoquen una respuesta biolégica en la
enfermedad, es necesario el empleo de la técnica de cribado de alto rendimiento (del
inglés High Throughput Screening, de aqui en adelante denominado con las siglas en
inglés HTS). Esta técnica implica la automatizacion del proceso obteniendo en menos
tiempo y con menos coste grandes cantidades de datos experimentales. Ello implica el
uso de nuevas tecnologias y de nuevos métodos que permiten miniaturizar el ensayo
asegurando un screening robusto, fiable y de relevancia bioldgica. Ejemplo de nuevas
tecnologias son el uso de placas en formatos de 96, 384, 1536 y 3456 pocillos
proporcionando la posibilidad de usar volumenes de reactivos en unidades de
nanolitros (nl). La dispensacion precisa, rapida y con menor tasa de error se realiza
empleando dispensadores automaticos. Junto a las nuevas tecnologias se combinan
métodos mas sensibles sin pérdida de sefial como el de fluorescencia cuya medicion

se realiza con lectores adaptados a este tipo de placas (222, 223).

El HTS ejerce una funcion central en el proceso de descubrimiento de farmacos y
requiere del analisis de muchas variables. Comienza con la eleccion de una diana
terapéutica apropiada que se debe considerar valida y relevante en la enfermedad de
interés y debe aportar facilidad técnica a la hora de desarrollar un screening robusto y
de calidad (225). A veces la eleccidén de una diana poco novedosa puede ser un riesgo

para la obtencién de un efecto biolégico. Por ello se siguen otras alternativas como los
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ensayos fenotipicos en los cuales se estudian las propiedades celulares en respuesta
a estimulos o compuestos ofreciendo la ventaja de un cribado de varias dianas a la

veZz.

Existen varias vias centradas en la busqueda de hits a partir de dianas de estudio
empleando ensayos bioquimicos o basados en células. Son estos ultimos los que han
avanzado en las ultimas décadas disponiendo de una tecnologia apropiada e
incorporando el uso de métodos aplicados en los ensayos bioquimicos. Son algunos
ejemplos las técnicas de fluorescencia, los ensayos FRET, AlphaScreen y la
cuantificacion del AMPc permitiendo hacer un cribado de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) (226).

Cuando se hacen ensayos basados en células se deben de tener en cuenta varias
recomendaciones. El tipo celular empleado es la mas importante, pues se deben usar
aquellas células afectadas en la enfermedad o bien que posean la diana de estudio. A
su vez, es valido el empleo de lineas celulares transfectadas y siempre imitando las
condiciones fisiologicas. Al realizar cribado de alto rendimiento con este método es de
uso obligatorio emplear tanto inhibidores como activadores estandar para confirmar
que la sefial obtenida es la deseada. Para optimizar el ensayo se tendra en cuenta la
concentracién de Dimetil Sulféoxido (DMSOQO), disolvente mas empleado para disolver
compuestos, que toleran las células. Ademas, las concentraciones de almacenamiento

de las quimiotecas oscilaran entre 1-30 mM y las de trabajo entre 1-30 yM.

Otra de las ventajas que ofrecen este tipo de ensayos es la integracion de
sistemas automaticos de microscopia en el estudio de la biologia celular, lo que se
conoce como High Content Screening (HCS). Al uso de equipamientos que permiten la
miniaturizacion experimental se le suman las herramientas de preparacion de la
muestra, las herramientas bioinformaticas que permiten el analisis de millones de
células por ensayo y la mejora de algoritmos de imagen que posibilitan la investigacion
de los procesos celulares, cambios morfolégicos, expresion proteica, internalizacion

del receptor, entre otros.

La calidad del cribado de alto rendimiento se evalla calculando varios parametros
estadisticos (226, 227):

- Signal to Background (S/B): informa de la potencia del formato del ensayo indicada

por la separacion que hay entre el control positivo y negativo.

S _ XControl Positivo

B XControl Negativo
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- Coeficiente de Variacién (CV, %): medida de variabilidad.

CV =100 5D

- Factor Z': combina la ventana existente entre las poblaciones positiva y negativa
junto a la variabilidad, principales parametros utilizados en la evaluacion de la calidad

del ensayo. Es un parametro adimensional cuyos valores aceptables oscilan entre 0,5

y1.

_ (BxSDControlPositivo) + (BXSDControl Negativo)

Z'=1
(XControl Positivo — XControl Negativo)

10. REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

Introducir nuevos farmacos en el mercado es un proceso largo que conlleva un
coste econdémico importante. Este paradigma implica la necesidad de incluir
estrategias para combatir enfermedades emergentes como la resistencia de
patégenos a medicamentos y la ausencia de un tratamiento efectivo para muchas
enfermedades. Por ello, el reposicionamiento se ha colocado en los ultimos afios
como una oportunidad eficiente de identificar nuevos usos clinicos para farmacos
existentes compensando las desventajas que implica el desarrollo de nuevos
medicamentos. Acorde con la informacién y conocimiento disponibles de las
enfermedades, de los mecanismos o de las dianas de estudio se plantearon una

variedad de métodos con diferentes orientaciones (Figura 22).

En nuestro estudio se sugirié la posibilidad de combinar ensayos fenotipicos con
los conocimientos previos de la diana terapéutica. Con esta eleccién se minimizo el
riesgo de no obtener efecto biolégico con la diana escogida y de obtener un hallazgo
fortuito con el screening fenotipico. Aparte de la ventaja que ofrece disponer de
informacion sobre la diana, los estudios fenotipicos dan la oportunidad de obtener
resultados de propiedades celulares en respuesta a compuestos como la secrecion de

factores, apoptosis o cambios en la forma celular (226).
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Figura 22. Meétodos de reposicionamiento enfocados a diferentes orientaciones. El
reposicionamiento de farmacos se centra en tres orientaciones: dirigida a farmacos, a enfermedades o a
tratamiento. En cada orientacidon se emplean los métodos mas adecuados: screening fenotipico, basados
en el conocimiento farmacoldgico, bioldgico, de la diana terapéutica, de las vias y cascadas de
sefalizaciéon y del mecanismo de accién (Modificado de (228)

Actualmente existe una conexiéon entre la industria farmacéutica y la academia
proporcionando el acceso libre a colecciones de miles de compuestos, ejemplo de
ellas son la quimioteca del National Institute of Neurological Disorders and Stroke
(NINDS) y la quimioteca Prestwick (229). Las caracteristicas de reposicionamiento de
estas librerias ofrecen ventajas en el desarrollo de medicamentos porque recortan
costes econdmicos y estan formadas por farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) y por la European Medicines Agency (EMA) ofreciendo de esta
forma datos de seguridad en los humanos. A su vez, los investigadores tienen la
posibilidad de interpretar sus resultados accediendo a bases de datos libres (228) que
contienen informacion de propiedades farmacocinéticas, clinicas y propiedades

genéticas de la diana bioldgica.
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

“La pérdida de funcion de los condrocitos representa uno de los cambios centrales en
el envejecimiento del cartilago articular, lo que incrementa el riesgo de artrosis.
Nuestra hipotesis se centra en que los dafios iniciales en el cartilago artrésico son
debidos a defectos en la autofagia y a la acumulacion de condrocitos en estado de
senescencia que provocan dafio en la matriz extracelular del cartilago y posterior
degeneracion, por lo que identificar compuestos con actividad senoterapeutica y
moduladores de autofagia podrina revertir el envejecimiento articular y el desarrollo de

artrosis”
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OBJETIVOS

El objetivo central de esta Tesis Doctoral fue identificar moléculas dirigidas al

tratamiento del envejecimiento articular y de la artrosis.
Para abordar este objetivo, se proponen los siguientes objetivos especificos:
1. Identificar compuestos senoterapéuticos y moduladores de autofagia
mediante técnicas de cribado de alto rendimiento
1.1. Identificacion de compuestos con actividad senoterepéutica
1.2. Identificacion de compuestos moduladores de autofagia
2. Confirmar la actividad bioldgica del Fenofibrato
2.1. Evaluar el efecto del Fenofibrato sobre la viabilidad del condroctio

2.2. Caracterizar el efecto senoterapéutico del Fenofibrato y de los agonistas

PPARa en condrocitos humanos

2.3. Analizar el efecto del Fenofibrato y de los agonistas PPARa sobre la

homeostasis del condrocito

2.4. Evaluar el efecto que ejercen el Fenofibrato y los agonistas PPARa sobre el

metabolismo del condrocito
3. Evaluar la eficacia terapéutica del Fenofibrato
3.1. Evaluar el efecto del Fenofibrato sobre la regulacion de PPARa en condrocitos

3.2. Determinar el papel del Fenofibrato en el proceso de degeneracién del

cartilago articular

3.3. Estudiar el papel del Fenofibrato sobre los procesos de senescencia, autofagia

e inflamacion en condrocitos artrésicos y envejecidos

4. Determinar el papel del receptor nuclear PPARa en modelos preclinicos de

envejecimiento articular y de artrosis

4.1. Estudiar el papel de PPARa en modelos de envejecimiento espontaneo y

artrosis experimental en ratén
4.2. Estudiar el papel de PPARa en sangre y cartilago de pacientes con artrosis

4.3. Evaluar la eficacia terapéutica de la activacién de PPARa con Fenofibrato en

pacientes con artrosis
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Materiales y Métodos

1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS SENOTERAPEUTICOS Y
MODULADORES DE AUTOFAGIA MEDIANTE TECNICAS CRIBADO DE ALTO
RENDIMIENTO

1.1. Libreria quimica de compuestos Prestwick

La libreria quimica de compuestos Prestwick formada por 1120 moléculas fue
cedida por la Dra. Loza del grupo Biofarma de la Universidad de Santiago de
Compostela. Se adquirié en un formato de placas de 384 pocillos y cada compuesto
esta disuelto en DMSO a una concentracién 10 mM. La informacién que se ofrecié de
cada una de las moléculas incluyé estructura, nombre quimico, referencia bibliografica,
propiedades fisicoquimicas, clase terapéutica, efecto, datos de farmacocinética y

efectos secundarios informados.

El 100% de los farmacos que la componen estan aprobados por la FDA, EMA y
otras agencias ofreciendo conocimiento de datos sobre biodisponibilidad y seguridad
en humanos. Estas moléculas presentan una alta diversidad quimica y farmacoldgica

(Figura 23) y los controles de calidad aseguran compuestos estables y de alta pureza.
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Figura 23. Representacion de las clases terapéuticas (A) y tipos de dianas (B) a las que van
dirigidas las moléculas que componen la quimioteca Prestwick

file://localhost/(http/::www.prestwickchemical.com:libraries-screening-libraries.html)

La quimioteca Prestwick presenta una amplia variedad de usos. Su empleo en
HTS se puede aplicar a ensayos de validacién, a la busqueda de medicamentos
huérfanos y al reposicionamiento de farmacos. Esta ultima utilidad fue la elegida para
identificar nuevas moléculas con actividad senoterapéutica y pro-autofagica en la

enfermedad de artrosis.
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1.1.1. Estimulos usados en cribado de alto rendimiento

Los estimulos usados en técnicas de HTS fueron preparados segun las
recomendaciones del fabricante. A continuacion, se describe el efecto que ejercen a
nivel molecular y en la Tabla 2 se detallan los compuestos empleados, sus respectivas
concentraciones finales, la casa comercial de procedencia, numero de catalogo y los

disolventes en los que fueron disueltos.

- Libreria quimica de compuestos Prestwick. Conjunto de moléculas empleadas
para estudios de reposicionamiento de farmacos. Su descripcion se detalla en el

apartado 1.1 del capitulo referente a Materiales y Métodos.

- Interleuquina 6 (IL-6). La IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria clasificada como uno
de los factores pertenecientes al fenotipo secretor asociado a senescencia (en inglés
conocido con el nombre de senescence-associiated secretory phenotype, SASP) mas
importantes con efecto en la senescencia celular (230). La IL-6 se empleé como

inductor de senescencia y como inhibidor de autofagia.

- Cloroquina (CQ). La CQ es una base débil que aumenta el pH lisosomal e inhibe la
actividad B-Galactosidasa de las células senescentes (92). Ademas, la CQ inhibe el
flujo de autofagia bloqueando la formacion de los autolisosomas, las organelas

encargadas de degradar el material disfuncional.

- Rapamicina (Rapa). La Rapamicina inhibe la quinasa mTORC1 a través de su

receptor intracelular FKBP12. Se empled como activador del flujo de autofagia.
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Tabla 2. Concentraciones de trabajo, casa comercial, referencia y disolvente de los estimulos
empleados en HTS

. ‘. Casa Comercial .
Reactivos [Concentracién] # Referencia Disolvente

Prestwick, lllkirch,

Libreria Prestwick 10 uM . DMSO
Francia
Sigma-Aldrich, Merck
IL-6 20 ng/ml KGah, Darmstadt, Agua destilada
Germany
Ref# SRP3096
200 uM: ensayo
senoterapéutico Life Technologies,
ca Carlsbad, CA, USA Agua destilada
30 uM: ensayo Ref#t D2893

flujo de autofagia

Calbichem, Germany

Ref# 5053210 DMSO

Rapa 2,5ug/mi

1.2. Screening primario: identificacion de senoterapeuticos

1.2.1. Cultivo de lineas celulares en monocapa

La linea celular de condrocitos sanos humanos e inmortalizados T/C28a2 fue la
elegida para realizar la identificacion de compuestos debido a la gran variabilidad
genética existente en el uso de condrocitos primarios de pacientes para este tipo de
estudios y al escaso numero a los que se tiene acceso. Esta linea celular de
condrocitos, desarrollada y cedida por la Dra. Mary Goldring (Weill Cornell Medical
College, New York, USA), se obtuvo a partir de condrocitos de la zona costal
procedentes de un donante joven sano. Estas células fueron transfectadas usando el
vector retroviral pZipNeoSV(X) conteniendo el virus SV40 con el antigeno T grande
para obtener una linea celular estable con capacidad proliferativa (231) y
caracteristicas similares a las de los condrocitos humanos (232). Los estudios de
validacion se centraron en cuantificar la expresion de los niveles de colageno tipo Il y

otros componentes de la MEC (233).

Para el mantenimiento celular empleamos el medio de cultivo Dulbecco’s Modified
Eagle’s (DMEM, Lonza, Basel, Switzerland, ref# BE-604F) suplementado con un 10%
de suero de ternera fetal (STF, Life Technologies, ref# 26010-074) y un 1% de
Penicilina/Estreptomicina (P/S Sigma-Aldrich, ref# P0781). Las condiciones de
crecimiento fueron 37°C en presencia de un 5% de CO,. Las células crecieron en

monocapa hasta alcanzar la confluencia. Los experimentos fueron realizados en
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medio DMEM con un 2% de STF y un 1% de P/S. La linea celular de condrocitos
humanos T/C28a2 se empled en el Screening primario y secundario, asi como, en los

estudios de validacion del compuesto seleccionado y de su diana terapéutica.
1.2.2. Metodologia técnica

El proceso de HTS fue automatizado empleando equipos especificos que
permitieron miniaturizar el ensayo. A continuacion, se hace una breve descripcidén de

los mismos:

- Echo® 550 (Labcyte, San José, CA, USA). Es un dispensador automatico que
transfiere volumenes desde 2,5 nl hasta 10000 nl de forma rapida y precisa mediante

energia acustica (234).

- Janus (Perkin Elmer, USA). Se trata de un dispensador automatico de gran formato
que presenta acoplado un brazo de pipeteo adaptado para placas de 96 y 384 pocillos.
El software integrado permite configurar el volumen de trabajo que oscila entre 0,5 y
235 pl.

- Multidrop™ (Thermo Fisher Scientific™, USA). Es un dispensador de microplacas
basado en la tecnologia de bomba peristaltica que permite afadir con precision el
volumen deseado. Dispone de cassettes dispensadores desmontables y esterilizables.
Proporciona un ajuste automatico de la altura y velocidad de dispensado facilitando la
seleccion de las columnas de interés. A su vez, posibilita el uso de un amplio rango de

soluciones de trabajo y de volumenes.

- Lavador de microplacas (Biotek, CA, USA). Dispositivo automatizado para lavar de
forma rapida placas de 96 y 384 pocillos. Ofrece la posibilidad de optimizar la
velocidad de lavado y de programar la limpieza ultrasénica para un auto-

mantenimiento.

- Operetta High-Content Imaging System (Perkin Elmer, USA). Es un sistema de
disefio Optico basado en la tecnologia de HCS e integrado en el equipamiento de HTS.
Esta plataforma ofrece la posibilidad de adquirir imagenes de forma automatica,
realizar analisis y gestionar datos robustos de ensayos fenotipicos. Cada componente
ha sido fabricado para obtener una buena calidad de imagen. Presenta una éptica de
visién confocal eliminando el fondo y mejorando el ratio sefial-ruido. EI método de
deteccion se basa en transmision y fluorescencia, permite la adquisicion simultanea de
hasta cuatro canales y presenta una fuente de luz 8x LED. Incluye objetivos
automaticos que permiten una alta resolucion y una lectura rapida. El sistema Operetta
ofrece la posibilidad de hacer estudios longitudinales con células vivas minimizando la

fototoxicidad lo que permite estudiar el comportamiento celular a lo largo del tiempo
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manteniendo condiciones estables de temperatura y CO,. El analisis se realiza
empleando Harmony® High Content Imaging and Analysis Software. Permite medir
caracteristicas celulares como por ejemplo la sefal de intensidad, la textura 6 aplicar
la morfologia STAR para describir detalladamente y diferenciar el fenotipo celular.
Ademas, lleva integrado el algoritmo de analisis PhenoLOGIC™ para reconocer

diferentes poblaciones y regiones celulares.
1.2.3. Diseno del ensayo de senescencia

Cada placa de ensayo fue disefiada con los controles necesarios para la obtencion
de un ensayo robusto evaluando parametros clave en el analisis del cribado. El control
positivo de senescencia estaba formado por DMEM 2% STF con IL-6 (20 ng/ml) y el
control negativo por DMEM 2% STF con CQ a una concentracion de 200 uM. El
tratamiento de las células con CQ se hizo después de las 72 horas de incubacion y
antes de la adicion del sustrato fluorescente durante 30 minutos a 37°C. Se empled
CQ porque inhibe las enzimas lisosomales de las células senescentes aumentando el

pH a 6 lo que impide detectar la actividad de la enzima 3-Galactosidasa (92).

Brevemente, se sembraron 3000 condrocitos T/C28a2 en placas de 384 pocillos
negras de fondo transparente (Cell Carrier, Perkin Elmer) para facilitar la posterior
lectura de la fluorescencia emitida por el fluoréforo C4,FDG. A continuacién las células
fueron tratadas con el inductor de senescencia IL-6 (20 ng/ml) y con los compuestos
de la quimioteca Prestwick alcanzando una concentracion final de 10 uM en un
volumen de 50 ul por pocillo. La adicion de los mismos se realizé6 empleando el
dispensador por ultrasonidos Echo®550 y se incubd durante 72 horas en una estufa
de cultivo a 37°C y con un 5% de CO..

1.2.4. Cuantificacion de la actividad p-galactosidasa asociada a

senescencia

La senescencia celular puede ser estudiada midiendo diferentes marcadores
caracteristicos de este proceso. Entre ellos destaca el incremento del contenido
lisosomal asociado a la actividad de la enzima B-Galactosidasa de las células
senescentes (SA-B-Gal), un biomarcador que permite realizar un cribado de forma
rapida y eficaz. La determinacién de la actividad SA-B-Gal se realiz6 empleando el
ImaGene Green™ C.,FDG LacZ Gene Expression Kit que estd compuesto por el

sustrato C1,FDG, el Phenylethyl B-D-thiogalactopyranoside y la Cloroquina.
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- C4oFDG. Es el sustrato de la enzima SA-B-Gal. Una vez en el interior de las células
se ancla a la enzima creando un producto fluorescente que es retenido dentro de la

membrana celular por la naturaleza de su cola lipofilica.
- Phenylethyl B-D-thiogalactopyranoside (PETG). Inhibidor competitivo de la enzima
SA-3-Gal cuyo uso se centra en parar la reaccion.

- Cloroquina (CQ). Compuesto que aumenta el pH lisosomal inhibiendo la actividad

de la enzima SA-B-Gal asociada a las células senescentes.

Otros reactivos que se emplearon fueron el Hoechst 33342, un marcador del acido
desoxiribonucleico (ADN) nuclear que da informacién del nimero de nucleos celulares,
y paraformaldehido (PFA) al 4%, empleado como fijador celular y que facilita la lectura
de las placas a lo largo del tiempo. Las concentraciones de trabajo se resumen en la
Tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones de trabajo empleadas para determinar la actividad SA-$-Gal

Reactivos [Concentracién] C;slge(f::rr::zgal
C,FDG 10 uM Life Technologies, Ref# D2893
Cloroquina 200 uM Life Technologies, Ref# D2893
PETG 1 mM Life Technologies, Ref# D2893
Hoechst 2,5 ug/mi Life Technologies, Ref# 62249
PFA 4% Sigma-Aldrich, Ref# 158127

El sustrato ImaGene Green™ C,,FDG se empled 72 horas después de incubar las
células con los compuestos. El protocolo fue adaptado para HTS y el primer paso
consistio en anadir CQ durante 30 minutos a 37°C. A continuacion, se uso el aspirador
de Biotek para eliminar el medio de toda la placa y afiadir disuelto en tampdn fosfato
salino (PBS) con el sustrato C1,FDG mezclado con Hoechst 33342. Se incubd durante
1 hora a 37°C protegiéndolos de la luz. Se aspir6é el medio y se paré la reaccidén con
PETG durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se retir6 el inhibidor y se fijaron las

células con PFA 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavd

74



Materiales y Métodos

dos veces con PBS y se afiadieron 50 ul de PBS en cada pocillo para su posterior
lectura en el Operetta. Las placas se conservaron a 4°C protegidas de la luz para

preservar la fluorescencia del sustrato hasta su lectura.

La lectura y el analisis basado en intensidad se realizé con el software Harmony®
disefiado para sistemas HCS como es el caso del Operetta. Para iniciar el proceso de
lectura se detecté automaticamente la altura y el espesor de la placa Cell Carrier, y se
seleccionaron los canales, el tiempo de exposicion, los cuatro campos de lectura en

cada pocillo y se ajusto la altura de cada plano.

Las condiciones de lectura se resumen en la Tabla 4. Los nombres que definen a

cada canal de lectura se indican en el idioma en el que aparecen en el software.

Tabla 4. Condiciones de lectura con el sustrato fluorescente C12FDG

Canales Emisiéon (nm) Excitaciéon (nm) Tiempo de Exposicion (ms)
Brightfield 652-760 Transmisién 20

Hoechst 410-480 360-400 100
Fluorescein 500-550 460-490 700

Los datos generados a partir de imagenes celulares se analizaron mediante
modulos cuya configuracion se hizo seleccionando los métodos mas apropiados. La
secuencia de analisis se recoge a continuacién y se describe en inglés para mostrar

de forma detallada cada etapa del analisis empleando el software Harmony®:

Input Image — Individual Planes, FFC Basic
Find Nuclei — Channel: Hoechst 33342 — Method: M — Output population: Nuclei
Find Cytoplasm — Channel: Fluorescein — Method: A

DN

Select Population — Population: Nuclei — Method: Common filters (Remove

border objects) — Output population: Nuclei Inside Borders

5. Calculate Intensity Properties — Channel: Fluorescein — Population: Nuclei
inside borders — Region: Cytoplasm — Method: Standard (Mean) — Output
properties: Intensity cytoplasm fluorescein

6. Define Results — Population: Nuclei Inside Borders — Number of Objects (Mean)

— Intensity Cytoplasm Fluorescein (Mean)
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1.2.5. Analisis estadistico del ensayo de senescencia correspondiente al

Screening primario

Los datos obtenidos del Screening primario se analizaron con el software
Harmony®. Se calculd la media de la intensidad fluorescente citoplasmatica y el
numero de nucleos celulares de cada muestra y de los controles positivo y negativo. A
continuacion se determiné el umbral para definir el maximo de senescencia. Para ello,
a la media de la intensidad fluorescente citoplasmatica se le resté dos veces la
desviacion estandar (media — 2DE). Se us6 el valor obtenido a partir de la media - 2DE
para seleccionar los compuestos de la quimioteca Prestwick. Se determinaron los
parametros estadisticos Z’, valor del CV y el cociente s/b de cada placa. El ensayo del

Screening primario fue considerado aceptable con un valor de Z'= 0,5.

1.3. Screening secundario: identificaciéon de moduladores de autofagia
1.3.1. Desarrollo de una linea celular estable en condrocitos para la
monitorizacion del flujo de autofagia: T/C28a2-EGFP-mCherry-LC3

La linea celular estable de condrocitos T/C28a2-mCherryEGFP-LC3 fue creada
para cuantificar el flujo de autofagia por técnicas de HTS. A las células T/C28a2 se les
insertd6 mediante transfeccion retroviral el plasmido pBABE-mCherry-EGFP-LC3B
(Addgene, Cambrige, MA, USA, ref#t 22418). En este constructo, LC3 se encuentra
anclado al extremo C terminal de la proteina de fusion. Cuando la autofagia es
activada, LC3 se lipida y se transloca, incorporandose a la doble membrana del
fagoforo creandose un ambiente basico. En esta fase del proceso predomina la
fluorescencia verde debido al pKa = 6 que presenta EGFP. Si el flujo continua, se
forman los autolisosomas, producto de la fusion de los autofagosomas con los
lisosomas provocando una disminucién del pH y un cambio de color hacia rojo —
anaranjado. Finalmente, se cuantifica el flujo de autofagia estableciendo un cociente
entre los dos canales fluorescentes: mCherry/EGFP. Si predomina la fluorescencia
emitida por mCherry el flujo de autofagia es elevado y ocurre la degradacion lisosomal.
Por el contrario, si hay un incremento de la fluorescencia verde, la autofagia esta

activada pero el flujo no continda, provocando una acumulacién de material celular.

El método de transfeccion retroviral se dividié en dos etapas, un proceso de co-
transfeccién y una fase de infeccion. En la etapa de co-transfeccion, la linea celular
epitelial de rifidn de origen humano HEK 293 ST, cedida por la Dra. Loza (Biofarma,
CIMUS, Santiago de Compostela), fue usada como células hospedadoras. El medio de
cultivo de las células HEK 293 ST fue Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
suministrado por American Type Culture Collection (ATCC®, ref# 30-2003) y
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suplementado con un 10% de SBF (Sigma-Aldrich, ref# FO9665) y un 1% de P/S. Las
células crecieron a 37°C con un 5% de CO.. Los vectores virales NIK (7 ug, Addgene)
y VSVG (3 ug, Addgene) se mezclaron con el plasmido pBABE-mCherry-EGFP-LC3B
(10 pg) y con FuGene (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Espafia, ref# E2691) en una
relacion 3:1 (FuGene:DNA) para facilitar su integracién en el genoma de las células
HEK 293 ST. Posteriormente, se infectaron las células T/C28a2 con las particulas
virales y 48 horas después se inicid la selecciéon de las células resistentes a
Puromicina (Sigma-Aldrich, ref# P8833) a una concentracion de 2,5 ug/ml. Se
obtuvieron cuatro clones y se aislaron subpoblaciones celulares basadas en la
expresion diferencial de los marcadores insertados con un sistema de Cell Sorting. A
su vez, se validaron por dos métodos, por citometria de flujo y por técnicas de HCS
utilizando el Operetta con diferentes estimulos de autofagia. En ambos casos, se
establecio el ratio entre mCherry/EGFP y se escogio el clon D para la realizaciéon de la
linea estable de flujo de autofagia, a la que se denominé T/C28a2-pBABE-mCherry-
EGFP-LC3B-Clon D (de aqui en adelante T/C28a2-pBABE-mCherry-EGFP-LC3B).

1.3.2. Cultivo de lineas celulares en monocapa

- Linea celular T/C28a2-EGFP-mCherry-LC3. En el mantenimiento de la linea celular
de autofagia se utilizé el medio de cultivo DMEM suplementado con un 10% de STF,
un 1% de P/S y Puromicina a una concentracion de 2,5 pg/ml. Las condiciones de
crecimiento fueron a 37°C en presencia de un 5% de CO.. Las células crecieron en
monocapa hasta alcanzar la confluencia. Posteriormente, todos los experimentos
fueron realizados en medio DMEM suplementado con un 2% de STF, 1% de P/S y

Puromicina (2,5 pg/ml).
1.3.3. Diseino del ensayo de autofagia

Para estudiar el proceso de autofagia se emplearon dos compuestos relevantes
que indicaron si las moléculas testadas en el segundo cribado eran moduladores del
proceso de autofagia. Como activador del flujo de autofagia se empleé Rapamicina a
una concentracion de 10 uM, que actua inhibiendo la quinasa mTORC1 a través de la
unioén con su receptor intracelular FKBP12 y permite el inicio del proceso autofagico.
Como inhibidor se empled Cloroquina a una concentracion de 30 uM que actua en la
etapa de formacion de los autolisosomas inhibiendo la fusién de los autofagosomas

con los lisosomas por lo que el material celular no llega a degradarse.

Brevemente, se sembraron 4000 células por pocillo de la linea celular T/C28a2-
pBABE-mCherry-EGFP-LC3B en DMEM suplementado con 10% STF, 1% P/S vy

Puromicina (2,5 uM). Después de 24 horas se cambié el medio de siembra por el
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DMEM del experimento en presencia o no de IL-6 (20ng/ml). Las células fueron
tratadas con los controles positivo y negativo y con los compuestos seleccionados en
el primer Screening a una concentracién de 10 yM. En estos estudios de HTS se
eligieron dos dispensadores automaticos, el Echo®550 y el Janus, para realizar la

transferencia de volumen.

El software del dispensador por ultrasonidos permitié escoger aquellos compuestos
seleccionados en el primer cribado y afiadir 750 nl de cada uno de ellos a una placa
intermedia con 75 ul de DMEM 2% STF, 1% P/S y Puromicina (2,5 yM) alcanzando
una concentracion de 100 pM. En el siguiente paso se transfirieron 5 ul desde la placa
intermedia hasta la placa de células alcanzando la concentracion final de 10 pM. En
este paso se empled el Janus, otro dispensador automatico adaptado para trabajar
con volumenes mayores. Finalmente se incubd durante 16 horas a 37°C y a un 5% de
CO..

1.3.4. Cuantificacion del flujo de autofagia

Transcurrido el tiempo de incubacion de 16 horas se retird el medio, se lavd con
PBS y se marcaron los nucleos con Hoechst 33342 a una concentracion de 2,5 ug/mi
durante 10 minutos a 37°C. A continuacién, las células se fijaron con PFA 4% durante
10 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con PBS y se afadié un

volumen final de 50 pl/pocillo para proceder a su lectura.

