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La osteoartritis (OA) es la patología articular más frecuente y la causa más 

importante de discapacidad en personas de edad avanzada. Existe un gran interés 

en el estudio de nuevas dianas terapéuticas que puedan facilitar la prevención o 

tratamiento de la OA, ya que actualmente no existe ningún tratamiento eficaz. En 

este trabajo, se han abordado dos posibles nuevas estrategias: el medio 

acondicionado (MA) de las células madre del tejido adiposo (ASCs) y los péptidos 

derivados de la proteína relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP).  

Las ASCs tienen un elevado potencial terapéutico. Numerosos estudios han 

mostrado que ejercen efectos beneficiosos en diferentes modelos de enfermedad a 

través de un aumento de la regeneración tisular debida, en parte, a su capacidad de 

diferenciación multipotencial. Sin embargo, estos beneficios también se deben a la 

disminución de las respuestas inmunitarias e inflamatorias, que parece depender 

de la actividad paracrina de las ASCs. Como resultado, se ha empezado a estudiar el 

secretoma de estas células para su posible empleo como terapia en la clínica. Este 

secretoma contiene factores solubles y vesículas extracelulares.  

En nuestro estudio se ha analizado el efecto del MA de las ASCs en las células 

inflamatorias humanas monocitos y macrófagos. En monocitos estimulados con 

lipopolisacárido (LPS), el MA reduce la producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO), y normaliza el potencial de membrana 

mitocondrial, respecto a las células estimuladas con LPS. Además, el MA también 

disminuye significativamente los niveles de PGE2 y las funciones celulares de 

migración celular de monocitos y la fagocitosis de macrófagos. Nuestros resultados 

sugieren que el MA podría utilizarse en el desarrollo de nuevos enfoques 

terapéuticos para enfermedades inflamatorias. 

Varios estudios han mostrado los beneficios potenciales de las ASCs en la 

reparación del cartílago. En nuestro trabajo se ha puesto de manifiesto que el MA 

puede regular diferentes mediadores clave implicados en la degeneración del 

cartílago, en condrocitos osteoartríticos. Así, hemos observado que el MA aumenta 

la expresión de colágeno de tipo II en condrocitos osteoartríticos estimulados con 

interleucina(IL)-1β. En estas condiciones, el MA disminuye la actividad 

metaloproteinasa (MMP) en sobrenadantes celulares, así como los niveles de 

proteínas y ARNm de  MMP-3 y MMP-13. Además, el MA aumenta los niveles de IL-
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10 y contrarresta los efectos de IL-1β en la producción del factor de necrosis 

tumoral-α (TNF-α), IL-6, PGE2, NO, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL19, CCL20, 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 y CXCL8. También reduce la expresión de 

ciclooxigenasa-2 (COX-2), prostaglandina E sintasa microsomal (mPGES)-1 y NO 

sintasa inducible (iNOS). Estos efectos pueden ser debidos a la inhibición de la 

activación del factor nuclear-κB (NF-κB).  

El envejecimiento y la exposición a diferentes tipos de estrés determinan el 

fenotipo condrocítico en la OA. La exposición crónica a mediadores inflamatorios 

puede conducir a la senescencia inducida por estrés, que contribuye a la 

degeneración del cartílago en la OA.  Este estudio ha demostrado que el MA de las 

ASCs puede regular la senescencia inducida por estrés en condrocitos 

osteoartríticos. Nuestros resultados indican que el MA disminuye la aparición de 

marcadores de senescencia inducidos por IL-1β, como la actividad β-galactosidasa 

asociada a senescencia (SA-β-Gal), la acumulación de focos de histona fosforilada 

H2AX (γH2AX) y los cambios morfológicos con formación de fibras de estrés de 

actina. Estos efectos son el resultado de la reducción de diferentes mediadores y 

vías de señalización: el estrés oxidativo, la activación de protein-cinasas activadas 

por mitógenos (MAPKs), la expresión de caveolina-1 y p21, y la acetilación de p53, 

la cual está relacionada con un aumento en la  expresión de Sirt1. 

Consecuentemente, el MA puede ejercer efectos protectores en la degeneración de 

los tejidos articulares, contrarrestando la senescencia prematura de condrocitos 

osteoartríticos inducida por estrés inflamatorio.  

La OA se ha asociado con un metabolismo alterado del hueso subcondral. Ello 

justifica nuestro interés en el estudio de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a 

la modificación del metabolismo óseo. Se han determinado los efectos de tres 

péptidos PTHrP: PTHrP (1–37) (N-terminal), PTHrP (107–111) y PTHrP (107–

139) (C-terminales), sobre la producción de mediadores inflamatorios y 

degradativos, y la aparición de características senescentes inducidas por estrés 

inflamatorio en osteoblastos humanos osteoartríticos. La incubación con IL-1β de 

estas células en cultivo primario conduce a un aumento en la expresión de los 

marcadores de senescencia SA-β-Gal, γH2AX, p16, p21, p53 y caveolina-1, mientras 

que el tratamiento con PTHrP (107–111) o PTHrP (107–139) reduce 
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significativamente estos parámetros. Los tres péptidos favorecen la función 

osteoblástica, con una mayor eficacia de PTHrP (107–139). Además, los tres 

péptidos PTHrP disminuyen la expresión génica de MMP-1 y MMP-3, mientras que 

únicamente los C-terminal disminuyen la producción de IL-6, así como de PGE2, 

que es consecuencia de una menor expresión de COX-2. PTHrP (107–139) reduce 

también la liberación de TNF-α. Estos efectos antiinflamatorios están relacionados 

con la reducción de la activación de NF-κB por ambos péptidos, y de la proteína 

activadora-1 (AP-1) por parte de PTHrP (107–139). Nuestros resultados indican 

que la actividad antisenescente y antiinflamatoria de estos péptidos radica en la 

región C-terminal de PTHrP, y sugieren que estos fármacos podrían tener 

aplicaciones en enfermedades inflamatorias crónicas como la OA.  

 

Palabras clave: osteoartritis, inflamación, senescencia, células madre de 

tejido adiposo, medio acondicionado, proteína relacionada con la hormona 

paratiroidea, interleucina-1β, condrocitos, osteoblastos.  
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Osteoarthritis (OA) is the most frequent joint disorder and an important 

cause of disability in the elderly. There is great interest in the study of new 

therapeutic targets that may facilitate the prevention or treatment of OA, since 

there is currently no effective treatment. In this work, we have addressed two 

possible new strategies: conditioned medium (CM) from stem cells from adipose 

tissue (ASCs) and  parathyroid hormone–related protein (PTHrP) derived 

peptides. 

ASCs have a significant therapeutic potential. Numerous studies have shown 

that ASCs exert beneficial effects in various models of disease through the 

enhancement of tissue regeneration by their multipotential differentiation. 

However, these benefits are also due to the downregulation of immune and 

inflammation responses, which are thought to depend on their paracrine activity. 

As a result, there has been a growing interest in the study of the secretome from 

these cells for possible clinical use. This secretome contains soluble factors and 

also extracellular vesicles.  

Our study has analized the effect of conditioned medium (CM) from ASCs in 

inflammatory cells, monocytes and macrophages. In monocytes stimulated with 

lipopolysaccharide (LPS), CM reduces the production of reactive oxygen species 

(ROS) and nitric oxide (NO) and controls the mitochondrial membrane potential. 

Moreover, CM significantly reduces the levels of PGE2 and cellular function of 

monocyte migration and phagocytosis by macrophages. Our results suggest that 

CM could be used in the development of therapeutical approaches for 

inflammatory diseases. 

A number of studies have shown the potential benefits of ASCs for cartilage 

repair. Our study shows that CM may regulate a number of key mediators involved 

in cartilage degeneration in osteoarthritic chondrocytes. We have observed that 

CM enhances type II collagen expression in osteoarthritic chondrocytes stimulated 

with interleukin-1  (IL-1 ). In these conditions, CM reduces matrix 

metalloproteinase (MMP) activity in cell supernatants as well as the levels of MMP-

3 and MMP-13 protein and mRNA.  

In addition, CM increases IL-10 levels and counteracts the stimulating effects 

of IL-1  in the production of tumor necrosis factor-  (TNF- ), IL-6, PGE2, NO, 
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CCL2, CCL-3, CCL-4, CCL-5, CCL-8, CCL-19, CCL20, CXCL-1, CXCL-2, CXCL-3, CXCL-5 

and CXCL-8. It also reduces cyclooxygenase-2 (COX-2), microsomal prostaglandin E 

synthase (mPGES)-1 and inducible NO synthase (iNOS) expression. These effects 

may be due to the inhibition of nuclear factor-κB (NF- κB) activation.  

Aging and exposure to different stresses determine the chondrocyte 

phenotype in OA. Chronic exposure to inflammatory mediators might lead to 

stress-induced senescence that contributes to cartilage degeneration in OA. This 

study has demonstrated that CM from ASCs can regulate stress-induced 

senescence in osteoarthritic chondrocytes. Our results indicate that CM 

downregulates senescence markers induced by IL-1β. Such markers include 

senescence-associated β-galactosidase activity (SA-β-Gal), accumulation of 

phosphorylated histone H2AX (γH2AX) foci and morphological changes with 

formation of actin stress fibers. These effects are the result of a reduction in 

different mediators and signalling pathways: oxidative stress, mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs) activation, caveolin-1 and p21 expression and p53 

acetylation, which is related to an enhanced Sirt1 expression. Consequently, CM 

may exert protective effects in degenerative joint conditions tissue by countering 

the premature senescence of osteoarthritic chondrocytes induced by inflammatory 

stress. 

OA is also associated with altered metabolism in subchondral bone. This 

justifies our interest in therapeutic strategies aimed at the modification of bone 

cell metabolism. We have investigated the effects of three PTHrP derived peptides: 

PTHrP (1–37) (N-terminal), PTHrP (107–111) and PTHrP (107–139) (C-terminal) 

on the production of inflammatory and catabolic mediators, and the appearance of 

senescent characteristics induced by inflammatory stress in human osteoarthritic 

osteoblasts. Incubation of these primary cells with IL-1β leds to an increased 

expression of senescence markers SA-β-Gal activity, γH2AX foci, p16, p21, p53 and 

caveolin-1. PTHrP (107–111) and PTHrP (107–139) significantly reduced all these 

parameters. These peptides improve osteoblastic function, PTHrP (107–139) 

showing a greater efficiency. All three PTHrP derived peptides reduce gene 

expression of MMP-1 and MMP3, while only C-terminal peptides decrease the 

production of IL-6 and PGE2, which is the consequence of COX-2 downregulation. 
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PTHrP (107–139) also reduces TNF-α release. Such anti-inflammatory effects are 

related to the reduction of NF-κB activation by both peptides and activator 

protein-1 (AP-1) by PTHrP (107–139). Our data support an anti-senescence and 

anti-inflammatory role for the C-terminal moiety of PTHrP with potential 

applications in chronic inflammatory conditions such as OA. 

 

Keywords: osteoarthritis, inflammation, senescence, adipose stem cells, 

conditioned medium, parathyroid hormone-related protein, interleukin-1β, 

chondrocytes, osteoblasts. 
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1. Osteoartritis 

La osteoartritis (OA) o artrosis es una patología relacionada con los 

procesos de envejecimiento, que afecta a las articulaciones y se considera la 

principal causa de dolor e incapacidad física en personas de edad avanzada (Loeser 

y cols., 2016). Se caracteriza por una destrucción del cartílago articular 

acompañada de hipertrofia ósea con formación de osteofitos, esclerosis del hueso 

subcondral, inflamación crónica de la membrana sinovial y disminución del 

espacio articular (figura 1). Estos cambios estructurales se manifiestan con dolor, 

rigidez, deformación y limitación funcional de la articulación.  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Radiografía de la articulación de una rodilla sana (A)  y una articulación con OA (B).          
1. Disminución de la cavidad articular. 2. Osteofitos. Imagen adaptada de Altman y Gold, 2007. 

 

A pesar de que la etiología de la enfermedad no está completamente 

definida, se conocen determinados factores de riesgo que se relacionan con su 

aparición, como la edad y el sexo de los pacientes, las lesiones previas en la 

articulación, la obesidad, la predisposición genética y los factores mecánicos 

(Loeser, 2012). Según el estudio EPISER de prevalencia de enfermedades 

reumáticas en la población española (Carmona y cols., 2001), la artrosis de rodilla 

en España afecta a un tercio de la población de más de 60 años de edad, siendo más 

frecuente en mujeres que en hombres. 