Para leer, analizar y cuantificar el flujo de autofagia se emple6 el mismo software y
el mismo equipo de HCS que en el ensayo de senescencia. El proceso consto de los
mismos pasos en ambos Screenings, pero en las condiciones de lectura se incorporo
el canal RFP para leer la intensidad fluorescente emitida por la proteina de fusion
mCherry (Tabla 5). Los nombres que definen a cada canal de lectura se indican en el

idioma que aparecen en el software.
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Tabla 5. Condiciones de lectura en el proceso de autofagia

Canales Emisiéon (nm) Excitaciéon (nm) Tiempo de Exposicion (ms)
Brightfield 652-760 Transmision 20
Hoechst 410-480 360-400 100
Fluorescein 500-550 460-490 700
RFP 560-630 520-550 1000

El analisis de morfologia STAR y textura basado en la presencia o ausencia de

granulos fue caracterizado por la acumulacién de autofagosomas y formacién de

autolisosomas pudiéndose detectar por la fluorescencia verde emitida por EGFP y la

coloracion rojo-anaranjado emitida por mCherry, respectivamente. De este modo, se

cuantificaron los cambios de forma y la distribucion de las intensidades de cada objeto

creando diferentes médulos configurados con los métodos mas apropiados.

La secuencia de analisis se recoge a continuacién y se describe en inglés para

mostrar de forma detallada cada etapa del analisis empleando el software Harmony®:

o & 0N =

Input Image — Individual Planes, FFC Basic

Find Nuclei — Channel: Hoechst 33342 — Method: M — Output population: Nuclei
Find Cytoplasm — Channel: Fluorescein — Method: A — Individual Threshold: 0.15
Find Cytoplasm (2) — Channel: RFP — Method: A — Individual Threshold: 0.25
Select Population — Population: Nuclei — Method: Common filters (Remove border
objects) — Output population: Nuclei Inside Borders

Find Spots — Channel: Fluorescein — Population: Nuclei Inside borders — Region:
Cytoplasm — Method: C — Output population: Spots inside borders

Find Spots (2) — Channel: RFP — Population: Nuclei Inside borders — Region:
Cytoplasm (2) — Method: C — Output population: Spots (2) inside borders

Calculate Intensity Properties — Channel: Fluorescein — Population: Nuclei inside
borders — Region: Cytoplasm — Method: Standard (Mean) — Output properties:

Intensity cytoplasm fluorescein
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9. Calculate Intensity Properties (2) — Channel: RFP — Population: Nuclei inside
borders — Region: Cytoplasm (2) — Method: Standard (Mean) — Output properties:
Intensity Cytoplasm (2) RFP

10. Calculate Intensity Properties (3) — Channel: Fluorescein — Population: Nuclei
Inside Borders — Region: Spot — Method: Standard (Mean) — Output properties:
Intensity Spot Inside Borders Fluorescein

11. Calculate Intensity Properties (4) — Channel: RFP — Population: Nuclei Inside
Borders — Region: Spot (2) — Method: Standard (Mean) — Output properties:
Intensity Spot Inside Borders (2) RFP

12. Define Results:

a. Population: Nuclei Inside Borders
i. Number of Objects of Nuclei (Mean)
ii. Number of Spots per Area of Cytoplasm — mean per well
iii. Number of Spots per Area of Cytoplasm (2) — mean per well
iv. Relative Intensity spots Fluorescein — mean per well

v. Relative Intensity Spots (2) — RFP — mean per well

1.3.5. Analisis estadistico del flujo de autofagia correspondiente al

Screening secundario

Los datos obtenidos del Screening secundario se analizaron con el software
Harmony®. Este programa permitié calcular el ratio mCherry/EGFP de la intensidad
relativa de los spots. Se obtuvo la media y la desviacion estandar de los controles
negativo y positivo. A continuaciéon se determind el umbral para definir el maximo del
flujo de autofagia. Para ello, a la media del ratio mCherry/EGFP se le sumo dos veces
la desviacion estandar (media + 2DE). Se usé el valor obtenido de la media + 2DE
para seleccionar los compuestos de la quimioteca Prestwick obtenidos en el Screening
primario que presentasen un alto flujo de autofagia. Se determinaron los parametros
estadisticos Z’, valor del CV y el cociente sefal/ruido (del ingés signal to background,
s/b) de cada placa. El ensayo del Screening secundario fue considerado aceptable con

un valor de Z'= 0,5.

2. ESTUDIOS DE CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL
FENOFIBRATO

El compuesto obtenido tras realizar un Screening primario y secundario fue

validado en posteriores ensayos que a continuacién seran descritos.
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2.1. Estimulos usados en ensayos de confirmacion de la actividad biolégica

Los estimulos usados en los ensayos de validacién fueron preparados segun las
recomendaciones del fabricante. A continuacién, se describen los compuestos
empleados y el efecto que ejercen a nivel molecular y en la Tabla 6 se detallan sus
respectivas concentraciones finales, la casa comercial de procedencia, el numero de

catalogo y los disolventes en los que fueron disueltos.

- Agonistas del receptor nuclear PPARa: Fenofibrato (FN), CP775146 (CP),
GW7647 (GW). Los tres compuestos se emplearon en los ensayos de caracterizacion
del efecto senoterapéutico y pro-autofagico, en modelos preclinicos de raton de
envejecimiento articular y artrosis y en los estudios de eficacia terapéutica realizados

en muestras humanas.

- Navitoclax (ABT263). EI Navitoclax es un inhibidor de la via anti-apoptética Bcl-
2/Bcl-X, (173, 175). Se usé como control senolitico en los ensayos de caracterizacion

del efecto senoterapéutico.

- Rapamicina. Se us6 como control senomorfico en los ensayos de caracterizacion del

efecto senoterapéutico (180).

- Etopésido. Es un inductor de senescencia que actua como agente antineoplasico al
inhibir la topoisomerasa Il en la fase G, del ciclo celular e inhibiendo la sintesis del
ADN (235). Se emple6 en los ensayos de senescencia celular con las células

humanas de pulmén IMR9O0.

- Bafilomicina. La Bafilomicina es un inhibidor especifico de la ATPasa vacuolar tipo
H* (V-ATPasa), inhibe la acidificacion lisosomal y potencia el acumulo de granulos en
los lisosomas de la enzima [-galactosidasa (92). Se empled en los ensayos de
senescencia celular con las células humanas de pulmén IMR90 y con la linea de

envejecimiento prematuro MEFs Ercc1™".

- Interleuquina 6 (IL-6). La IL-6 ademas de ser utilizada en los Screening primario y
secuandario se empled en los ensayos de confirmacién de la actividad biolégica. Su
descripcion aparece detallada en el apartado 1.1.1 del capitulo de materiales y

métodos.

- Actinomicina D (AD). La AD es un antibidtico polipeptidico que se une al ADN e

inhibe la transcripcion. Fue empleada en el ensayo de apoptosis celular.

- Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa). Es una proteina del grupo de las citoquinas
liberada por células del sistema inmunitario y que interviene en procesos como la

inflamacién y la apoptosis. El TNFa fue empleada en el ensayo de apoptosis celular.
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Tabla 6. Concentraciones de trabajo, casa comercial, referencia y disolvente de los estimulos

empleados en ensayos de confirmaciéon

Materiales y Métodos

Reactivos [Concentracién] = Comerleal Disolvente
# Referencia
Sigma-Aldrich
FN Ref# F6020
FN, CP, GW 1,56 yM — 50 uM CP Ref#t PZ0173 DMSO
GW Ref# G6793
Navitoclax ChemieTek, IN, USA
(ABT263) 25uM Ref# CT-A263 DMSO
i T/C28a2: 10 uM .
Rapamicina Calbichem
(Rapa) I'E%Fé?g_yz'(\)"o'z;\sﬂ Ref# 5053210 DMSO
- Sigma-Aldrich
Etopésido 20 uM Ref# E1383 DMSO
. . . Sigma-Aldrich
Bafilomicina 100 nM Ref# B1793 DMSO
Interleuquina-1f3 Sigma-Aldrich .
(IL-1B) 5 ng/ml Ref# 19401 Agua destilada
Actinomicina D Sigma-Aldrich
(AD) 0.5 ug/mi Ref# A9415 DMSO
Factor de Necrosis . .
Tumoral a 5 ng/ml Sigma-Aldrich Agua destilada
Ref# T6674
(TNFa)

2.2. Aislamiento y cultivo de condrocitos humanos primarios

Los estudios de confirmacion se realizaron en la linea celular inmortalizada de
condrocitos humanos (su descripcion esta detallada en el apartado 1.2.1 del capitulo
de materiales y métodos) y en condrocitos humanos primarios. El proceso de

aislamiento y cultivo y la informacién de los pacientes se describe a continuacion.

El cartilago humano artrésico fue obtenido de pacientes sometidos a reemplazo
quirurgico (media + DE 76,8 + 4,71 afios, n=5). El cartilago humano normal envejecido
fue recogido del area de autopsias procedentes del condilo femoral y del platillo tibial
de pacientes no diagnosticados de enfermedades articulares (media + DE 76,1 + 14,50
afios, n=10). Las muestras de cartilago fueron cortadas con un bisturi en fragmentos
pequefos e incubadas con ftripsina (0,5 mg/ml, Thermo Fisher Scientific, Ref#
15400054) durante 10 minutos a 37°C y luego fueron tratadas con colagenasa IV
(Sigma-Aldrich, ref# C5138) en DMEM con un 5% de STF toda la noche a 37°C con
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agitacion. El producto de la digestion fue centrifugado y las células se incubaron en
DMEM suplementado con un 10% STF a 37°C y con un 5% CO,. Los experimentos se
realizaron en el segundo pase celular para evitar la pérdida de fenotipo celular de

condrocito. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Galicia.
2.3. Ensayos de apoptosis

El estudio del proceso de muerte celular por apoptosis se realizé mediante un
marcaje simultaneo de Anexina V-FITC (495-519 nm) y loduro de Propidio (536-617
nm) detectando la fluorescencia emitida por ambos marcadores por citometria de flujo.
Para ello se empled el kit de Annexin V-FITC Apoptosis Detection (Inmunostep,
Salamanca, Espafia, ref# ANXVKF-100T).

La Anexina V es una proteina celular dependiente de calcio y con capacidad de
union a fosfatidilserina, un fosfolipido presente en la parte citosodlica de la membrana
plasmatica de las células viables. En las primeras fases de la apoptosis, la
fosfatidilserina migra hacia la parte externa de la membrana, queda expuesta en la
superficie y se une a la Anexina V. Esta proteina al estar conjugada con Isotiocianato
de Fluoresceina (FITC) emite fluorescencia verde lo que permite detectarla con un
citometro de flujo y diferenciar entre células apoptéticas y viables. Por otro lado, para
estudiar los estadios tardios de apoptosis caracteristicos de la pérdida de integridad
de la membrana plasmatica y de la accesibilidad al nucleo celular se empled loduro de
Propidio (IP), una molécula fluorescente incapaz de cruzar la membrana de células

intactas y que actua como agente intercalante en el ADN de doble cadena.

Para ello, los condrocitos fueron tratados con diferentes estimulos y a diferentes
tiempos. Finalizado el tiempo de incubacion, se recogié el medio, se tripsinizaron las
células y se centrifugd la suspensién celular durante 5 minutos a 2500 r.p.m. Se
descarté el sobrenadante y el precipitado celular fue resuspendido en 100 ul de
tampon de Anexina 1x en presencia de 5 pl de Anexina V y una concentracion de 100
pg/ml de IP por muestra. A continuacion, las muestras se incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente protegiéndolas de la luz. Finalmente, se afiadieron
200 pl de tampon de Anexina 1x y el volumen final de 300 pl se transfirié a tubos de
citometro. Los resultados fueron expresados en % de células positivas en Anexina V-

FITC y % de células positivas en IP.

Los ensayos fueron realizados con el citometro de flujo FACScalibur (Becton
Dickinson) y el software CellQuestPro (Becton Dickinson). Para cada condicién se
analizaron 10,000 eventos. La emision de fluorescencia se recogié a 519 nm a través

del detector FL1 (fluorescencia verde) y a 617 nm a través del detector FL3

83



Materiales y Métodos

(fluorescencia roja). Este doble marcaje permitié distinguir tres poblaciones celulares:

células viables, células en apoptosis temprana y células en apoptosis tardia.
2.4, Caracterizacion del efecto senoterapéutico

La caracterizacion del efecto senoterapéutico del compuesto identificado consistio
en definir si presentaba un efecto senolitico o senomdérfico en condrocitos y en otros
tipos celulares. Se define compuesto senolitico como aquel que elimina
selectivamente las células senescentes sin afectar a las céluas no senescentes o
sanas. El mecanismo que actualmente se conoce consiste en bloquear las vias de
supervivencia (en inglés conocidas como Senescent Cell Anti-apoptotic Pathways,
SCAPs) en las que participan BCL-2/BCL-X,, PI3K/AKT, p53/p21, el inhibidor del
activador de plasminégeno 2 (PAI-2) y los receptores efrina y sus ligandos EFNB1 6
EFNB3 para provocar la muerte via apoptosis (83). Un compuesto es senomorfico
cuando inhibe la senescencia celular sin eliminar las células senescentes, sin embargo
no se conoce bien el mecanismo de accion por el cual actuan (180) (Figura 24). A
continuacion, se describen los modelos celulares empleados, asi como los métodos

para inducir senescencia en cada uno de ellos.
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Figura 24. llustracion del concepto de senolitico y senomérfico (Modificado de (180)
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2.4.1. Modelos celulares en monocapa

- Linea celular T/C28a2. Se trata de una linea celular inmortalizada de condrocitos
humanos que se usO en los Screening primario de senescencia asi como en

posteriores ensayos de validacién. Su descripcion esta detallada en el apartado 1.2.1.

- Linea celular IMR90. Son fibroblastos humanos de pulmén. La linea celular fue
cedida por el Dr. Paul Robbins (The Research Scripps Institute, Jupiter, FL, USA). Las
células crecieron en el medio EMEM (ATCC®, ref# 30-2003) suplementado por un
10% SBF (Sigma-Aldrich, ref# F9665), un 1% P/S (Thermo Fisher Scientific, CA, ref#
15140-122) un 1% Glutamax (Thermo Fisher Scientific, ref# 35050-061). Para inducir
senescencia la linea celular IMR90 crecié en unas condiciones de 20% O;, 5% CO, y

37°C durante 5 dias con Etopdsido a una concentracién de 20 uM.

- Células MEFs Ercc1™. Son fibroblastos embrionarios de ratén con baja capacidad
de reparacién del ADN. Por carecer de la endonucleasa de reparacién del ADN Ercc1-
XPF se usan como modelo de envejecimiento prematuro. Las células cedidas por el
Dr. Paul Robbins (The Research Scripps Institute, Jupiter, FL, USA) crecieron en un
medio formado por 250 ml DMEM (Thermo Fisher Scientific, ref# 11995) y 250 ml
Nutrient Mixture F-10 Ham (Ham’s F10; Sigma-Aldrich, ref# N6908) suplementado con
un 10% SBF (Atlanta Biologicals® Lawrenceville, Ga, USA, ref# $12450), 1% P/S
(Thermo Fisher Scientific, ref# 15140-122), 1% MEM Non Essential Amino Acids
Solution (NEAA; Thermo Fisher Scientific ref# M7145) y 1% Glutamax (Thermo Fisher
Scientific, ref# 35050-061). En este tipo celular se potencié senescencia con estrés
oxidativo y replicacién celular incubando primeramente las células a un 3% O, y

posteriormente a un 20% O, y trabajando entre los pases 2 y 6.
2.4.2. Cuantificacion del numero de células senescentes

La caracterizacion del efecto senoterapéutico consistio en relacionar el numero de
células senescentes con el numero de nucleos celulares. Para ello se hizo un doble
marcaje empleando Hoechst 33342 y el sustrato fluorescente de la enzima SA-B-Gal
C.,FDG. EI referente senolitico que se utilizd fue Navitoclax (ABT263) a una
concentracién de 2,5 uM y como control senomoérfico se empleé Rapamicina a 10 yM
en T/C28a2 y a 200 nM en IMR90 y MEFs Ercc1™”. Como equipo de HTS se empled el
IN Cell Analyzer 6000 (GE Healthcare Life Sciences, lllinois, USA). Esta plataforma de
imagen confocal basada en laser proporciona alta sensibilidad, permitiendo optimizar

la velocidad de imagen.

La cuantificacion del nUumero de células senescentes en condrocitos humanos

T/C28a2 consistido en sembrar 10000 células/pocillo en placas de 96 pocillos negras de
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fondo transparente (Costar®). Como inductor de senescencia se utilizdé IL-6 a una
concentracién de 20 ng/ml. Para determinar el efecto senoterapéutico del compuesto/-
os identificados se empled una curva de concentraciones (1,56, 3,125, 6,25, 12,5, 25y
50 pM.) Todos los compuestos fueron incubados durante 72 horas a 37°C. Después
del tiempo de incubacidon se determind la actividad SA-B-Gal mediante el sustrato
fluorescente C1,FDG. Para ello se siguid el mismo protocolo que el descrito en el
Screening primario (ver apartado 1.2.4). Navitoclax (2,5 uM) y Rapamicina (10 uM) se

emplearon como senolitico y senomoérfico, respectivamente.

En la linea celular IMR90 se empleé Etopédsido para inducir senescencia. Para
alcanzar un porcentaje de senescencia comprendido entre 70%-85% las células
fueron tratadas durante 48 horas con Etopdésido a 20 yM sin cambiar el medio de
mantenimiento y posteriormente se mantuvieron durante 5 dias en su medio de
mantenimiento y en condiciones de un 20% O,, 5% CO, y a 37°C. A continuacion, se
sembraron 3000 células en DMEM 10% SBF en placas de 96 pocillos negras de fondo
transparente (Costar®). A las 24 horas se trataron con el compuesto identificado (1,56
MM-50 uM), con Rapa (200 nM), y con Navitoclax (2,5 uyM) incubandolos durante 48
horas. Transcurrido este tiempo, se eliminé el medio y se afiadié Bafilomicina (100 nM)
en todas las condiciones incubandose durante 1 hora a 37°C. A continuacion, sin
eliminar el medio, se anadio el sustrato fluorescente C,FDG a una concentracion de
20 UM y se incubd6 durante 1 hora y 30 minutos a 37°C. Seguidamente, se afiadid
Hoechst 33342 en una diluciéon 1:1000 durante 20 minutos a 37 °C. Finalmente, se
lavd con PBS, y se afiadieron 100 yl de DMEM 10% SBF para su posterior lectura en

el InCell Analyzer sin previa fijacion celular.

Los fibroblastos de ratén (MEFs) Ercc1” se emplearon como modelo de
envejecimiento prematuro (54, 236). Para alcanzar el maximo de senescencia (55%-
60%) fueron simultdneamente sometidas a estrés oxidativo y a replicacién celular. Se
comenzo a trabajar en pase 2 manteniendo las células durante 72 horas a 3% O,, 5%
CO; y a 37°C. Cuando alcanzaron confluencia se expandieron y se incubaron durante
72 horas a un 20% O,, 5% CO, y a 37°C. Este proceso de replicacién celular se repitié
una vez mas hasta alcanzar el pase 4 que permitidé realizar la siembra de 3000
células/pocillo en placas de 96 pocillos negras de fondo transparente (Costar®) en
DMEM 10% SBF. A las 24 horas se trataron con el compuesto identificado (1,56 pM-
50 yM), con Rapa (200 nM), y con Navitoclax (2,5 uM) incubandolos durante 48 horas
en un 20% O,, 5% CO, y 37°C. A continuacién, se afadié Bafilomicina (100 nM)
durante 1 hora a 37°C y a continuacién se afadié C,FDG a 20 uM durante 1h y 30
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minutos a 37°C. Finalmente, se afiadid Hoechst 33342 1:1000 durante media hora a

37°C y se procedio a la lectura en el InCell Analyzer.

La lectura, el analisis y la cuantificacidon del numero de células senescentes en los
tres tipos de células se realizdé con el software IN Cell Developer Toolbox® disefiado
para el sistema de High-Content Screening IN Cell Analyzer 6000. El disefio del

protocolo para la posterior lectura consté de los siguientes pasos:
1. Seleccion de la placa segun sus dimensiones.
2. Seleccion de los canales definiendo la longitud de onda de excitacién y
emision.
3. Determinar el tiempo de exposicién permitiendo visualizar la imagen en 2D de

la longitud de onda seleccionada.

4. Localizacion de los pocillos y campos de interés. Se seleccionaron cuatro

campos de lectura en cada pocillo.

5. Establecer los objetivos de lectura. El objetivo 10x fue empleado en la lectura
de las placas con IMR90 y MEFs Ercc1” y el objetivo 20x fue el elegido para la

lectura de las placas con T/C28a2.

Las condiciones de lectura se resumen en la Tabla 7. Los nhombres que definen a

cada canal de lectura se indican en el idioma en el que aparecen en el software.

Tabla 7. Condiciones de lectura en el proceso de senescencia

Canales Emisiéon (nm) Excitacion (nm) Tiempo de Exposicion (ms)
Brightfield 652-760 Transmision 20

Hoechst 410-480 360-400 100
Fluorescein 500-550 460-490 700

Para analizar los datos generados a partir de imagenes celulares se crearon
modulos cuya configuracion se basoé en seleccionar los métodos mas adecuados. La

secuencia de analisis se recoge a continuacién y se describe en inglés para mostrar
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de forma detallada cada etapa del analisis empleando el software IN Cell Developer
Toolbox®:

1. Target Type: Nuclei locate — Source Image: UV-DAPI — Target Color: Blue —
Measure: number of nuclei — From Image: UV-DAPI Ch1 — Statistical Function:

Sum

2. Target Type: Cells — Source Image: UV-DAPI — Target Color: Green — Nuclear
Segmentation: minimum target area; sensitivity — Measure: Total number of
Cells — From Image: UV DAPI Ch 1 — Statistical Function: Sum

3. Target Type: Granules — Source Image: Blue-FITC — Target Color: Red —
Intensity Segmentation: minimun and maximun threshold — Measure: Number
Green Cells — From Image: BLUE-FITC Ch2 — Statistical Function: Sum

4. Target Type: Cell-Granules — Measure 1: Number of Green Cells — From
Image: BLUE-FITC Ch2 — Statistical Function: Sum

Target Type: Cell-Granules — Measure 1: Number of Green Cells — From
Image: BLUE-FITC Ch2 — Statistical Function: Sum

2.5. Caracterizacion del efecto pro-autofagico
2.5.1. Cultivo de lineas celulares en monocapa

- Linea celular T/C28a2-EGFP-mCherry-LC3. Se trata de una linea celular
inmortalizada de condrocitos humanos reportera de autofagia que se usé en el
Screening secundario asi como en posteriores ensayos de validacién. Su descripcidn

esta detallada en el apartado 1.3.1.
2.5.2. Cuantificacion del flujo de autofagia por citometria de flujo

El flujo de autofagia se cuantifico tanto por técnicas de HTS utilizando el Operetta
como por citometria de flujo. Para ello se utilizé la linea celular T/C28a2-EGFP-
mCherry-LC3 reportera de autofagia. Se sembraron 2,5 x 10° células/pocillo en placas
de 12 pocillos (Corning®) que fueron tratadas con IL-6 (20 ng/ml) sola y en
combinacion con los compuesto/-os identificados a diferentes concentraciones (10, 20
y 50 uyM). Se utiliz6 Rapamicina (10 uM) y Cloroquina (30 yM), como inductor e
inhibidor del flujo de autofagia, respectivamente durante 16 horas a 37°C y 5% de
CO.. A continuacion, las células se recogieron, se centiguraon y se resuspendieron en
300 ul de PBS para su analisis en el citdmetro. Para cada condicion se analizaron

10,000 eventos. La emision de fluorescencia se recogio a 519 nm a través del detector
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FL1 (fluorescencia verde) y a 617 nm a través del detector FL4 (fluorescencia roja).
Este doble marcaje insertado en el constructo pBABE-mCherry-EGFP-LC3B permitio

establecer el ratio entre mCherry/EGFP y cuantificar el flujo de autofagia.
2.6. Extraccion de ARN y PCR a tiempo real
2.6.1. Extraccién y cuantificacion del Acido Ribonucleico (ARN)

La extraccion de ARN se realiz6 a partir de la linea celular de condrocitos humanos
inmortalizados T/C28a2. Se sembraron 5x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos
(Corning®) y tras 24 horas de incubacion fueron tratadas con el compuesto
identificado a dos concentraciones, 10 y 50 yM. Después de 8 y 24 horas de
incubacioén se procedio a la extraccion de ARN. Para ello se empled el reactivo Trizol®
(Thermo Fisher Scientific, ref# 15596026) (700 pl/pocillo) para mantener la integridad
del ARN inhibiendo la actividad de las ARNasas. Se homogenizaron las muestras
celulares con el reactivo y se afiadieron 300 yl de Cloroformo (Sigma-Aldrich, ref#
C2432) que se mezcld por inversion dejando incubar durante 3 minutos a temperatura
ambiente. Tras una centrifugacién de 12500 r.p.m durante 15 minutos y a 4°C se
transfirié la fase superior acuosa incolora (contiene el ARN) a un tubo Eppendorf® y se
afiadieron 500 pl de Isopropanol (Sigma-Aldrich, ref# 19516) dejando incubar durante
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriomente, se centrifugé a 12500 r.p.m
durante 10 minutos a 4°C para precipitar el ARN. A continuacién, se elimin6 el
sobrenadante y se lavé con etanol al 70% (Sigma-Aldrich, ref# 51976) a 13000 r.p.m
durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se seco el precipitado para eliminar los restos de
etanol y se afadieron 15 ul de H,O destilada tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC)
(Thermo Fisher, CA, USA, ref# R0601), un agente inhibidor de ARNasas. Una vez
extraido el ARN se empleé el equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
para cuantificar la concentracién a una A de 260 nm. La cuantificaién nos permitid
obtener dos indices de absorbancia, el ratio A260/A280 y el ratio A260/A230 que
proporcionaron informacion de los niveles de pureza y degradacién de la muestra,

respectivamente. Se consideraron ratios 6ptimos los valores = 1,7.
2.6.2. Retrotranscripcion

Una vez finalizadas las etapas de extraccion y cuantificaciéon, el ARN fue sometido
a un proceso de retrotranscripcion (RT) para obtener el acido desoxirribonucleico
complementario (ADNc). Se retrotranscribieron 500 ng de ARN utilizando el kit NZY
First-Strand cDNA Synthesis (NZYTech, Lisboa, Portugal). La mezcla de reaccion se

describe en la Tabla 8.
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Tabla 8. Volumen de reactivos empleados en la retrotranscripcion de ARN a partir de células

Reactivo Volumen por reaccion
NZYRT Master Mix 2x 10 pl
NZYRT Enzyme mix 2 ul
H,O-DEPC hasta 20 pl
ARN (500 ng) -

Una vez realizada la mezcla de reaccion se inicio el proceso de desnaturalizacion,
retrotranscripcion e inactivaciéon del ARN (Figura 25). Finalmente, la reaccion se
mantuvo a 4°C y las muestras fueron guardadas a esta temperatura hasta su posterior

uso en los ensayos de la reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

85°C, 5

Inactivacion

50°C, 30°

37°C, 20°

Retrotranscripcion
25°C, 10°
Eliminacion
4°C, «

Desnaturalizacion ARN no

NZYRNase H transcrito

1uL

Figura 25. Descripcion grafica de los pasos de la retrotranscripcion de ARN obtenido a partir de
células

2.6.3. Cuantificacién de la expresién génica por qPCR

Los niveles de expresiéon de los genes de interés (Tabla 9) se cuantificaron en una
reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (gPCR) usando sondas
fluorescentes TagMan® MGB en el termociclador LightCycler 480 Il (Roche) siguiendo

las recomendaciones del fabricante. El volumen de reaccion fue de 0,5 pl.
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Tabla 9. Lista de sondas empleadas para cuantificar a tiempo real niveles de expresiéon génica

Nombre Sonda Casa Comercial y # Referencia
Hs00947536_m1 PPARa FAM Thermo Fisher, Ref# 4331182
Hs00912671_m1 CPT1A FAM Thermo Fisher, Ref# 4331182
Hs01074241_m1 ACOX1 FAM Thermo Fisher. Ref# 4331182
Hs00231106_m1 FOXO1 FAM Thermo Fisher, Ref# 4331182

Hs00797944_s1 MAP1LC3 FAM Thermo Fisher, Ref# 4331182
Hs00355782_m1 CDKN1A FAM Thermo Fisher, Ref# 4331182
Hs05332856_s1 NFkB FAM Thermo Fisher, Ref# 4351372

Los reactivos TagMan incluyen: reactivo preformulado especifico para la diana de
estudio (cebador directo, cebador reverso y sonda con marcaje de fluorocromo FAM) y
reactivo de reaccién TagMan, TagMan Fast Master Mix (AmpliTag™ Fast ADN
Polimerasa, Uracil-N glicosilasa (UNG), 2°- Deoxiuridine 5'-Trifosfato (dUTP) y

colorante ROX™).

El empleo de sondas TagMan® MGB nos permitié obtener, mediante la emision de
fluorescencia, una cantidad proporcional al numero de amplicones generados durante
los ciclos de la PCR. Las sondas TagMan® MGB oligonucleotidicas contienen un
fluorocromo notificador (R) unido al extremo 5 y un apantallador no fluorescente

(NFQ) al extremo 3’y su mecanismo tiene lugar en cuatro etapas:

- Paso 1: Polimerizacion. Unién del notificador y del apantallador a los
extremos 5’y 3°de la sonda.

- Paso 2: Desplazamiento en cadena. El apantallador inhibe la emision del
fluorocromo notificador cuando es exctitado por la fuente de luz del
termociclador debido a la proximidad que existe entre ambos marcajes.

- Paso 3. Anclaje. Con la presencia de la diana la inhibiciéon del apantallador
que ejerce sobre el fluorocromo notificador se ve alterada. En cada ciclo de
extension la sonda se hibrida con una secuencia especifica del ADN entre los
dos cebadores y es amplificada. A medida que la Taq polimerasa sintetiza la
cadena en sentido 3'>5'manteniendo unida la TagMan, tiene lugar la

degradacion de la sonda por la actividad exonucleasa 5> 3"de la enzima.
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- Paso 4: Polimerizacion completada. Separacion del apantallador del
fluoréforo a consecuencia de la degradacion de la sonda. Este fendmeno
impide que el apantallador inhiba la fluorescencia emitida por el fluorocromo lo
que permite cuantificar proporcionalmente la fluorescencia emitida con la

cantidad del fluoréforo liberado y la cantidad de ADN de interés.

Para corregir la variabilidad que se produce en la cuantificacion, se normalizaron
los datos de los niveles de expresion de los genes de estudio con respecto a los
obtenidos por el gen de referencia 36B4 (IDT, CA, USA) cuyos oligos estan detallados
en la Tabla 10. La sonda TagMan oligonucleotidica del gen de referencia contiene un
fluorocromo notificador VIC (550 nm) sobre el que incide un haz de luz de longitud de
onda diferente a la que incide sobre el fluorocromo FAM (520 nm). De este modo, en
un mismo pocillo de la placa de PCR se cargaron conjuntamente el gen de estudio y el

gen de referencia.

Tabla 10. Secuencia de los oligos del gen de referencia

Nombre Oligo
h36B4_592F 5-CCA CGC TGC TGA ACA TGC-3’
h36B4_658R 5°-TCG AAC ACC TGC TGG ATG AC-3’

Las placas de PCR, blancas y opacas de 96 pocillos (Roche Diagnostics GmbH,
IN, USA) fueron cargadas con 9 pl/pocillo de la mezcla de PCR formada por los
reactivos descritos en la Tabla 11. Seguidamente, a cada pocillo se le afadié 1 ul de
ADNCc alcanzando un volumen final de 10 ul por reaccion.

Tabla 11. Volumenes y concentracion de los reactivos empleados en los ensayos de qPCR con
sondas TagMan® MGB

Reactivo Volumen Reaccién Concentracion Final
TaqMan Fast Master Mix 5ul 2X
TagMan gen de estudio 0,5 ul 1X
TaqMan gen de referencia 0,02 ul 0,11 uM
Cebador TaqMan_deI gen de 0.2 4l 0,22 uM
referencia
H.0 3,28 i -
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Una vez cargada la placa se procede a la cuantificacion de la fluorescencia emitida
en el equipo LightCycler 480 Il. Las condiciones de la qPCR se recogen a en la Tabla
12.

Tabla 12. Condiciones de lectura de gPCR

O Incubacién | Activacion de
de . Amplificacién - PCR (40 ciclos) Enfriamiento
L. UNG la polimerasa
deteccion
Ciclos 1 1 Desnaturalizacion Anillamiento 1
Dual Color
Hydrolysis Tiempo 2’ 207 37 30° 407
Probe
T2 50° 95° 95° 60° 40°

La cuantificacidon de los niveles de expresidon de los genes tuvo su fundamento en
los valores del ciclo umbral (Ct siglas correspondientes al nombre anglosajén Cycle
Threshold) que presentan las muestras. Esto hace referencia al numero de ciclos que
son necesarios para que la senal de fluorescencia sea superior a la fluorescencia de
fondo. Cuantas mas moléculas de ADN de doble cadena haya en la muestra menos
numero de Ct son necesarios para captar la fluorescencia emitida por la sondas. Una
vez obtenidos los datos se usé el método de la segunda derivada 2724¢t (237) y se

analizaron en el soffware qBASE+ qPCR (Biogazelle, Switserland).
2.6.4. Estudios de silenciamiento génico

En la linea celular de condrocitos humanos inmortalizados T/C28a2 se llevd a cabo

un silenciamiento del ARN pequefio de interferencia (siRNA).

Se sembraron 9x10* células/pocillo en placas de 6 pocillos. Cuando se alcanzé un
nivel de confluencia entre 60-80% se procedié con la transfeccion transitoria. Como
lipido cationico se utilizé la Lipofectamina® RNAiMax (Thermo Fisher Scientific, ref#
13778030) a una cantidad de 7,5 ul por condicién, como gen de interés Silencer®
Validated siRNA (Ambion, TX, USA, ref# AM51331) a una concentracién de 25 pmol y
como control negativo Silencer® Cy™3 Labeled #1 (Ambion, ref¥ AM4621) a una
concentraciéon de 25 pmol A continuacién, se mezclé en una proporcion 1:1 la
Lipofectamina con el gen de interés Silencer® y la Lipofectamina con el control

negativo. Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se anadieron los
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complejos lipido-siRNA y lipido-Silencer® Cy™3 a las células. El medio usado para la
tranfeccion transitoria fue Opti-MEM® (1x) (Thermo Fisher Scientific, ref# 11058).

Los condrocitos transfectados fueron empleados para determinar los niveles de
expresion de marcadores de senescencia, de homeostasis y de inflamacion por

técnicas de qPCR.

3. EVALUACION DE LA EFICACIA TERAPEUTICA DEL FENOFIBRATO

3.1. Estimulos usados en los ensayos de evaluacion de la eficacia terapéutica

Los estimulos usados en los ensayos de evaluacién de la eficacia terapéutica
fueron preparados segun las recomendaciones del fabricante. A continuacion, se
describen los compuestos empleados y el efecto que ejercen a nivel molecular y en la
Tabla 13 se detallan sus respectivas concentraciones finales, la casa comercial de

procedencia, el numero de catalogo y los disolventes en los que fueron disueltos.

- Fenofibato (FN). La informacion del FN aparece detallada en el apartado 2.1 del

capitulo de materiales y métodos.

- Interleuquina-1g (IL-1B). Citoquina pro-inflamatoria que juega un papel importante
en los procesos catabdlicos asociados al dafo articular (238). Se empled como control
positivo de degradacion articular y en la cuantificacion de la liberacidon de 6xido nitrico
(NO).

Tabla 13. Concentraciones de trabajo, casa comercial, referencia y disolvente de los estimulos
empleados en ensayos de confirmaciéon

. ‘. Casa Comercial .
Reactivos [Concentracién] # Referencia Disolvente

Sigma-Aldrich

FN 10 uM, 50 uM FN Ref# F6020

DMSO

Interleuquina-1f3

(IL-1B)

Sigma-Aldrich

5 ng/ml Ref# 19401

Agua destilada

3.2. Extraccion y analisis de proteinas mediante técnicas de Western-Blot

La extraccion de proteinas se realiz6 a partir de condrocitos primarios de
pacientes. El proceso de aislamiento y de cultivo estan descritos en el apartado 2.2 del
capitulo de materiales y métodos. Para cuantificar la expresion de proteinas se utilizd

la técnica de Western-Blot que consta de varias etapas. Todos los reactivos

94



Materiales y Métodos

empleados para la preparacion de los tampones fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. La

composicion de cada solucion se recoge en la siguiente Tabla 14.

Tabla 14. Descripcion de las soluciones tampén utilizadas en Western Blot

Solucién Tampén Composicion

6M Urea

Tampon de Lisis 2% Dodecilsulfato Sodico (SDS)

0,25 M Tris-Base
1,92 M Glicina
1% SDS
H,O hasta 1L

Tampoén de Electroforesis 1x

0,25 M Tris-Base
1,92 M Glicina
20% de Metanol
H,O hasta 1L

Tampon de Transferencia 1x

25 mM Tris-Base
0,15 M Cloruro Sdédico (NaCl)
0,05% Tween 20
H,0 hasta 1L; pH 7,4

Tampoén de Lavado 1x (TBS-T)

5% Albumina Sérica Bovina (BSA) + TBS-T

Tampoén de Bloqueo 59% leche + TBS-T

- Extraccioén y cuantificaciéon de la concentracion proteica. Las muestras proteicas
se obtuvieron a partir de condrocitos primarios envejecidos y artrésicos. Para ello, se
sembraron 5x10° células/pocillo en placas de 6 pocillos y se trataron con el compuesto
seleccionado a 10 yuM y 50 yM durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, la proteina
se aislé con tampdén de lisis afiadiendo a cada pocillo un volumen de 150 ul. A
continuacion, se sonicaron los lisados, se centrifugaron a 12000 r.p.m durante 5
minutos a 4°C y se midié la concentracién de proteina mediante un método
colorimétrico basado en acido bicinconinico (BCA). Su fundamento consiste en que en
condiciones alcalinas los enlaces peptidicos de las proteinas reducen los iones Cu*? a
Cu*" reaccionando dos moléculas de BCA con un i6n cuproso (Cu*') lo que provoca un
cambio de color de la solucion a purpura que absorbe a 562 nm. La absorbancia es
directamente proporcional a la cantidad de proteina y se estima comparandola con

una curva patrén de una proteina conocida como albumina sérica bovina (BSA).

Para cuantificar la proteina se utilizd el protocolo indicado por el kit Pierce ® BCA
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, ref# 23225). En una placa de 96 pocillos
(Corning ®) se hizo una curva patron de BSA en un rango comprendido entre 0 ug/pl —

6x1072 pg/ul. Por otro lado, se afadieron 2 pl de extracto proteico por duplicado y se
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preparo la mezcla de los reactivos A y B en una proporcion 50:1 (A:B). A continuacion,
se incorpord un volumen de 200 ul de la mezcla, se incubd durante 30 minutos a 37°C
protegiendo la placa de la luz y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 570
nm con el espectrofotometro NanoQuant Infinite M200 (Tecan). A partir de la curva
estandar de BSA (Absorbancia vs Concentracion) se obtuvo la ecuacion de la recta

para interpolar la concentracion proteica de cada extracto (ug/pl).

- Desnaturalizacion de las proteinas. Para separar los extractos proteicos en funcion
del peso molecular se usé el método de electroforesis unidimensional en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Para ello se desnaturalizaron las proteinas
eliminando su conformacion terciaria para adquirir estructura primaria en un proceso
en el que se tomaron 20 ug de proteina por muestra y se mezclaron con el tampon 4x
Laemmli Sample buffer solution (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, ref# 1610747) y con el
agente reductor B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, ref# M6250) a una concentracion
10x calentandolas a 95°C durante 5 minutos. A continuacion, las muestras estarian

listas para la electroforesis o podrian guardarse a -20°C hasta su posterior uso.

- Etapa de electroforesis. Las proteinas se separaron en geles 4-20% SDS-PAGE
(Bio-Rad, ref# 456-1094) utilizando el método de electroforesis unidimensional. En la
cubeta de electroforesis se afadid el tampdn de electroforesis 1x, 20 ug de proteina
en cada carril y en el primero 4 pl del marcador (Bio-Rad, ref# 1610397 ) para seguir el
curso de la electroforesis. Finalmente, se aplicd una corriente eléctrica a 80 V durante
20 minutos y a 120 V durante 1h.

- Etapa de transferencia. Transcurrida la electroforesis las proteinas se transfirieron
por campo eléctrico desde un gel a una membrana de polivinildeno de difluorido
(Immun-Blot®PVDF Membranes for Protein Blotting, Bio-Rad, ref# 162-0177)
previamente activadas con metanol y humedecidas en agua y en tampdén de
transferencia 1x. Se usoé el sistema de transferencia Mini Trans-Blot (Bio-Rad) para
crear en un casete un sandwich formado por papel de filtro, gel y membrana de PVDF
que se incorporo a la cubeta de transferencia. Se afiadio el tampodn de transferencia 1x

y se aplicé una corriente eléctrica a 0,20 Amperios durante 1 hora y 20 minutos.

- Inmunodeteccion. Después de la transferencia los lugares de uniéon que quedaron
libres se bloquearon con la solucion de bloqueo recomendada por el fabricante
durante 1 h a temperatura ambiente y a continuacion se dejaron toda la noche
incubando con el anticuerpo primario diluido en la solucion de bloqueo
correspondiente. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados de 5 minutos con

TBS-T 1x en agitacion y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario
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diluido en la solucién de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Antes de la
deteccion quimioluminiscente las membranas se volvieron a lavar tres veces durante 5
minutos con TBS-T 1x. Finalmente, las proteinas se detectaron con el kit de revelado
de quimiolumiscencia (Sigma-Aldrich, ref# WBLUCO0500) por un método enzimatico en
el cual el anticuerpo secundario esta marcado con la peroxidasa (HRP) que cataliza la
transformacion del sustrato luminol en 3-aminoftalato, producto enzimatico que genera
luz y se lee a una longitud de onda de 428 nm captada por la camara de revelado
Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare, lllinois, USA). Para cuantificar la expresién
proteica se utilizé el programa informatico Image J (National Institute of Health, USA) y

como control de carga se empled a-Tubulina.

En la Tabla 15 se describen las concentraciones usadas de los anticuerpos

primarios y secundario.

Tabla 15. Lista de anticuerpos empleados en Western Blot

e Casa Comercial
Anticuerpo Origen Clonalidad | Molecular | Diluciéon Tampén .
# Referencia
(KDa)
. . Cell Signaling
p21 Conejo Monoclonal 21 1:1000 BSA 5x Reft 2947
16 Conejo | Monoclonal 16 1:5000 | Leche 5x Abcam
P J : Ref# 151303
LC3 Conejo | Monoclonal 14-16 1:1000 BSA 5x Cell Signaling
) Ref# 3868
p-rbS6 . . Cell Signaling
(Ser 235/236) Conejo Monoclonal 32 1:2000 BSA 5x Ref# 4858
Thermo Fisher
PPARa Conejo Policlonal =52 1:1000 BSA 5x Scientific
Ref# PAI-822A
NFkB Conejo | Monoclonal 65 1:1000 BSA 5x Cell Signaling
) Ref# 8242
. . . Sigma-Aldrich
a-Tubulin Ratén Monoclonal 52 1:5000 Leche 5x Ref# T9026

3.3. Tincion de Safranina O-Fast Green

Para estudiar el efecto protector del compuesto en el proceso de degradacion y en
la pérdida de proteoglicanos se utilizaron explantes de cartilago articular procedentes
de donantes normales envejecidos (media + DE 73,33 + 17,95 afios, n=3) del Hospital

Universitario de A Corufa. Los pacientes sufrieron una amputacion a través de la
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articulacion de rodilla a nivel de los céndilos femorales. Se hizo una tincidon de
Safranina O-Fast Green, un colorante de contraste con carga positiva empleado en
diferentes técnicas histolégicas. Por su naturaleza catiénica se une a los grupos
carboxilo y a los grupo sulfato, ambos con carga negativa, de los glicosaminoglicanos,

componentes estructurales abundantes en la matriz extracelular del cartilago.

Brevemente, el tejido fue tratado con IL-18 (5 ng/ml), citoquina pro-inflamatoria
implicada en la degradacion del cartilago (238) con dos dosis del compuesto
identificado (10 y 50 yM) durante 72 h. Transcurrido este tiempo, se pesaron los
explantes, se fijaron durante 24 horas en Formalina para su posterior inclusién en
parafina. Se hicieron cortes de 4 uym y fueron tefidos con Safranina O-Fast Green.
Posteriormente, se examinaron en el microscopio Olympus (Olympus Life Science
Solutions, USA).

3.4. Cuantificacion de la liberacion de 6xido nitrico

El reactivo de Griess (Enzo Life Sciences, Ann Arbor, MI, USA, ref# alx-400-004-
LO50) se empled para cuantificar de forma indirecta la produccion de éxido nitrico (NO)
en los sobrenadantes celulares. Este método se basa en una reaccidon quimica en la
cual se detectan los nitritos (NO"), productos estables y no volatiles del NO, formados
a partir de la reduccién de los nitratos por accion de la nitrato reductasa. Si hay
presencia de nitritos tras la adiccidon del reactivo de Griess se detecta una coloracion

rosa.

La produccion de NO se cuantificé en condrocitos envejecidos (n=5). Brevemente,
se sembraron 7,5x10* células/pocillo en placas de 48 pocillos (Costar®) que fueron
estimulados con el compuesto a una concentracion de 10 y 50 uM con y sin presencia
de IL-1B (5ng/ml). Después de 24 horas de incubacién a 37°C y 5% CO; se recogio el
sobrenadante. En una placa de 96 pocillos (Costar®) se mezclé el sobrenadante
celular y el reactivo de Griess en una relacion 1:1 alcanzando un volumen final de 100
pl/pocillo. Se agitdé durante 10 minutos protegido de la luz y en un lector de placas se
midié la absorbancia a 570 nm. Para asegurar una cuantificacién exacta de la cantidad
de NO se hizo una curva estandar de Nitrito Sédico a diferentes concentraciones
(1TmM - 0 uM). Los niveles obtenidos de NO fueron normalizados con respecto al

numero de células y los datos fueron expresados como la media £ SEM.
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4. PAPEL DEL RECEPTOR NUCLEAR PPARo EN MODELOS PRECLINICOS DE
ENVEJECIMIENTO ARTICULAR Y DE ARTROSIS

4.1. Técnicas histologicas

El analisis histologico e inmunohistoquimico fue realizado en cartilago procedente
de:

- Cartilago de rodilla de dos modelos murinos pertenecientes a la cepa de raton
C57BL/6J: modelo de envejecimiento espontaneo a los 6, 12, 18 y 30 meses de edad
(n=3/tiempo) y modelo de artrosis experimental por cirugia mediante Ila
desestabilizacion del ligamento meniscotibial medio y lateral a las 10 semanas post-

cirugia (n=3).

- Cartilago de rodilla de sujetos de edad avanzada sin patologia artrésica y con

patologia artrésica de grado -1V (n=3).
4.1.1. Analisis histologico

Las secciones del cartilago fueron tefiidas con Safranina O-Fast Green siguiendo
el protocolo descrito en el apartado 3.2. Para el analisis histopatolégico del cartilago
procedente de las rodillas de los ratones se empleo el grado de severidad desarrollado
por la Osteoarthritis Research Society International (OARSI) que oscila entre 0 y 6
(239).

4.1.2. Inmunohistoquimica

Los cortes histolégicos se desparafinaron y se rehidrataron siguiendo los diferentes
pasos: xilol durante 5 minutos para eliminar los restos de parafina, hidratacion en
soluciones decrecientes de alcohol, 100° y 70° durante 6 minutos en cada una de ellas
y posteriormente lavado en agua para eliminar los restos de alcohol. A continuacion,
se anadio la solucién de pre-bloqueo Bloxall® (Vector Labs, Burlingame, CA, USA,
ref# SP-6000) y se incub6 durante 10 minutos. A continuacion, las muestras se
lavaron con TBST-1x durante 5 minutos, y se incubd con la solucién de bloqueo del kit
IMMPRESS HRP (Vector Labs, ref# MP-7401). Las muestras se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente y posteriormente se afiadié el anticuerpo primario y el
control negativo Rabbit IgG a una dilucion 1:500 incubando las muestras toda la noche
a 4°C. A continuacion, las muestras se lavaron en agua y en TBST-1x para
posteriormente afadir el anticuerpo secundario (Biotinylated goat anti-rabbit secondary
antibody, InmPRESS HRP kit, Vector Labs, ref# MP-7401) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se incubaron con una dilucion del cromégeno
diaminobencidina (DAB) (Vector Labs, ref## SK-4100) durante 30 segundos. Se formd
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un producto de color marrén que puso de manifiesto la presencia o no del marcador
estudiado. La reaccidén enzimatica de la DAB se pard con agua y las secciones se
prepararon para su Vvisualizacidon al microscopio con medio de montaje y un

cubreobjetos.
4.1.3.Cuantificacion de la inmunohistoquimica

La cuantificacion de las células positivas en cada tipo de cartilago fue realizada
segun lo descrito por Taniguchi et al. (240). Para ello, se escogieron tres zonas de
cada seccion del tejido y se contd el numero de células positivas para el marcador
estudiado en cada una de ellas. El programa de procesamiento de imagen con el que

se cuantificaron las células positivas fue el Image J (National Institute of Health, USA).
4.2. Extraccion de ARN a partir de muestras de sangre

La extraccion de ARN se realizé a partir de muestras de sangre de donantes sin
artrosis y donantes con artrosis de rodilla de la Cohorte Prospectiva de Artrosis de A
Coruiia (PROCOAC) (241).

Las muestras de sangre se obtuvieron de dos grupos de pacientes, pacientes sin
artrosis de rodilla (grupo control, media + DE 60,95 + 6,51 afos; IMC: media £+ DE
24,96 * 3,34; Grado KL 0; Mujeres: n=25) y pacientes con artrosis de rodilla (grupo
OA, edad: media + DE 67,42 + 6,45 anos; IMC: media + DE 29,30 + 2,83; Grado KL 3
y 4; Mujeres, n=30).

Este proceso se llevd a cabo con el kit RiboPure™-Blood Kit (Thermo Fisher
Scientific, cat# AM1928). Brevemente, se tomaron 500 uyl de muestra previamente
descongelada sobre la que se afiadieron 800 pl de solucion de lisis, y 50 pl de solucion
de Acetato Sddico que se agité durante 30 segundos. A continuacién, se afadieron
500 ul de Fenol:Cloroformo durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd
durante 1 minuto a 16,000 g y a temperatura ambiente para que se formasen las fases
acuosa y organica. EI ARN soluble en la fase acuosa se transfirid a un tubo eppendorf
sobre el cual se afiadié Etanol al 100% y se centrifug6 a 16,000 g para que el ARN se
adsorbiera a la membrana contenida en la columna. Seguidamente se realizaron tres
lavados a 16,000 g durante 10 segundos a temperatura ambiente. EI ARN adsorbido a
la membrana se eluyé en dos pasos con 50 pl/paso de solucion de elucion
precalentada a 75°C. Finalmente, el ARN eluido (100 pl) se volvié a someter a una
centrifugaciéna 16,000 g durante 1 minuto y se determind la concentracion y calidad
del ARN evaluando los ratios A260/280 y A260/230 con el NanoDrop ND-1000.
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4.2.1. Retrotrasncripcion de ARN obtenido a partir de sangre

Se retrotranscribieron 500 ng de ARN utilizando iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
ref# 1708890). Para cada reaccion se mezclaron en frio los reactivos descritos en la
Tabla 16.

Tabla 16. Volumen de reactivos para la retrotranscripcion de ARN a partir de muestras de sangre

Reactivo Volumen por reaccion
iScript Reaction Mix 4 ul
iScript Reverse Transcriptase 1 ul
H,O-DEPC hasta 20 pl
ARN (500 ng) -

El programa de retrotranscripcion consistid en cuatro pasos que estan
representados en la Figura 26. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su
posterior utilizacion en ensayos qPCR. La cuantificacién de la expresién génica

mediante PCR cuantitativa se llevé a cabo como de describe en el apartado 2.6.3.

95°C, 1

Inactivacion

46°C, 20°

Retrotranscripcion
25°C, 5°

Desnaturalizacion

Figura 26. Descripcion grafica de los pasos correspondientes a la retrotranscripcion de ARN
obtenido a partir de sangre

4.3. Analisis de pacientes con artrosis de rodilla tratados con fibratos

procedentes de la Cohorte Osteoarthritis Initiative (OAl)

Los materiales y métodos que se describen a continuacion se llevaron a través de
los datos los pacientes de la Cohorte Osteoarthritis Initiative (OAl) y forman parte de
una colaboracién con los Drs. Ivan y Valery Shirinsky del Scientific Research Institute

of Clinical Immunology, Novosibirsk, Rusia.

Para este estudio se emplearon datos de pacientes de un estudio observacional

prospectivo, longitudinal y multicéntrico de un grupo de pacientes pertenecientes a la
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cohorte OAIl que tomaban o no fibratos y presentaban artrosis de rodilla. La cohorte

OAl se divide en tres subgrupos:

- subcohorte de progresion: pacientes con artrosis de rodilla tibiofemoral

sintomatica. El nUmero de participantes fue n=1390.

- subcohorte de incidencia: sujetos con riesgo de artrosis. El grupo de pacientes

ascendi6é a n=3284.
- subcohorte de control de referencia. Participaron un total de n=122.

Los datos longitudinales se obtuvieron tanto de la subcohorte de progresion como
de la de incidencia. Los criterios de inclusion que se establecieron fueron los

siguientes:
- edad comprendida entre 45 - 79 afos para las dos subcohortes.
- artrosis de rodilla tibiofemoral sintomatica para la subcohorte de progresion.

- presencia de factores de riesgo que aumentasen la incidencia de la artrosis de

rodilla para la subcohorte de incidencia.

Los participantes de la OAI fueron reclutados e inscritos entre Febrero de 2004 y
Mayo de 2006 en cuatro centros de Estados Unidos. El estudio fue aprobado por los

comités de cada centro y cada participante proporcioné su consentimiento firmado.
4.3.1. Medidas clinicas

Los datos longitudinales se obtuvieron a partir de las medidas clinicas realizadas

durante el seguimiento. Las unidades clinicas calculadas fueron:

- altura: se midi6 en milimetros (mm) usando un estadiometro de pared. Las
medidas se realizaron dos veces en los pacientes con poca ropa, sin zapatos y

durante la inspiracion.

- peso corporal: se midid en kilogramos (kg) con una balanza. Se realizé dos veces

en pacientes con poca ropa, sin zapatos, sin joyas y sin cartera.

- indice de masa corporal (IMC). Con los datos obtenidos de peso y altura se calculd

el IMC aplicando la férmula= peso (kg)/[altura(cm)]?.

Ademas de los parametros clinicos, se evalud la actividad fisica y los niveles de
dolor, funcion y rigidez usando las escalas PASE (242) (del inglés Physical Activity
Scale for the Elderly) y WOMAC (243) (del inglés Western Ontario McMaster
Osteoarthritis Index), respectivamente. Dichos cuestionarios fueron realizados antes

de los reemplazamientos de rodilla que sufrieron varios pacientes tanto del grupo del
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fenofibrato como del grupo control. Cada parametro del cuestionario WOMAC fue
evaluado en cada rodilla utilizando las puntuaciones mas altas de cada uno de ellos
para realizar el analisis. Los resultados finales fueron interpretados segun los datos
recogidos a nivel basal y anualmente hasta completar el periodo de seguimiento. Los
valores WOMAC después del reemplazo articular fueron codificados como valores
omitidos. Para evaluar la severidad de los sintomas de artrosis a cada parametro que

compone el cuestionario WOMAC se le asigné la siguiente puntuacion:
- rango de dolor: 0-20

- rango de la funcién fisica: 0-68

- rango de la rigidez: 0-8

Para adquirir informacion acerca del uso de los fibratos se creé un método basado
en el inventario de medicamentos. Para ello, cada paciente proporciond informacion
de la medicacion que tomaba. Se recogieron datos del nombre de la marca 6 bien se
indicd si era genérico y se identificé el principio activo. A su vez, fueron cotejados e
incluidos en una base de datos online de medicacién. Los usuarios de fibratos se
definieron como aquellos que registraron al menos un uso de este tipo de
medicamentos durante el tiempo de estudio. Sin embargo, aquellos pacientes que

iniciaron la toma durante el transcurso de esta observacion fueron excluidos.
4.3.2. Analisis estadisticos

El método de emparejamiento genético fue el elegido para comparar los resultados
clinicos obtenidos entre el grupo de pacientes que tomaban fibratos y el grupo que no
los consumia. Este método se caracteriza por una combinacion multivariable lo que
permite distribuir en grupo tratamiento y grupo control segun las caracteristicas
basales. Utiliza un algoritmo de busqueda computacionalmente intensivo ofreciendo la
posibilidad de realizar inferencias mas robustas en comparacion a otros modelos
tradicionales. Por lo tanto, puede ser un método alternativo para reducir los sesgos
siempre y cuando se disponga de una cantidad de datos suficiente (244). Hecho el
emparejamiento genético las diferencias entre los dos grupos se consideraron
significativas con un valor = 0,1 (245). A continuacién, se aplicé la herramienta de
ecuaciones de estimacion generalizadas (del inglés generalized estimating equations,
GEE) para establecer una relacion longitudinal de las medidas realizadas en el tiempo
dependientes del uso de fibratos. Para evaluar los cambios de las medidas realizadas
en el tiempo se establecio el coeficiente-p definido por el usuario y la interaccion en el
tiempo (usuario*interaccion en el tiempo). Con ello se indicaron los cambios recogidos

anualmente en los parametros evaluados.
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El método de emparejamiento genético requirié del paquete Matching del software
R (version 3.0.2). Para realizar el analisis de ecuaciones de estimacion generalizada

se uso otro paquete estadistico de R (versiéon 4.13-19).

5. ANALISIS ESTADISTICO

Para verificar la distribucién normal de los datos, usamos el test de Kolmogorov-
Smirnov. En general, el conjunto de datos siguié una distribucidon normal. Las
diferencias significativas entre dos grupos fueron determinadas por la t-Student,
mientras que las diferencias entre multiples grupos se determindé mediante un analisis
de varianza (ANOVA) junto con el test de comparaciones multiples Tukey. Los datos
de los analisis y la inferencia estadistica se interpretaron con el software Prism 6.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Los resultados se representaron segun la

media £ SEM. Los p valores menos de 0.05 fueron considerados significativos.
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1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS SENOTERAPEUTICOS Y MODULADORES
DE AUTOFAGIA MEDIANTE TECNICAS DE CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO

11.La IL-6 induce senescencia y disminuye el flujo de autofagia en

condrocitos humanos

Para cuantificar la senescencia en condrocitos tratados con IL-6, se determind la
actividad fluorescente de la enzima asociada a senescencia [3- Galactosidasa (SA-f3-
Gal) mediante el sustrato C12FDG. El flujo de autofagia se evaluo cuantificando la
relacion de intensidad fluorescente del constructo mCherryEGFPLC3, que permitié
monitorizar el alto o bajo flujo de autofagia que presentaban los condrocitos en funcion
de los cambios de pH que experimentaban, lo que se tradujo en un cambio de

fluorescencia.

Los resultados mostraron que 72 horas después del tratamiento con IL-6
(20ng/ml), los condrocitos presentaron una mayor actividad de la enzima SA-B- Gal
(Figura 27 A y B). Ademas, el tratamiento con IL-6 durante 18 horas provoco una
disminucion del flujo de autofagia, representado por un descenso en el ratio
mCherry/EFGP (Figura 28 A y B).

Como control negativo de senescencia y de flujo de autofagia, se empled

Cloroquina, un inhibidor de la actividad p-Galactosidasa y de la degradacion lisosomal.
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72 horas

CQ 200 pM

IL-6 20 ng/ml

P
’

*%

2000+ e

Citoplasmatica)

500 o

Actividad B-Galactosidasa
(Intensidad de Fluorescencia

T T T
Ctrl IL-6 20ng/ml  CQ 200uM

Figura 27. La IL-6 incrementé la actividad de la enzima SA-B-Galactosidasa en condrocitos
humanos. A, Deteccion de la actividad SA-B-Gal a través de la intensidad de fluorescencia emitida por el
fluoréforo C12FDG unido a la enzima. Los condrocitos humanos, T/C28a2, se incubaron con IL-6
(20ng/ml) durante 72 horas. La Cloroquina (CQ, 200uM) se incubé durante 30 minutos. Escala 100 um. B,
Cuantificacion de la fluorescencia emitida por la enzima (-Galactosidasa. Los resultados se corresponden
con la media + SEM de tres experimentos independientes con 16 réplicas en cada uno de ellos,
*p<0.0001 vs. Ctrl; **p<0.0001 versus (vs.) Ctrl, se aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico.

107



Resultados

18 horas

IL-6 20 ng/ml

1.4_ o

1-2_ .-:'-.