Las estrategias terapéuticas disponibles para el tratamiento de la OA están 

dirigidas a aliviar la sintomatología, por lo que se hace necesaria la investigación 

de nuevas dianas terapéuticas capaces de actuar a nivel de la destrucción articular 

(Martel-Pelletier y cols., 2012).  
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Las articulaciones sinoviales o diartrosis, y las anfiartrosis, pueden dar 

origen a una degeneración osteoartrítica, siendo las más afectadas las de las 

rodillas, las caderas, las articulaciones interfalángicas distales y proximales de los 

dedos de la mano y las apófisis posteriores de la columna vertebral.  

Las articulaciones sinoviales constituyen la unión entre dos o más huesos 

separados y revestidos por una capa de cartílago. La unión de los elementos óseos 

está rodeada por una cápsula articular que se encuentra reforzada por los 

tendones de los músculos, los ligamentos intraarticulares y los meniscos. La 

cápsula articular encierra una cavidad revestida por  una membrana sinovial que 

produce el fluido sinovial, el cual facilita el movimiento de la articulación y permite 

el transporte de nutrientes. En el cartílago articular se distinguen las zonas 

superficial, intermedia, profunda y calcificada, en contacto con el hueso subcondral 

(Ge y cols., 2006) (figura 2).  

 

 

Figura 2. Corte histológico de cartílago y hueso subcondral. Imagen adaptada de Kerr, 1999. 

 

El cartílago articular es un tipo de cartílago hialino que recubre las epífisis 

óseas de las articulaciones diartroidales confiriéndoles la capacidad de absorber 

impactos y mantener las fuerzas de cizalla. El cartílago hialino es un tejido 

avascular y recibe los nutrientes del líquido sinovial y de los vasos sanguíneos, 

localizados en el hueso subcondral que están en contacto directo con la zona 
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calcificada del cartílago. Está formado por un componente celular, los condrocitos, 

que constituyen el 1-2% del volumen total del cartílago y un componente acelular, 

la matriz extracelular. Los condrocitos, único elemento celular del cartílago, están 

especializados en la biosíntesis y el mantenimiento de los componentes de la 

matriz extracelular. Esta matriz está constituida en su mayoría por agua, en un 

80%, y por colágeno, proteoglicanos y otras proteínas. El 90-95% del colágeno que 

compone la matriz es de tipo II, aunque también forman parte de la misma los 

colágenos de tipo VI, IX, XI, XII y XIV. Las fibras de colágeno dotan al cartílago de la 

rigidez y la resistencia a la tracción producida por el movimiento de la articulación. 

Por otra parte, los proteoglicanos son macromoléculas constituidas por un eje 

central lineal de naturaleza proteica a las que están conectadas, mediante enlaces 

covalentes, cadenas de glicosaminoglicanos representados por el condroitín 

sulfato, queratán sulfato y dermatán sulfato. El ácido hialurónico, un 

glicosaminoglicano producido por el condrocito, tiene la función de enlazar entre 

sí los diversos proteoglicanos a través de un enlace proteico (proteínas de unión), 

formando agregados voluminosos de proteoglicanos. Estos agregados ocupan los 

espacios entre las redes de fibrillas colágenas (Eyre, 2002; Martel-Pelletier y cols., 

2008).  

 

La degradación de las proteínas de la matriz extracelular se efectúa por 

medio de enzimas específicas, las proteasas, entre las que destacan las 

metaloproteinasas de matriz (MMPs) (tabla 1). Las MMPs son una familia de 

endopeptidasas dependientes de cinc que juegan un importante papel en el 

recambio de los componentes de la matriz extracelular. En los procesos fisiológicos 

su principal función es eliminar las proteínas dañadas y de esta manera permitir su 

reemplazo por proteínas nuevas (Page-McCaw y cols., 2007; Stamenkovic, 2003). 

Su secreción y actividad están reguladas de manera precisa para poder llevar a 

cabo sus funciones fisiológicas. Cuando la regulación fisiológica se altera, como 

ocurre en la OA, se produce un aumento en la secreción y activación de las MMPs, 

lo que puede desencadenar el proceso patológico (Troeberg y Nagase, 2012). En el 

cartílago afectado por OA se han detectado niveles elevados de MMP-1, MMP-2 

MMP-3, MMP-8, MMP-9 y MMP-13, que desempeñan un papel muy importante en 

la destrucción tisular (Tetlow y cols., 2001).  
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Nombre Otros nombres Sustrato 

MMP-1 Colagenasa-1 Colágenos (I, II, III, VII, VIII y X), gelatina, 

agrecano, proteínas de unión 

MMP-8 Colagenasa-2 Colágenos (I, II, III, V, VII, VIII y X) gelatina, 

agrecano 

MMP-13 Colagenasa-3 Colágenos (I, II, III, IV, IX, X y XIV), gelatina, 

agrecano 

MMP-2 Gelatinasa A Colágenos (I, IV, V, VII, X, XI y XIV), gelatina, 

agrecano, proteínas de unión 

MMP-9 Gelatinasa B Colágenos (IV, V, VII, X y XIV), gelatina, 

agrecano, proteínas de unión 

MMP-3 Estromelisina-1 Colágenos (III, IV, V y IX), gelatina, 

agrecano 

MMP-10 Estromelisina-2 Colágenos (III, IV y V), gelatina, agrecano, 

proteínas de unión 

MMP-7 Matrilisina-1 Colágenos (I y IV), gelatina, agrecano 

 

Tabla 1. Clasificación de las principales MMPs. Adaptada de Visse y Nagase, 2003. 

 

En el cartílago normal adulto en reposo, los condrocitos están presentes 

como células quiescentes y hay poco recambio de matriz extracelular. Sin embargo 

en el cartílago de las articulaciones afectadas de OA, los condrocitos se activan, lo 

que provoca el aumento de producción de enzimas degradativas de la matriz. Esto 

conduce al remodelado de la matriz, hipertrofia de los condrocitos y calcificación 

del cartílago. Los condrocitos en el cartílago OA expresan receptores de citocinas y 

quimiocinas, producen MMPs y activan un gran número de genes que aumentan o 

modulan las respuestas catabólicas e inflamatorias, incluyendo la COX-2, la 

prostaglandina E sintasa microsomal (mPGES)-1 y la sintasa de óxido nítrico 

inducible (iNOS). La activación de los condrocitos por estímulos mecánicos e 

inflamatorios ocurre principalmente a través del factor nuclear-κB (NF-κB) y las 
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vías de las proteín-cinasas activadas por  mitógenos (MAPKs) (Goldring y Marcu, 

2009). Sin embargo, la edad avanzada es un factor de riesgo importante en la 

patogenia de la OA, y los cambios relacionados con la edad pueden contribuir a un 

aumento excesivo en la remodelación de la matriz extracelular. Estos cambios 

incluyen la aparición de un fenotipo secretor asociado a senescencia en 

condrocitos, que produce un aumento en la producción de citocinas, quimiocinas y 

MMPs por estas células (Loeser, 2009).  

 

El tejido óseo está formado por una matriz ósea y células especializadas.  La 

matriz ósea tiene un componente proteico, cuyo elemento principal es el colágeno 

tipo I que conforma el 85-90% del total de proteínas, aunque también contiene 

glicoproteínas de forma minoritaria, como la osteonectina, la osteocalcina y la 

osteopontina, y un componente mineral formado mayoritariamente por cristales 

de hidroxiapatita y, en menor medida, carbonato cálcico, sulfatos, fluoruros e 

hidróxido de magnesio. El hueso subcondral incluye el hueso laminar cortical y el 

hueso trabecular. El hueso laminar cortical es poco poroso y vascularizado, 

mientras que el hueso trabecular es más blando y actúa absorbiendo impactos y 

modificando las fuerzas compresivas a las que está sometido el cartílago articular 

(Goldring y Goldring, 2010).  

Las principales enzimas responsables de la degradación del colágeno 

presente en el hueso, de tipo I, son MMP-1 y MMP-13, por lo que se consideran 

importantes factores en el catabolismo del hueso subcondral (Hayami y cols., 

2008). En los estados iniciales de la OA se produce un aumento de la resorción 

ósea  y conforme evoluciona la enfermedad se va produciendo la esclerosis del 

hueso (Kwan y cols., 2004).  

En la edad adulta, la masa ósea está determinada principalmente por la 

remodelación del hueso. En condiciones fisiológicas, hay un equilibrio entre las 

fases de resorción y de formación de hueso, de manera que la masa ósea se 

mantiene. El mantenimiento de la masa ósea depende de la acción coordinada de 

los osteoclastos de resorción de la matriz ósea y las células formadoras de hueso, 

los osteoblastos y osteocitos. Este proceso se inicia con la acción de los 

osteoclastos, que actúan eliminando el hueso, y los osteoblastos, que continúan con 
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la formación de hueso para reemplazar al que ha sido reabsorbido (Khosla y cols., 

2008).  

El remodelado óseo se inicia con la activación de la resorción del hueso y 

continúa rellenando la cavidad del mismo con células de la línea osteoblástica. Al 

final de la formación de hueso la mayoría de los osteoblastos mueren por 

apoptosis, algunos se vuelven quiescentes en la nueva superficie de hueso, y otros 

quedan embebidos en la matriz como osteoblastos diferenciados: los osteocitos. 

Estas células están conectadas entre sí y también con otras células de la superficie 

y de la médula ósea por proyecciones citoplasmáticas en el interior de los 

canalículos rodeados de matriz ósea. A través de esta comunicación, los osteocitos 

secretan proteínas como la esclerostina, un inhibidor de la vía Wnt que inhibe la 

formación de hueso, y el RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear-

κB), que modula la remodelación de hueso mediante mecanismos autocrinos y 

paracrinos (Bonewald, 2011).  

Las células de linajes osteoblástico y osteoclástico responden a varias 

hormonas sistémicas como son la hormona paratiroidea (PTH) y la 1,25-

dihidroxivitamina D3, y a factores locales, como las BMPs (proteínas morfogénicas 

óseas), que se encuentran bajo control hormonal. Muchos factores con control de 

la osteoblastogénesis y formación de hueso parecen actuar a través de vías de 

señalización comunes, las cuales incluyen BMPs, el factor de transcripción Smad, la 

vía de las MAPKs y la vía Wnt/β-catenina, así como la activación de Runx2 (Esbrit y 

Alcaraz, 2013).  

 

1.1. Papel de la inflamación en el desarrollo de la OA 

La OA se ha definido tradicionalmente como una artropatía “no 

inflamatoria”. Sin embargo, actualmente se reconoce la implicación del 

componente inflamatorio que produce los síntomas de dolor, rigidez e hinchazón 

en la articulación, y que se justifica por la presencia de mediadores inflamatorios 

que contribuyen, en gran medida, a la progresión de la enfermedad.  
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1.1.1. Citocinas 

Las citocinas son mediadores inflamatorios cruciales implicados en la 

inflamación y la destrucción del tejido articular en la OA. Entre ellas destacan la 

interleucina (IL)-1β, el factor de necrosis tumoral (TNF)-α y la IL-6, que son 

consideradas las principales citocinas proinflamatorias implicadas en esta 

patología, aunque otras, como IL-15, IL-17, IL-18, IL-21 y un gran número de 

quimiocinas también están relacionadas con el desarrollo de la enfermedad 

(Kapoor y cols., 2011). 