Flujo de Autofagia
(Ratio mCherry/EGFP)

1-c I 1 I
Ctrl  IL-620ng/ml CQ 30pM

Figura 28. La IL-6 disminuy¢ el flujo de autofagia en condrocitos humanos. A, Deteccion del flujo de
autofagia a través de la intensidad fluorescente emitida por el constructo mCherry-EGFPLC3. Los
condrocitos humanos, T/C28a2, se incubaron con IL-6 (20 ng/ml) y CQ (30 yM) durante 18 horas. Si la
relacion mCherry/EGFP = 1, predomina la fluorescencia roja-anaranjada, lo que se traduce en un alto flujo
de autofagia. Por el contrario, si la relacion mCherry/EGFP < 1, la fluorescencia es predominantemente
verde y el flujo de autofagia es considerado bajo. Escala 50 ym B, Cuantificacion del flujo de autofagia
segun la intensidad relativa de fluorescencia emitida. Los resultados se corresponden con la media £+ SEM
de 28 réplicas por condicion, *p < 0.0001, **p < 0.0001 vs. Ctrl, se aplicé un test {-Student no pareado y
paramétrico.
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Para confirmar estos resultados, los condrocitos humanos T/C28a2 fueron tratados
con IL-6 (20 ng/ml) a diferentes tiempos (24, 72 y 120 horas). Los resultados
mostraron un incremento en la expresion de marcadores de senescencia, como p21y
de la ruta de sefalizacion de mTOR, regulador negativo mas importante del proceso
de autofagia, a través de la activacion de la forma fosforilada de la proteina ribosomal
S6 (prpS6) (Figura 29A). Los resultados obtenidos mostraron un incremento de
ambos marcadores, siendo significativos a las 72 horas para p21 y a las 72 y 120

horas para prpS6 (Figura 29 By C).

24 horas 72 horas 120 horas
Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6
T s —— 21
rpS6
- - o — pu— ol
2.0 2.0+
* ©
8 1.5 £ 1.5 . "
= =
3 2
K] =
g 1.0 'g 1.0
3 o
- 0
Y 05 g 0.5
0.0- T T T 0.0- T T T
Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6
24 horas 72 horas 120 horas 24 horas 72 horas 120 horas

Figura 29. La IL-6 incrementé la expresion de marcadores de senescencia y de inhibicion de
autofagia en condrocitos humanos. A, Los condrocitos humanos T/C28a2 fueron tratados con IL-6 (20
ng/ml) durante 24, 72 y 120 horas. Mediante Western blot se evalué la expresién de p21 y prpS6. Como
control de carga se empled la a-Tubulina. B, Cuantificacion de la expresion de p21. Los datos de la
densitometria se corresponden con la media + SEM de 3 experimentos independientes, *p<0.001 vs. Ctrl
72 horas. C, Cuantificacion de la expresion de prpS6. Los datos de la densitometria se corresponden con
la media + SEM de 3 experimentos independientes, *p<0.001 vs. Ctrl 72 horas; **p<0.001 vs. Ctrl 120
horas, aplicandose un test {-Student no pareado y paramétrico.
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1.2. Identificacion de compuestos senoterapéuticos mediante técnicas de

imagen
1.2.1. Desarrollo de ensayo

Para la identificacion de compuestos con actividad senoterapéutica y pro-
autofagica se emplearon técnicas de cribado de alto rendimiento (HTS en inglés)
basadas en imagen que se dividieron en dos etapas: Screening Primario, para la
identificacion de compuestos senoterapéuticos y Screening Secundario, para la

identificacion de compuestos pro-autofagicos.

La estrategia preclinica empleada en el Screening Primario (Figura 30) incluyé un
ensayo fenotipico en el que se evaludé la actividad de la enzima SA-B- Gal en
respuesta a la IL-6 (20 ng/ml) y a los compuestos de la quimioteca de
reposicionamiento Prestwick (10 uM). Para ello, los condrocitos T/C28a2 fueron
tratados con IL-6 sola y en combinacion con los compuestos de la quimioteca durante
72 horas. Posteriormente, la actividad SA-p-Gal y el numero de nucleos celulares se
cuantificaron mediante el sustrato fluorescente C12FDG y el marcador nuclear
fluorescente Hoechst 33342, respectivamente. Ambas fluorescencias se detectaron
con el Operetta, un sistema automatico de microscopia confocal (HCS) que combina la
tecnologia de imagen de alta resolucién con herramientas bioinformaticas de analisis.
Finalizada la lectura se aplicaron algoritmos de imagen con el software Harmony para

obtener los resultados de actividad y numero de células.
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Screening primario

Induccién de Senescencia

3000 condrocitos/pocillo

Condrocitos humanos

(T/C28a2) » ~
IL-6 20 ng/ml +/- Prestwick
(1120 compuestos, 10 pM)
72 horas C,FDG *
Hoescht
§8 S i R e Analisis de datos
Ef g HitID: Mean - 28D :
R Actividad SAB-Gal
Compuestos High Content Imaging
Senoterapéuticos (HCS, Operetta)

(279 compuestos)

Figura 30. Etapas del Screening primario. Se sembraron 3000 condrocitos humanos T/C28a2 por
pocillo en placas de 384 pocillos. Se afiadié IL-6 (20ng/ml) +/- los compuestos de la Quimioteca Prestwick
(10 pM) durante 72 horas. CQ 200uM se afiadié durante 30 minutos. A continuacion, se incubé con
C12FDG (10 uM) y Hoechst 33342 (2,5 ug/ml) como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos.
Finalmente, las células se fijaron y se cuantificd la actividad SA-B-Gal en el Operetta con el software
Harmony.
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1.2.2. Screening primario

Los ensayos de HTS no sélo permiten usar pequefios volumenes de muestra o
presentar alto rendimiento y robustez. Ademas de esto, requieren ser sensibles,
reproducibles y exactos para seleccionar los compuestos entre una gran variedad de
ellos. La capacidad de identificar moléculas con este tipo de técnicas depende de la
calidad de cada ensayo que se determina a través del calculo de una serie de

parametros métricos.

Las variables y sus respectivos valores que se calcularon para evaluar la idoneidad
del ensayo e identificar compuestos hits a partir de la quimioteca de reposicionamiento
Prestwick se recogen en la Tabla 17. Por ser un criterio propio de técnicas de HTS, el
principal parametro de calidad se corresponde con el factor Z'. Sus valores deben
oscilar entre 0,5 — 1 para confirmar la validez del estudio. Las férmulas matematicas
de cada parametro estadistico se recogen en el capitulo de Materiales y Métodos.
Para su calculo se emplearon los valores de la media de la intensidad fluorescente
obtenidos del control positivo (IL-6 20 ng/ml) y del control negativo (CQ 200 uM) y de

sus respectivas desviaciones estandar (Figura 49 de Resultados anexos).

Tabla 17. Valor de los parametros estadisticos obtenidos en el Screening primario

Parametros estadisticos | Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4
slb 2,7 3 2,8 2,2
cv 0,1 0,1 0,1 0,1
z 0,5 0,6 0,5 0,5

Una vez determinada la calidad del cribado se inici6 la seleccion de compuestos.
El objetivo fue seleccionar aquellos que disminuyeran la intensidad de fluorescencia
asociada a la actividad SA-B-Gal en respuesta a la IL-6. El criterio empleado consistio
en fijar un valor umbral calculado a partir de la media del control positivo menos dos
veces la desviaciéon estandar (Media — 2 DE). Todos los compuestos con un valor de
intensidad fluorescente igual o inferior al valor umbral fueron seleccionados mientras
que los que emitieron fluorescencia superior al valor umbral fueron descartados
(Figura 31). identificaron 279

Senoterapéutica.

Finalmente se compuestos con actividad
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@ IL-6 20 ng/ml

@ IL-6 20 ng/ml + Compuestos 10 uM e CQ 200 uM
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Figura 31. Representacion de scatter plot correspondiente al Screening primario. Representacion de la intensidad de fluorescencia frente a la identidad de cada
compuesto. El control positivo de senescencia celular (IL-6 20 ng/ml) fue identificado con puntos de color rojo. El control negativo (CQ 200 uM) se representd con puntos de
color azul. La actividad de los compuestos en respuesta a IL-6 se representd con puntos de color verde. Las lineas negras con trazos discontinuos representan el valor umbral

fijado y a la media de cada control.
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1.3. Identificacion de compuestos moduladores de autofagia mediante

técnicas de imagen
1.3.1. Desarrollo de ensayo

El objetivo del Screening secundario fue identificar compuestos con actividad pro-
autofagica en condrocitos humanos. Este screening se realizé sobre el grupo de

compuestos senoterapéuticos identificados en el Screening primario.

La técnica empleada se basd en monitorizar el flujo de autofagia ya que la ruta de
sefalizacién de autofagia de es un proceso dinamico. Para ello se insert6 el constructo
mCherry-EGFPLC3 en los condrocitos humano T/C28a2, lo que permitié estudiar el
flujo de autofagia calculando la relacion de fluorescencias mCherry/EGFP (Figura 32).
Para observar este cambio de fluorescencia e identificar compuestos con alto flujo de
autofagia, los condrocitos se incubaron con IL-6 (20 ng/ml) sola y en presencia de los
279 compuestos senoterapéuticos identificados (10 yM) durante 18 horas. Como
control positivo se empled la condicién de bajo aporte de nutrientes (2% STF) y como
control negativo la CQ (30 pM). Finalizado el tiempo de incubacion, los condrocitos se
incubaron con Hoechst 33342 para la cuantificacion de los nucleos celulares.
Finalmente, la lectura se realizé con el sistema de HTS Operetta, seguida del analisis

de la intensidad de fluorescencias con el software Harmony.
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Screening secundario

Reduccién de Autofagia

4000 condrocitos/pocillo
WA @ >

Condrocitos humanos

(T/C28a2)
IL-6 20 ng/ml +/- Prestwick
(279 compuestos, 10 uM)
18 horas Hoescht
s§ w S e e Analisis de datos
E ;i HitID: Mean - 28D a
ERE Flujo de autofagia
2 Ratio mCherry/GFP
Compuestos High Content Imaging
Senoterapéuticos y pro-autofagicos (HCS, Operetta)

(14 compuestos)

Figura 32. Etapas del Screening secundario. Se sembraron 4000 condrocitos humanos T/C28a2-
mCherry-EGFPLC3 por pocillo en placas de 384 pocillos. Se afiadié IL-6 (20ng/ml) +/- 279 compuestos de
la Quimioteca Prestwick (10 pM) obtenidos en el screening primario durante 18 horas. Como control
positivo del flujo de autofagia se utilizé 2% STF y como control negativo CQ 30 puM. Finalmente, se
identificaron los nucleos celulares con Hoechst 33342 (2,5 ug/ml). Finalmente, las células se fijaron y se
cuantificé la relacion mCherry/GFP en el Operetta con el sofftware Harmony.
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1.3.2. Screening Secundario

La segunda estrategia elegida para identificar compuestos moduladores de
autofagia consistio en estudiar el flujo de autofagia en los 279 compuestos

identificados como senoterapéuticos en el screening primario.

La calidad del ensayo se determind calculando los mismos parametros estadisticos
que en el primer ensayo (Tabla 18). Para ello se consideré la condicion de bajo aporte
de nutrientes (2% STF) como control positivo y la CQ (30 pM) como control negativo
(Figura 50 de Resultados anexos). El umbral de seleccion se fijo calculando la media
de la relacion mCherry/EGFP de la intensidad fluorescente emitida por las células
después de ser tratadas con los compuestos en respuesta a la IL-6. A este valor se le
sumo dos veces la desviacion estandar (Media + 2DE) lo que permitié identificar
aquellos compuestos que presentaban una relacidn mCherry/EGFP igual o superior al
fijado como umbral obteniéndose un total de 14 compuestos con una actividad

senoterapéutica y pro-autofagica (Figura 33).

Tabla 18. Valor de los parametros estadisticos obtenidos en el screening secundario

Parametros estadisticos Valores
s/b 1,43
cv 0,03

Al 0,5
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® 2%FCS @ IL-6 20ng/ml + Compuestos 10uM e CQ 30 uM
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Figura 33. Representacion de scatter plot correspondiente al Screening secundario. Representacion de la relacion de fluorescencia mCherry/EGFP emitida por los
condrocitos tratados con los 279 compuestos senoterapéuticos. El control positivo del flujo de autofagia (2% STF) fue identificado con puntos en color rojo. El control negativo
(CQ 30uM) se corresponde con los puntos en color azul. El flujo de autofagia de los compuestos en respuesta a IL-6 se representé con puntos de color verde. Las lineas
discontinuas con trazos negros hacen referencia al valor umbral fijado y a la media de cada control.
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1.4. Compuestos y dianas terapéuticas identificadas a partir de un screening

de reposicionamiento

El reposicionamiento de farmacos es una estrategia empleada en el
descubrimiento de farmacos que se basa en el uso de quimiotecas formadas por
compuestos aprobados por las agencias del medicamento y que actualmente se usan
en la clinica. Con ello se reducen los afios de investigacién y costes econdmicos
debido a que sus estudios de seguridad en humanos ya estan aprobados y ofrecen la
oportunidad de encontrar nuevas indicaciones terapéuticas para estas moléculas. Las
herramientas disponibles que se emplean ofrecen la posibilidad de acceder a la

informacion quimica y clinica de la diana terapéutica y de la molécula de interés.

El empleo de la quimioteca de reposicionamiento Prestwick nos permitio identificar
14 compuestos (hits 1,25%) con efecto senoterapéutico y pro- autofagico obtenidas en
el screening primario y secundario (Tabla 19). Para acceder a los datos
farmacoldgicos, de vias moleculares, de nomenclatura, de estructura quimica o de
otras propiedades de cada compuesto identificado se utilizaron diferentes bases de
datos: DrugBank (https://www.drugbank.ca), Therapeutic Target Database (TTD,
https://db.idrblab.org/ttd/) y PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

Los compuestos identificados se dirigieron principalmente a los canales iénicos y los
receptores hormonales relacionados con el metabolismo. A partir de los resultados
obtenidos de intensidad de fluorescencia citoplasmatica SA-B-Gal, del numero de
nucleos celulares, y del flujo de autofagia y tras obtener informacion del mecanismo de
accion y de su aplicacion terapéutica, se escogié como candidato al Fenofibrato (FN),
un derivado del acido fibrico con propiedades hipolipemiantes, reduciendo los niveles
de colesterol y de triglicéridos en sangre, a través de la activacion del receptor nuclear
de proliferacién de los peroxisomas alpha (PPARa) (246). El mecanismo de accion del
FN se considerd relevante para la homeostasis de los condrocitos por lo que se

selecciond para los estudios de confirmacion.
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Tabla 19. Lista de compuestos y sus correspondientes dianas identificadas en el screening
primario y secundario. Descripcion de los datos obtenidos de intensidad fluorescente citoplasmatica f3-
Gal, del niumero de células y del flujo de autofagia segun el ratio mCherry/EGFP, ademas de la diana

terapéutica sobre la cual actuan.

Actividad | Numero de Flujo de

Compuestos i . Diana Terapéutica
B-Gal Células Autofagia
Hidrocloruro de 1142 865 1,60 Canales de Na* y Receptor E2
Bupivacaina de Prostaglandina
Minoxidilo 1185 950 1,59 Canales de K*
Fenofibrato 1234 997 1,57 Receptor nuclear PPARa
Bitartrato de Pentolinio 1162 964 1,59 ReceptorNicotinico de
Acetilcolina
Tomatine 1142 970 1,57 Factor de transcripcion NFkB
Hidrocloruro de 1196 1016 157 Ciclooxigenasa

Bencidamina

Hidrocloruro de 1031 914 16 Receptor H1 de Histamina y
Ciproheptadina Serotonina
Hidrocloruro de 1155 1046 1,58 Topoisomerasa IV y ADN girasa
Lomefloxacina bacterianas
Flutamida 1091 995 1,57 Receptor Andréogeno
Digitoxigenina 1382 1262 1,59 Bomba Na* K" ATPasa
Sulfato de Guanltidina 1101 1030 1,58 Transportador de Noradrenalina

dependiente de Na*

Antipirina 997 1046 1,61 Ciclooxigenasa
Astemizol 713 770 1,63 Receptor H1 de Histamina
Ferfenazina 879 985 1,62 Receptor D2 de Dopamina
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2. CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL FENOFIBRATO

En los ensayos de HTS es imprescindible realizar estudios de confirmacion para

demostrar la reproducibilidad y la eficacia del compuestos y dianas identificadas.

2.1. EIFN reduce la senescencia celular y activa el flujo de autofagia en

condrocitos humanos tratados con IL-6

Para evaluar el efecto del FN sobre la senescencia celular inducida por IL-6, se
empled el sustrato fluorescente C1,FDG para estudiar la actividad de SA-B-Gal a las
72 horas post-tratamiento. Los resultados de imagen confirmaron un aumento de la
actividad SA-B-Gal con IL-6 y una disminucion de la misma cuando las células fueron
tratadas con FN (Figura 34A). La actividad SA-B-Gal se cuantificé en funcion de la

intensidad de fluorescencia citoplasmatica emitida por las células (Figura 34B).

Para estudiar el efecto del FN sobre la disminucion del flujo de autofagia inducida
por IL-6, se empled la linea celular reportera de autofagia T/C28a2-mCherry-EGFP-
pBABE a las 18 post-tratamiento. El analisis de imagen indic6 un aumento de la
intensidad de fluorescencia verde GFP en las condiciones de IL-6 y CQ lo que se
traduce en un bajo flujo de autofagia. Por el contrario, cuando los condrocitos fueron
tratados con FN predomind la coloracidn rojo-anaranjada (mCherry) indicando un alto
flujo de autofagia (Figura 35A). La cuantificacion del flujo de autofagia se establecid

mediante el ratio de fluorescencias mCherry/EGFP (Figura 35B).
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SA-B-Gal (72 horas)

IL-6 20 ng/ml

FN 10 pM

IL-6 + FN

Flujo de Autofagia
(Relacion mCherry/EGFP)
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Figura 34. El FN disminuyé la actividad de la enzima B-Galactosidasa. A, Deteccion de la actividad
SA-B-Gal a través de la intensidad fluorescente emitida por el fluoréforo C12FDG unido a la enzima. Para
ello, se sembraron 3000 chondrcocitos T/C28a2 por pocillo en placas de 384 pocillos. Las células fueron
incubadas con IL-6 (20 ng/ml), o con FN (10 uM) o con la combinacion de las dos estimulos durante 72
horas. La CQ, 200 pM se afadio durante 30 minutos al final del tratamiento. Escala 100um. B,
Cuantificacion de la fluorescencia emitida por la enzima B-Galactosidasa a través del sustrato C12FDG.
Los resultados se corresponden con la media £+ SEM de un experimento de 30 réplicas / condicion,
*p<0.0001, **p<0.0001 vs. IL-6, y se aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico.
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Flujo de Autofagia (18 horas)
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Figura 35. El FN incrementé el flujo de autofagia en respuesta a IL-6. A, Deteccion por técnicas de
imagen del flujo de autofagia a través de la intensidad fluorescente emitida por el constructo mCherry-
EGFPLC3 en los condrocitos humanos T/C28a2. Para ello, se sembraron 4000 células por pocillo en
placas de 384 pocillos. Las células fueron incubadas durante 18 horas con IL-6 (20 ng/ml), o con FN (10
uM), o con la combinacién de ambos estimulos. La CQ (30uM) se emple6 como control negativo del flujo
de autofagia. Escala 50 ym. B, Cuantificaciéon del flujo de autofagia a través de la relacién
mCherry/EGFP. Los resultados se corresponden con la media £+ SEM de un experimento de 16 réplicas
por condicion, *p<0.0001, **p<0.0001 vs. IL-6, y se aplicd un test {-Student no pareado y paramétrico.
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2.2. El FN no afecta a la viabilidad de los condrocitos

El FN es un farmaco aprobado por las agencias del medicamento americana y
europea (FDA y EMA), lo que le confiere seguridad y eficacia en humanos, por lo que
el siguiente objetivo se centré en evaluar el efecto del FN sobre la viabilidad de los

condrocitos humanos.

En este sentido, se evalud el efecto del FN sobre la muerte celular por apoptosis
en condrocitos primarios procedentes de pacientes con artrosis, mediante la
cuantificacion de la muerte celular por apoptosis temprana y tardia. Para ello, se
emplearon dos fluoréforos, Anexina-V y loduro de Propidio (IP), como se describe en

el capitulo de Materiales y Métodos.

Los resultados indicaron que el tratamiento con FN a diferentes concentraciones,
10uM (concentracién del screening) y a una concentracion mas elevada de 50 uM., no
afecté a la viabilidad de los condrocitos (Figura 36 A y B). Como control positivo de
muerte por apoptosis se empled la combinacion de TNFa (5 ng/ml) y Actinomicina D
(ACTD, 0,5 pg/ml).
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Apoptosis Tardia - loduro de Propidio

Ctrl FN 10pM
3,511 9 2,55
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oy R R L B B R L
FN 50uM TNFa 5ng/mi+ACTD 0.5ug/ml
1,42 6,63 32,47 8,74

Resultados
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Figura 36. EI FN no induce muerte celular por apoptosis en condrocitos humanos. A,

Representacion en cuadrantes de la muerte celular de apoptosis. El eje de las X representa la apoptosis
temprana (Anexina-V) y el eje de las Y representa la apoptosis tardia. B, Cuantificacién del numero de
células positivas en Anexina-V y IP mediante citometria de flujo. Los resultados se corresponden con la
media + SEM de tres donantes independientes, *p<0.05 vs. Ctrl, se aplicod un test t-Student no pareado y
paramétrico.
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2.3. Caracterizacion del efecto senoterapéutico en condrocitos humanos

Después de identificar al FN como un compuesto con actividad senoterapéutica, el
siguiente paso fue su caracterizacion como compuesto senomoérfico o senolitico en
funcion de su efecto sobre las células senescentes (180). En este sentido se ha
demostrado que la eliminacion selectiva de células senescentes mediante el empleo
de compuestos senoliticos presentd un efecto terapéutico en enfermedades

relacionadas con el envejecimiento (247).
2.3.1. La activacion de PPARa presenta un efecto senolitico

Para la caracterizacion del efecto senoterapéutico del FN y de otros agonistas del
receptor PPARa como el CP775146 (CP) y el GW7647 (GW) se emplearon
condrocitos humanos T/C28a2 estimulados con dosis crecientes de los compuestos
(1,56 uM — 50 yM) durante 72 horas en respuesta a IL-6 (20 ng/ml). Al igual que en los
anteriores ensayos, el efecto senoterapéutico se determind mediante la deteccion y
posterior analisis de la actividad de la enzima SA-B-Gal a través del sustrato
fluorescente C,,FDG (Figura 37D).

Como controles se emplearon el Navitoclax (2,5 uM) y la Rapamicina (10 puM),
compuestos de referencia por su efecto senolitico y senomorfico, respectivamente
(180). Los resultados mostraron que el tratamiento con FN disminuyé el niumero de
células positivas en C,,FDG y el numero de nucleos celulares en respuesta a IL-6
(Figura 37A) de forma similar al compuesto senolitico Navitoclax. El perfil senolitico
del compuesto CP so6lo se evidencié a la concentracion de 12,5 yM (Figura 37B),
mientras que el agonista GW presenté un comportamiento similar a FN a excepcion de

la dosis de 50 uM a la cual presenté un efecto toxico (Figura 37C).

Los resultados obtenidos indicaron que la activacion de PPARa presenta un efecto

senolitico en condrocitos humanos.
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IL-6 20 ng/ml Rapamycin 10 yM + IL-6

Figura 37. La activacion de PPARa presenta un efecto senolitico en condrocitos humanos. A,
Imagenes representativas de la actividad SA-B-Gal en condrocitos en respuesta al tratamiento con IL-6 y
FN. Se utilizé un doble marcaje para identificar la enzima B-Gal con C12FDG y los nucleos celulares con
Hoechst 33342. Aumento 20X. B, Cuantificacion del numero de células senescentes y del nimero de
nucleos celulares en condrocitos humanos T/C28a2 tratados con IL-6 (20 ng/ml), FN (1,56 uM — 50 uM),
Rapamicina (Rapa,10 pyM) y Navitoclax (2,5 yM) durante 72 h en placas de 96 pocillos. Los valores del
numero de células senescentes se corresponden con la media + SEM de cuatro réplicas/condicion,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001, ****p<0.0001 vs. IL-6. Los valores del numero de nucleos se
corresponden con la media £+ SEM de cuatro réplicas/condicion, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01 vs. IL-6, se
aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico. C, Cuantificacion del numero de células senescentes y
del nimero de nucleos celulares en condrocitos humanos T/C28a2 tratados con IL-6 (20 ng/ml), CP (1,56
UM — 50 pM), Rapa,10 uM y Navitoclax (2,5 uM) durante 72 h en placas de 96 pocillos. Los valores del
numero de células senescentes se corresponden con la media + SEM de cuatro réplicas/condicion,
*p<0.05, **p<0.0001 vs. IL-6. Los valores del numero de nucleos se corresponden con la media + SEM de
cuatro réplicas/condicién, *p<0.01, **p<0.01 vs. IL-6, se aplico un test t-Student no pareado y paramétrico.
D, Cuantificacion del numero de células senescentes y del nimero de nucleos celulares en condrocitos
humanos T/C28a2 tratados con IL-6 (20 ng/ml), GW (1,56 yM — 50 uM), Rapa,10 uM y Navitoclax (2,5
UM) durante 72 h en placas de 96 pocillos. Los valores del nimero de células senescentes se
corresponden con la media + SEM de cuatro réplicas/condicién, *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.01,
****p<0.0001 vs. IL-6. Los valores del numero de nucleos se corresponden con la media + SEM de cuatro
réplicas/condicion, *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.05 vs. IL-6, se aplicé un test {-Student no pareado y
paramétrico.
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2.3.2. Los agonistas del receptor nuclear PPARa eliminan los

condrocitos senescentes a través de la via de apoptosis

Para determinar la via de eliminacién de las células senescentes en respuesta a
FN y a otros agonistas PPARa, se determind la muerte celular por apoptosis por
citometria de flujo (Figura 38A). Se empled Navitoclax (2,5 uM) como senolitico a
través de la activacién de la via de apoptosis. Los resultados mostraron que los tres
agonistas PPARa incrementaron la muerte celular por apoptosis en respuesta a IL-6
de manera similar al Navitoclax, excepto GW 50 uyM que mostré un efecto téxico
(Figura 38B).

Estos resultados indicaron que la eliminacion selectiva de los condrocitos
senescentes por parte de los agonistas PPARa se realizé a través de la activacion de

la via de apoptosis.

Ctrl IL-6 20ng/ml
' 4,53 '

FN 10pM+IL-6 Navitoclax 2,5uM+IL-6

1,52

Rapamicina 10uM+IL-6
37 .. 20,00

Apoptosis Tardia - loduro de Propidio

Apoptosis Temprana - Anexina V
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Figura 38. Los agonistas de PPARa eliminan los condrocitos senescentes a través de la via de
apoptosis. A, Representacion en scatter plot del flujo de muerte celular por apoptosis de condrocitos
humanos T/C28a2 tratados con IL-6 (20 ng/ml) y FP, CP y GW (10 uM y 50 uM) durante 72 h. Como
control senolitico se empleé Navitoclax (2,5 yM) y como senomorfico se empleé Rapamicina (10 uM). B,
Cuantificacion de muerte celular por apoptosis mediante citometria de flujo. Los valores se corresponden
con la media £+ SEM de tres observaciones independientes. Apoptosis temprana (Anexina): *p<0.01,
**p<0.0001, ***p<0.05 vs. IL-6. Apoptosis tardia (Yoduro de propidio): *p<0.05, **p<0.05, ***p<0.01,
****n<0.0001 vs. IL-6, se aplico un test t-Student no pareado y paramétrico.
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2.4. Efecto de los agonistas del receptor nuclear PPARa en el proceso de

autofagia

Después de caracterizar el efecto senoterapéutico y el mecanismo por el cual los
agonistas del receptor PPARa eliminan selectivamente las células senescentes, el

siguiente objetivo se centré en evaluar su papel sobre el proceso de autofagia.

241. La activacion de PPARa incrementa el flujo de autofagia en

respuesta a IL-6

Para estudiar el flujo de autofagia se utilizé la linea celular de condrocitos reportera
de autofagia T/C28a2-mCherry-EGFP-pBABE empleada tanto en el screening
secundario como en los ensayos de confirmacién. El doble marcaje presente en el
constructo permitio determinar por técnicas de citometria de flujo la relacion de

fluorescencias emitidas por ambas poblaciones (mCherry/EGFP).

Los resultados mostraron un aumento en el flujo de autofagia con los tres
agonistas PPARa en respuesta a la IL-6. Sin embargo, so6lo el FN mostré un

incremento del flujo de autofagia a ambas concentraciones (Figura 39).
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Figura 39. Los agonistas PPARa modulan el proceso de autofagia. Cuantificacion del flujo de
autofagia mediante el ratio mCherry/EGFP. Los condrocitos fueron tratados con IL-6 (20 ng/ml), FN, CP
(10 y 50 pM) y GW (10 y 20 yM), Rapa (10 uM) y CQ (30 pM) durante 18 h. Los valores se corresponden
con la media £+ SEM de 6 observaciones independientes, *p<0.05, **p<0.05, ***p<0.0001, ****p<0.0001 vs.
IL-6, se aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico.
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2.4.2. Los agonistas PPARa regulan marcadores de homeostasis celular

Estudios complementarios al flujo de autofagia se centraron en analizar el efecto
de los agonistas PPARa sobre diferentes marcadores implicados en la homeostasis
celular. Para ello, se cuantificaron los niveles de expresion de LC3, principal regulador
de la via de sefalizacién de autofagia y de FoxO1, esencial en el control de la
homeostasis celular. Los resultados mostraron un incremento en los niveles de
expresion de LC3 y FoxO1 en los condrocitos tratados con FN, CP y GW a las 8 y 24
horas post-tratamiento, siendo FN el Unico que incrementd la expresion de ambos
marcadores a ambos tiempos (Figura 40 A y B).
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Figura 40. Los agonistas PPARa regulan marcadores de homeostasis celular. A, Niveles de
expresion de LC3 en condrocitos humanos T/C28a2 tratados con FN y CP (10 y 50 uM) y GW (10 y 20
MM) durante 8 y 24 horas. Los valores de corresponden con la media + SEM de tres réplicas por
condicién. A las 8 horas: *p<0.01, **p<0.0001, ***p<0.0001 vs. Ctrl. A las 24 horas: *p<0.05, **p<0.0001,
vs. Ctrl. Se aplicoé un test t- Student no pareado y paramétrico. B, Niveles de expresion de FoxO1 en
condrocitos humanos T/C28a2 tratados con FN y CP (10 y 50 uM) y GW (10 y 20 uM) durante 8 y 24
horas. Los valores de corresponden con la media + SEM de tres réplicas por condicién. A las 8 horas:
*p<0.0001, **p<0.0001 vs. Ctrl. A las 24 horas: *p<0.05, **p<0.05, ***p<0.01 vs. Ctrl. Se aplicé un test ¢-
Student no pareado y paramétrico.
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2.4.3. PPARa participa en la regulacion de la homeostasis del condrocito

La implicacion funcional del receptor nuclear PPARa en la homeostasis del
condrocito fue evaluada mediante su silenciamiento génico. Los resultados mostraron
que la inhibicion de PPARa incrementé los niveles de expresion de marcadores de
senescencia e inflamacion, como p21 y NFkB, respectivamente, ademas de una
alteracion en los niveles de expresién de marcadores relacionados con el proceso de
autofagia, a través de un incremento en los niveles de expresion de LC3, quizas como

un mecanismo de respuesta frente a la inhibicion de PPARa y una disminucién en los
niveles de expresion de FoxO1.