Tanto IL-1β como TNF-α, que son producidas por condrocitos, células 

mononucleares, osteoblastos y sinoviocitos, inducen la producción de un gran 

número de factores inflamatorios y catabólicos. Estas citocinas se encuentran 

elevadas en el líquido sinovial, membrana sinovial, hueso subcondral y cartílago de 

pacientes con OA. Numerosos estudios demuestran que IL-1β y TNF-α disminuyen 

la síntesis de los principales componentes de la matriz extracelular e inhiben las 

actividades anabólicas de los condrocitos (Kobayashi y cols., 2005). En cultivos 

celulares de condrocitos, el tratamiento con IL-1β reduce la expresión de colágeno 

de tipo II y de agrecano, y se ha observado que suprime la síntesis de proteoglicano 

(Dodge y Poole, 1989; Goldring, 2000a; Stöve y cols., 2001; van der Kraan y van der 

Berg, 2000). IL-1β favorece la síntesis y actividad de distintas MMPs y agrecanasas 

(Chevalier, 1997; Mengshol y cols, 2000), de otras citocinas proinflamatorias como 

IL-6 (Bender y cols, 1990) y de otros mediadores inflamatorios implicados en la 

patología de la OA. De hecho, el tratamiento de condrocitos con IL-1β, aumenta la 

expresión de genes que codifican la iNOS, COX-2 y mPGES-1, y estimula además la 

liberación de óxido nítrico (NO) y PGE2 (Hedbom y Häuselmann, 2002). IL-1β y 

TNF-α inducen también la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), los 

cuales contribuyen a la degradación articular a través de diferentes mecanismos. 

Además, ambas citocinas disminuyen la expresión de enzimas antioxidantes, 

incluyendo la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutatión peroxidasa, 

acelerando así los efectos de los ROS sobre los tejidos articulares (Mathy-Hartert y 

cols., 2008). Estos cambios conducen a la reparación inadecuada de la matriz y, a 

su vez, a una mayor alteración del cartílago.  
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Otra citocina de gran importancia en la patogenia de la OA, es la IL-6. Los 

condrocitos producen niveles bajos de IL-6 en condiciones normales. Sin embargo, 

un gran número de citocinas y factores de crecimiento, tales como IL-1β y el factor 

de crecimiento transformante (TGF)-β, estimulan directamente su producción 

(Bender y cols., 1990; Guerne y cols., 1990). En condrocitos humanos, la PGE2 

también induce la expresión de IL-6  a través de la activación del factor de 

transcripción NF-κB (Wang y cols., 2010). En el líquido sinovial de pacientes con 

OA, los niveles de IL-6 están aumentados (Kaneko y cols., 2000). Además, IL-6 

tiene un papel importante en la regulación del metabolismo del hueso subcondral, 

ya que dispara la diferenciación osteoclástica y la resorción de hueso (Steeve y 

cols., 2004). Este efecto es atribuible a una interacción indirecta entre osteoblastos 

y osteoclastos, ya que la producción local de IL-6  por los osteoblastos estimula la 

producción del RANKL, de NF-kB, IL-1β y PGE2, y todo ello activa los osteoclastos. 

Otros estudios han mostrado que PGE2 puede estimular a su vez la producción de 

IL-6 en osteoblastos (Liu y cols., 2005; Massicotte y cols., 2002). 

Las citocinas antiinflamatorias IL-4, IL-10 e IL-13, que se producen en 

grandes cantidades en la membrana sinovial y en el cartílago OA, son capaces de 

disminuir la producción de IL-1β, TNF-α y MMPs, de inhibir la liberación de PGE2 y 

de aumentar la producción del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra) y del 

inhibidor tisular de las metaloproteinasas (TIMP)-1 (Wojdasiewicz y cols., 2014). 

La citocina IL-10 en concreto, es capaz de estimular la expresión de colágeno de 

tipo II y de proteoglicanos, además de prevenir la apoptosis de los condrocitos 

(Schulze-Tanzil y cols., 2009).  

 

1.1.2. Quimiocinas 

Las quimiocinas representan una familia de pequeñas citocinas (6-14 KDa) 

que fueron inicialmente conocidas por inducir adhesión y migración direccional de 

tipos celulares específicos a los focos inflamatorios (Yoshie y cols., 2001). Se 

clasifican en 4 grupos en función de la posición de los residuos de cisteína del 

extremo N-terminal: C, C-C, C-X-C y C-X3-C (Baggiolini y cols., 1997; Rollins, 1997). 

De entre ellos, los más importantes son los grupos C-C y C-X-C. Está bien 

establecido que estas últimas ejercen su papel, tanto fisiológico como patológico, 
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por su unión a los receptores CCR y CXCR acoplados a proteínas G (Lukacs y cols., 

1999). Actualmente, se sabe que poseen, además, efectos proinflamatorios y 

proangiogénicos, capaces de influir negativamente en la homeostasis del cartílago 

articular (Borzì y cols., 2004). 

 

Quimiocinas C-C 

Nombre Otros nombres Receptor 

CCL2 MCP (Monocyte Chemotactic Protein)-1  CCR2 

CCL3 MIP(Macrophage Inflammatory Proteins)-1α CCR1 

CCL4 MIP-1β CCR1, CCR5 

CCL5 RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell 

Expressed and Secreted) 

CCR5 

CCL8 MCP-2  CCR1, CCR5 

CCL19 ELC (EBI1 Ligand Chemokine) CCR7 

CCL20 LARC (Liver Activation Regulated Chemokine)  CCR6 

Quimiocinas C-X-C 

CXCL1 Gro (Growth-Regulated Protein )-α, NAP (Neutrophil-

Activating Protein)-3 

CXCR2 

CXCL2 Gro-β, MIP-2α CXCR2 

CXCL3 MIP-2β CXCR2 

CXCL5 ENA (Epithelial Neutrophil-Activating protein)-78 CXCR2 

CXCL8 IL-8, NAP-1 CXCR1, 

Tabla 2. Resumen de las principales quimiocinas de los grupos C-C y C-X-C. 

 

En el contexto de la OA, se ha sugerido que las quimiocinas pueden tener un 

posible papel en el metabolismo del cartílago y del hueso (Vergunst y cols., 2005). 

A este respecto, se ha observado que las quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CXCL1, CXCL8 están presentes en niveles altos en cultivos de condrocitos 

osteoartríticos (Borzı̀ y cols., 1999; Pulsatelli y cols., 1999; Yuan y cols., 2001).  

La relación de las quimiocinas con la destrucción del cartílago articular se 

ha estudiado empleando cultivos de condrocitos humanos. Así, se ha visto que la 

estimulación in vitro de condrocitos sanos y osteoartríticos con la citocina 
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proinflamatoria IL-1β conduce a un aumento en la expresión de CCL5, lo que 

provoca a su vez un aumento en la producción de MMPs y la pérdida de 

proteoglicanos (Alaaeddine y cols., 2001). También se ha señalado que CCL2 es un 

mediador clave en el proceso inflamatorio que produce la liberación de MMP-3 y 

MMP-13 (Melgarejo y cols., 2009). Recientemente, se ha observado que esta 

quimiocina promueve la apoptosis e inhibe la proliferación en cultivos de 

condrocitos sanos y osteoartríticos (Xu y cols., 2015).  

Bajo condiciones inflamatorias, los condrocitos osteoartríticos producen 

abundantes niveles de CCL20 en los que se ha observado que esta quimiocina 

produce un aumento en la producción de IL-1β, lo que puede ayuda a mantener un 

entorno inflamatorio que puede conducir a la destrucción articular. Además, en 

condrocitos osteoartríticos estimulados con CCL20 aumenta la expresión de la 

desintegrina y metaloproteinasa con dominios de trombospondina-5 (ADAMTS-5), 

lo que produce una reducción de los niveles de agrecano en el tejido cartilaginoso 

(Alaaeddine y cols., 2015).  

Además, un estudio de la unión de las quimiocinas a sus receptores CCR1, 

CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1 y CXCR2 en condrocitos, señala que inducen la 

liberación de MMP-3 y N-acetil-β-D-glucosaminidasa (NAG) (Borzì y cols., 2004).  

 

1.1.3. Prostaglandina E2 

La PGE2 es el mediador con mayor implicación en la generación de 

inflamación y dolor en la OA, y contribuye además a la degradación de los tejidos 

articulares mediante la producción de MMPs, provocando la apoptosis de los 

condrocitos y aumentando la resorción ósea (Martel-Pelletier y cols., 2003). La 

PGE2 actúa en el hueso favoreciendo la resorción ósea mediante un aumento en la 

expresión de RANKL en los osteoblastos, que favorece la diferenciación de los 

osteoclastos (Li y cols., 2002). Además, la PGE2 puede disminuir la expresión de 

osteoprotegerina, molécula inhibidora de RANKL en los osteoblastos, favoreciendo 

a su vez la osteoclastogénesis (Suda y cols., 2004).  La PGE2 tiene la capacidad de 

estimular la producción de mediadores inflamatorios como  IL-1β, amplificando así 

el proceso inflamatorio, y potencia además los efectos proinflamatorios de IL-1β 

sobre la producción de NO e IL-6 (Li y cols., 2009).  
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La COX es la primera enzima que interviene la reacción de conversión del 

ácido araquidónico en prostaglandinas. Se han identificado dos isoformas de esta 

enzima en humanos: COX-1 y COX-2. La COX-1 se expresa de forma constitutiva en 

todos los tejidos, sin embargo COX-2 no se expresa en la mayoría de los tejidos en 

condiciones basales, pero es rápidamente inducida por citocinas proinflamatorias, 

oncogenes y factores de crecimiento. La sobreexpresión de COX-2 es un factor 

importante implicado en la patogenia de la OA (Lee y cols., 2013).  

La prostaglandina E sintasa (PGES) es también una enzima implicada en la 

síntesis de prostaglandinas. Existen 3 isoformas caracterizadas, la PGES citosólica 

(cPGES), la mPGES-1  y la mPGES-2. La mPGES-1 es la isoforma más estudiada por 

ser inducida por estímulos proinflamatorios y por colaborar con la COX-2 en la 

producción de PGE2. Hay que destacar que la mPGES-1 está implicada en la 

patogénesis de la OA y actúa como enzima inducible en la producción de PGE2 en 

patologías artríticas (Trebino y cols., 2003).  

 

1.1.4. Estrés oxidativo y radicales libres 

El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio entre la generación de 

ROS y la actividad de los sistemas celulares antioxidantes, como son la enzima 

superóxido dismutasa, la catalasa, la glutatión-peroxidasa y la glutatión-reductasa. 

El envejecimiento se relaciona con la acumulación de ROS debido a que en edades 

avanzadas hay una sobreproducción de ROS y una disminución de la capacidad de 

los sistemas encargados de reducir su exceso (De la Fuente y Miquel, 2009). 

En condrocitos, las principales ROS presentes son el peroxinitrito (ONOO-) y 

el peróxido de hidrógeno (H2O2), que resultan de la acción de la NOS y de la 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH)-oxidasa mitocondrial, 

respectivamente (Henrotin y cols., 2005). La enzima responsable de la producción 

por los condrocitos de niveles altos y sostenidos de NO en respuesta a factores 

patológicos, es la iNOS, que se expresa tras la activación celular por las citocinas o 

factores inflamatorios. En condrocitos osteoartríticos, diferentes estímulos 

inducen la activación de receptores de citocinas, lo que conduce a una 

sobreproducción de ROS y contribuye a la degradación del cartílago. Por otra 

parte, los condrocitos del cartílago muestran tasas metabólicas bajas, lo que les 
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hace altamente sensibles al  estrés oxidativo (Yang y cols., 2005). Estudios in vivo e 

in vitro han demostrado que las modificaciones oxidativas de componentes 

intracelulares y extracelulares, incluyendo factores de transcripción, fosfolípidos 

de membrana y ácidos nucleicos, contribuyen a la destrucción del cartílago junto 

con la inhibición de la síntesis de glicosaminoglicanos y colágeno y la activación de 

MMPs y agrecanasas (Alcaraz y cols., 2010). Los productos resultantes de la 

degradación del cartílago pueden, a su vez, inducir la producción de ROS mediante 

la activación de la expresión de la NADPH oxidasa mitocondrial y la iNOS, lo que 

agrava la degradación articular y resulta en la progresión de la OA (Mazzetti y cols., 

2001). El estrés oxidativo participa en la respuesta inflamatoria activando el NF-κB 

(Marcu y cols., 2010) y provoca la senescencia celular en condrocitos (Yudoh y 

cols., 2005). El estrés oxidativo también puede modificar la actividad de AP-1, un 

factor de transcripción que modula la expresión de las MMPs (Nelson y cols., 

2006). Las MAPKs, como las cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) y 

p38, son activadas por ROS en diferentes tipos celulares de la articulación. En 

condrocitos, la activación de estas cinasas conduce a su diferenciación hipertrófica 

(Morita y cols., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Procesos metabólicos e inflamatorios en la articulación osteoartrítica. 
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1.2. Vías de señalización implicadas en la patogénesis de la OA 

En las células articulares se produce la activación de diferentes vías de 

señalización que regulan los procesos inflamatorios y degenerativos que se 

desarrollan en la OA. 

 

1.2.1. Vía de las MAPKs 

Las MAPKs son enzimas que regulan vías de señalización intracelulares y 

controlan procesos que incluyen proliferación, diferenciación, producción de 

citocinas y apoptosis, en respuesta a una gran variedad de estímulos. La activación 

de las MAPKs se induce por factores de crecimiento, citocinas, radiación 

ultravioleta y otros factores de estrés que producen daño en el ADN. Se conocen 

tres grandes familias de MAPKs,  que incluyen las cinasas p38, las ERK y las cinasas 

N-terminales de C-Jun (JNK) (Malemud, 2004). 

La cinasa p38 tiene varias formas homólogas: p38α, p38β, p38β2 y p38γ. La 

vía de la p38 juega un papel esencial en la regulación de ciertos procesos como la 

inflamación, la diferenciación celular, el crecimiento celular y la apoptosis (Ono y 

Han, 2000). Además, esta vía está implicada en el desarrollo de la senescencia 

celular (Tivey y cols., 2013). La isoforma más estudiada es p38α por su implicación 

en la inflamación, con su papel modulador de la expresión génica de COX-2 e iNOS; 

así como en el control de la producción de NO inducida por citocinas. Esta vía tiene 

un papel esencial en la OA por su regulación de las actividades metabólicas de los 

condrocitos articulares humanos (Fan y cols., 2006). La p38 está relacionada con la 

degeneración del cartílago y la aparición de dolor en la OA (Brown y cols., 2008). 

De hecho, la inducción de MMP-13 por IL-1β requiere las vías de p38 y de NF-κB 

(Mengshol y cols., 2000). 

Las cinasas ERK tienen dos isoformas ERK1 y ERK2, p44 y p42 

respectivamente. En la OA, la activación de las vías de señalización de ERK1 y 

ERK2 disminuye la proliferación de los condrocitos, con una disminución de la 

expresión de agrecano y colágeno II (Fan y cols., 2006). Estas cinasas pueden estar 

implicadas en la generación de condrocitos hipertróficos y en el aumento de 

producción de MMP-13 por estas células (Prasadam y cols., 2013). Además, se ha 
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descrito que ambos subtipos pueden inducir la mPGES-1 en condrocitos humanos 

(Masuko-Hongo y cols., 2004). 

La cinasa JNK, también conocida como proteína-cinasa activada por estrés 

(SAPK), presenta tres formas JNK1, JNK2 y JNK3. JNK1 y JNK2 se expresa en 

muchos tejidos, mientras que JNK3 se encuentra mayoritariamente en el cerebro. 

La importancia fisiológica de JNK reside en su capacidad de unirse y fosforilar a la 

proteína de unión al ADN c-Jun, componente del complejo AP-1, aumentando la 

actividad transcripcional del mismo (Plotnikov y cols., 2011).  

 

1.2.2. Factor nuclear-κB 

El NF-κB es un factor de transcripción implicado en la regulación de genes 

que codifican para mediadores de la respuesta inflamatoria. Este factor está 

compuesto por complejos homo- y heterodiméricos de miembros de la famila Rel 

(NF-κB). Se han descrito cinco subunidades de la familia NF-κB en mamíferos: p50, 

p52, p65 (RelA), c-Rel, y RelB. Estas proteínas poseen el dominio de homología Rel, 

que media la unión al ADN, la dimerización de la proteína y la localización nuclear. 

Este dominio es también una diana para las proteínas inhibidoras de NF-κB (IκB), 

que incluyen IκBα, IκBβ, IκBγ, Bcl-3, p105 y p100. Diferentes combinaciones de 

dímeros de las subunidades de NF-κB tienen distinta especificidad de unión al ADN 

y podrían funcionar activando diferentes grupos de genes. Los heterodímeros 

p50/p65 y los homodímeros p50 son los más comunes. En la mayoría de células, el 

NF-κB existe como una forma inactiva en el citoplasma, unido a las proteínas 

inhibidoras IκB. El tratamiento de las células con diferentes inductores resulta en 

la fosforilación de IκB por parte de la cinasa de IκB (IKK), para su posterior 

ubiquitinación y degradación. Esto tiene como consecuencia la liberación de los 

dímeros de NF-κB, que se desplazan al núcleo, donde activan a los genes diana 

correspondientes (Lawrence, 2009). 

El NF-κB puede ser activado por diferentes estímulos, como citocinas 

proinflamatorias (IL-1β o TNF-α), LPS, ROS, RANKL, etc., lo que contribuye a la 

amplificación y persistencia de la respuesta inflamatoria. El NF-kB puede estimular 

la expresión de enzimas como la iNOS, provocando la generación de NO y de la 

COX-2, que da lugar a  prostanoides (Yamamoto y Gaynor, 2001). Estos 
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metabolitos contribuyen al desarrollo del proceso inflamatorio, lo que relaciona a 

este factor con la patogénesis de la OA. Por otra parte, la activación de NF-κB 

provoca la activación de MMPs, lo que implica la participación de este factor de 

transcripción en la degradación de proteínas de la matriz extracelular (Kracht y 

Saklatvala, 2002). 

 

1.2.3. AP-1 

El complejo AP-1 es un regulador transcripcional compuesto por 

homodímeros formados por miembros de la familias Jun o heterodímeros, 

miembros de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD) y Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) 

(Zenz y Wagner, 2006). El factor AP-1 convierte las señales extracelulares 

procedentes de vías de señalización como la de las MAPKs o el TGF-β en cambios 

de la expresión de los genes diana correspondientes. La activación de AP-1 se 

induce por factores de crecimiento, citocinas, neurotransmisores, hormonas, etc. 

AP-1, tras su activación puede inducir la transcripción de varios genes implicados 

en múltiples funciones celulares, como la proliferación, la supervivencia, la 

diferenciación y la transformación (Shaulian y Karin, 2002).  

Las proteínas Fos/Jun controlan la proliferación y la apoptosis por su 

capacidad de inducir la transcripción de ciclina D1 o de inhibir p53 y p16 (Zenz y 

cols., 2008). Este factor de transcripción es también un importante regulador de la 

proliferación de osteoblastos y de la formación ósea (Marie, 2008). Experimentos 

in vivo han demostrado que la sobreexpresión de Fra-1 promueve la diferenciación 

de los osteoblastos y, en consecuencia, el incremento de la masa ósea (Jochum y 

cols., 2000), mientras que la inhibición de Fra-1 o JunB tiene como consecuencia la 

reducción de la formación de masa ósea (Kenner y cols., 2004). 
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2. Senescencia celular 

La senescencia celular representa una respuesta frente a diferentes tipos de  

estrés en la que las células abandonan el ciclo celular y pierden la capacidad de 

proliferar en respuesta a factores de crecimiento y mitógenos. A pesar de ello, en 

este estado, las células permanecen viables y metabólicamente activas por un largo 

periodo de tiempo (Ben-Porath y Weinberg, 2004).  

En función de su origen se definen dos tipos de senescencia celular, la 

senescencia replicativa y la senescencia prematura inducida por estrés (SIPS). La 

aparición de la senescencia replicativa se relaciona con el acortamiento de los 

telómeros, consecuencia inevitable de la replicación génica y, por lo tanto, depende 

del número de divisiones celulares. Este tipo de senescencia ocurre de forma 

espontánea en las células somáticas. Sin embargo, la SIPS puede ser acelerada por 

factores de estrés como la activación de oncogenes, el daño al ADN, la presencia de 

moléculas citotóxicas y el estrés oxidativo. En este caso, es independiente del 

estado de los telómeros pero comparte muchas características moleculares y 

funcionales con la senescencia replicativa (Fridlyanskaya y cols. , 2015).  

En general, las células senescentes se caracterizan por adquirir una 

morfología alargada y aplanada, por la disminución de su capacidad replicativa y 

por expresar una serie de marcadores reconocidos. Entre estos marcadores 

destacan la actividad de la β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal), la 

acumulación de estructuras de heterocromatina (focos de heterocromatina 

asociados a senescencia) y el aumento en la expresión de las proteínas p53, p21 y 

p16 (Carnero, 2013; Matjusaitis y cols., 2016; Rodier y Campisi, 2011).  

El proceso de la senescencia celular está íntimamente relacionado con el 

envejecimiento. En los organismos jóvenes la presencia de células que expresan 

uno o más de los marcadores asociados a senescencia es muy baja, mientras que su 

número aumenta con la edad del organismo. La constante regeneración de los 

tejidos somáticos conduce a la acumulación de células senescentes, que limitan la 

renovación de estos tejidos. Además, se produce una alteración de la homeostasis 

tisular que se explica por la liberación de componentes inflamatorios por parte de 

dichas células, lo que se conoce como fenotipo secretor asociado a senescencia, y 

que las vincula al desarrollo de patologías relacionadas con la edad (López-Otín y 
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cols., 2013; Muñoz-Espín y Serrano, 2014; Salama y cols., 2014). La senescencia de 

los condrocitos está relacionada con el aumento de la prevalencia de la OA en 

edades avanzadas, contribuyendo a la disminución en la eficacia de la reparación 

del cartílago (Loeser, 2009). En la OA avanzada, el fallo en las respuestas de 

reparación debidas a la senescencia celular favorece la degeneración progresiva 

del cartílago (Ashraf y cols, 2016; Martin y Buckwalter, 2003). Además, la 

acumulación de células senescentes altera de forma severa la homeostasis del 

tejido óseo e interfiere con la osteogénesis y la regeneración del hueso (Loeser, 

2013).  

 

2.1. Control de la senescencia  

Las señales que inducen senescencia celular activan, generalmente, la vía 

supresora de tumores de p53 o bien la vía de p16-pRb, aunque sólo algunas de 

estas señales activan ambas vías (Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007; van Deursen, 

2014) (figura 4).  

En las células senescentes se producen cambios en la expresión génica de 

conocidos inhibidores y activadores del ciclo celular. Es común que las células en 

este estado presenten un aumento de p21 y p16, dos inhibidores de ciclo celular. 

Ambos actúan como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), 

impidiendo la fosforilación de la proteína de retinoblastoma (pRb) por parte de las 

estas enzimas. La pRb detiene la proliferación celular suprimiendo la actividad de 

E2F, un factor de transcripción que estimula la expresión de genes que se 

requieren para la progresión del ciclo celular. Por otra parte, E2F puede detener la 

proliferación celular induciendo la expresión de la proteína ARF (Alternate-

Reading Frame), acoplando de esta manera la vía p16-pRb con la de p53 (Childs y 

cols., 2015).  

La proteína ARF inhibe HDM2 (Human Doble Minute 2), lo que promueve 

una mayor actividad de p53. Una vez activa, la proteína p53 induce la expresión de 

p21 que, como inhibidor de CDKs, impide la fosforilación de pRb y, por lo tanto, lo 

inactiva (Rufini y cols., 2013). 
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Figura 4. Senescencia celular controlada por las vías de p53 y p16-pRb. Adaptado de Campisi y 
d’Adda di Fagagna, 2007. 

 

Las células senescentes también reprimen genes que codifican proteínas 

que estimulan o facilitan la progresión del ciclo celular, por ejemplo, c-Fos, ciclina 

A, ciclina B y PCNA (antígeno proliferante celular nuclear). En algunas células 

senescentes, los genes diana de E2F están silenciados como consecuencia de la 

reorganización de la cromatina en  focos de heterocromatina (Narita y cols., 2003). 

 

2.1.1. Vía de p53 

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y 

codifica un factor de transcripción nuclear, la proteína p53, que se expresa de 

manera ubicua en todos los tejidos. Las funciones de p53 como factor de 

transcripción están implicadas en el control del ciclo celular, reparación del  ADN, 

apoptosis y respuestas al estrés celular. Por otra parte, la activación de p53 
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también participa en el desarrollo de la senescencia celular y en el envejecimiento 

del organismo (Nicolai y cols., 2015). 

En células normales, el nivel de p53 es bajo porque se encuentra asociado a 

la proteína HDM2, que induce su ubiquitinación  y destrucción por el proteasoma. 