Estos resultados ponen de manifiesto el papel de PPARa en la regulacién de
procesos celulares claves en el envejecimiento articular y en la artrosis, como son la

senescencia celular, la inflamacién cronica y una alteracion en la autofagia (Figura
41).
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Figura 41. El receptor nuclear PPARa participa en la regulacion de la homeostasis del condrocito.
Cuantificacion de los niveles de expresion de PPARa, p21, NF-kB3, LC3 y FoxO1 en condrocitos humanos
T/C28a2. Los resultados se corresponden con la media + SEM de cuatro experimentos independientes.
*p<0.05, ***p<0.001, se aplico un test t-Student no pareado y paramétrico.
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2.5. Implicacion del receptor PPARa en el metabolismo del condrocito

PPARa tiene un papel crucial en el metabolismo celular a través de la oxidacion de
los acidos grasos. Para estudiar el tipo de oxidacion que tiene lugar en los condrocitos,
se analizaron los niveles de expresion de dos de los principales genes diana de
PPARa, como son CPT1A y ACOX1, implicados en la B-oxidacion mitocondrial y en la

oxidacién peroxisomal de los acidos grasos, respectivamente.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en los niveles de expresiéon de
CPT1A a las 8 horas aunque el incremento fue mayor a las 24 horas a excepcién de
GW 50 uM (Figura 42A). Sin embargo, los niveles de expresion de ACOX1 no
experimentaron grandes cambios significativos y solo CP mostré un aumento en las 8
horas (Figura 42B).

Estos resultados sugieren que la oxidacion de acidos grasos podria tener lugar a

través de la B-oxidacion mitocondrial en los condrocitos.
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Figura 42. Implicaciéon del receptor PPARa en el metabolismo lipidico del condrocito. A, Niveles de
expresion del CPT1A en condrocitos humanos T/C28a2 tratados durante 8 y 24 horas con FN, CP y GW
(10 y 50 uM). Los resultados se corresponden con la media £+ SEM de tres observaciones independientes.
A las 8 horas: *p<0.05 vs. Ctrl. A las 24 horas: *p<0.01, **p<0,01, ***p<0.001 vs. Ctrl. Se aplicé un test t-
Student no pareado y paramétrico. B, Niveles de expresion de ACOX1 en condrocitos humanos T/C28a2
tratados durante 8 y 24 horas con FN, CP y GW (10 y 50 uM). Los resultados se corresponden con la
media + SEM de tres observaciones independientes. A las 8 horas: *p<0.05 vs. Ctrl. A las 24 horas:
*p<0.001 vs. Ctrl. Se aplico un test t-Student no pareado y paramétrico.
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3. EVALUACION DE LA EFICACIA TERAPEUTICA DEL FENOFIBRATO
3.1. EIFN es un agonista PPARa en condrocitos humanos

Para determinar la expresion de PPARa en respuesta a FN, se emplearon
condrocitos humanos procedentes de pacientes artrésicos (OA) tratados con FN 10 y
50 uM durante 24 horas. Los resultados mostraron que el FN incrementd la expresion
de PPARa de manera dosis dependiente, siendo significativa a la dosis de 10 yM

(Figura 43).

Estos resultados confirmaron que el FN es un agonista PPARa en condrocitos

humanos.
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Figura 43. ElI FN es un agonista PPARa en condrocitos humanos. A, Western blot para cuantificar la
expresion de PPARa en condrocitos OA tratados con FN (10 y 50 uM) durante 24 horas. La a-Tubulina se
utilizé como control de carga. Los resultados se corresponde con la media + SEM de n=3 donantes OA,
*p< 0.05 vs. Ctrl. Se aplico un test {-Student no pareado y paramétrico.
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3.2. EIFN ejerce un efecto protector sobre el cartilago articular enfermo

Para determinar la eficacia terapéutica del FN, se emplearon explantes de
cartilago de 6 mm de diametro procedentes de pacientes sin patologia articular pero
con edad avanzada (envejecidos). A continuacion, los explantes fueron tratados con
IL-1B8 5 ng/ml en presencia 0 no de FN 10 y 50 uM durante 72 horas. Finalizado el
tratamiento se realizaron estudios histolégicos mediante tincion con Safranina O-Fast
Green para evaluar el contenido de proteoglicanos. Los resultados mostraron que el
FN disminuyd la pérdida de proteoglicanos tanto frente a la condicion control (cartilago

envejecido) como en respuesta al tratamiento con IL-13 (Figura 44A).

Paralelamente, se evalu6 el efecto del FN en respuesta al tratamiento con IL-1[3
sobre la produccién de o6xido nitrico (NO) en el secretoma de los condrocitos
envejecidos. Los resultados mostraron que el FN disminuyé la produccién de oxido

nitrico en respuesta a IL-1B a las 24 horas post-tratamiento (Figura 44B).

Los resultados obtenidos indican que el FN protege de la degradacioén del cartilago

presente en el envejecimiento articular y en la artrosis.
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Figura 44. El FN ejerce un efecto protector sobre el cartilago articular enfermo. A, Tincién de
Safranina O—Fast Green en cartilago humano envejecido (n=3) tratados con FN (10, 50 uM), IL-1b 5 ng/ml
0 en combinacién durante 72 horas. Escala 10um, B, Produccion de NO en los sobrenadantes de
condrocitos humanos envejecidos tratados con FN (10, 50 uM), IL-1b (5ng/ml) o en combination durante
24 horas. Los valores se corresponden con la media £+ SEM of n=5 donantes. *p < 0.05 vs. IL-1b, **p <
0.05 vs. Ctrl. Se aplico un test t-Student no pareado y paramétrico.
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3.3. El FN regula los procesos de senescencia, autofagia e inflamacién en

condrocitos humanos artrésicos y envejecidos

El FN ha sido identificado como un compuesto senolitico y pro-autofagico, con un
efecto protector sobre cartilago articular enfermo. El siguiente paso fue evaluar su
efecto terapeutico sobre condrocitos humanos procedentes de donantes con artrosis
(OA) y edad avanzada y de donantes sin patologia articular pero con edad avanzada
(envejecidos). Para ello, los condrocitos se trataron con FN a las concentraciones de
10 y 50 uM durante 24 horas y se evaluaron marcardores de senescencia, como p21y
p16, marcadores de autofagia, como LC3 y prpS6 y marcadores de inflamacién, como
NFkB. Los resultados mostraron que los condrocitos OA tratados con FN presentaron
una disminucion en la expresion proteica de p21, prpS6 y NFkB (Figura 45 A y B) con
respecto a los condrocitos OA sin tratamiento. En los condrocitos envejecidos se
observé una reduccién en la expresion proteica de p16 y p21 (Figura 45B), asi como
un incremento en la lipidacion de LC3 y una disminucién en la expresién de prbS6
(Figura 45C) y de NFkB (Figura 45D).

Estos resultados sugieren que el tratamiento con FN regula los procesos de

senescencia, autofagia e inflamacién en la artrosis y en el envejecimiento articular.
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Figura 45. El FN regula los procesos de senescencia, autofagia e inflamacion en condrocitos OA y
envejecidos. A, Western blot para evaluar la expresion proteica de p21, prbS6 y NF-k en condrocitos
OA tratados con FN (10, 50 uM) durante 24 horas. Los resultados se corresponde con la media £+ SEM de
n=3 donantes para p21 y n=4 donantes para prbS6 y NF-kB, *p<0.05 vs. Ctrl. B, Western blot para
cuantificar la expresion proteica de p16, p21, LC3, prbS6 y NF-kf en condrocitos envejecidos tratados con
FN (10, 50 pM) durante 24 horas. Los resultados se corresponde con la media £+ SEM de n=6 donantes,
*p<0.05 vs. Ctrl para p21 y p16; de n=5 donantes, *p<0.05 vs. Ctrl para LC3ll y p-rbS6 y de n=4 donantes,
*p<0.01 vs. Ctrl para NF-k3. a-Tubulina se utilizé como control de carga. En todos los casos se aplicod un
test t-Student no pareado y paramétrico.
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4. PAPEL DEL RECEPTOR NUCLEAR PPARa EN MODELOS PRECLINICOS DE
ENVEJECIMIENTO ARTICULAR Y ARTROSIS

4.1. PPARa esta disminuido en el envejecimiento articular y en la artrosis

Para evaluar el papel de PPARa en el envejecimiento articular y en la artrosis se
emplearon dos modelos de ratén, uno de envejecimiento espontaneo a diferentes
edades (2, 6, 18 y 30 meses de edad) y otro de artrosis experimental con cirugia
mediante la desestabilizacion del ligamento del menisco medial de la rodilla (DMM)

en ratones de 6 meses de edad.

Los resultados mostraron que el numero de células positivas para PPARa

disminuy¢ significativamente con la edad (Figura 46A y B).
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Figura 46. PPARa esta disminuido en rodillas de ratéon con envejecimiento espontaneo. A,
Imagenes representativas de la tincion de Safranina O-Fast Green y de la inmunohistoquimica para
PPARa realizadas en rodillas de ratones C57BL/6J sometidos a envejecimiento espontaneo (2, 6,18 y
30 meses de edad). Escala 10 ym. B, Cuantificacion del numero de células positivas para PPARa. Los
valores se corresponden con la media + SEM de tres ratones por grupo de edad, *p<0.05, **p<0.0001
vs. 2 meses de edad. Se aplicd un test {-Student no pareado y paramétrico.
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Los resultados del modelo de artrosis experimental mostraron una disminucién
significativa en el numero de células positivas en PPARa a las 10 semana post-

cirugia (Figura 47A y B).
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Figura 47. PPARa esta disminuido en rodillas de ratén sometidas a artrosis experimental. A,
Imagenes representativas de la tincién de Safranina O-Fast Green y de la inmunohistoquimica para
PPARa realizadas en rodillas de ratones C57BL/6J de 6 meses de edad sometidos a artrosis
experimental durante 10 semanas. Escala 10 um. B, Cuantificacién del numero de células positivas para
PPARa. Los valores se corresponden con la media + SEM de cuatro ratones por grupo, *p<0.05 vs. OA.
Se aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico.
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4.2. PPARa esta disminuido en sangre y en cartilago de pacientes con

artrosis de rodilla

Para determinar los niveles de expresion de PPARa en pacientes con artrosis se
empled sangre y cartilago de pacientes con y sin artrosis de rodilla procedentes de la
Cohorte Prospectiva de Artrosis de A Coruna (PROCOAC).

Los resultados mostraron una disminucién significativa en los niveles de
expresion de PPARa en sangre de pacientes con artrosis de rodilla (Figura 48A).
Estos resultados fueron validados en cartilago de pacientes con artrosis de rodilla,
donde se observd una disminucion significativa en el numero de células positivas
para PPARa, predominantemente en la zona superficial comparado con el grupo
control (Figura 48 B y C).

Estos resultados demuestran que el receptor PPARa estd comprometido en

modelos preclinicos de envejecimiento articular y en la artrosis.
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Figura 48. PPARa esta disminuido en sangre y cartilago de pacientes con artrosis de rodilla. A,
Niveles de expresion de PPARa en sangre de pacientes sin artrosis (Ctrl) y con artrosis de rodilla
procedentes de la cohorte PROCOAC. Los resultados se corresponden con la media + SEM de n=26
pacientes sin artrosis y n=31 pacientes con artrosis de rodilla, *p<0.001 vs. Ctrl. Se aplico un test ¢-
Student no pareado y paramétrico. B, Imagenes representativas de la inmunohistoquimica para PPARa
en cartilago sin artrosis (Ctrl) y con artrosis de rodilla. Escala 10 ym. C, Cuantificacién de las células
positivas para PPARa. Los resultados se corresponden con la media + SEM de 5 donantes por grupo,
*p<0.05 vs. Ctrl. Se aplico un test -Student no pareado y paramétrico.
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4.3. La activacion farmacolégica de PPARa mejora las condiciones clinicas

en pacientes artrésicos

Para investigar la relevancia y el potencial traslacional de la activacién de PPARa
en pacientes con artrosis de rodilla, se emplearon datos prodecedentes de la Cohorte
Americana de artrosis de rodilla, Osteoarthritis Initiative (OAl). Se trata de un estudio
observacional prospectivo, longitudinal y multicéntrico, sobre la artrosis de rodilla. El
analisis de los datos fue realizado en colaboracion con el grupo de los Drs. Valery e
Ivan Shirinsky (Scientific Research Institute of Clinical Inmunology, Novosibirsk,

Rusia).

La Cohorte OAI esta formada por 4796 pacientes. Estableciendo varios criterios
de inclusion y de exclusidon se obtuvo un total de 3357 sujetos que entraron en el
estudio. De este grupo de pacientes sélo habia 35 pacientes con tratamiento con
fibratos y 3322 que no los tomaban. Aplicando estrategias de emparejamiento
genético 1:1 se realizé un analisis final con 35 pacientes en cada grupo (Figura 53
de Resultados Anexos). Del total de 35 pacientes, 24 pacientes tomaban
Fenofibrato (68,6%), 10 pacientes tomaban Gemfibrozilo (28,6%) y un paciente que
inicialmente tomaba Gemfibrozilo se cambié a Fenofibrato. Ademas, durante el
seguimiento hubo tres reemplazamientos de rodilla en el grupo de pacientes del
Fenofibrato (4,3%) y siete reemplazamientos de rodilla en el grupo control (11,4%).
Para evaluar el estado de las rodillas de los pacientes tratados con y sin fibratos se
empled el “Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index” o indice
WOMAC que es un cuestionario estandarizado y patentado y ampliamente utilizado
por los reumatologos para evaluar el estado de los pacientes con artrosis de rodilla y

cadera, incluyendo el dolor, la rigidez y el funcionamiento fisico de las articulaciones.

Los resultados obtenidos después del andlisis indicaron que los pacientes que
tomaban fibratos tenian una mejora en la funcion WOMAC y el WOMAC total y una

tendencia a sufrir menos dolor que los pacientes sin tratamiento con fibratos.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con fibratos podria mejorar la salud

articular de los pacientes con artrosis de rodilla (Tabla 20).
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Tabla 20. Analisis longitudinal de las subcategorias que forman la escala WOMAC en pacientes

que toman fibratos

indice WOMAC Coeficiente B IC 95% P valor

Dolor WOMAC -0,3 -0,63 a -0,035 0,08
Funcion WOMAC -1,15 -2,1a-0,2 0,018
Rigidez WOMAC -0,07 -0,23 a 0,1 0,43

WOMAC Total -1,6 -2,93 a -0,21 0,024
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Discusion

1. IDENTIFICACION DE COMPUESTOS SENOTERAPEUTICOS Y
MODULADORES DE AUTOFAGIA MEDIANTE TECNICAS DE CRIBADO DE
ALTO RENDIMIENTO

La artrosis (OA) es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial que afecta
a toda la articulacion y para la cual actualmente no existen tratamientos efectivos.
Esta considerada como una de las principales causas de discapacidad en personas
mayores lo que provoca una reduccién de la calidad de vida de los pacientes, lo que

implica un importante impacto socioeconémico.

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo de la artrosis y esta
caracterizado por la pérdida progresiva de la funcion celular. Existen nueve
marcadores celulares y moleculares que contribuyen al proceso de envejecimiento
entre los que se incluyen la senescencia celular, la pérdida de proteostasis o la
disfuncién mitocondrial (43). Varios de estos procesos contribuyen a que la artrosis
presente un fenotipo asociado al envejecimiento. Una presencia cronica de células
senescentes en los tejidos envejecidos esta asociada con la pérdida de la funcion
tisular. Las células senescentes ejercen un efecto negativo sobre las células y tejidos
proximos a través de la secrecion de de citoquinas pro-inflamatorias, proteasas o
factores de crecimiento dando lugar a un fenotipo pro-inflamatorio asociado a
senescencia conocido como Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP) y
potenciando los procesos catabdlicos frente a los anabdlicos y dificultando la
restauracion de la homeostasis del cartilago (248, 249). El principal mecanismo que
controla la homeostasis celular es la autofagia a través de la cual se eliminan las
organelas y las macromoléculas disfuncionales. Se ha visto que una perturbacion del
sistema proteolitico a través de la autofagia estd asociada con el envejecimiento
mientras que su estimulacién tiene efectos contrarios (182). En artrosis se ha
demostrado que la autofagia es un mecanismo protector y fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis del cartilago normal y que esta disminuida en el
envejecimiento articular y en la artrosis. Asimismo, se observd que la autofagia esta
disminuida en modelos de envejecimiento espontaneo y de artrosis experimental en

raton y que la activadion farmacolégica de autofagia protege del daino articular (186).

Con el objetivo de identificar nuevos farmacos para el tratamiento de la artrosis,
nos centramos en la senescencia celular utilizando estrategias senoliticas dirigidas a
eliminar selectivamente células senescentes y en la activacion de autofagia para
poder recuperar y mantener la homeostasis celular. En este sentido, investigaciones
centradas en el estudio de la senescencia celular en OA mostraron que la

eliminacion selectiva de células senescentes en modelos preclinicos de artrosis en
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raton, prevenia de la progresion de la enfermedad y restauraba la estructura tisular
(250). Ademas, Jeon et al. (247) mostraron que tras el tratamiento con moléculas
senoliticas en cartilago artrésico de rodilla y en condrocitos senescentes obtenidos
de pacientes sometidos a artroplastia completa de rodilla se reducia la carga de
células senescentes y se mejoraba la expresiéon del colageno tipo Il y del agrecano,

dos de los principales componentes de la MEC en el cartilago.

Nuestro estudio se disefié con el objetivo de identificar moléculas poseedoras de
una funcion dual, es decir, compuestos que actuasen simultdneamente sobre los
procesos de senescencia y autofagia en el cartilago articular. Como modelo de
enfermedad empleamos la citoquina pro-inflamatoria IL-6. La IL-6 esta considerada
como uno de los factores mas mas importantes del SASP y refuerza la senescencia
a través de la comunicacion paracrina con células vecinas no senescentes. Con el
modelo propuesto se manifesté un aumento de la actividad de la enzima SA-B-Gal y
un incremento en la expresion del marcador p21, un inhibidor de quinasas
dependientes de ciclina CDK2 y CDK4. Estos resultados concuerdan con lo descrito
por Kojima et al. (228), ya que la exposicion crénica a esta citoquina produce
suficiente estrés para inducir una detencioén en el crecimiento celular. En cuanto al
proceso de autofagia, existen estudios que relacionan a mTOR con la actividad
secretora de las células senescentes. Herranz et al. (251) y Laberge et al. (252)
mostraron que la inhibicion de mTORC1 con Rapamicina inhibia selectivamente el
SASP vy la tincion de SA-B-Gal de las células senescentes. Nuestros resultados
confirmaron que la potenciar el SASP con IL-6 incrementaba la expresién de prpS6,
sustrato de mTOR, y se reducia el flujo de autofagia. Estos datos indicaron que la
exposicion de los condrocitos a IL-6 provocdé un efecto dual a nivel articular,
ocasionando un desequilibrio en la homeostasis y acentuando el proceso de

envejecimiento de los condrocitos.

La combinacion de técnicas de HTS con un modelo in vitro contextualizado en la
fisiopatologia de la artrosis nos permitié identificar en condrocitos humanos varios
compuestos con diferentes mecanismos de accion. Los condrocitos fueron expuestos
simultaneamente a IL-6 y a los compuestos de la quimioteca Prestwick durante 72 y
18 horas para cuantificar la actividad SA-B-Gal y el flujo de autofagia,
respectivamente. El uso de quimiotecas de reposicionamiento nos permitié identificar
las dianas terapéuticas sobre las que actuaba cada compuesto. Como resultado se
obtuvo un conjunto de 14 moléculas con actividad senoterapéutica y pro-autofagica.
Se identificaron compuestos cuyas dianas terapéuticas actian sobre canales idnicos

de Na* y de K", sobre mediadores inflamatorios como la COX y sobre receptores de
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histamina, serotonina o dopamina. Estos resultados apoyan lo descrito por Lewis et
al. (253) ya que consideran a los canales ionicos de Na® posibles biomarcadores
para la artrosis. Ademas, actualmente se esta trabajando en el desarrollo de nuevas
moléculas para el tratamiento del dolor que actian sobre estos canales. Por otro
lado, la COX, una enzima clave en la sintesis de prostaglandinas e inhibida por los
AINES (255), es una diana farmacologica para el tratamiento del dolor y de la

inflamacién en la artrosis (41).

Manteniendo nuestro objetivo de identificar farmacos con potencial terapéutico
dirigidos no sélo a paliar el dolor y la inflamacion sino a actuar sobre mediadores
relacionados con los mecanismos patofisiolégicos implicados en el desarrollo de la
OA como es la alteracion del metabolismo lipidico, se selecciond el Fenofibrato (FN)
(31). EI FN es un fibrato y un agonista del receptor nuclear PPARa que actualmente
es usado en la clinica por su efecto regulador del metabolismo lipidico al disminuir
los niveles de triglicéridos y de colesterol en plasma a través de la oxidacién de los
acidos grasos (256). Ademas, los agonistas por este receptor también son conocidos
por ejercer efecto anti-inflamatorio en los hepatocitos, en las células endoteliales, asi
como en los macréfagos, linfocitos y en las células del musculo liso (257). Este
mecanismo resulta de especial interés para proponer este factor de transcripcion
como diana terapéutica debido a su papel regulador sobre el proceso inflamatorio y
el metabolismo lipidico, dos procesos que impactan negativamente en la
homeostasis del cartilago (40, 258, 259).

2. CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL FENOFIBRATO

Una de las caracteristicas de las células senescentes es el incremento de la
expresion de las vias de supervivencia (Senescent Cell Anti-apoptotic Pathways
SCAPs) y consecuentemente su resistencia a la apoptosis. Los nodos de las SCAPs
asociadas a la senescencia son PI3K/AKT, p53/p21, BCL-2/BCL-X,, el inhibidor del
activador de plasminégeno 2 (PAI-2) y los receptores efrina y sus ligandos EFNB1 6
EFNB3 (83). Investigaciones en el campo de la senescencia celular mostraron que
las células senescentes son susceptibles de morir via apoptosis al actuar sobre estas
vias de supervivencia (98). Debido a los desérdenes que provocan este tipo de
células, estudios recientes se centraron en la busqueda de moléculas senoliticas, es
decir, compuestos que eliminen selectivamente las células senescentes. Los
primeros farmacos senoliticos identificados fueron Dasatinib y Quercetina (83).
Posteriores investigaciones identificaron al Navitoclax (ABT-263) y TW-37 como
agentes senoliticos que actuan en las proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2

(173, 174). Otros agentes caracterizados in vitro fueron Fisetin, Piperlongumine,
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A1155463 y A1331852 (177, 178). Recientemente se ha identificado una nueva clase
de compuestos con actividad senolitica en fibroblastos embrionarios de raton de
envejecimiento prematuro (MEFs Ercc1”) y en células humanas IMR90 y WI-38. Se
trata de 17-AAG y 17-DMAG cuyo mecanismo de accién consiste en inhibir las
chaperonas HSP90 (Heat Shock Protein) y por consiguiente disminuir la regulacion
de la via anti-apoptotica PISK/AKT (180).

Nuestros hallazgos demostraron que los agonistas PPARa eliminaban
selectivamente los condrocitos senescentes via apoptosis. Los agonistas sintéticos
Fenofibrato, GW7647 y CP775146 presentaron un perfil similar al Navitoclax en los
estudios de muerte celular por apoptosis. Las SCAPs que se estudiaron con los
agonistas fueron p21 y de forma indirecta PISK/AKT. La quinasa PI3K en presencia
de células senescentes activa a la enzima AKT y AKT activa a mTOR, modulador
negativo de la via de autofagia. A su vez, si AKT esta activada se produce una
inhibicion de FoxO1, uno de los marcadores mas importantes para el mantenimiento

de la homeostasis del condrocito (85).

En condrocitos artrésicos y envejecidos después del tratamiento con FN se
observé una disminucion de la expresiéon de p21 y de prpS6, sustrato de mTOR,
sugiriendo que la activacion de PPARa provocaba una disminucion de la expresion
de las vias de supervivencia y potenciaba la eliminacion de las células senescentes
por apoptosis. La caracterizacion del efecto senolitico que presentaban los ligandos
PPARa en condrocitos se confirmé también en MEFs Ercc1™ y en las células

humanas de pulmén IMR9O0.

PPARa forma parte de la familia de los receptores nucleares PPARs. La
implicacion de estos factores de transcripcidon en la homeostasis del cartilago
articular también se relaciond con el subtipo PPARy. En estudios realizados en
ratones knockout en PPARYy se observo que exhibian un fenotipo acelerado de OA,
muerte celular por apoptosis y un aumento en la produccién de los factores
catabdlicos e inflamatorios asociados con un incremento en la degradacion del
cartilago. Estos efectos estaban acompanados de un descenso de los marcadores
de la autofagia y un incremento en la expresion de mTOR, principal regulador
negativo de la via de sefializacion de autofagia (214, 215). En cuanto a PPARaq, se
ha investigado su papel en el proceso de autofagia. A nivel hepatico, se han
realizado estudios en una linea celular de hepatocitos reportera de autofagia a la que
le insertaron el tdndem mRFP-GFP-LC3. Tras la activacién farmacolégica de PPARa
con el agonista sintético GW7647 observaron un incremento de coloracion rojo-

anaranjado indicando un aumento del flujo de autofagia. Ademas, este proceso lo
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estudiaron en ratones knockout en PPARa demostrando que carecian de la
capacidad de degradar por via autofagica los lipidos en el higado (lipofagia) (153).
Recientes investigaciones en la enfermedad de Alzheimer confirmaron que la
activacion farmacolégica de este receptor nuclear activo el proceso de autofagia en
las células de la microglia y en las células del glioma humano que expresaban la
proteina precursora B-amiloide observando un aumento de la expresion de LC3Il y
una degradacion de la proteina B-amiloide, un marcador neuropatoldgico en la
enfermedad de Alzheimer. A su vez, en estas dos lineas celulares insertaron el
tdndem mRFP-GFP-LC3 y mostraron un incremento del flujo de autofagia tras el
tratamiento de los fibratos Gemfibrozilo y WY14643. Los resultados obtenidos
sugirieron que PPARa podria ser un factor importante para regular el aclaramiento
de la proteina B-amiloide por vias autofagicas (219). El efecto positivo que presenta
el receptor nuclear PPARa sobre el proceso de autofagia lo confirmamos en
condrocitos humanos con el tratamiento de FN. Empleando la misma técnica basada
en insertar el constructo mRFP-GFP-LC3 en las células y en respuesta a la IL-6 se
cuantificé por cambios de pH en los lisosomas el flujo autofagico y se confirmé la
formacién de los autolisosomas, las organelas encargadas de degradar el material en
el ultimo paso de la via autofagica. Nuestros resultados han indicado que el
tratamiento de los condrocitos tanto el Fenofibrato como otros agonitas de PPARa
regulaban el proceso de autofagia mediante un incremento del flujo y una mayor
expresion de los marcadores homeostaticos LC3 y FoxO1. Estudios en este area
demostraron que existia un defecto de los niveles de LC3 y de la expresion de los
factores de transcripcion pertenecientes a la familia FoxO en condrocitos artrésicos y
envejecidos (184, 260).

Los resultados obtenidos sugirieron que tras la activacion del receptor nuclear
PPARa se consiguié eliminar selectivamente los condrocitos senescentes vy
restablecer la homeostasis en el cartilago. Estos datos se apoyan en estudios
publicados centrados en estudiar los efectos negativos asociados a la senescencia
celular en donde Xu et al. (172) describieron que la inyeccion de células senescentes

en rodilla de ratén inducia dolor y dafio articualr similar a lo observado en la OA.

Las alteraciones metabdlicas como la dislipemia, la obesidad y la diabetes
mellitus Tipo 2, componentes del sindrome metabdlico, son consideradas factores de
riesgo para la artrosis por lo que, estudiar el impacto de los lipidos, la glucosa y las
adipoquinas sobre las células y tejidos articulares es muy interesante (203). Segun lo
descrito por Triantaphyllidou et al., (261) alteraciones en el metabolismo del

colesterol HDL predispone el desarrollo de OA. En el estudio observaron que los
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ratones genéticamente modificados con anormalidades en el metabolismo lipidico
presentaban mayor predisposicion de desarrollar OA de rodilla en comparacion con
el grupo control (261). Un aumento en la captacion de glucosa por parte de los
condrocitos artrésicos debido a cambios en la expresion del transportador de glucosa
GLUT1 (membrane glucose transporter 1) inicia programas cataliticos en los que se
inducen la MMP1 y la MMP13 (207). La articulacion también se ve afectada por las
citoquinas y adipoquinas secretadas por el tejido adiposo visceral que estimulan el
proceso inflamatorio y catabdlico en el cartilago. En un estudio realizado en grasa
infrapatelar de pacientes artrésicos se observd una disminucion de la secrecion de
citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a IL-1B después del tratamiento con
agonistas PPARa (204, 218).