HDM2 actúa directamente sobre p53 en el núcleo (por unión y enmascaramiento 

del dominio de activación transcripcional de p53) e indirectamente en el 

citoplasma (marcando p53 para su ubiquitinación y degradación). Por esta razón, 

en células sanas, p53 tiene una vida media corta. El daño en el ADN y otras señales 

de estrés pueden provocar la fosforilación de p53, lo que impide su unión a HDM2 

y, por lo tanto, incrementa su concentración en las células y permite que realice su 

función como factor de transcripción (Rufini y cols., 2013).  

Además de la ubiquitinación y la fosforilación, la actividad de p53 también 

se modula por acetilación. La acetilación por histonas acetiltransferasas (HATs) y 

la desacetilación por histonas desacetilasas (HDACs), como son las sirtuínas, se 

descubrió, inicialmente, por su función en la regulación del grado de acetilación de 

histonas, pero también juegan un papel crítico en la transcripción génica. p53 fue 

identificado como el primer sustrato no histona de HATs y HDACs. En respuesta al 

daño en el ADN se acetila p53, lo que lleva a mejorar la estabilidad de la unión de 

p53 al ADN y dependiendo de la lisina terminal que se acetile, p53 activa genes 

diana implicados en la detención del ciclo celular o en la apoptosis (Dai y Gu, 

2010).  

 

2.1.2. Vía de p16-pRb 

La vía de p16-pRb se puede iniciar por un estímulo que produce daño en el 

ADN, pero normalmente esto ocurre de manera secundaria al inicio de la vía p53 

(Jacobs y de Lange, 2004). El hecho de que la senescencia se induzca con o sin la 

participación de la vía de p53 depende de diferentes factores, entre ellos, el tipo 

celular parece tener relevancia en el tipo de vía empleada. Por ejemplo, se ha 

observado que las células epiteliales son más propensas que los fibroblastos a 

inducir la vía de p16. Algunos tipos celulares no presentan senescencia 

dependiente de p16 y presentan silenciado el gen que codifica este factor, a 

menudo por metilación (Brenner y cols., 1998; Huschtscha y cols., 1998). Por otra 
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parte, se ha observado que también hay diferencias entre especies, por ejemplo, la 

ruptura experimental de telómeros activa sobre todo la vía p53 en cultivos in vitro 

de células de ratón, pero en células humanas activa tanto p53 como p16-pRb 

(Smogorzewska y de Lange, 2002).  

 

2.2. Sirtuínas 

Las sirtuínas son proteínas que intervienen en el metabolismo celular 

mediante la regulación de la expresión de determinados genes, y actúan como 

coordinadoras de la respuesta a diferentes tipos de estrés metabólico o energético. 

Se encuentran en todas las células eucariotas y juegan un papel clave en la 

supervivencia celular y el envejecimiento, lo que las convierte en posibles dianas 

terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades relacionadas con la edad 

(Longo y Kennedy, 2006).  

Originalmente fueron descritas en levaduras como una nueva clase de 

HDACs de tipo III. Las HDACs, forman parte de la maquinaria que regula las 

funciones asociadas a la cromatina a través de la eliminación de grupos acetilo de 

residuos clave de lisina, principalmente en la región N-terminal de las histonas H3 

y H4. La desacetilación de histonas promueve una descompactación de estas 

regiones promotoras de los genes y por lo tanto, su expresión (Vaquero y cols., 

2007).  El gen Sir2 (Silent Information Regulator 2) se relacionó con un aumento en 

la esperanza de vida en levaduras, evitando la inestabilidad genómica, lo que llevó 

a relacionar este gen con un posible papel en la longevidad y el envejecimiento 

(Kaeberlein y cols., 1999).  

En mamíferos, se han caracterizado siete isoformas de sirtuínas, de Sirt1 a 

Sirt7. La localización celular difiere dependiendo de la isoforma: para Sirt1, -6 y -7 

es fundamentalmente nuclear, Sirt2 tiene una localización citoplásmica y Sirt3, -4 y 

-5 se encuentran en la mitocondria (Saunders y Verdin, 2007). El estado de estrés y 

el tipo celular pueden regular la localización celular de la sirtuína. En condrocitos 

osteoartríticos Sirt1 se exporta del núcleo al citoplasma tras el estímulo con TNF-α 

(Dvir-Ginzberg y cols., 2011).  
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La activación de las sirtuínas se produce en la mayoría de condiciones de 

estrés que implican un desequilibrio energético (estrés oxidativo, hipoxia, 

restricción calórica) o un daño en el genoma (estrés genotóxico) (Kwon y Ott, 

2008). Se caracterizan por tener un centro catalítico altamente conservado y 

porque, a diferencia del resto de HDACs, requieren la presencia de una coenzima 

en su reacción específica, nicotinamida adenina dinucleótido (NAD)+ (Frye, 2000). 

La reacción de desacetilación de las histonas empieza con la escisión de la 

molécula NAD+, lo que provoca la formación de nicotinamida (NAM), 2’-O-Acetil-

ADP Ribosa y el sustrato desacetilado (figura 5) (Gabay y Sanchez, 2012b).  

 

 

 

 

 

Figura 5. Desacetilación de proteínas por Sirt1. Ac: grupo acetilo. NAD+: nicotín adenín 
dinucleótido. NAM: nicotinamida. 

 

La actividad de Sirt1 está dirigida principalmente a las histonas, y más 

específicamente a sus residuos de lisina acetilados, pero tiene otras dianas no-

histonas (Yamamoto y cols., 2007), como enzimas (SUuv39h1, Ezh2, p300) o 

factores de transcripción (p53, NF-κB, FOXO, PGC-1α, Myc) (Vaquero y Reinberg, 

2009). 

Existe una amplia evidencia derivada de experimentos de manipulación 

genética en cultivos celulares que apoyan que la inhibición de Sirt1 lleva a la 

estabilización y activación del p53 (Tang y cols., 2008). Sirt1 desestabiliza p53 

catalizando su desacetilación (figura 6) (Langley y cols., 2002; Luo y cols., 2001; 

Vaziri y cols., 2001). Esta desacetilación puede debilitar la unión de p53 al ADN, 

facilitar la ubiquitinación y la degradación en el proteasoma del p53 (Luo y cols., 

2004). De esta manera, las células derivadas de ratones deficientes en Sirt1 así 

como células tratadas con ARNsi frente a Sirt1 muestran niveles elevados de p53 

hiperacetilado (Cheng y cols., 2003). 
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Figura 6. Desacetilación de p53 por Sirt1 y degradación por HDM2. 

 

En el cartílago osteoartrítico se ha observado que la presencia de Sirt-1 es 

esencial para la supervivencia de los condrocitos (Gagarina y cols., 2010). Sirt-1 

regula la apoptosis de condrocitos humanos y la expresión de genes específicos del 

cartílago tales como los del agrecano, colágeno tipo II y tipo IX  y otras proteínas de 

la matriz, vía la desacetilación de Sox9 e inhibe la expresión de ADAMTS-5 (Fujita y 

cols., 2011; Takayama y cols., 2009). Gabay y colaboradores refieren un  aumento 

de apoptosis en los condrocitos del cartílago en ratones heterocigotos en Sirt-1, 

mientras que en ratones nulos para Sirt-1 se produce degradación del cartílago 

consecuencia de un aumento de apoptosis de condrocitos y una disminución de las 

proteínas de matriz (Gabay y cols., 2012a). 

 

2.3. Caveolina-1 

Las caveolas son invaginaciones de la membrana plasmática de unos 50 a 

100 nm enriquecidas en colesterol y glucoesfingolípidos implicadas en la 

transducción de señales y en procesos de transporte vesicular. La caveolina es una 

proteína estructural de 21-24 kDa, principal componente de las caveolas. Se han  

descrito tres subtipos de caveolinas, de los cuales la caveolina-1 es la más 
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abundante y se encuentra en la mayoría de los tipos celulares; la caveolina-2 que 

tiene la misma distribución que la caveolina-1, y la caveolina-3 que se expresa 

predominantemente en células del  músculo estriado (Tang Z y cols, 1996; Schwab 

y cols., 2000).  

En células de cultivos primarios, la caveolina-1 induce la senescencia celular 

en respuesta a diversas condiciones de estrés como la radiación ultravioleta y el 

estrés oxidativo, y este fenotipo senescente se puede revertir reduciendo la 

expresión de caveolina-1 (Cho y cols., 2003). Muchos trabajos tanto con cultivos 

celulares como con modelos animales han mostrado que la caveolina-1 juega un 

papel importante en la SIPS. Niveles sub-citotóxicos de peróxido de hidrógeno 

aumentan la expresión de caveolina-1 endógena, induciendo SIPS. Estudios de 

enfisema pulmonar debido al humo del cigarrillo, aterosclerosis, OA, infecciones 

microbianas, degeneración de disco intervertebral humano, cicatrización de 

heridas y fibrosis han apoyado el papel crítico de la cavolina-1 en SIPS y patologías 

relacionadas con la edad (Zou y cols., 2011).  

La senescencia de condrocitos osteoartríticos contribuye a aumentar la 

incidencia de la OA y, junto con la edad avanzada, las citocinas y el estrés oxidativo 

participan en la patogénesis de esta enfermedad (Martin y Buckwalter, 2001). 

Tanto la IL-1β como el peróxido de hidrógeno aumentan el ARNm y la expresión 

proteica de caveolina-1 e inducen senescencia prematura en condrocitos 

articulares, mientras que la disminución de la expresión de caveolina-1 con 

oligonucleótidos antisentido previene el proceso de senescencia en condrocitos 

inducido por IL-1β y peróxido de hidrógeno. Estos resultados sugieren que la 

caveolina-1 juega un papel en la patogenia de la OA a través de su influencia sobre 

la senescencia de los condrocitos (Dai y cols., 2006). 
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3. Células madre mesenquimales  

Las células madre constituyen una población celular con una gran 

capacidad de autorenovación, que les permite dividirse de forma continua y casi 

ilimitada, y un alto grado de potencialidad, para diferenciarse en distintos tipos 

celulares. Estas características les confieren importantes posibilidades 

terapéuticas para su empleo en medicina regenerativa y terapia celular en el 

tratamiento de diversas patologías como enfermedades cardiacas, enfermedad de 

Crohn, Alzheimer, enfermedad de injerto contra huésped, etc. 

Las células madre candidatas para su utilización en medicina regenerativa 

incluyen las ESCs (células madre embrionarias), las IPSCs (células madre 

pluripotentes inducidas) y las células madre adultas. Las ESCs tienen una gran 

capacidad de auto-renovación y expansión, son células pluripotentes y tienen la 

capacidad de diferenciarse en tejidos derivados de cualquiera de las tres capas 

embrionarias (Rossant, 2001). Las IPSCs son células transformadas que derivan de 

células diferenciadas y tienen características similares a las ESCs (Takahashi, 

2007). A pesar del gran potencial terapéutico de las ESCs y de las IPSCs por la 

capacidad de auto-renovación y la pluripotencialidad, existen limitaciones en su 

uso. Las ESCs están sujetas a consideraciones legales y, al igual que ocurre con el 

trasplante de órganos, estas células también se enfrentan al problema de rechazo 

inmunológico, ya que no se trata de células autólogas. Además, tanto las ESCs como 

las IPSCs pueden dar lugar a teratomas cuando se trasplantan en un individuo 

adulto y estas últimas presentan dificultades en su manipulación genética (Ben-

David y Benvenisty, 2011).  

Sin embargo, el interés por las células madre procedentes de tejidos 

humanos adultos es cada vez mayor, ya que constituyen una posible fuente de 

células autólogas para su empleo en medicina regenerativa. Este tipo de células 

madre tienen la ventaja de que se pueden obtener del propio paciente y después de 

su expansión y cultivo volver a trasplantarlas sin riesgo de rechazo inmunitario 

(Körbling y Estrov, 2003).  