PPARa esta considerado como un regulador transcripcional del metabolismo
lipidico y como respuesta clinica a su activacion con fibratos produce un incremento
de la transcripcion de las principales apolipoproteinas que transportan HDL y una
disminucion de los triglicéridos que se consideran la principal fuente de los acidos
grasos circulantes (256). Los procesos en los cuales esta implicado estan
controlados por muchos de sus genes diana. Algunos de ellos, ACOX1y CPT1A, son
genes implicados en la B-oxidacion y peroxi-oxidacion de los acidos grasos,
presentaron un descenso en los niveles de su ARNm en higado de ratas
envejecidas, sugiriendo que el envejecimiento inhibe la activacion de PPARa y como
consecuencia afectaba la expresion de sus genes diana (165, 221). Otro estudio
demostré que la actividad transcripcional de PPARa puede verse reducida por una
inhibicion lisosomal. En este sentido, Hayden et al. (262) exploraron el efecto de la
inhibicion lisosomal con Bafilomicina en células hepaticas de ratén. En los analisis
observaron un descenso de los genes diana PPARa, ACOX1 y CPT1A. Estos
resultados fueron confirmados cuantificando los niveles proteicos de PPARa y de su
coactivador PPARGC1A. Con estos hallazgos se sugiere la implicacion del factor de
transcripcion en la regulaciéon de la homeostasis celular para promover el proceso de
autofagia y degradar el material disfuncional en los autolisosomas. Estos datos
resaltan la importancia de activar PPARa para restablecer su actividad
transcripcional en los procesos en los que esta implicado. En condrocitos humanos
observamos que tras activarlo con agonistas PPARa se producia un aumento de la
expresion del gen CPT1A, indicando que la oxidacién de los acidos grasos en los
condrocitos es mediada por la B-oxidacion mitocondrial. Estos resultados sugirieron
la necesidad de activar PPARa para restablecer el metabolismo en el cartilago y

frenar la produccion de moléculas que participen tanto en alteraciones metabdlicas
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como en fendmenos de inflamacion articular y envejecimiento celular caracteristicos

de la fisiopatologia de la OA.
3. EVALUACION DE LA EFICACIA TERAPEUTICA DEL FENOFIBRATO

En relacién a la regulacion de los procesos de degradaciéon e inflamacién por
PPARa, Clockaerts et al. (216) demostraron que la activacién con ligandos sintéticos
provocaba un descenso tanto de los marcadores catabdlicos MMP1, MMP3 y
MMP13 como de los inflamatorios NO y PGE2 en respuesta a la IL-1 en cartilago
artrésico. Ademas, sugirieron que esas propiedades antiinflamatorias estaban
asociadas con una inhibicién de la translocacién nuclear de NFkB. Estas evidencias
son similares a los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral en condrocitos
humanos envejecidos. En respuesta a IL-1B y tras el tratamiento durante 24 horas
con FN se observé en el sobrenadante celular una menor concentracion de NO
liberado. Asimismo, la expresiéon del factor de transcripcion NFkB descendia en
condrocitos envejecidos y en artrosicos en respuesta al tratamiento con FN durante
24 horas.

Para investigar la relevancia de PPARa como posible diana terapéutica en la
patogénesis de la artrosis estudiamos si el silenciamiento de este receptor nuclear
afectaba a los mecanismos de supervivencia en los condrocitos. Previos estudios
demostraron que el envejecimiento disminuia la expresion de PPARa. Segun Poynter
et al. (220) al examinar los niveles de expresion de ARNm de PPARa en bazo de
raton observaron que habia un descenso asociado al envejecimiento lo cual estaba
acompafiado de una produccién de citoquinas pro-inflamatorias. Estos hallazgos
podrian explicar, aunque no concluir, que al realizar un silenciamiento de PPARa en
condrocitos humanos obtuviéramos una mayor predisposicion de las células a sufrir
senescencia al aumentar la expresion de p21, un incremento de la expresion del
mediador inflamatorio NFkB y cambios en los reguladores homeostaticos a través de
un descenso de FoxO1 y un incremento de LC3, el cual podria interpretarse como
respuesta compensatoria al desbalance articular. La disminucion de la expresién de
FoxO1 podria explicarse segun lo descrito en la ruta PI3BK-AKT-FoxO1 en la cual, en
un contexto de senescencia celular, AKT ejerce un efecto inhibitorio sobre FoxO1
(85). Los hallazgos identificados resaltan la importancia de mantener funcional
PPARa para regular la homeostasis en los condrocitos y asi prevenir o retrasar la

activacion de aquellos eventos implicados en el desarrollo de la enfermedad.
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4. PAPEL DEL RECEPTOR NUCLEAR PPARa EN MODELOS PRECLINICOS DE
ENVEJECIMIENTO ARTICULAR Y ARTROSIS

La evaluacién de los niveles de PPARa en modelos de ratén de envejecimiento
espontaneo y de OA inducida quirirgicamente asi como en sangre y tejido de
pacientes artrésicos indicaron un defecto de PPARa en los patrones asociados a la
enfermedad. En cambio, se ha visto que tras la activacion farmacolégica de PPARa
con fibratos en pacientes artrésicos de rodilla procedentes de la cohorte
Osteoarthritis Initiative (OAi) se observo un descenso significativo de la discapacidad
y una tendencia a disminuir el dolor. Ademas, en el grupo de pacientes que tomaron
fibratos hubo un menor porcentaje de reemplazamiento quirurgico. Estos hallazgos
siguen la linea de investigacion aplicada en un estudio de artrosis erosiva de manos
en el cual el tratamiento de FN (145 mg/dia) a 14 pacientes con artrosis de mano
erosiva durante 12 semanas estuvo asociado con un descenso del dolor, de la
rigidez matutina y una mejora en la funcién articular de la mano (263). En cambio, en
otro estudio realizado en la OAi se hizo un analisis exploratorio de 28 clases de
medicamentos con un total de 2938 pacientes para identificar la progresion de la
artrosis en los pacientes usuarios de estos medicamentos y asi determinar posibles
vias o intervenciones asociadas con la modificacién de la enfermedad. A diferencia
de lo descrito por Shirinsky et al. (263), aquellos que tomaron fibratos no mostraron
un retraso en la progresién ni una disminucion de dolor. En cambio, otro farmaco
perteneciente al grupo de los antilipémicos presentaba tanto en el primer screening
como en el segundo mejoras a nivel estructural y en sintomatologia sugiriendo que
intervenciones en el metabolismo del colesterol podrian atenuar el grado de

inflamacién que se produce en la artrosis (264).

La adquisicion de resultados clinicos apoyan la hipotesis de que los fibratos
pueden mejorar la funcion articular en pacientes artrésicos. La realizacion de futuros
estudios seria determinante para incluir a este grupo de farmacos como
modificadores de la enfermedad. Dado el papel que desempefia el factor de
transcripcion PPARa en el metabolismo lipidico y las consecuencias que provocan
los desdrdenes metabdlicos en la OA, este mecanismo podria considerarse como

una diana terapéutica para el tratamiento de la enfermedad.

154



CONCLUSIONES



1.

Conclusiones

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS SENOTERAPEUTICOS Y
MODULADORES DE AUTOFAGIA MEDIANTE TECNICAS DE CRIBADO DE
ALTO RENDIMIENTO

1.1.  Se identifico a la IL-6 como un modelo de senescencia y de inhibicién

del flujo de autofagia en condrocitos

1.2.  Se desarroll6 una metodologia de screening para identificar compuestos

con actividad senoterapeutica y pro-autofagica

1.3.  Se identificaron 14 compuestos con actividad senoterapeutica y pro-

autofagica

1.4. Se escogid el Fenofibrato para su posterior confirmacién por la

relevancia de su mecanismo de accion
CONFIRMACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL FENOFIBRATO
2.1.  El Fenofibrato no afecta a la viabilidad del condrocito
El Fenofibrato y los agonistas PPARa:
2.2.  Presentan un efecto senolitico en condrocitos humanos

2.3. Eliminan selectivamente condrocitos senescentes mediante la activacion

de la via de apoptosis
2.4. Regulan la homeostasis del condrocito
2.5. Regulan la B-oxidacion de los acidos grasos en condrocitos humanos
EVALUACION DE LA EFICACIA TERAPEUTICA DEL FENOFIBRATO
El Fenofibrato:
3.1. Regula la expresion de PPARa en condrocitos artrésicos
3.2. Protege de la degradacion del cartilago articular

3.3. Regula los procesos de senescencia, autofagia e inflamacién en

condrocitos humanos artrésicos y envejecidos
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4. PAPEL DEL RECEPTOR NUCLEAR PPARa EN MODELOS PRECLINICOS
DE ENVEJECIMIENTO ARTICULAR Y DE ARTROSIS

41. ElI receptor nuclear PPARa esta disminuido en modelos de

envejecimiento y artrosis en ratén

4.2. EIl receptor nuclear PPARa esta disminuido en sangre y cartilago de

pacientes con artrosis

4.3. La activacion farmacolégica de PPARa con Fenofibrato mejora las

condiciones clinicas en pacientes con artrosis
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Conclusions

1. DENTIFICATION OF SENOTHERAPEUTICS AND AUTOPHAGY MODULATORS
BY HIGH-THROUGHPUT SCREENING

1.1. IL-6 was identified as a model for chondrocyte senescence and inhibition of

autophagy flux in chondrocytes

1.2. A detection methodology was developed to identify compounds with

senotherapeutic and pro-autophagy activity

1.3. Fourteen compounds with senotherapeutic and pro-autophagy activity were
identified

1.4. Fenofibrate was selected for further confirmation due to the relevance of the

target mechanism

2. CONFIRMATION OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF FENOFIBRATE
2.1. Fenofibrate does not affect the viability of the chondrocyte
Fenofibrate and PPARa agonists:
2.2. Are senolytic compounds in human chondrocytes

2.3. Selectively eliminate senescent chondrocytes by activating the apoptosis
pathway
2.4. Regulate chondrocyte homeostasis

2.5. Regulate the -oxidation of fatty acids in human chondrocytes
3. EVALUATION OF THERAPEUTIC EFFICACY OF FENOFIBRATE

Fenofibrate

3.1. Regulates the expression of PPARa in OA chondrocytes

3.2. Protects from the degradation of articular cartilage

3.3. Regulates the processes of senescence, autophagy and inflammation in

arthritic and aged human chondrocytes

4. ROLE OF THE NUCLEAR RECEPTOR PPARa IN PRECLINICAL MODELS OF
AGING AND OSTEOARTHRITIS

4.1. PPARa is decreased in models of aging and OA in mice
4.2. PPARa is decreased in blood and cartilage of patients with OA

4.3. The pharmacological activation of PPARa with Fenofibrate improves clinical

conditions in patients with OA
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Informacién Suplementaria

RESULTADOS SUPLEMENTARIOS

1. Parametros estadisticos del screening primario

El calculo del factor Z" se hizo teniendo en cuenta la media del control
positivo y negativo y sus correspondientes desviaciones estandar. La
representacion grafica del factor Z° de cada placa de células empleadas en

el screening primario se muestran en la Figura 49.
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Figura 49. Representacion grafica del factor Z* obtenido en el screening primario. El calculo del
factor Z’ se hizo teniendo en cuenta la media del control positivo y tres veces su desviacién estandar y
la media del control negativo y tres veces su desviacion estandar. Como control positivo de
senescencia se uso IL-6 (20 ng/ml) y como control negativo CQ (200 uM). A, B, C, D, Representacién
grafica del factor Z* de las placas 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
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2. Parametros estadisticos del screening secundario

El calculo del factor Z" se hizo teniendo en cuenta la media del control positivo y
negativo y sus correspondientes desviaciones estandar. La representacién grafica
del factor Z° de la placa de células empleadas en el screening secundario se

muestra en la Figura 50.
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Figura 50. Representacion grafica del factor Z* obtenido en el screening secundario. El calculo
del factor Z* se hizo teniendo en cuenta la media del control positivo y tres veces su desviacion
estandar y la media del control negativo y tres veces su desviacién estandar. Como control positivo del
flujo de autofagia se us6 DMEM suplementado con un 2% de FCS y como control negativo CQ (30

uM).
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3. Los agonistas del receptor nuclear PPARa presentan un efecto senolitico

en las células humanas de pulmoén IMR90

Para validar la estrategia elegida en la caracterizacion del efecto
senoterapéutico que presentaron los agonistas en condrocitos, se realizé el mismo

ensayo de senescencia en las células humanas de pulmén IMR9O0.

El método usado para inducir senescencia consisti6 en afiadir Etopdsido
durante cinco dias. Después las células fueron tratadas con los agonistas PPARa
(1,56 yM — 50 uM) y con los compuestos referentes por su actividad senolitica y
senomorfica, Navitoclax y Rapamicina durante 48 horas. Antes de detectar la
actividad SA-B-Gal con el sustrato fluorescente C1,FDG y cuantificar los nucleos
celulares con Hoechst 33342, se afiadié Bafilomicina para incrementar el acumulo

de granulos en los lisosomas de la enzima p-Galactosidasa.

La lectura, analisis y cuantificacion del numero de células senescentes y del
numero total de nucleos celulares se hizo utilizando el sistema de HTS IN Cell
Analizer 6000 y el software IN Cell Developer Toolbox. Los tres compuestos, FN,
CP y GW mostraron un perfil senolitico al provocar la disminucion tanto de las
células positivas en C1,FDG como de los nucleos celulares. El Navitoclax a las dos
cencentraciones presentd el mismo comportamiento y la Rapamicina actué como
senonomorfico por aumentar el numero de células finales y disminuir las

senescentes (Figuras 51 A, B, C y D).
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C12FDG (B-Gal, 48 horas)

Ctrl Etopésido 20pM FN 12,5uM+Etopodsido

Figura 51. Los agonistas PPARa son senoliticos en las células de pulmén IMR90. A.
Cuantificacion del numero de células senescentes y del numero de nucleos celulares después de
tratar las célula IMR90 durante 48 h con Etopdsido (20 uM), FN (1,56 uM — 50uM), Rapamicina (Rapa,
200 nM) y Navitoclax (2,5 pM) en placas de 96 pocillos. Los valores del niumero de células
senescentes se corresponden con la media £+ SEM de cuatro réplicas/condicion, *p<0.05, **p<0.001,
***p<0.0001 vs. Etopdsido. Los valores del numero de nucleos se corresponden con la media £+ SEM
de cuatro réplicas/condicion, *p<0.01, **p<0.0001 vs. Etopdsido, se aplicd un test {-Student no
pareado y paramétrico. B, Cuantificacion del numero de células senescentes y del nimero de nucleos
celulares después de tratar las células IMR90 durante 48 h con Etopésido (20 uM), CP (1,56 uM — 50
uM), Rapa (200 nM) y Navitoclax (2,5 uM) en placas de 96 pocillos. Los valores del nimero de células
senescentes se corresponden con la media £+ SEM de cuatro réplicas/condicion, *p<0.01, **p<0.001,
***p<0.0001 vs. Etopdsido. Los valores del numero de nucleos se corresponden con la media £+ SEM
de cuatro réplicas/condicion, *p<0.01, **p<0.0001 vs. Etopdsido, se aplicd un test {-Student no
pareado y paramétrico. C, Cuantificacion del numero de células senescentes y del nimero de nucleos
celulares después de tratar las célula IMR90 durante 48 h con Etopdsido (20 uM), GW (1,56 uM — 50
uM), Rapa (200 nM) y Navitoclax (2,5 uM) en placas de 96 pocillos. Los valores del nimero de células
senescentes se corresponden con la media £+ SEM de cuatro réplicas/condicion, *p<0.01, **p<0.0001,
***p<0.05, ****p<0.0001 vs. Etopdsido. Los valores del numero de nucleos se corresponden con la
media * SEM de cuatro réplicas/condicion, *p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001 vs. Etopdsido, se aplicéd
un test t-Student no pareado y paramétrico. D, Imagenes representativas de la actividad SA-B-Gal en
IMR90 en respuesta al tratamiento con Etopdsido y con tres agonistas PPARa. Se utilizd6 un doble
marcaje para identificar la enzima B-galactosidasa con C12FDG vy los nucleos celulares con Hoechst
33342. Aumento 10X.
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4. Los agonistas del receptor nuclear PPARa presentan un efecto senolitico

en los fibroblastos embrionarios de ratén MEFs Ercc1”

Los fibroblastos embrionarios de raton MEFs Ercc1'/' caracterizados por
carecer de la endonucleasa de reparacion del ADN Ercc1-XPF se utilizaron como
modelo de envejecimiento prematuro para confirmar el efecto senolitico de los

agonistas PPARa.

Para inducir senescencia fueron simultdneamente sometidas a estrés oxidativo
y a replicacion celular. Después las células fueron tratadas con los agonistas
PPARa (1,56 uM — 50 uM) y con los compuestos referentes por su actividad
senolitica y senomérfica, Navitoclax y Rapamicina durante 48 horas. Antes de
detectar la actividad SA-B-Gal con el sustrato fluorescente C12FDG y cuantificar los
nucleos celulares con Hoechst 33342, se afiadié Bafilomicina para incrementar el

acumulo de granulos en los lisosomas de la enzima B-Galactosidasa.

La lectura, analisis y cuantificacion del numero de células senescentes y del
numero total de nucleos celulares se hizo utilizando el sistema de HTS IN Cell
Analizer 6000 y el software IN Cell Developer Toolbox. Los compuestos CP y GW
mostraron un perfil senolitico al provocar la disminucidon tanto de las células
positivas en C12FDG como de los nucleos celulares. El Navitoclax a la
concentraciéon de 2,5 pM presentd un mayor comportamiento senolitico y la
Rapamicina actué como senomoérfico por aumentar el numero de células finales y

disminuir las senescentes (Figura 52 Ay B).
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C12FDG (B-Gal, 48 horas)
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Figura 52. Los agonistas PPARa son senoliticos en las células MEFs Erccl1™. A, Imagenes
representativas de la actividad SA-B-Gal en Ercc1™” en respuesta al tratamiento de los agonistas
PPARa. Se utilizé un doble marcaje para identificar SA-3-Gal con C12FDG y los nucleos celulares con
Hoechst 33342. Aumento 10X. B, Cuantificacion del nimero de células senescentes y del nimero de
nucleos celulares después de tratar los fibroblastos de raton MEFs Ercc1™ durante 48 h con CP y GW
(1,56 uM — 50 yM), Rapamicina (200 nM) y Navitoclax (2,5 y 5 uM) en placas de 96 pocillos. Los
valores del numero de células senescentes se corresponden con la media + SEM de cuatro
réplicas/condicion. *p<0.01, **p<0.0001 vs. Ercc1™. Los valores del numero de nucleos se
corresponden con la media + SEM de cuatro réplicas/condicion. *p<0.001, **p<0.05 vs. Ercc1™. Se
aplicé un test t-Student no pareado y paramétrico.
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5. La activacion farmacolégica de PPARa mejora las condiciones clinicas en

pacientes artrésicos

Cohorte OAI

|

——> | Subcohorte de referencia, n=122

n=4674 | —> Participantes con puntuacién 0 de dolor en WOMAC, n=1196

|

n=347 | —> Participantes que toman fibratos al inicio del estudio, n=44

|

n=3434 | ——> | Participantes con ausencia de datos a nivel basal, n=77

|

n=3357 Pacientes que toman Pacientes que toman

> fibratos, n=35 > fibratos, n=35

Emparejamiento 1:1

Pacientes que no toman Pacientes que no
> fibratos, n=3322 > toman fibratos, n=35

Figura 53. Estratificacion de los pacientes que toman fibratos procedentes de la cohorte OAI
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6. El Fenofibrato presenta efecto senolitico y pro-autofagico en condrocitos

La caracterizacion del efecto senoterapéutico del hit identificado en el screening
consistio en la confirmacion mediante ensayos de senescencia si el Fenofibrato
presentaba efecto senolitico o senomorfico. Para ello se establecié una relacion
entre el numero total de células y el numero de células senescentes presentes

después del tratamiento.

Se define un agente senolitico como aquel que presenta la capacidad de
eliminar selectivamente las células senescentes sin afectar a las proliferativas ni a
las quiescentes. En cambio, los agentes senomoérficos disminuyen el nimero de
células senescentes sin alterar la cantidad total de células. EI mecanismo por el

cual ejercen esta funcion se desconoce con exactitud.

Se empled la linea celular de condrocitos T/C28a2 para cuantificar el nimero de
células senescentes y el numero de nucleos celulares haciendo uso del sustrato
fluorescente C,FDG. Las células fueron tratadas con IL-6 y con Fenofibrato
durante 72 horas. La lectura y el analisis se hicieron con el equipo de imagen IN
Cell Analyzer 6000 y el soffware IN Cell Developer Toolbox. Los resultados
indicaron que el Fenofibrato disminuyé el numero de células positivas en b-gal y el

numero total de condrocitos (Figura 54A).

Confirmado el efecto senolitico, el siguiente paso consistié en comprobar que el
compuesto presentaba actividad pro-autofagica. Para ello se empleé la linea celular
de condrocitos reportera de autofagia T/C28a2-mCherry-EGFP-pBABE la cual fue
estimulada con IL-6 y con Fenofibrato durante 18 horas. Como inhibidor del proceso
se uso Cloroquina. A partir del ratio mCherry/EGFP se cuantificaron los puntos
fluorescentes que se formaban en los lisosomas indicando que el agonista regulaba
positivamente el flujo de autofagia (Figura 54B). La lectura y el analisis se

obtuvieron empleando el equipo Operetta y el software Harmony.
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Figura 54. El Fenofibrato se comporta como senolitico y pro-autofagico en condrocitos. A,
Cuantificacion del numero de células senescentes y del numero de nucleos celulares después de
tratar los condrocitos con FN (10 uM y 50 uM) y con IL-6 (20 ng/ml) durante 72 h en placas de 96
pocillos. Los valores de ambos parametros se corresponden con la media + SEM de 16
réplicas/condicion, ***p<0.0001 vs. IL-6 en numero de células senescentes; *p<0.01, ***p<0.0001 vs.
IL-6 en numero de nucleos celulares. B, Cuantificacion del flujo de autofagia estableciendo el ratio
mCherry/EGFP procedente de la intensidad relativa de los puntos lisosomales. Los condrocitos fueron
tratados con FN (10 pM y 50 uM), con IL-6 (20 ng/ml) y con CQ (30 pM) durante 18 h. Los valores se
corresponden con la media + SEM de 24 réplicas/condicion, ****p<0.0001 vs. IL-6, se aplicé un test ¢-
Student no pareado y paramétrico.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Ageing-related failure of homeostasis mechanisms contributes to articular cartilage degeneration
and osteoarthritis (OA), for which disease-modifying treatments are not available. Our objective was to identify
molecules to prevent OA by regulating chondrocyte senescence and autophagy.

Methods: Human chondrocytes with IL-6 induced senescence and autophagy suppression and SA-3>-gal as a re-
porter of senescence and LC3 as reporter of autophagic flux were used to screen the Prestwick Chemical Library
of approved drugs. Preclinical cellular, tissue and blood from OA and blood from OA and ageing models were used
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Increasing evidence about the molecular mechanisms of ageing sug-
gests that many chronic diseases such as osteoarthritis (OA) are associ-
ated with the hallmarks of ageing, including cellular senescence and
defective autophagy [1]. OA is the most prevalent joint disease, and
has a major impact on global health impact in the ageing population,
but neither preventive measures nor disease-modifying treatments
are yet available [2].
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Research in context

Evidence before this study

Ageing is a major risk factor in patients with cartilage degeneration
and Osteoarthritis (OA). Selective targeting of senescent
chondrocytes provides beneficial effects by attenuating inflamma-
tion and enhancing structural support of articular cartilage. Small
molecules capable of eliminating chondrocytes with senescence
features might prevent cartilage dysfunction related to ageing.

Added value of this study

In this study, we screened for compounds that both decrease se-
nescence and increase autophagy by a cell-based high-
throughput screening (HTS) in human chondrocytes. Importantly,
we have identified Fenofibrate, a PPARa agonist targeting lipid
metabolism, as a potential treatment against cartilage ageing
and OA. OA patients treated with fibrates have improved physical
functions and therefore better mobility (human cohort study).

Implications of all the available evidence

This study provides novel evidence that activating PPARa by
fibrates prevent cartilage degradation by modulating key mecha-
nisms such as senescence and autophagy in chondrocytes and
cartilage. Collectively, our data establish that fibrates could be
translated into disease-modifying therapeutics for OA patients.

Accumulation of senescent cells in tissues contributes to age-related
diseases [3-7]. Articular cartilage of patients with OA shows features of
senescence, including increased expression of nitric oxide, pro-
inflammatory cytokines, particularly IL-13 [8]; p16 [9]; activated
DNA damage response; ROS secretion and SA-B-Gal activity [10].
Senescence-associated secretory phenotype (SASP) factors released
from chondrocytes, such as pro-inflammatory cytokines and extracellu-
lar matrix degrading enzymes, have been identified as major mediators
contributing to the development and progression of OA [11,12]. Simi-
larly, intra-articular injection of senescent cells in mice results in
OA-like pathology [13]. Cartilage ageing can be modified by selective
elimination of senescent chondrocytes to prevent the detrimental mi-
croenvironment changes occurring in joint dysfunction. A major step
into the translation of senolytic treatments for OA was demonstrated
by the beneficial effects of selective clearance of senescence
chondrocytes using the Bcl-2 family inhibitor Navitoclax in animal
models [14]. Physical activity intervention in rats ameliorates the dele-
terious effects of chondrocyte senescence and ageing [15], indicating
that cartilage degeneration responds to environmental signals. The
broad impact of senolytic treatment is also highlighted by the efficacy
of dasatinib and quercetin combination in several models of age-
related disease, which results in an extension of healthspan and lifespan
in mice [6], as well as protects from idiopathic fibrosis in a first-in-
human trial [16]. Comprehensive reviews have highlighted the rele-
vance of senescence in disease and in particular for pathogenesis of
0A [17-20].

There is strong evidence linking deficient autophagy, essential for
cellular homeostasis, with cartilage ageing and OA [21,22]. Given its
broad clinical implications and is relevance in the pathogenesis of dis-
ease, autophagy has become a major target for drug discovery and de-
velopment [23,24]. Autophagy modulation by different means is a
promising therapeutic approach and the discussion is currently focused
on which indication will become the first clinically approved [25]. In-
deed, pharmacological activation of autophagy with small molecules

has shown efficacy in preclinical models of OA [20]. Activating FoxO
transcription factors protect against OA-associated cartilage damage
[26]. However, targeting these homeostasis mechanisms to identify
and test efficacy of potential disease-modifying treatments for cartilage
ageing and OA has been proven to be challenging.

Cellular senescence and autophagy are not only essential for homeo-
stasis but are potential therapeutic targets for age-related diseases [27].
We aim to test this therapeutic hypothesis in preclinical models of OA,
where senescence and autophagy play a relevant role. A novel cell-
based dual imaging screening assay was developed to identify both
senotherapeutics, able to either suppress markers of senescence
(senomorphics) or to induce apoptosis of senescent cells (senolytics),
and autophagy modulators. Senescence was induced in the T/C28a2
human chondrocyte cell line by IL-6 treatment and the percentage of
cells positive for senescence-associated p-galactosidase (SA-p-Gal) ac-
tivity was quantitated using the C;,FDG fluorescence substrate as a re-
porter [28]. The Prestwick chemical library of 1120 off-patent drugs,
combining high chemical and pharmacological diversity with demon-
strated bioavailability and safety in humans was used to screen for se-
nescence modulators. These were subsequently tested for autophagic
flux activity in stably transfected chondrocytes using a LC3 reporter
[29-31]. Among the identified compounds and mechanisms, we se-
lected fenofibrate (FN), a peroxisome proliferator-activated receptor
alpha (PPAR) agonist, that is in clinical use for the treatment of lipid
metabolism dysfunction for further studies [32]. Our data provides com-
pelling evidence that activating PPAR« initiates a transcriptional pro-
gram that enhances chondrocyte homeostasis. Moreover, FN and other
ligands were able to prevent cartilage degradation and to positively
modulate key molecular mechanisms such as senescence and autoph-
agy in chondrocytes and cartilage. We also demonstrate that PPARx ex-
pression in mice was reduced due to ageing or OA and also in blood and
cartilage from knees of OA patients. Collectively, our data establish
strong preclinical evidence that could lead to the development of
novel disease-modifying therapies targeting lipid metabolism to pre-
vent and treat OA.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and materials

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Lonza, Basel,
Switzerland, cat# BE-604F), Eagle's Minimum Essential Medium
(EMEM, ATCC®, cat# 30-2003), Fetal Calf Serum (FCS, Gibco by Life
Technologies, CA, cat# 26010-074), FBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
cat# F9665), Penicillin-Streptomycin (P/S, Sigma-Aldrich, cat# P0781),
Puromycin (Sigma-Aldrich, cat# P8833), Glutamax (Thermo Fisher Sci-
entific, CA, cat# 35050-061), Sodium pyruvate solution (Sigma-Aldrich,
cat# S8636), MEM Non-essential Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich,
cat# M7145), pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B (Addgene, Cambridge,
MA, cat# 22418, RRID:Addgene_22418), FuGene (Promega, Spain,
cat# E2691), Opti-MEM® (1x) (Thermo Fisher Scientific, cat# 11058),
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich, cat# H6648),
ImaGene Green™ C12FDG LacZ Gene Expression kit (Life Technologies,
USA, cat# D2893), Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific, cat#
62249), Paraformaldehyde (PFA, Sigma-Aldrich, cat# 158127), Annexin
V-FITC Apoptosis Detection kit (Inmunostep, Spain, cat# ANXVKF-
100 T), Griess Reagent (Enzo Life Sciences, Ann Arbor, MI, cat# alx-
400-004-L050), Luminata™ Classico Western HRP Substrate, Millipore
Corporation, MA, USA, Cat# WBLUC0100), Pierce® BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific, cat# 23225), RNA isolation [Trizol (Thermo
Fisher Scientific, cat# 15596026), RiboPure RNA Purification kit blood
(Thermo Fisher Scientific, cat# AM1928), NZY First-Strand cDNA Syn-
thesis kit (NZYTech, Portugal, cat# MB12501), iScript cDNA Synthesis
kit (Bio-Rad, CA, cat# 1708890)], ImnmPRESS DAB Reagent (Vector
Labs, Burlingame, CA cat# MP-7401, RRID:AB_2336529), DAB-
Peroxidase substrate Kit (Vector Labs, cat# SK-4100, RRID:AB_
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2336382), Prestwick Chemical Library (Prestwick Chemical, Illkirch,
France), Fenofibrate (Sigma-Aldrich, MO, cat# F6020, https://www.
drugbank.ca/drugs/DB01039), GW7647 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
cat# G6793, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3392731),
CP775146 (Sigma-Aldrich, cat# PZ0173, https://pubchem.ncbi.nlm.
nih.gov/compound/10410059), Rapamycin (Calbiochem, Germany,
cat# 5053210, https://www.drugbank.ca/drugs/DB00877), Navitoclax
(ChemieTek, IN, USA, cat# CT-A263, https://www.drugbank.ca/drugs/
DB12340), Etoposide (Sigma, cat# E1383, https://www.drugbank.ca/
drugs/DB00773), Cloroquine (CQ, Sigma-Aldrich, cat# C6628),
Bafilomycin (Sigma-Aldrich, cat# B1793), Interleukin-6 (IL-6, Sigma-
Aldrich, cat# SRP3096), Interleukin-13 (IL-1P, Sigma-Aldrich, cat#
19401), Tumor Necrosis Factor oo (TNFo, Sigma-Aldrich, cat# T6674),
Actinomycin D (Sigma-Aldrich, cat# A9415), p21 (Cell Signalling Tech-
nology, Netherlands, cat# 2947, RRID:AB_823586), p16 (Abcam, UK,
cat# ab51243, RRID:AB_2059963), phospho-S6 Ribosomal Protein
(prpS6, Cell Signalling Technology, cat# 4858, RRID:AB_916156), LC3
(Cell Signalling Technology, cat# 3868, RRID:AB_2137707), NF«B (Cell
Signalling Technology, cat# 8242, RRID:AB_10859369), PPAR«
(Thermo Fisher Scientific, cat# PA1-822A, RRID:AB_2165595), o-
tubulin (Sigma-Aldrich, cat# T9026, RRID:AB_477593), Horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich, cat#
NA934, RRID:AB_2722659), Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich, cat# NA931, RRID:AB_772210),
Tagman probes (Hs00797944s1 MAP1LC3 FAM, cat# 4331182,
Hs00231106 m1 FOXO1 FAM, cat# 4331182, Hs00355782 ml
CDKN1A FAM, cat# 4331182, Hs05332856 s1 NF<B FAM, cat#
4351372, Hs00912671 m1 CPT1A FAM, Hs01074241 m1 ACOX1 FAM,
CA, cat# 4331182, Hs00947536 m1 PPARa FAM, CA, cat# 4331182,
Thermo Fisher Scientific), h36B4_592F 5°CCACGCTGCTGAACATGC3’,
h36B4_658R 5’ TCGAACACCTGCTGGATGACS3, Integrated DNA Technolo-
gies, IDT, CA, cat# 76583076 and cat# 76583077) and h36B4_VIC VIC-
AACATCTCCCCCTTCTCCTTTGGGCT-TAMRA probe (Thermo Fisher Sci-
entific, cat# 450024), siRNA PPAR« (ID: 5439, cat# AM51331; Ambion,
Austin, TX, USA), Lipofectamine RNAIMAX transfection reagent (Life
Technologies, NY, USA, cat# 13778030), Silencer Cy-labelled negative
Ctrl N.1 siRNA (Ambion, cat# AM4621), Echo®550 Acoustic Liquid Dis-
pensing Technology (Labcyte, San José, CA), Janus (Perkin Elmer, USA),
Multidrop™Combi Reagent Dispenser (Thermo Fisher Scientific, CA),
Microplate Washer (Biotek, CA), Operetta High-Content Imaging Sys-
tem (Perkin Elmer, USA), Harmony® Image Analysis Software (Perkin
Elmer), FACScalibur cytometer (Becton Dickinson, CA, RRID:SCR_
000401), software CellQuestPro (Becton Dickinson), Amersham Imager
600 (GE Healthcare, Weltham, MA), Image ] software (National Institute
of Health, USA, RRID:SCR_003070), Nanoquant Infinite M200 (Tecan,
Switzerland), NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, RRID:
SCR_016517), Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), LightCycler
480 Instrument II (Roche Life Science), qBASE+ qPCR analysis software
(Biogazelle, Switzerland, RRID:SCR_003370), Prism 6.0 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, RRID:SCR_002798).