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células madre adultas que 

proliferan in vitro con capacidad de adherencia al plástico, de morfología 

fibroblástica y que pueden ser diferenciadas a células de linaje mesodérmico, como 
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son los adipocitos, los osteoblastos y los condrocitos. Estudios recientes señalan 

que las MSCs, bajo determinadas condiciones, pueden además diferenciarse a 

células del linaje endodérmico y ectodérmico mediante un proceso que se conoce 

como transdiferenciación (Uccelli y cols., 2008). Aunque las MSCs se aislaron 

originalmente de médula ósea (Friedenstein y cols., 1966), posteriormente se ha 

conocido que están presentes en múltiples tejidos, como el tejido adiposo (Zuk y 

cols., 2001), sangre periférica (Zvaifler y cols., 2000), piel (Belicchi y cols., 2004), 

músculo esquelético (Cerletti y cols., 2008) y cordón umbilical (Baksh y cols., 

2007).  

La carencia de un marcador único y específico para las MSCs complica el 

estudio de estas células, por lo que la Sociedad Internacional de Terapia Celular 

definió una serie de criterios que las caracterizan (Dominici y cols., 2006): las 

células se adhieren al plástico bajo condiciones estándar de cultivo, expresan los 

marcadores de superficie CD105, CD73 y CD90, pero no expresan los marcadores 

de superficie CD34, CD45, CD11a, CD19 y HLA-DR. 

Se han descrito tres funciones principales de las MSCs que se han asociado 

con sus efectos terapéuticos como son el reemplazo de tejido por diferenciación 

multipotencial, los efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios, y la actividad 

paracrina con la secreción de moléculas que participan en la reparación de tejidos. 

Los primeros estudios se basaron en el potencial de estas células para 

diferenciarse en múltiples tipos de tejidos. Sin embargo, todo apunta a que la 

diferenciación multipotencial contribuye mínimamente a los efectos beneficiosos 

atribuidos a las MSCs mientras que la supresión inmunitaria e inflamatoria y la 

actividad paracrina jugarían un papel más significativo (Lavoie y Rosu Myles, 

2013).  

 

3.1. Células madre de tejido adiposo 

De las MSCs, las células madre de tejido adiposo (ASCs) tienen especial 

importancia en medicina regenerativa. Comparado con células de otros orígenes, 

como la médula ósea, el tejido adiposo es más accesible y está disponible en 

mayores cantidades en el organismo, siendo el rendimiento en células madre 
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mucho mayor que en otros tejidos. Por cada gramo de grasa se pueden obtener 

unas 5000 células, mientras que por cada mililitro de médula ósea se obtienen de 

100 a 1000 células (Strem y cols., 2005). Otra ventaja de las ASCs es que su 

capacidad de proliferación se considera mayor que la de las MSCs provenientes de 

la médula ósea, y esto permite que se pueda obtener un número de células 

apropiado para el trasplante sin necesidad de mantenerlas en cultivo durante 

largos periodos de tiempo (Zuk y cols., 2002).  

A pesar de la existencia de marcadores comunes, se han observado 

diferencias en la expresión de proteínas de superficie entre las ASCs y el resto de 

MSCs. La glicoproteína CD34 está presente en ASCs humanas en pases iniciales, si 

bien se pierde rápidamente in vitro tras los primeros subcultivos (Maumus y cols., 

2011). Por el contrario, CD34 no se ha encontrado en otros tipos de MSCs, ni 

siquiera en pases iniciales (McIntosh y cols., 2006). 

 

3.2. Aplicación clínica de las MSCs 

Diversos estudios han demostrado el potencial terapéutico de las MSCs en 

diferentes patologías. El tratamiento con MSCs provenientes de médula ósea, ha 

mostrado un efecto beneficioso en la regeneración cutánea y cicatrización de las 

heridas a través de la diferenciación celular y de los efectos paracrinos de los 

factores secretados por estas células (Wu y cols., 2007). Se han obtenido 

resultados similares empleando ASCs, que además de contribuir a la cicatrización 

del tejido se han relacionado con la formación de nuevos vasos sanguíneos en el 

tejido dañado (Nie y cols., 2011). También se están estudiando los efectos de la 

MSCs en enfermedades cardiovaculares, por la capacidad que tienen estas células 

para diferenciarse en cardiomiocitos (Toma y cols., 2002) y por la protección que 

ejercen los factores que segregan estas células, frente a la isquemia cardíaca (Kwak 

y Mach, 2005). Por otra parte, el potencial inmunomodulador de estas células las 

hace especialmente útiles en la prevención de la enfermedad de injerto contra 

huésped. Se ha mostrado la eficacia de las ASCs en el control de la enfermedad por 

sus propiedades inmunosupresoras (Yanez y cols., 2006). Estas células son eficaces 

también en el daño renal agudo, ya que contribuyen a reparar la estructura de los 
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túbulos renales y mejoran la función renal (Morigi y cols., 2004) y en el daño 

hepático por su contribución a la regeneración del hígado (Kuo y cols., 2008).  

El valor terapéutico de las MSCs también se ha evaluado en enfermedades 

reumáticas como la OA, en concreto como posible terapia para los estadios más 

avanzados de esta enfermedad  y, especialmente, en la regeneración del cartílago 

(Koelling y Miosge, 2009). La inyección local de MSCs de médula ósea o ASCs en la 

articulación podría tener diferentes efectos como la inhibición de la formación de 

osteofitos, la disminución de la inflamación sinovial, la reducción de la 

degeneración del cartílago, la estimulación de la proliferación de condrocitos y la 

síntesis de la matriz extracelular. De hecho, en un estudio con un modelo de OA 

inducida por colagenasa, una única inyección de ASCs en la rodilla de ratones 

inhibe la activación sinovial, la formación de osteofitos y la destrucción del 

cartílago (ter Huurne y cols., 2012). Otros modelos in vivo revelaron resultados 

similares, presentando una regeneración del cartílago tras la inyección de MSCs o 

ASCs en la articulación dañada (Al Faqeh y cols., 2012; Sato y cols., 2012; Toghraie 

y cols., 2012).  

El interés clínico en las MSCs ha aumentado en estos últimos años, lo que se 

refleja en el gran número ensayos clínicos que están registrados en la base de 

datos pública www.clinicaltrials.org. En la actualidad están en marcha más de 200 

ensayos clínicos en fase I que emplean MSCs, de los cuales en 64 se están 

empleando ASCs para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica, fístulas relacionadas con la enfermedad de Crohn, infarto de miocardio, 

reconstrucción de pecho, disfunción eréctil, cirrosis hepática, esclerosis múltiple o 

diabetes tipo II. En ensayos clínicos que se han llevado a cabo para el tratamiento 

de OA de rodilla con MSCs, se han obtenido resultados positivos (Orozco y cols, 

2014; Vega y cols, 2015). Se han completado dos ensayos clínicos empleando ASCs 

en artrosis de rodilla, para conocer la seguridad y eficacia de la inyección autóloga 

de ASCs de pacientes con OA, cuyos resultados no se encuentran todavía 

disponibles. Otros 13 estudios en los que se emplean ASCs en OA de rodilla 

continúan activos.  
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3.3. Medio acondicionado de las MSCs 

Los efectos beneficiosos de las MSCs pueden deberse a la acción de factores 

solubles que secretan. Las células madre son capaces de secretar un amplio rango 

de mediadores tróficos que pueden ejercer efectos paracrinos en otros tipos 

celulares promoviendo angiogénesis, inmunomodulación y síntesis de matriz 

extracelular (Baraniak y McDevitt, 2010).  

En co-cultivos de condrocitos humanos osteoartríticos y MSCs, los efectos 

paracrinos parecen ser responsables de las propiedades antiinflamatorias de las 

MSCs, si bien se desconocen el mecanismo de acción o los posibles mediadores 

implicados en estos procesos (Manferdini y cols., 2013). Asimismo, los factores 

secretados por las MSCs aumentan la producción de la matriz extracelular del 

cartílago por los condrocitos, independientemente de la fuente de obtención de las 

células (Wu y cols., 2012). Este efecto paracrino también se ha estudiado 

empleando co-cultivos de condrocitos y ASCs en los que se ha observado que las 

proteínas secretadas por las ASCs protegían a los condrocitos de la apoptosis y la 

degeneración hacia fenotipos hipertróficos y fibróticos (Maumus y cols., 2013).  

El efecto paracrino de las MSCs también se ha estudiado empleando 

directamente el medio de cultivo que ha estado en contacto con estas células, 

denominado medio acondicionado (MA) de MSCs. De hecho, el MA de las células 

madre ha mostrado tener un gran potencial terapéutico en la regeneración 

miocárdica, neural y osteogénica, así como en la cicatrización de heridas (Baraniak 

y McDevit, 2010). En estudios con condrocitos en cultivo a los que se añade este 

MA, se ha observado un aumento en la producción de matriz extracelular (Wu y 

cols., 2011). También se han realizado estudios empleando explantes de cartílago y 

membrana sinovial osteoartíticos humanos, en los que se han observado efectos 

antiinflamatorios tras su incubación con MA procedente de MSCs (Van Buul y cols., 

2012).   

En el medio acondicionado de las células, además de los factores solubles, se 

han aislado unas estructuras rodeadas de bicapa lipídica, denominadas vesículas 

extracelulares, que se consideran componentes básicos en la comunicación célula-

célula (van der Pol y cols., 2012). 
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En la actualidad hay un gran interés en el estudio de estas vesículas, ya que 

parecen contribuir a la regeneración del tejido y probablemente son, en parte, 

responsables de la acción paracrina de las MSCs. Según su tamaño y origen, las 

vesículas extracelulares se dividen en tres grupos: exosomas, microvesículas (MVs) 

y cuerpos apoptóticos (figura 7). Los exosomas tienen un tamaño entre 50 y 100 

nm y se liberan por exocitosis de cuerpos multivesiculares, las microvesículas 

miden entre 100 nm y 1μm de diámetro y se producen por extrusión de la 

membrana plasmática, mientras que los cuerpos apoptóticos, de un tamaño entre 1 

y 5 μm, se producen por las células en la muerte celular programada (György y 

cols., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la liberación de vesículas extracelulares y factores solubles por las 
células. Adaptado de György y cols., 2011. 

 

Se ha descrito que las vesículas extracelulares de las MSCs favorecen la 

angiogénesis aumentando la proliferación celular endotelial y la formación de la 

red capilar tanto in vitro como in vivo (Zhang y cols., 2012a). Estas vesículas 

pueden paliar el daño agudo de riñón  con la disminución de la apoptosis, la 

fibrosis, la infiltración linfocítica, la atrofia tubular y el aumento de la proliferación 

celular del epitelio tubular (Gatti y cols., 2011). Aunque las vesículas extracelulares 

derivadas de MSCs, todavía no han sido utilizadas en enfermedades reumáticas, se 

especula con la posibilidad de que puedan tener efectos beneficiosos en el 

tratamiento de la OA y la artritis reumatoide (Fierabracci y cols., 2015). 
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4. Proteína relacionada con la hormona paratiroidea  

La PTH es un polipéptido de 84 aminoácidos secretado por las glándulas 

paratiroides que actúa como un importante regulador de calcio en el organismo a 

través de su acción en hueso y riñón. El papel atribuido tradicionalmente a esta 

hormona ha sido el de aumentar la reabsorción tubular de calcio a nivel renal y 

activar la resorción ósea. Sin embargo, las acciones de esta hormona a nivel óseo 

son complejas, y su efecto depende del patrón de administración empleado. Así, la 

administración continua de la hormona activa la resorción ósea debido a un 

aumento en el número y activación de los osteoclastos, mientras que una 

exposición intermitente conduce a un aumento de la formación de hueso debido a 

una mayor actividad y supervivencia osteoblástica (Jilka, 2007; Silva y cols., 2011). 

Las acciones de la PTH derivan de la unión a su receptor de tipo 1 (PTHR1) 

presente en las células especializadas del tejido óseo, osteoblastos y osteocitos 

(Gardella y Villardaga, 2015).  

En la actualidad, la administración sistémica diaria de la hormona 

recombinante humana PTH y del péptido PTH (1-34) (teriparatida) constituye la 

única terapia de anabolismo óseo disponible para su uso clínico en el tratamiento 

de la osteoporosis en Europa. En ambos casos el tratamiento está limitado a 18-24 

meses, momento a partir del cual se detiene el anabolismo del hueso (Moen y Scott, 

2006; Silverman y Nasser, 2011).  

Recientemente se han realizado estudios que han mostrado efectos 

beneficiosos del uso de la teriparatida como tratamiento en la OA, tanto a nivel de 

hueso subcondral como a nivel del cartílago. La teriparatida administrada vía 

subcutánea ha mostrado efectos protectores en el cartílago y en el mantenimiento 

de la microarquitectura del hueso en estudios in vivo realizados con cobayas (Dai y 

cols., 2016; Yan y cols., 2014). Por otra parte, la administración sistémica de esta 

molécula tiene efectos condroprotectores e induce la regeneración de la matriz 

cartilaginosa en ratones (Sampson y cols., 2011). En el tratamiento de los defectos 

osteocondrales, la teriparatida se considera una terapia prometedora, ya que su 

administración sistémica estimula la formación del cartílago articular y la 

reparación del hueso subcondral (Orth y cols., 2013). En un estudio experimental 

realizado con roedores en el que la teriparatida se administró en microesferas de 
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ácido  poli (láctico-co-glicólico), este fármaco detuvo la progresión de la OA 

(Eswaramoorthy y cols., 2012).  

La proteína relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP) fue 

identificada como principal factor causante de hipercalcemia maligna (Suva y cols., 

1987), aunque posteriormente se demostró su expresión en tejidos normales. 

Mientras que la PTH se sintetiza y secreta en las glándulas paratiroides, la PTHrP 

se sintetiza y expresa en varios tejidos, como la piel, los vasos sanguíneos, el 

músculo liso, cartílago, hueso, riñón y tejidos neuronales y gliales (McCauley y 

Martin, 2012).  

La PTHrP muestra una homología estructural con la PTH en las secuencias 

1-13 y 29-34. Esta homología parcial determina su interacción con el receptor 

PTHR1 con afinidades similares, por lo que comparte muchas acciones de la PTH 

en las células diana. La interacción del fragmento N-terminal de la PTHrP con el 

receptor PTHR1, a través del acoplamiento a proteínas G, activa las vías de 

adenilato ciclasa y fosfolipasa C en osteoblastos. Ambas vías de señalización 

confluyen en la activación de las MAPKs para modular la proliferación y 

diferenciación osteoblástica (Datta y Abou-Samra, 2009). Las secuencias primarias 

de PTH y PTHrP difieren completamente más allá de su región N-terminal, lo que 

sugiere que estas proteínas podrían ejercer diferentes acciones en la célula.  

La supresión homocigótica del gen de la PTHrP genera condrodisplasia 

perinatal en el ratón, mientras que los animales con deleción heterocigótica de este 

gen son viables con una reducción significativa de la masa ósea (Amizuka y cols., 

1996). Estos hechos demuestran el requerimiento de PTHrP para el desarrollo 

normal del hueso. Además, la PTHrP ha mostrado efectos en la reparación del 

cartílago a través de la inhibición de la hipertrofia de los condrocitos (Zhang y 

cols., 2012b). 

 

4.1. Acciones de PTH y PTHrP 

La proliferación de los osteoblastos podría verse estimulada por PTH y por 

PTHrP. El aumento del número de osteoblastos observado tras los tratamientos 

con PTH o con PTHrP en modelos de osteoporosis en roedores, sugiere que la 



Introducción 

68 

proliferación podría estar inducida en parte por la inhibición de la adipogénesis en 

la médula ósea (Rickard y cols., 2006). Este hecho es particularmente relevante en 

la pérdida de hueso relacionada con la edad porque se acumulan factores 

adipogénicos como el receptor activado por el factor proliferador de peroxisomas 

(PPAR)-γ y disminuyen factores osteogénicos en el hueso (Portal-Núñez y cols., 

2013).  

En lo que respecta a la diferenciación celular de los osteoblastos, estudios in 

vivo e in vitro han mostrado que la exposición transitoria a PTH o PTHrP  

aumentan la producción de Runx2  en osteoblastos (Lozano y cols., 2009; de Castro 

y cols., 2010). La expresión de PTHrP es mayor en osteoblastos maduros que en 

osteoblastos con menor grado de diferenciación, lo que sugiere una implicación de 

esta proteína en la diferenciación osteogénica (Suda y cols., 1996). La 

administración intermitente de PTH y los péptidos PTHrP aumenta la producción 

de osteocalcina, un factor de diferenciación de osteoblastos, el cual se ha detectado 

en plasma y se ha usado como marcador de formación de hueso (Horwitz y cols., 

2003; Stewart y cols., 2000).  

La inhibición de la apoptosis juega un papel muy importante en las acciones 

anabólicas de la PTH sobre el hueso. En estudios en los que se administraba PTH 

diariamente a ratones adultos, se observó una disminución de la apoptosis en 

osteoblastos de la metáfisis femoral (Jilka y cols., 1999). Sin embargo, tras la 

administración sostenida de la PTH no se observó efecto en la apoptosis de los 

osteoblastos (Bellido y cols., 2003). En consonancia con estos descubrimientos, en 

experimentos in vivo, se ha observado que ambos, PTH y PTHrP, contrarrestan la 

acción adversa de los agentes pro-apoptóticos en diferentes preparaciones de 

células osteoblásticas (Alonso y cols., 2008; Jilka, 2007). Un factor que puede estar 

implicado en la inducción de la apoptosis de osteoblastos y osteocitos es el 

aumento del estrés oxidativo a largo plazo que se produce en edades avanzadas 

(Manolagas, 2010). A este respecto, la PTH protege frente al daño en el ADN 

inducido por estrés oxidativo a través de la activación de proteínas de reparación 

del ADN, como son el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) y el factor 

de transcripción Foxo3a, mientras que reduce la expresión de proteínas de 

detención de la apoptosis y el daño del ADN (Schnoke y cols., 2009). 
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4.2. Péptidos derivados de la PTHrP 

Por procesamiento transcripcional del gen de la PTHrP se generan tres 

tipos de ARNm que dan lugar a tres isoformas de PTHrP de 139, 141 y 173 

aminoácidos. Como consecuencia de su procesamiento post-traduccional, la PTHrP 

puede generar diferentes fragmentos que se clasifican en función de la posición 

que ocupan en la PTHrP: fragmentos de la zona N-terminal, fragmentos de la zona 

media y fragmentos de la zona C-terminal. Entre los fragmentos de la zona N-

terminal destaca el péptido PTHrP (1-36). En la zona media que incluye dominios 

de localización nuclear, se han identificado péptidos como los PTHrP (38-94), 

PTHrP (38-95) y PTHrP (38-101). Por último, de la zona C-terminal, que comienza 

en el aminoácido 107 y contiene el pentapéptido osteostatina [PTHrP (107-111)], 

se han descrito los  fragmentos PTHrP (107-138) y PTHrP (109-138) 

(Wysolmerski, 2012) (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Isoformas proteicas de PTHrP y fragmentos generados por procesamiento post-
traduccional. 

 

Los péptidos derivados de la PTHrP se han estudiado por su posible acción 

como terapias anabólicas de hueso. Así, el análogo sintético de los 34 primeros 

aminoácidos de la región N-terminal de la PTHrP humana (abaloparatide) ha 

mostrado su efectividad al reducir el riesgo de fractura en ensayos clínicos en fase 

III (Miller y cols., 2015). Además, en estudios in vivo se ha observado que la 

administración intermitente del péptido N-terminal derivado de la PTHrP, el 

PTHrP (1-36), incrementa la masa ósea en varios modelos de osteoporosis en 

roedores (de Castro y cols., 2010; de Castro y cols., 2012). En un estudio con un 

pequeño grupo de mujeres postmenopáusicas testadas por un corto periodo de 
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tiempo (3 meses) también se ha observado el efecto anabólico en hueso (Horwith y 

cols., 2003).  

Las acciones osteogénicas potenciales de PTHrP podrían no estar 

restringidas a su dominio N-terminal, similar a la PTH, sino también a su dominio 

C-terminal. Así, el fragmento C-terminal de la PTHrP, el PTHrP (107-139) 

administrado en inyecciones intermitentes subcutáneas por un corto período de 

tiempo (2-4 semanas), es capaz de enlentecer la pérdida de masa ósea en huesos 

largos, en ratones sometidos a tratamiento con glucocorticoides o tras 

ovariectomía (de Castro y cols., 2010; de Castro y cols., 2012). En un modelo 

animal de reparación de hueso, se ha demostrado que implantes realizados con el 

pentapéptido PTHrP (107-111) (osteostatina) cargado en biocerámicas, exhiben 

características osteoconductivas y osteoinductivas lo que concuerda con las 

características osteogénicas del péptido PTHrP (107-139) (Lozano y cols., 2014). 

Estas observaciones sugieren que los implantes cargados con osteostatina son una 

posible herramienta terapéutica para su aplicación en ingeniería de tejidos.  
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En el capítulo anterior se han puesto de manifiesto las evidencias que 

apoyan los efectos beneficiosos del empleo de las ASCs en diferentes patologías, 

debidos principalmente a los efectos paracrinos de estas células. Por otra parte, los 

péptidos derivados de la PTHrP están siendo cada vez más estudiados por su 

posible acción como terapias anabólicas de hueso. A la vista de estos antecedentes, 

planteamos el estudio del MA de las ASCs y de los péptidos PTHrP (1-37),  PTHrP 

(107-111) y PTHrP (107-139) como posibles terapias para el tratamiento de la OA. 

Por todo ello,  los principales objetivos del presente trabajo han sido: 

 

1. Estudiar los efectos del MA sobre el estrés oxidativo y la inflamación en 

cultivos primarios de monocitos y macrófagos. 

 

2. Determinar las consecuencias del tratamiento con el MA sobre la 

producción de mediadores inflamatorios y degradativos en cultivos 

primarios de condrocitos humanos osteoartríticos. 

 

3. Caracterizar los efectos del MA sobre la senescencia celular inducida por 

IL-1β en cultivos primarios de condrocitos humanos osteoartríticos. 

 

4. Determinar la influencia del tratamiento con los péptidos PTHrP (1-37),  

PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139) sobre los marcadores de 

senescencia y la producción de mediadores inflamatorios y degradativos 

en cultivos de osteoblastos humanos osteoartríticos. 
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1. Cultivos celulares 

El trabajo experimental se realizó empleando cultivos de células humanas 

procedentes de tejido articular (cartílago y hueso), tejido adiposo y sangre 

periférica. Las células aisladas se cultivaron en condiciones de esterilidad por lo 

que el procesamiento de las muestras y el tratamiento de los cultivos se realizaron 

en una cabina de flujo laminar que proporciona aire limpio y libre de partículas de 

hasta 0,1 μm en la zona de trabajo. Las células en cultivo se mantuvieron en un 

incubador celular en condiciones de atmósfera controlada a 37ºC de temperatura, 

con un 5% de CO2 y 95% de humedad y en oscuridad. 

El diseño del trabajo fue aprobado por los Comités Éticos Institucionales 

(Universidad de Valencia y Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia). 

Los donantes firmaron un consentimiento escrito de acuerdo a la Declaración de 

Helsinki de 1975, revisada en 2013.  

 

1.1. Aislamiento y cultivo de ASCs 

Los cultivos de ASCs se realizaron a partir de muestras de tejido adiposo 

procedente de 22 donantes sanos que habían sido sometidos a una cirugía de 

lipectomía abdominal.  

PROTOCOLO 

Las muestras de tejido adiposo se lavaron tres veces con tampón fosfato 

salino (PBS) y se diseccionaron en condiciones de esterilidad. Posteriormente, se 

trataron enzimáticamente durante 1 hora a 37ºC con una solución de colagenasa 

tipo IA a una concentración de 1,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en 

DMEM/Ham´s F-12 conteniendo penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 

μg/ml) (medio con antibióticos). A continuación, se filtró el producto de la 

digestión a través de un filtro de 100 μm (BD Biosciences, Durham, NC, EE.UU.). Al 

filtrado se le añadió medio completo y se centrifugó a 300 x g. Posteriormente, se 

realizó otro lavado con medio con antibióticos suplementado con un 10% de suero 

bovino fetal (SBF) y se sembraron las células en frascos de cultivo T25, en medio 

con antibióticos suplementado con suero humano al 15%. A las 48 horas de la 

siembra, se recogió el medio de cultivo, definido como MA. Las células se 
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mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia, momento en el que se 

realizaron subcultivos (figura 9).  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9. Imágenes representativas de un cultivo primario de ASCs. Las células se incubaron 
con DMEM/ HAM-F12 suplementado con 15% de suero humano. Aumentos: (a) x100 (b) x200; (c); 
x400. 