2.2. T/C28a2 chondrocytes

The immortalized human juvenile chondrocyte cell line T/C28a2
[33], was cultured in DMEM supplemented with 10% FCS and
100 IU/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin at 37 °C and 5% CO.

2.3. Chondrocyte isolation and culture

OA human cartilage was obtained from patients undergoing knee re-
placement (mean + SD: 76.8 4 4.71 years old, n = 5). Normal-Ageing
human cartilage was harvested at the time of autopsy from the femoral
condyles and the tibia plateaus of patients who had no history of joint
disease (mean + SD: 76.1 &+ 14.50 years old, n = 10). Cartilage slices
were minced and incubated with trypsin (0.5 mg/ml) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) for 10 min at 37 °C, and then shaken overnight at

at 37 °C with collagenase IV (Sigma-Aldrich) in DMEM with 5% FCS.
The digest was centrifuged and the cells were incubated in DMEM
with 10% FCS at 37 °C and 5% CO,. Only first passage cells were used
in the experiments.

24. Cartilage explants

Cartilage explants from human normal ageing patients (mean + SD:
73.33 £ 17.95 years old, n = 3) were employed to evaluate cartilage
degradation in response to IL-1(3.

2.5. Samples consent statement

The samples needed to carry out this study were obtained from the
collection of samples for the investigation of Rheumatic Diseases of Dr.
Francisco J. Blanco Garcia, from Xerencia de Xestion Integrada de A
Corufia (XXIAC) and Instituto de Investigacién Biomédica de A Corufia
(INIBIC). This collection was registered in the National Registry of
Biobanks, with registration code: C.0000424 and approved by the Ethics
Committee of Galicia with registration code: 2013/107. The information
and informed consent sheet was given to all participants in the research,
whose biological samples and clinical data may be susceptible to be
used in this study and are authorized by the Ethics Committee of Galicia,
Law 14/2007, of the July 3, and Biomedical Research 1716/2011 of No-
vember 18. All the information obtained from the analysis of the sam-
ples will be treated at all times under the criteria of confidentiality
and in accordance with the security requirements required by the Span-
ish legislation on data protection.

In addition, all methods were performed in accordance with the rel-
evant guidelines and regulations and The Ethics Committee of Galicia,
Spain approved this study.

2.6. Blood from the Spanish OA Cohort PROCOAC (PROspective Cohort of
Osteoarthritis of A Corufia)

Total RNA was extracted from blood from Non-OA patients (Age:
mean + SD: 60.95 + 6.51 years old, Body Mass Index (BMI): mean +
SD: 24.96 4 3.34, Grade KL 0, Females, n = 25) and knee OA patients
(mean + SD: 67.42 £ 6.45 years old, BMI: mean + SD: 29.30 + 2.83,
Grade KL 3 and 4, Females, n = 30) from the Spanish Cohort
PROCOAC [34].

2.7. Prestwick chemical library

Prestwick chemical library was purchased from Prestwick Chemical.
This collection contains 1120 pharmacological active compounds, 100%
approved drugs (FDA, EMA and other agencies) selected by a team of
medicinal chemists and pharmacists for their high chemical and phar-
macological diversity as well as for their known bioavailability and
safety in humans. The compounds were pre-dissolved at 10 mM con-
centration in DMSO.

2.8. Senescence-associated [3-galactosidase activity screening

A Multidrop Combi Reagent Dispenser was used for seeding cells
into 384-well plates (3000 cells/well; Cell Carrier, Perkin Elmer) in
DMEM supplemented with 10% FCS and 1% P/S and cells were cultured
until confluence. Then cells were treated in DMEM 2% FCS with IL-6
20 ng/ml or with Prestwick chemical library at 10 pM. Echo®550 Acous-
tic Liquid Dispensing Technology was used to add 75 nl of each sample
to the interval plate. An automated workstation JANUS and liquid han-
dling was employed to transfer 50 ul per well of IL-6 with the com-
pounds from the interval plate to the assay plate. The final assay
volume was 50 pl. To measure senescence-associated-{>-galactosidase
(SA-B-Gal) activity in live cells, we employed ImaGene Green™
C12FDG lacZ Gene Expression Kit (C;2FDG) according to the supplier's
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instructions. Cells were incubated with C;,FDG substrate reagent (30
uM) and Hoechst 33342 (2.5 pl/ml) for 1 h at 37 °C and 5% CO,. SA-p-
Gal activity was stopped with phenylethyl 3-d-thiogalactoside (PETG,
1 mM) for 5 min at room temperature (RT) and cells were fixed with
PFA 4% for 10 min at RT. CQ (200 uM) was employed as a negative con-
trol for SA-B-Gal activity. For data acquisition, images were captured by
using the Operetta® High Content Screening system. This system is an
automated microscope, which allows automated image adquisition
and analysis. Each well was divided in four stacks with a working dis-
tance of 0.2 um. The first height was 7.6 um and the last height was
8.2 um. We selected three channels for analysis: Brightfield, Hoechst
and Fluorescein. The images were captured using a 20x objective, long
WD. Hoechst allows to identify cell nuclei (excitation = 360-400 nm,
emission = 410-480 nm, exposure time = 100 ms) and Fluorescein
to identify SA-P-Gal activity (excitation = 460-490 nm, emission =
500-550 nm, exposure time = 1800 ms). Brightfield images were cap-
tured by using exposure time = 20 ms.

2.9. Data analysis for chondrocyte senescence

SA-B-Gal data from the screening assay was analysed by using
Harmony® Image Analysis Software. We calculated the average inten-
sity of cytoplasmic fluorescein and number of nuclei in test samples,
as well as in positive and negative controls. Then, we determined a
threshold to define the maximum of senescence. For this, we subtracted
twice the standard deviation from the intensity of cytoplasmic fluores-
cein was substracted two values from the standard deviation (mean -
2SD). We use the mean - 2SD value to select compounds from the Prest-
wick chemical library. We determined Z'factor, coefficient of variation
(CV) values and signal-to-background (s/b) ratio for each plate [35].
Screening assay plate data was considered acceptable if Z"> 0.5 (Supple-
mentary Fig. 1).

2.10. Autophagy screen

pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B plasmid was obtained from
Addgene. mCherry-EGFP-LC3 retrovirus was produced as described pre-
viously [36]. HEK 293-T17 (ATCC®, cat# CRL-11268, RRID:CVCL_1926)
cells were used to facilitate retroviral packaging. We employed FuGene
Transfection Reagent, a nonliposomal mixture of lipids as a plasmid de-
livery method. After confirmation of transfection by microscopy, cells
were sorted. Next, we selected the brightest clones by testing the ex-
pression of mCherry and GFP by flow cytometry. Finally, Operetta was
used to evaluate the autophagic flux of selected clones by imaging. Sta-
ble clones were maintained in the presence of Puromycin (2.5 pg/ml). A
Multidrop Combi Reagent Dispenser was used for seeding cells into
384-well plates (8000 cells/well) in DMEM media supplemented with
10% FCS, 1% P/S and 2.5 pg/ml Puromycin. Cells were incubated over-
night at 37 °C and 5% CO,. Echo®550 Acoustic Liquid Dispensing Tech-
nology was used to transfer compounds that were positive in the anti-
senescence screen. The controls in this assay included DMEM supple-
mented with 2% FCS, IL-6 (20 ng/ml) and Chloroquine (30 uM). Once
the cells adhered to the well, we removed the medium of the final
plate and an automated JANUS workstation was employed to transfer
50 pl per well from interval plates to assay plates. Plates were incubated
for 16 h at 37 °Cin an atmosphere of 5% CO,. After incubation, cells were
fixed with PFA 4% for 10 min at 37 °C, washed with HBSS and then, the
nuclei were stained with Hoechst (2.5 pg/ml) for 10 min at 37 °C. A Mi-
croplate Washer Robot and a Multidrop Combi Reagent Dispenser were
used. We used a high-throughput method for quantifying autophagic
flux. We employed the same HTS platform as in the SA-B-Gal assay.
The images were captured using Operetta. Each well was divided into
four stacks with a working distance of 0.2 um. The first height was 7.6
pum and the last height was 8.2 pm. Cells were selected using four chan-
nels: Brightfield, Hoechst 33342, Fluorescein (EGFP), RFP (mCherry).

The images were captured using a 20x objective, long WD as described
in the senescence screen.

2.11. Data analysis of autophagic flux

Screening data were analysed using Harmony software. We calcu-
lated mCherry/EGFP Relative Spot Intensity with Harmony Analysis
software. We obtained the mean and standard deviation of the positive
and negative controls. We determined Z'factor, CV values and s/b (sig-
nal-to-background) ratio for each plate [35]. We use the (mean
+ 2SD) value to select compounds from the Prestwick chemical library.
Screening assay plate data was considered acceptable if Z"> 0.5 (Supple-
mentary Fig. 2).

2.12. Determination of senotherapeutic activity

Human chondrocytes (T/C28a2) were seeded (1 x 10% cells/well) in
96-well plates cultured for 24 h and then treated with IL-6 (20 ng/ml)
and a PPARa agonists (Fenofibrate, CP775146, GW7647) at the indi-
cated concentrations. Navitoclax (2.5 pM) and Rapamycin (10 pM)
were used because of their senolytic and senomorphic effects, respec-
tively. Following addition of the drugs, cells were incubated for 72 h.
For fluorescence analysis of SA-B-Gal activity, we followed the same
protocol as mentioned in SA-B-Gal Activity Screening. For quantitative
analysis of total cell number (Hoechst staining) and number of senes-
cent cells (C;,FDG staining), a laser-based scanning confocal imager
(IN Cell Analyzer 6000, GE Healthcare) was used. An acquisition proto-
col was established using the Acquisition software v4.5, including pa-
rameters such as the plates and wells that were imaged, wavelengths,
and exposure time. The acquired images were analysed using the
Multi Target Analysis Module that allows the creation of various deci-
sion trees and the application of appropriate classification filters to dif-
ferent image stacks. All samples were analysed in duplicate with 3-5
fields per well and mean values and standard deviations being calcu-
lated accordingly.

2.13. Assessment of cell death

Annexin V apoptosis detection kit was used according to the manu-
facturer's instructions (Immunostep). Chondrocytes were labelled with
Annexin V and Propidium iodide. For each condition, 10,000 events
were collected and FACSCalibur and CellQuestPro software was used
to analyse the data. Results were represented as percentage of
Annexin-V positive cells and percentage of Propidium iodide positive
cells.

2.14. Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-
PCR)

Total RNA was extracted from blood of Non-OA and Knee OA pa-
tients using Ribopure RNA purification kit and from human T/C28a2
chondrocytes using TRIZOL reagent. Then, 1.5 pg of RNA was used for
complementary DNA (cDNA) synthesis using iScript cDNA synthesis
kit and NZY First-Strand cDNA Synthesis kit for blood and cells, respec-
tively. qRT-PCR was performed using Tagman Fast Advance Master Mix.
Target gene expression was calculated using the comparative CT
method (AACT) and normalized to an internal control gene 36B4
(qBASE+ gPCR analysis software). The following Tagman probes were
used: Hs00797944 s1 MAP1LC3 FAM, Hs00231106 m1 FOXO1 FAM,
Hs00355782 m1 CDKN1A FAM, Hs05332856 s1 NFx FAM,
Hs00912671 m1 CPT1A FAM, Hs01074241 m1 ACOX1 FAM and
Hs00947536 m1 PPARa FAM.
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2.15. Safranin O staining

Cartilage explants from human normal ageing patients were
employed to evaluate cartilage degradation in response to IL-1f. Serial
sections (4 um) were cut, stained with Safranin O- fast green to evaluate
proteoglycan loss.

2.16. Nitric oxide assay

Griess reaction was used to quantify Nitric oxide (NO) production in
the medium of primary human chondrocytes. An equal volume of Griess
reagent and cellular supernatant (50:50 pl) were mixed and shaken for
10 min in the dark. Absorbance was measured at 570 nm on a micro-
plate reader (Nanoquant Infinite M200).

2.17. Western blotting

Western blotting was performed with a chemiluminescence detec-
tion system. Cell lysates were obtained from OA and ageing primary
human chondrocytes. Protein Sample preparation and Western Blotting
was performed as described previously [37]. The membranes were in-
cubated with primary antibodies against p21 (1:1000), p16 (1:1000),
prpS6 (1:2000), LC3 (1:1000), NF-xB p65 (1:1000) and PPARa
(1:1000) at 4 °C overnight. a-Tubulin antibody (1:5000) was incubated
for 1 h at room temperature. Next, the membranes were incubated with
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti rabbit IgG for 1 h at RT.
Membranes were washed 3 times with TBS-T and protein bands were
detected using a chemiluminescence substrate and a detection system
(Amersham Imager 600). The intensity of the bands was quantified by
using Image] software.

2.18. Autophagy inhibition by transfection with PPARa small interference
RNA

T/C28a2 human chondrocytes were transiently transfected with
small interference RNA (siRNA) for PPARq, using Lipofectamine
RNAiIMAX transfection reagent according to the manufacturer's instruc-
tions. Silencer Cy-labelled negative Ctrl N.1 siRNA was employed as
control.

2.19. Histological analyses

Human knee cartilage samples from normal ageing donors (n = 3)
were fixed in 10% zinc-buffered formalin for 24 h. Knee joints from 6,
12, 18 and 30-month-old C57BL/6 ] mice with spontaneous ageing-
related OA (n = 3 per time point) and from C57BL/6 ] mice with OA in-
duced by transection of the medial meniscotibial ligament and the me-
dial collateral ligament (MMTL+MCL) (sham surgery and 10 weeks
after surgery; n = 3) were fixed in 10% zinc-buffered formalin for
24 h and decalcified in TBD-2 for 48 h. Sections were stained with Safra-
nin O-fast green. Histological scoring of OA-like changes on the medial
femoral condyle and tibial plateau from mice was performed using the
Osteoarthritis Research Society International (OARSI) scoring system
(score range O to 6) [38]. Paraffin sections from mouse models were
provided from Dr. Martin Lotz at the Scripps Research, La Jolla, CA, USA.

2.20. Immunohistochemistry

Human cartilage and mouse knee joint sections were deparaffinized,
washed, and blocked with 10% goat serum. Primary antibody against
PPAR« (1:500) was applied and incubated overnight at 4 °C, followed
by ImmPRESS reagents. The signal was developed with
Diaminobenzidine-Peroxidase substrate Kit. The number of PPARa-
positive cells was quantified.

2.21. Quantification of positive chondrocytes in human cartilage and mouse
knee joint sections

In human cartilage, 3 pictures per section were taken under 10x
magnification. In mouse knee joints from spontaneous ageing-related
OA model and surgically induced OA, 3 pictures were taken under 10x
magnification, showing the center of the femoral condyle that is not
covered by the menisci as well as the medial and lateral femoral con-
dyles. Then, the total number of PPARa-positive cells was counted in
each section [39].

2.22. Statistical analysis

To test for normal distribution of the data, we used the Kolmogorov-
Smirnov test. In general, the data sets followed a normal distribution.
Statistically significant differences between 2 groups were determined
by Student's t-test, while differences between multiple groups were de-
termined analyzing variance (ANOVA) in conjunction with Tukey's
multiple comparison. The data analysis and statistical inference was
performed by using Prism 6.0 software. The results are reported as the
mean + SEM. p values <.05 were considered significant.

2.23. Analysis of knee osteoarthritis patients treated with fibrates from Os-
teoarthritis Initiative (OAI) Cohort

For the present study, we used longitudinal data obtained from the
multicenter, longitudinal, prospective observational study of knee OA,
Osteoarthritis Initiative (OAI). The OAI data are publicly available at
https://oai.nih.gov. Specific datasets used were: “MIF00”, “MIF01”,
“MIF03”, “MIF05” (release versions 0.2.2, 1.2.1, 3.2.1, and 5.2.1, respec-
tively); “AllClinical00”, “AllClinical01”, “AllClinical03”, “AllClinical05”
(release versions 0.2.3,1.2.2,3.2.1, and 5.2.1, respectively); “Enrollees00
(release version 25)”; “Outcomes99” (release version 10).

The detailed information about the OAI protocol can be found at the
osteoarthritis initiative protocol for the cohort study, from http://data-
archive.nimh.nih.gov/binaries/content/documents/ndacms/resources/
oai/oai-study protocol/oai-study-protocol/ndacms%3Aresource. The
OAI cohort consists of a progression subcohort (patients with symptom-
atic tibiofemoral knee OA, n = 1390), an incidence subcohort (subjects
with increased risk of OA, n = 3284) and a reference control subcohort
(n = 122). In this analysis we used the longitudinal data from both the
progression and incidence subcohorts. The main inclusion criteria were
the following: age between 45 and 79 years for both subcohorts, symp-
tomatic tibiofemoral knee OA for the progression subcohort, and the
presence of established or putative risk factors for incident knee OA
for the incidence subcohort. The OAI participants were recruited and en-
rolled between February 2004 and May 2006 at four recruitment cen-
tres in the United States. This study was approved by institutional
review board committees from each recruitment centre. Before entering
the study, all participants provided written informed consent. The
prespecified sample size was 5000 participants (4000 in the incidence
subcohort, 800 in the progression subcohort). It was expected that
this sample size would provide an adequate number of knees with inci-
dent and worsening OA-related structural and clinical changes in order
to achieve the primary aims of the OAI study.

2.23.1. Clinical measures

Height was measured in millimetres using a calibrated, wall-
mounted stadiometer. The measurement was performed twice with
the subject in light clothing, without shoes, and during inspiration.
Body weight was measured in kilograms with a calibrated, standard bal-
ance beam scale. The measurement was performed twice with the sub-
ject in light clothing without shoes, heavy jewellery or wallets. Body
mass index (BMI) was calculated based on weight (in kg) divided by
height (in cm) squared. Prior knee surgery was evaluated using inter-
view. Self-reported physical activity was measured using the Physical
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Activity Scale for the Elderly (PASE) [40]. To evaluate the severity of OA
symptoms, the self-reported Western Ontario McMaster Osteoarthritis
Index (WOMAC) (5 point Likert scale) for addressing pain, function,
and stiffness was used [41]. The possible range for pain was 0-20, for
physical function was 0-68, and for stiffness was 0-8. In OAl, WOMAC

subcategories. The outcomes were assessed at baseline and annually
until year 3. The WOMAC scores after joint replacement were coded
as missing values.

To acquire information about the use of fibrates, a medication inven-
tory method was used. In this method the participants bring in all of the

medications they are currently taking, and the brand name, generic

subscores are reported separately for each knee. For the analyses, we
name or active ingredients are recorded and matched to an entry in

used the highest from the left and right sided scores for the WOMAC
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Fig. 1. Cell-based imaging screening to identify senescence and autophagy modulators. a. Schematic imaging screening development. Primary screening was performed in T/C28a2 human
chondrocytes treated with IL-6 (20 ng/ml) +/— Prestwick Chemical Library (1120 compounds, 10 uM) for 72 h in a 384 well plate. Hoechst 33342 (1 pM) was employed for 10 min for
nuclei staining. Then, chondrocyte senescence was determined with C;,FDG to quantify senescence-associated 3-Galactosidase (SA-3-Gal) activity by using a High Content Imaging
System (HCIS). Secondary screening was performed in an autophagy reporter cell line in human chondrocytes (mCherryEGFPLC3 T/C28a2) treated with IL-6 (20 ng/ml) +/—
Prestwick Chemical Library (279 compounds, 10 uM) for 18 h in a 384 well plate. Hoechst 33342 (1 uM) was employed for 10 min for nuclei staining b. IL-6 (20 ng/ml) induced
chondrocyte senescence at 72 h. Cellular senescence was determined with the Galactosidase susbtrate, C;,FDG by HCIS. Chloroquine (CQ, 200 pM) was employed as SA-p-Gal
inhibitor. Scale bar, 100 um. SA-3-Gal activity was represented by the intensity of the cytoplasm fluorescein. Values are mean 4 SEM of 60 well/condition, *p <.0001, **p <.0001 vs.
Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test. c. IL-6 (20 ng/ml) reduced autophagic flux at 18 h. Chloroquine (CQ, 30 uM) was employed as autophagic flux inhibitor. Scale bar, 50 pm. Autoph-
agic flux was represented by the ratio between mCherry/EGFP. Values are mean + SEM of 28 well/condition, *p <.0001, *p <.0001 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test.
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an online medication dictionary [42]. Fibrate users were defined as
those with at least one recorded use during first three years of the
study, excluding baseline use (a “new-user” design). We considered
participants to be users regardless of consistency of fibrate use and its
duration, thus mimicking intent-to-treat analysis in randomized con-
trolled studies.

covariate balance between matched samples. Compared with other
matching methods, genetic matching has been found to improve covar-
iate balance and reduce bias [43]. We used one-to one matching with
replacement as it was shown to lead to less bias [44]. The following po-
tential confounding variables were used for the matching: demographic
characteristics, body mass index, prior knee surgery, baseline outcome

measures, and PASE. After all matches were done, differences between
the two groups were compared by standardized differences, > 0.1 was
defined as meaningful disbalance [45]. After matching was performed,
generalized estimating equations (GEE) were used to model the rela-
tionship between outcomes measured over time and fibrate use. For
the assessment of changes in outcome measures over time, we used
the user*time interaction term. A R-coefficient for this interaction
term indicates yearly change in the outcome parameter assuming linear
development over time. The GEE models were fitted using robust

2.23.2. Statistical analysis

The genetic matching method was used to match fibrate users with
non-users. Genetic matching is a multivariable matching approach
making the distribution of baseline characteristics in “treatment” and
“control” groups as similar as possible. Genetic matching uses an auto-
mated evolutionary search algorithm to determine the weight each co-
variate is given. This method combines multivariate matching on the
covariates and propensity score-matching that allows to optimize
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Fig. 2. Identification of senescence and autophagy modulators. a. Primary screening was performed in T/C28a2 human chondrocytes treated with IL-6 (20 ng/ml) +/— Prestwick Chemical
Library 10 pM (1120 compounds) at 72 h. CQ (200 uM) for 30 min was employed as negative control of SA-B-Gal activity. SA-B-Gal activity was determined by C;,FDG and represented by
mean of cytoplasmic fluorescein intensity. 279 compounds were identified as senotherapeutics. Compounds were considered hits by mean - 2SD on average Z'factor of 0.53. b. Secondary
screening in mCherryEGFPLC3 T/C28a2 human chondrocytes treated with IL-6 (20 ng/ml) +/— of Prestwick Chemical Library 10 pM (279 compounds) at 18 h. CQ (30 uM) was employed
as negative control for autophagic flux. Autophagic flux was determined by the ratio mCherry/EGFP. 14 compounds were identified as senotherapeutics and autophagy modulators.
Compounds were considered hits by mean + 25D on average Z'factor of 0.58.
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Table 1
Identified compounds with senotherapeutic and pro-autophagy activity.
Compounds 3-Gal activity Cell number Autophagic flux Target
Bupivacaine hydrochloride 1142 865 1.60 Sodium ion channels
Minoxidil 1185 950 1.59 Potassium channels
Fenofibrate 1234 997 1.57 Peroxisome Proliferator Receptor o
Pentolinium bitartrate 1162 964 1.59 Unknown
Tomatine 1142 970 1.57 Unknown
Benzydamine hydrochloride 1196 1016 1.57 Cyclooxygenase
Ciproheptadine hydrochloride 1031 914 1.6 Histamine H1 and Serotonin receptors
Lomefloxacin hydrochloride 1155 1046 1.58 DNA replication
Flutamide 1091 995 1.57 Androgen receptor
Digitoxigenin 1382 1262 1.59 Na,K ATPase
Guanethidine sulfate 1101 1030 1.58 Adrenergic system
Antipyrine 997 1046 1.61 Prostaglandin G/H synthase 1 and 2
Astemizole 712 770 1.63 Histamine H1 receptor
Pherphenazine 878 985 1.62 Dopamine D2 receptor

standard errors computed by a “sandwich” estimator. An exchangeable 3. Results
correlation structure was used to correct for the correlation between re-

peated measurements. Although selection of proper correlation struc- 3.1. Identification of senescence and autophagy modulators
ture is the assumption in GEE models, the method is robust against
violation of this assumption. GEE allows for not using imputation A cell-based imaging assay in human chondrocytes was used to
methods for the missing data, because the participants with missing identify compounds that modulate senescence and autophagy as
data are not excluded from the analysis [46]. Genetic matching was per- novel OA disease-modifying therapeutics. Chondrocytes were treated
formed using “Matchit” package for R (version 3.0.2) [47]. GEE analyses simultaneously with IL-6 and compounds from the Prestwick Chemical
were done with “gee” package for R (version 4.13-19) [48]. All statisti- library. To quantify senescence, fluorescent SA-3-Gal activity was
cal analyses were performed using R software (version 3.5.1). analysed using the C;,FDG substrate and the ratio of fluorescent signal
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Fig. 3. Fenofibrate, a PPAR« agonist, reduces chondrocyte senescence and induces autophagic flux. a. T/C28a2 human chondrocytes were treated with IL-6 (20 ng/ml), or FN (10 pM), or in
combination for 72 h in a 384 well plate. CQ (200 uM) was employed as inhibitor of SA-p-Gal activity. Scale bar, 100 um. Values are mean 4 SEM of 30 well/condition, “p <.0001, **p <.0001
vs. IL-6, two-tailed unpaired Student's t-test. b. mCherry-EGFPLC3 T/C28a2 human chondrocytes were treated with IL-6 (20 ng/ml), or FN (10 uM), or in combination for 18 h in a 384 well
plate. CQ (200 uM) was employed as inhibitor of autophagic flux. Scale bar, 50 um. Values are mean 4 SEM of 16 well/condition, *p <.0001, **p <.0001 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student's
t-test.
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Fig. 5. FN selectively kill senescent chondrocytes through inducing cell death by apoptosis. a. Flow cytometry determination of early apoptosis by Annexin-V staining, and late apoptosis by
propidium iodide (PI) staining in T/C28a2 human chondrocytes treated with IL-6 (20 ng/ml), or in combination with FN, CP and GW (10, 50 uM), Rapa (10 uM), or with Navitoclax (2.5 uM)
for 72 hiin a 12 well plate. b. Quantitative analysis of chondrocyte death by Annexin-V and PI staining in human chondrocytes. Values are mean + SEM of three independent observations.

Early apoptosis: *p <.01, **p <.0001, ***p < .05 vs. IL-6; Late apoptosis: “p <.05, **p <.05, ***p <.01, and ****p <.0001 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student's t-test.

intensity in LC3 punctae was used as a marker of LC3-mediated autoph-
agic flux (Fig. 1a). In this system, IL-6 induced a significant increase in
both the percentage of cells positive for in SA-B-Gal activity at 72 h
(Fig. 1b) and overall SA-B3-Gal activity. Similarly, IL-6 induced a signifi-
cant decrease in autophagic flux as well as the percent of cells positive
for autophagy at 18 h (Fig. 1c). Chloroquine (CQ), an intracellular 3-
Gal and autophagic flux inhibitor, was employed as a negative control.
In addition, p21, an important senescence marker [49] and phospho-
ribosomal S6 (prbS6), a direct target of the mammalian target of
rapamycin (mTOR) [50], were significantly increased after IL-6 stimula-
tion (Supplementary Fig. 3).

Results showed that 279 compounds from the Prestwick library de-
creased IL-6 induced senescence (Fig. 2a). From this set of 279, 14 com-
pounds also increased autophagic flux and were selected as dual
senescence and autophagy modulators for confirmatory studies

(Fig. 2b). The compounds identified primarily targeted ion channels
and hormone receptors related to metabolism (Table 1). Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPAR), a therapeutic target for
lipid metabolism dysfunction [32] was considered relevant for chondro-
cyte homeostasis so PPARx modulators were selected for further stud-
ies. Fenofibrate (FN), a PPAR« agonist significantly reduced SA-R-Gal
activity in IL-6 treated chondrocytes at 72 h (Fig. 3a) and this was ac-
companied by an increase in autophagic flux at 18 h (Fig. 3b),
confirming its senotherapeutic and autophagy promoting activity.

3.2. PPAR« agonists function as senolytics to selectively kill senescent
chondrocytes through cell death by apoptosis

To characterize the senotherapeutic activity of FN and other selec-
tive PPARa agonists, such as CP775146 and GW7647, the agonists

Fig. 4. PPARc agonists are senolytics in human chondrocytes. a. T/C28a2 human chondrocytes were treated with IL-6 (20 ng/ml) in combination with FN (1,582 - 50 pM), Rapa (10 uM),
or Navitoclax (2.5 uM) for 72 h in a 96 well plate. Relative senescence cells: values are mean 4 SEM of 4 well/condition, “p < 0.05, *p < 0.01, ***p < 0.0001 and ****p < 0.0001 vs. IL-6. Relative
cell number: values are mean 4 SEM of 4 well/condition, *p < 0.05, *p < 0.01 and ***p < 0.01 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test. b. T/C28a2 human chondrocytes were treated with
IL-6 (20 ng/ml) in combination with CP (1,582 - 50 uM), Rapa (10 puM), or Navitoclax (2.5 uM) for 72 h in a 96 well plate. Relative senescence cells: values are mean 4 SEM of 4 well/
condition, *p < 0.01, *p < 0.0001 vs. IL-6. Relative cell number: values are mean + SEM of 4 well/condition *p < 0.01, **p < 0.01 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test. c. T/C28a2
human chondrocytes were treated with IL-6 (20 ng/ml) in combination with GW (1,582 - 50 uM), Rapa (10 uM), or Navitoclax (2.5 uM) for 72 h in a 96 well plate. Relative
senescence cells: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.01 and ****p < 0.0001 vs. IL-6. Relative cell number: values are mean + SEM of 4 well/
condition, *p < 0.05, **p < 0.001 and ***p < 0.05 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test. d. Representative images of SA-}-Gal activity from T/C28a2 human chondrocytes treated
with FN in response to IL-6 treatment. Scale bar, 100 pm.
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(1.5-50 uM) were added to chondrocytes treated with IL-6 (20 ng/ml)
for 72 h. The PPARa agonists showed senolytic activity in human
chondrocytes by reducing both the number of senescent cells and
total number of cells. FN showed a dose-dependent senolytic effect
(Fig. 4a), GW7647 was toxic at 50 uM (Fig. 4b) and CP775146 was
senolytic only at 12.5 uM (Fig. 4c). Navitoclax and Rapamycin (Rapa)
were employed as positive control for senolytic and senomorphic activ-
ity, respectively.

To investigate how senescent cells were eliminated by PPAR« ago-
nists, chondrocyte death was determined by evaluating early and late
apoptosis, using annexin-V and propidium iodide (PI), respectively
(Fig. 5a). Quantification of apoptosis demonstrated that PPAR agonists
(10 and 50 uM) selectively eliminated senescenct cells by increasing ap-
optosis following IL-6-mediated induction of senescence (Fig. 5b). FN
showed similar effects to navitoclax (a reference control for senolytic
activity), while the senomorphic drug rapamycin did not increase apo-
ptosis. These results suggest that the senolytic activity of FN in human
chondrocytes is associated with selective induction of apoptosis.

Moreover, to evaluate the senolytic effect of PPAR« activation, se-
nescent human IMR90 lung fibroblasts and DNA repair deficient
Ercc1™/~ MEFs fibroblasts were employed [28,51]. The results showed
that PPARa agonists act as senolytics in both models, indicating the po-
tential senotherapeutic effect of activating lipid metabolism in multiple
senescent cell types (Supplementary Fig. 4 and Supplementary Fig. 5).

3.3. Homeostasis markers are positively regulated by PPARo agonists

To determine the effects of PPARa modulators on cellular homeosta-
sis mechanisms such as autophagy and FoxO signalling pathway,
human chondrocytes were treated with PPARx agonists (10 and 50
uM) following exposure to IL-6. Only FN increased autophagic flux at
both concentrations while the other PPARa agonists showed lower
and mostly non-significant effects. Rapamycin and chloroquine (CQ)
showed the expected effects as positive and negative controls for au-
tophagic flux (Fig. 6a). In addition, PPARa agonists also increased LC3
and FoxO1 gene expression at 8 and 24 h (Fig. 6 b, c¢). Taken together,
these results demonstrate that FN regulates homeostasis in human
chondrocytes as both a senolytic and autophagy modulating compound
(Fig. 6d).

3.4. FN protects against cartilage degradation and regulates senescence, au-
tophagy and inflammation

Treatment with FN reduced proteoglycan loss in cartilage explants
and protected against cartilage degradation in response to IL-1f3 treat-
ment (Fig. 7a). This protective role was correlated with a reduction of
nitric oxide (NO) production (Fig. 7b). Moreover, FN treatment did
not induce cell death in primary non-senescent human chondrocytes
(Supplementary Fig. 6).

Human OA and ageing primary chondrocytes were employed to fur-
ther investigate the influence of FN on senescence, autophagy, inflam-
mation and cartilage degradation. The levels of expression of the
senescence markers p21 and p16, the key autophagy regulator LC3
and the p65/RelA subunit of NF-kB, a key regulator of SASP, were eval-
uated as well as the extent of phosphorylation of pS6 as a marker for
mTOR activity. In OA chondrocytes, FN reduced expression of p21 and
the NF-kB p65 subunit RELA (Fig. 7c) and reduced phosphor-S6. In

ageing chondrocytes FN, reduced expression of p16, p21 and NF~B/
RELA and increased expression of LC3 while reducing the level of
phospho-S6 (Fig. 7d). This regulation of senescence and autophagy
markers in the chondrocyte cultures is likely conferred through the de-
letion of senescent chondrocytes. Remarkably, genetic deletion of
PPARa promoted senescence and SASP/inflammation by increasing
p21 and NF-kB/RELA expression levels respectively as well as increased
LC3 and reduced FOXO1 expression (Fig. 7e-i). These data are consistent
with FN treatment inducing the selective elimination of senescent cells
and favorably modulating inflammatory and metabolic responses in-
volved in OA pathogenesis.

3.5. FN increases PPARa expression and regulates the (3-oxidation tran-
scriptional program in human chondrocytes

PPARa regulates fatty acid (FA) B3-oxidation and is involved in regu-
lation of energy homeostasis [52]. PPARc also appears to auto-regulate
its own expression. Thus, we examined if FN regulates PPAR« in human
chondrocytes. FN treatment increased PPARa expression at both gene
and protein level (Fig. 8a, b) and that PPAR« agonists regulated FA -
oxidation genes in human chondrocytes (Fig. 8c, d).

3.6. PPARa is downregulated in mouse models of ageing and OA

The expression pattern of PPARa in cartilage with ageing and OA
was investigated in natural ageing and in a surgically-induced OA
model in mice. The number of PPARa-positive chondrocytes in knee
cartilage significantly decreased with ageing, with only a minimal per-
centage of the cells positive for PPARa at 30 months (Fig. 9a). In the sur-
gical OA model, 10 weeks after transection of the medial meniscotibial
ligament and the medial collateral ligament (MMTL+MCL), PPARat-
positive cells were also significantly reduced (Fig. 9b).

3.7. PPAR«is reduced in OA patients and its pharmacological activation im-
proved their clinical conditions

The relevance and potential translation of this mechanism was ex-
plored by analyzing human cohorts of OA patients. To invEstigate the
role of PPARx as a potential biomarker of OA, blood from the PROspec-
tive Osteoarthritis Cohort of A Corufia (PROCOAC) and human cartilage
from non-OA and knee OA patients were employed. Levels of PPARa
were lower in OA patients compared to non-OA controls (Fig. 10a). In
addition, immunohistochemical analysis of cartilage showed that
PPAR«a was mainly expressed in the superficial zone in non-OA cartilage
with decreased expression in OA grade III-VI patients. Moreover, in OA
cartilage, PPARa positive cells were present only in the chondrocyte
clusters (Fig. 10b, c).

The potential efficacy of PPARa agonists was also evaluated using
the Osteoarthritis Initiative (OAI) Cohort. In this cohort, there were 35
fibrate users and 3322 participants not taking fibrates in the selected
sample (Supplementary Fig. 7). Using a genetic matching, 35 fibrate
users were matched to 35 participants in the control group. After
matching, all standardized differences of means decreased to <0.05, in-
dicating that the matched groups had <5% of standard deviation differ-
ence in the corresponding variables. Therefore, it was considered that
covariates were well balanced between groups (Supplementary
Table 1). From the total of 35 fibrate users, twenty-four users (68.6%)

Fig. 6. PPARa agonists modulate key homeostasis markers in human chondrocytes. a. mCherry-EGFPLC3 T/C28a2 human chondrocytes were treated with IL-6 (20 ng/ml) alone or in
combination with PPARa agonists FN, CP and GW (10, 50 uM) for 18 h in a 96 well plate. Rapa (10 pM) and CQ (30 uM) were employed as activator and inhibitor of autophagic flux,
respectively. Values are mean 4+ SEM of 6 independent observations, *p < 0.05, **p < 0.05, ***p < 0.0001 and ****p < 0.0001 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test. b. Relative
expression of LC3 in T/C28a2 human chondrocytes untreated or treated with FN, CP and GW (10, 50 uM) for 8 and 24 h. Values are mean + SEM of 3 independent observations (8 h:
*p <0.01, *p < 0.0001, ***p < 0.0001 vs. IL-6; 24 h: *p < 0.05, **p < 0.0001 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test). c. Relative expression of FoxO1 in T/C28a2 human chondrocytes
untreated or treated with FN, CP and GW (10, 50 pM) for 8 and 24 h. Values are mean + SEM of 3 independent observations (8 h: *p < 0.0001, **p < 0.0001 vs. IL-6, 24 h: *p < 0.05, *'p

< 0.05, **p < 0.01 vs. IL-6), two-tailed unpaired Student’s t-test. d. Relative senescence cells: values are mean + SEM of 16 well/condition,

Hk,

p < 0.0001 vs. IL-6. Relative cell number:

values are mean + SEM of 16 well/condition, *p < 0.05 and ***p < 0.01 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test. e. Determination of autophagic flux. Values are mean 4 SEM of 16

well/condition, *p < 0.0001, **p < 0.0001 vs. IL-6, two-tailed unpaired Student’s t-test.
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Fig. 8. FN increases PPARa expression and regulates (3-oxidation in human chondrocytes. a. Relative expression of PPARa in T/C28a2 human chondrocytes untreated or treated with FN
(10, 50 uM) for 24 h. Values are mean + SEM of 3 independent observations, *p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test. b. Western blot and densitometric analysis of PPARo
expression in human OA primary chondrocytes treated with FN (10, 50 uM) for 24 h. Values are mean 4- SEM of 3 human donors, *p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test.
a-tubulin was employed as a loading control. c. Relative expression of ACOX1 in T/C28a2 human chondrocytes untreated or treated with PPARo agonists FN, CP and GW (10, 50 uM)
for 8 and 24 h. Values are mean 4 SEM of 3 independent observations (8 h: *p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test; 24 h: *p <.001 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's
t-test). d. Relative expression of CPT1A in T/C28a2 human chondrocytes untreated or treated with PPAR« agonists FN, CP and GW (10, 50 pM) for 8 and 24 h. Values are mean + SEM
of 3 independent observations (8 h: *p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test; 24 h: *p <.01, *p < 0,01, **p <.001 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-test).

were taking fenofibrate (FN), ten users (28.6%) were taking gemfibrozil,
and one user was initially taking gemfibrozil and then switched to FN.
Furthermore, during the follow-up there were 3 (4.3% of the knees)
total knee replacements in the fibrate user group and 7 (11.4% of the
knees) in the matched control group, respectively. Interestingly, the re-
sults indicate that fibrate use by time interaction was associated with a

statistically significant improvement of WOMAC function and WOMAC
total scores. There was also a trend towards a decrease in WOMAC pain
score. The results suggest that the fibrate use, when compared with
non-use, was associated with an average yearly decrease in WOMAC
function grade by 1.15 and WOMAC total score by 1.6, as reflected by
B-coefficients of 1.15 and 1.6, respectively (Fig. 10d).

Fig. 7. FN regulates senescence, autophagy and cartilage degradation in human chondrocytes and cartilage. a. Safranin O-stained sections representative of n = 3 human ageing cartilage
donors treated with FN (10, 50 uM), IL-1@ (5 ng/ml) or in combination for 72 h. Scale bar, 10 um. b. Nitric oxide (NO) production into supernatants from human ageing chondrocytes
treated with FN (10, 50 uM), IL-13 (5 ng/ml) or in combination for 24 h. Values are mean + SEM of n = 5 human donors. *p <.05 vs. IL-1f3, **p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired
Student's t-test. c. Western blot and densitometric analysis of p21, prbS6 and NF<B expression in human OA primary chondrocytes treated with FN (10, 50 uM) for 24 h. a-tubulin was
employed as a loading control. Values are mean 4- SEM of n = 3 human donors for p21 and n =4 human donors for prbS6 and NF<p, *p <.05 vs. Ctrl, two-tailed unpaired Student's t-
test. d. Western blot and densitometric analysis of p16, p21, LC3II, prbS6 and NF«B expression in human ageing primary chondrocytes treated with FN (10, 50 uM) for 24 h. a-tubulin
was employed as a loading control. Values are mean 4 SEM of n = 6 human donors for p16 and p21; n = 5 for LC3 and prbS6, *p <.05 vs. Ctrl; n = 4 for NF«B, *p <.01 vs. Ctrl, two-
tailed unpaired Student's t-test. e-i, Relative expression of PPARq, p21, LC3, FOXO1 and NFkB, in T/C28a2 human chondrocytes subjected to genetic deletion of PPARc. Values are mean
=+ SEM. PPARa: *p <.05, n = 3 independent observations, p21: *p <.05, n = 4 independent observations, LC3: "p <.05, n = 3 independent observations, FOXO1: *p <.01, n = 6, NF«B:
*p <.05, n = 4 independent observations vs. Mock, two-tailed unpaired Student's t-test.
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Fig. 9. PPAR« is downregulated with ageing and OA in mice. a. Knee joint sections from C57BI6/] were analysed by immunohistochemistry for PPARc. Representative images of knee joints
from 2, 6, 12, 18 and 30-month-old mice stained with Safranin O-Fast Green and PPARc. Scale bar, 10 um. b, Quantitative analysis of PPARo-positive cells. Values are the mean 4+ SEM of 3
mice per group. *p <.05; **p <.0001 vs. 2-month-old mice, two-tailed unpaired Student's t-test. ¢, Reduction in PPARa expression in knee joints from mice with surgically induced
osteoarthritis (OA). Knee joints from 6-month-old C57BL/6 ] mice that underwent sham surgery and from mice 10 weeks after surgical OA induced by transection of the medial
meniscotibial ligament and the medial collateral ligament (DMM), analysed using Safranin O staining for expression of PPARa. Scale bar, 10 um. d, Quantification of PPARa-positive
cells. Values are the mean + SEM of 4 mice per group. *p <.05 vs. Sham, two-tailed unpaired Student's t-test. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the

reader is referred to the web version of this article.)

4. Discussion

Disease-modifying therapeutic agents to prevent or stop progression
of OA are an urgent clinical need. Recent data support that selective
targeting of senescent chondrocytes with small molecules is an effective
therapy in preclinical models of OA [14]. Activation of autophagy pre-
vents against chondrocyte death, cartilage ageing and OA [21,22]. We
hypothesized that simultaneously targeting senescence and autophagy
in chondrocytes might be a useful strategy to identify therapeutic
agents for joint ageing and OA. Here, we have identified PPARx

activation as a dual senolytic / autophagy enhancing strategy by using
a human chondrocyte cell-based phenotypic screening assay. Senes-
cence was induced by treatment with SASP factor IL-6 [53], increasing
SA-PB-Gal activity and p21 expression, while decreasing autophagic
flux and inducing the mTOR signalling pathway. Paracrine exposure of
chondrocytes to IL-6 likely resembles some of the early ageing and car-
tilage degeneration signalling events which were considered key in OA
development. These results also suggest an interesting homeostatic
imbalance, whereby IL-6-induced inflammation and senescence is ac-
companied by decreased autophagy in chondrocytes. This observation
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Table 2. Longitudinal analysis (with treatment* interaction) of WOMAC subcategories and fibrates use

WOMAC index B-coeficient 95% CI Pvalue
WOMAC Pain -0.3 -0.631t0-0.035 0.08
WOMAC Function -1.15 -21t0-0.2 0.018
WOMAC Stiffness -0.07 -0.23t0 0.1 0.43
WOMAC Total -1.6 -2.9310-0.21 0.024

WOMAC, Western Ontario and McMaster Universities OA index; Cl, 95% confidence interval

Fig. 10. PPAR« is downregulated in blood and cartilage from OA patients. a. Relative expression of PPAR« in blood from non-OA and OA patients from OA cohort, PROCOAC. Values are
mean £ SEM of n = 25 non-OA patients and n = 30 Knee OA patients, *p <.001 vs. non-OA, two-tailed unpaired Student's t-test. b. Human Normal and OA cartilage was analysed by
immunohistochemistry for PPARc. Representative images of normal and OA cartilage stained with PPARo. Scale bar, 10 um. ¢, Quantitative analysis of PPARo-positive cells. Values are
the mean + SEM of n = 5 human donors per group. “p <.05 vs. normal, two-tailed unpaired Student's t-test. d, Longitudinal analysis (with treatment* time interaction) of WOMAC

subcategories and fibrates use.

reflects a complex interplay between elevated senescence and de-
creased autophagy that can promote cartilage disease.

Our cell-based screening assay yielded a number of drugs with dif-
ferent mechanism of actions potentially interacting with OA pathogen-
esis pathways. A number of ion channels and pumps disruptors were
identified. Since hormones, growth factors, cytokines, and eicosanoids
are critical signals for mainteinance of chondrocyte homeostasis, the
PPARa nuclear receptor was of prime interest because is an established
modulator of lipid metabolism and its role in the inflammatory mecha-
nism can explain the positive impact in cartilage homeostasis [54,55].

Indeed, it has been demonstrated that PPARy has a protective role in ar-
ticular cartilage. Cartilage-specific PPARYy deficient mice showed in-
creased apoptosis as well as production of inflammatory and catabolic
factors, and a decreased expression of anabolic factors, overall resulting
in accelerated OA [56,57]. Here, we have demonstrated that the PPARo
agonist fenofibrate (FN) significantly reduced chondrocyte senescence
and induced autophagic flux significantly, indicating a partial reversion
of the chondrocyte age-related phenotype.

Our results demonstrate that PPARa ligands selectively eliminate se-
nescent chondrocytes via cell death through apoptosis [4]. In addition,
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PPARa agonists induced autophagic flux, mediated by a related increase
in cell homeostasis markers, such as LC3 and FoxO1. Moreover, treating
OA and ageing chondrocytes with fenofibrate results in abrogation of
the active, phosphorylated form of the mTOR effector S6 Ribosomal Pro-
tein. Senescent cells are prone to anti-apoptotic signals and show irre-
versible proliferative arrest [58]. Downregulation of this proliferation
pathway may contribute to the senolytic activity of PPAR« ligands,
however, further work using PPAR«a ligands is required to establish
how nuclear receptor signalling remodels cartilage metabolism and
the full range of signalling it regulates.

To investigate the relevance of PPAR« as a therapeutic target, we ex-
plore whether its genetic deletion could affect critical chondrocyte sur-
vival mechanisms. We found that PPAR« deficient human chondrocytes
were susceptible to senescence, increased expression of inflammation
mediators and to changes in homeostasis by a reduction of FoxO1 ex-
pression and an increase in LC3, which might act as a regulator of lipid
signals influencing homeostasis. These results highlight the importance
of PPARa in maintenance of chondrocyte homeostasis.

Since PPAR« regulates peroxisomal and mitochondrial fatty acid -
oxidation [59], the effect of PPARa agonists in human chondrocytes
also was evaluated. The results showed an increase in expression of
CPT1A expression, a target gene of PPAR« [60], suggesting that these li-
gands regulate mitochondrial fatty acid p-oxidation in human
chondrocytes. These results are consistent with a positive remodelling
of cartilage metabolism that protects against ageing and disease signals.

PPARa was found to be downregulated in spontaneous ageing-
related and surgically induced OA mouse models, as well as in blood
and cartilage from patients with knee OA, indicating an intrinsic OA-
related PPARa defect. Importantly, pharmacological activation of
PPARa by fibrate treatment in human OA patients was associated
with a significant decrease in progressive disability and a trend towards
adecrease in knee pain. There were fewer joint replacement surgeries in
patients taking fibrates. These findings are in line with an open label
study performed on patients with erosive hand OA where FN use for
12 weeks was associated with significant improvements in the Cochin
hand functional disability scale [61]. In another exploratory study car-
ried out through the OAI database, neither reduced radiographic pro-
gression nor reduction in worsening of pain in participants taking
fibrates were detected. The authors did not assess the effects of fibrates
on disability and used a prevalent user design (i.e. included participants
who used fibrates at baseline) [62] that may be associated with bias [63]
and may account for the non-detection of fibrate effect on pain. It is dif-
ficult to interpret the dissociation of fibrate effects on disability and pain
found in this analysis as pain and functional limitation in knee OA are
closely related [64]. As anxiety has been shown to be one of the determi-
nants of functioning in knee OA [65], one of the explanations of the re-
duction in disability found in the present study may be the observed
emerging anxiolytic effects of PPARa agonism [66]. On the other hand,
the lack of association between fibrate use and pain reduction may be
due to absence of analgesic properties of PPARa agonists or may be
due to reduced statistical power caused by small sample size.

These clinical findings support the hypothesis that fibrates may im-
prove joint function in human OA patients and encourage further pro-
spective and conclusive studies to demonstrate the value of fibrates as
disease modifying OA therapy.

In conclusion, regulation of lipid metabolism by PPARa can be con-
sidered as a potential therapeutic target for OA.
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Supplementary Material

Materials and Methods

IMR90 lung fibroblasts. Human IMR90 lung fibroblasts were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC®, Cat# CCL-186, RRID:CVCL 0347) and cultured in EMEM medium with 10% FBS,
1% P/S antibiotics and 1% Glutamax. To induce senescence, cells were treated for 48h with Etoposide (20
uM). Two days after Etoposide removal, about 70% of IMR90 cells were SA-B-Gal positive. Cells were
treated for 48h with PPARa agonists (Fenofibrate, CP775146, GW7647) at concentrations indicated and
with navitoclax (2.5uM) and Rapamycin (200nM). The medium was removed and bafilomycin (100 nM)
was added. Cells were incubated for 1h at 37°C. Then, C12FDG were added and incubated for 90 min at
37°C. Next, Bafilomycin and C12FDG were removed and Hoechst (2.5ul/ml) was added for 20min at 37°C.
Finally, cells were washed with HBSS and resuspended in EMEM to read the fluorescence in IN Cell
Analyzer. The percentage of SA-B-Gal-positive cells was determined using C;,FDG-based senescence
assay.

Erccl deficient mice fibroblasts. Ercc1 deficient mice (Erccl™) fibroblasts (MEFs) are embryonic mouse
fibroblasts with low repair capacity of DNA due to lack of DNA repair endonuclease Ercc1-XPF%. Erccl”
 MEFs were provided by Paul D. Robbins (Institute on the Biology of Aging and Metabolism and
Department of Biochemistry, Molecular Biology and Biophysics, University of Minnesota, Minneapolis,
MN, USA). Erccl”” MEFs were cultured in a 1:1 mixture of Dulbecco’s modified Eagle’s medium and
Ham’s F10 with 10% fetal bovine serum, 1X nonessential amino acids, penicillin, and streptomycin and
incubated at 3% O2 initially, followed by a shift to 20 % for 5 passages to induce senescence. Then, cells
were treated for 48h with PPARa agonists (CP775146, GW7647) at concentrations indicated and with
Navitoclax (2.5uM) and Rapamycin (200nM) and incubated at 20% Oz, 5% CO2 and 37°C and the staining
was carried out with the fluorescent substrate C12FDG. The medium was removed and Bafilomycin (100
nM) was added. Cells were incubated for 1h at 37°C. Then, C12FDG at 20uM were added and incubated
for 30min at 37°C. Next, Bafilomycin and C12FDG were removed and Hoechst (2.5ul/ml) was added for
90min at 37°C. Finally, cell fluorescence was analyzed in IN Cell Analyzer.
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Supplementary Fig. 1 Analysis of cell-based chondrocyte senescence assay quality. Negative and
positive controls are used to determine Z" factor. Signal to background (s/b) ratio and coefficient of
variation (CV) for each plate.
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Supplementary Fig. 2 Analysis of cell-based autophagic flux assay quality. Negative and positive
controls are used to determine Z” factor. Signal to background (s/b) ratio and coefficient of variation (CV)
for each plate.



24 hours 72 hours 120 hours

Mw
(KDa) Ctrl IL-6 Ctrl IL-6 Ctrl IL-6

R —

32
—-— . prpS6
——
b c
2.0 2.0
*
£ 15 £ 15 * .
3 a
S =
K oo1.04 0 1.0
5 A
5 @
Q0.5 5 0.5
0.0 T T T 0.0 T T T
Ctl IL-6 Ctl IL-6 Ctl IL-6 Ctl  IL-6 Ctl IL-6 Ctl IL-6
24 hours 72 hours 120 hours 24 hours 72 hours 120 hours

Supplementary Fig. 3 IL-6 induces senescence and mTOR markers in human chondrocytes. a.
Western blot of p21 and prpS6 in T/C28a2 human chondrocytes treated with IL-6 (20ng/ml) for 24, 72 and
120h. a-tubulin was employed as a loading control b. Densitometric analysis of p21. Values are mean +
SEM of n=3 independent experiments, *p < .001 vs. Ctrl 72h, two-tailed unpaired Student’s t-test. c.
Densitometric analysis of prbS6. Values are mean + SEM of n=3 independent experiments, *p < .001 vs.
Ctrl 72h and **p < .001 vs. Ctrl 120h, two-tailed unpaired Student’s t-test.
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Supplementary Fig. 4 PPARa agonists are senolytics in IMR90 normal lung human cells. a. IMR90
human cells were treated with Etoposide (20uM) and in combination with fenofibrate, FN (1,582-50uM),
Rapa (200nM), or Navitoclax (2.5uM) for 48h. Relative senescence cells: values are mean + SEM of 4
well/condition, *p < .05, **p <.001, ***p < .0001 vs. Etoposide. Relative cell number: values are mean +
SEM of 4 well/condition, *p < .01, **p < .0001 vs. Etoposide, two-tailed unpaired Student’s t-test. b.
IMR90 human cells were treated with Etoposide (20uM) and in combination with GW7647, GW (1,582 -
50uM), Rapa (200nM), or Navitoclax (2.5 and SuM) for 48h. Relative senescence cells: values are mean +
SEM of 4 well/condition, *p < .01, **p < .0001, ***p < .05 and ****p < .0001 vs. Etoposide. Relative
cell number: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p < .01, **p < .001 and ***p < .0001 vs.
Etoposide, two-tailed unpaired Student’s t-test. ¢. IMR90 human cells were treated with Etoposide (20uM)
and in combination with CP775146, CP (1,582-50uM), Rapa (200nM), or Navitoclax (2.5 and SuM) for
48h. Relative senescence cells: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p < .01, **p <.001, ***p <
.0001 vs. Etoposide. Relative cell number: values are mean = SEM of 4 well/condition *p < .01, **p <
.0001 vs. Etoposide, two-tailed unpaired Student’s t-test. d. Representative images of SA-B-Gal activity
from T/C28a2 human chondrocytes treated with FN in response to Etoposide treatment. Scale bar, 200pm.
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Supplementary Fig. 5 PPARa agonists are senolytics in Erccl deficient fibroblast. a. Erccl”- MEFs
were treated with CP775146, CP (1,582 - 50uM), Rapa (200nM), or Navitoclax (2.5uM) for 48h. Relative
senescence cells: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p < .01, **p < .0001 vs. Erccl”". Relative
cell number: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p < .001, **p < .05 vs. Erccl”, two-tailed
unpaired Student’s t-test. b. Ercc1”- MEFs were treated with GW7647, GW (1,582 - 50uM), Rapa (200
nM), or Navitoclax (2.5uM) for 48h. Relative senescence cells: values are mean £ SEM of 4 well/condition,
*n < .001, **p < .05 vs. Erccl”. Relative cell number: values are mean + SEM of 4 well/condition, *p <
.0001, **p < .05 vs. Erccl”, two-tailed unpaired Student’s t-test. ¢. Representative images of SA-B-Gal
activity from Ercc1”- MEFs treated with CP and GW. Scale bar, 200um.
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Supplementary Fig. 6 Fenofibrate does not affect to chondrocyte viability. Quantitative analysis of
chondrocyte death by Annexin-V and PI staining in human aging chondrocytes treated with FN (10, 50
uM) and TNFa (5ng/ml) + Actinomycin D (0.5ug/ml) as positive control for apoptosis, for 18h in a 12
well plate human chondrocytes. Values are mean £ SEM of =3 human aging chondrocytes. *p < .05 vs.
Ctrl, two-tailed unpaired Student’s t-test.
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Supplementary Fig. 7 Stratification of fibrate users from Osteoarthritis initiative (OAI) cohort.



Supplementary Table 1. Patient demographics and characteristics before and after group matching

Before matching After matching
Fibrate users Control SMD Fibrate users Control SMD
(n=35) (n=3322) (n=35) (n=3322)

Age (years) 62,1429 61,0135 0,1294 2,1429 62, 3429 -0,0229
BMI, Kg/m2 30,3657 29, 0563 0,3354 30,3657 30,4114 -0,0117
Female 0,6286 0,3977 0,471 0,6286 0,6286 0

Male 0,3714 0,6023 -0,471 0,3714 0,3714 0
History of knee surgery 0,3714 0,2474 0,2529 0,3714 0,3714 0
WOMAC pain 5,7429 4,7562 0.2284 5,7429 5,6857 0,0132
WOMAC function 16,6311 14,3494 0,189 16,6311 16, 9363 -0,0253
WOMAC stiffnness 32 2,5093 0,3919 32 3,2286 -0,0162
PASE 155,2575 159,8893 -0,0715 155,2575 156,2857 -0,0159

Data are presented as the mean (continuous variables), proportion (dichotomous varaiables); SMD,
standardized mean difference; BMI, Body Mass Index; PASE, Physical Activity Scale for the Elderly;
WOMAC, Western Ontario and McMaster Universities OA index; Possible ranges for WOMAC pain score
are 0-20, possible ranges for WOMAC function score are 0-68, possible ranges for WOMAC stiffness are
0-8, possible ranges for PASE are 0-400.