 

Las ASCs se despegaron de la superficie del frasco con una solución de 

tripsina (0,25%)/ ácido tetramindiaminotetraacético (EDTA) (0,53 mM) (Sigma-

Aldrich) y, posteriormente, se sembraron en frascos T175 a una densidad de 106 

células/frasco. Finalmente, para confirmar la viabilidad de la suspensión celular, se 

realizó el test de exclusión de azul tripán.  

 

1.1.1. Caracterización de ASCs por citometría de flujo 

La citometría de flujo es una  técnica de análisis celular multiparamétrico que 

permite la medida simultánea de dispersión de luz y emisiones de fluorescencia al 

hacer pasar una suspensión de células u otras partículas, de una en una, por 

delante de un haz de luz láser. La detección de la dispersión de la luz nos informa 

de los parámetros de tamaño y complejidad celular relativos, mientras que la 

emisión de fluorescencia, debida al uso de anticuerpos conjugados con 

fluorocromos, permite la identificación de antígenos celulares. Para la 

caracterización de las células mesenquimales se emplearon anticuerpos 

conjugados a fluorocromos que reconocían los antígenos que expresan estas 

células en su membrana celular: CD90 y CD105, así como los que reconocían 

antígenos que no expresan estas células: CD34 y CD45 (Dominici y cols., 2006). 

 

A B C 
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PROTOCOLO 

Las ASCs se sembraron en frascos de T75, a razón de 5x105 células/frasco. Al 

alcanzar la confluencia, las células se lavaron con tampón PBS y se despegaron con 

una solución tripsina/EDTA. Tras varios lavados con tampón PBS, las células se 

distribuyeron en tubos de citómetro, añadiendo un mínimo de 1 millón de células 

por tubo suspendidas en 100 μl de PBS. Uno de los tubos no se marcó con 

anticuerpos, y sirvió como control de autofluorescencia y el resto se incubó con 

cada uno de los anticuerpos conjugados con fluorocromos de la tabla 3 durante 30 

minutos a 4°C. Para determinar la viabilidad celular las células se marcaron con 

yoduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich). Pasado el tiempo de incubación, se 

realizaron varios lavados con tampón PBS para eliminar el anticuerpo no unido a 

las células, y finalmente se resuspendieron en 1 ml de tampón PBS. Las muestras 

se midieron en un citómetro de flujo FACS-Canto II (BD Biosciences) y se 

analizaron empleando el software Flowjo (Ashland, OR, EE.UU.).  

 

Anticuerpos Dilución Fabricante 

Anti-CD90-PerCP-eFluor® 710 1/5 BD Biosciences 

Anti- CD105- PE 1/10 eBioscience (San Diego, CA, EE.UU.) 

Anti-CD34-APC 1/5 Inmunostep (Salamanca, España) 

Anti-CD45-FITC 1/10 eBioscience 

Tabla 3. Anticuerpos conjugados a fluorocromos empleados en citometría y condiciones de 
utilización. FITC: isotiocianato de fluoresceína. PE: ficoeritrina. APC: aloficocianina. PerCP: 
proteína clorofila peridinina. 

 

Como se observa en la figura 10A, la población celular de interés se 

identificó mediante un gráfico de dispersión que correlaciona los parámetros de 

dispersión frontal (forward scatter, FSC) y de dispersión lateral de la luz (side 

scatter, SSC). El análisis del tamaño y la granularidad celular mostró que el 82,9% 

de los eventos correspondían a un evento celular y no a restos celulares ni a 

agregados.  
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Para evaluar la viabilidad celular se tiñeron las células con IP, que no 

atraviesa la membrana plasmática y es excluido de las células vivas. El análisis del 

fenotipo celular mostró que únicamente un 3,37% de las células no eran viables 

(figura 10B). La cuantificación de la fluorescencia de los anticuerpos se realizó 

únicamente en la población de células vivas. De las células vivas un 97,5% eran 

positivas para CD90 (figura 10C), mientras que un 100% lo eran para CD105 

(figura 10D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Caracterización por citometría de flujo de las ASCs. A. Selección de la población 
celular. B. Selección de las células viables con yoduro de propidio IP). C-F. Gráficos biparamétricos 
de intensidad de fluorescencia. SSC: side scatter. FSC: forward scatter. FITC: isotiocianato de 
fluoresceína. APC: aloficocianina. PE: ficoeritrina. 

 

El antígeno CD34 se expresa en ASCs nativas y durante los primeros pases 

del cultivo, pero desaparece rápidamente tras la proliferación celular in vitro 

(Maumus y cols., 2011; Sengenes y cols., 2005). En nuestras condiciones de cultivo 

también se observó una desaparición de este marcador cuando se realizaron 

subcultivos, partiendo de un 4,25% de células positivas en pase 0 (figura 10E) que 

B F D 
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desciente a menos de un 1% en pase 4 (datos no mostrados). El marcador de 

células hematopoyéticas CD45 estaba presente en menos de un 1% de los eventos 

celulares (figura 10F). 

 

1.1.2. Aislamiento de vesículas extracelulares 

Las vesículas extracelulares son estructuras rodeadas de una bicapa lipídica 

liberadas por las células al espacio extracelular. Contienen numerosas proteínas y 

lípidos así como micro ARNs responsables de la señalización intercelular. Según su 

tamaño y origen, las vesículas extracelulares se dividen en tres grupos: exosomas, 

microvesículas y cuerpos apoptóticos (György y cols., 2011) (tabla 4).  

 

Vesículas extracelulares Tamaño 

Cuerpos apoptóticos 1-5 μm 

Microvesículas 100 nm-1 μm 

Exosomas 50-100 nm 

 

Tabla 4. Tipos de vesículas extracelulares y rango de tamaños. 

 

La técnica de aislamiento de vesículas extracelulares empleada se basó en 

una combinación de centrifugaciones diferenciales y filtraciones a través de poros 

de diferente diámetro. Las vesículas se hacen pasar por los filtros por presión 

hidrostática para evitar su rotura. Con este protocolo se consiguieron aislar los tres 

subtipos de vesículas extracelulares (figura 11). 

PROTOCOLO 

Las ASCs se sembraron en 3 frascos T175 a una densidad de 106 

células/frasco para cada extracción. Cuando se alcanzó la confluencia se lavaron 

las células 3 veces con tampón PBS para eliminar las microvesículas suspendidas 

en el sobrenadante, se añadieron 20 ml de medio con antibióticos, y se incubaron 
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las células durante 24 horas para permitir la producción de vesículas. Al añadir 

medio con antibióticos en lugar de medio completo, nos aseguramos de que las 

vesículas que aislamos son las producidas por las células y no las vesículas 

presentes en el suero. Posteriormente, se recogió el medio de cultivo y se 

centrifugaron a 300 x g durante 10 minutos con el fin de eliminar del medio células 

despegadas o trozos de células. A continuación, los sobrenadantes se filtraron a 

través de un filtro de 5 μm (Millipore, Budapest, Hungría) por presión hidrostática 

y se centrifugó el filtrado a 2000 x g durante 10 minutos. En el sobrenadante se 

encontraban las microvesículas y los exosomas, y en el pellet los cuerpos 

apoptóticos.  

Para evitar resuspender el pellet, se recogieron los sobrenadantes empleando 

una jeringa con una aguja de 0,8 μm de diámetro. Una vez eliminado el 

sobrenadante, se lavó el pellet resuspendiéndolo en 600 μl de tampón PBS y, 

posteriormente, se centrifugó a 2000 x g durante 10 minutos. Finalmente, se 

resuspendió el pellet conteniendo los cuerpos apoptóticos en 15 μl de tampón PBS 

y se mantuvo a 4ºC hasta su posterior análisis.  

Para separar la fracción de microvesículas y la de exosomas contenidas en el 

sobrenadante, éste se filtró por presión hidrostática empleando filtros de 0,8 μm y 

posteriormente se centrifugó a 12600 x g durante 30 minutos. Se recogió el 

sobrenadante con ayuda de una jeringa y se filtró a través de filtros de 0,2 μm por 

presión hidrostática. El pellet, en el que se encontraban las microvesículas se lavó 

con tampón PBS, se resuspendió en 15 μl de tampón PBS y se mantuvo a 4ºC hasta 

su posterior análisis.  

Una vez filtrado el sobrenadante, se centrifugó en una ultracentrífuga 

Beckman Coulter Optima MAX-XP a 100000 x g durante 70 minutos. Se eliminó el 

sobrenadante, se resuspendió el pellet en tampón PBS y se volvió a centrifugar a 

100000 x g durante 70 minutos. Se eliminó el sobrenadante con ayuda de una 

jeringa y se resuspendió el pellet en 15 μl de tampón PBS. El pellet conteniendo los 

exosomas se mantuvo a 4ºC hasta su posterior análisis. 
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Figura 11. Esquema de aislamiento de los cuerpos apoptóticos, microvesículas y exosomas. 

 

1.1.3. Cuantificación de vesículas extracelulares  

La técnica qNANO (Izon, Oxford, Reino Unido) permite medir la 

concentración y la distribución de tamaño de las vesículas extracelulares. Esta 

técnica detecta, individualmente, las vesículas extracelulares que, al pasar a través 

de una membrana con nanoporos,  provocan una disminución transitoria de la 

corriente iónica que informa tanto del número de vesículas como del tamaño de 

éstas. 

PROTOCOLO 

Como paso previo a la medida de las vesículas, se realizaron una serie de 

diluciones de nuestra muestra desde 1/10 a 1/1000, comenzando la cuantificación 

por la más diluida. Para diluir la muestra se empleó tampón PBS filtrado a través 

de un poro de 0,22 μm. Este tampón nos sirvió para diluir la muestra y las 
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partículas de calibración (Izon). Una vez diluida la muestra, se añadieron 10 μl de 

ésta a la membrana porosa. En función del tipo de vesícula extracelular que 

queramos cuantificar emplearemos una membrana con un tamaño de poro tal que 

permita pasar, de una en una, las vesículas, de manera que cada caída en la 

corriente eléctrica se deba a un evento vesicular.   

 

1.1.4. Caracterización de microvesículas por citometría de flujo 

Para la caracterización de las microvesículas se utilizó la técnica de 

citometría de flujo, empleando para el marcaje anticuerpos conjugados a 

fluorocromos. Sin embargo, debido a su pequeño tamaño, su caracterización 

requiere trabajar en determinadas condiciones, cercanas al límite de sensibilidad 

de los citómetros. 

PROTOCOLO 

Para la caracterización de las vesículas extracelulares, en primer lugar se  

realizó un control de agregación con una mezcla 1:1 de Anti-CD63-PE (Sigma-

Aldrich) en tampón PBS. Para la tinción de las microvesículas con Anti-CD63-PE, se 

diluyeron 5 μl de la muestra en 45 μl de tampón PBS. A 25 μl de la muestra diluida 

se le añadieron 25 μl de tampón PBS como control, y a los otros 25 μl de muestra 

diluida se añadieron 25 μl de Anti-CD63. Se incubaron 20 minutos a temperatura 

ambiente, en oscuridad. Pasado ese tiempo se centrifugó a 12600 x g durante 30 

minutos y se añadieron 550 μl de tampón PBS.  Para su lectura en el citómetro 

FACS-Calibur flow cytometer (BD Biosciences), se emplearon 300 μl de esta 

dilución. 

Para el marcaje con Anexina V-FITC (BD Biosciences), se añadieron 100 μl de 

tampón PBS a 5 μl de muestra y se centrifugaron a 12600 x g durante 30 minutos. 

El pellet se resuspendió en 50 μl de tampón de unión a anexina y se le añadió 1 μl 

de Anexina V-FITC (BD Biosciences). Se incubó durante 20 minutos a temperatura 

ambiente, en oscuridad. Pasado este tiempo se centrifugó a 12600 x g durante 30 

minutos y se resuspendió el pellet en 300 μl de tampón de unión a Anexina-V-FITC 

para su medición en el citómetro. 
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Para obtener la región de microvesículas, se empleó el reactivo Megamix-Plus 

SSC (Biocytex, Marsella, France) que nos permite determinar las regiones por 

tamaño de partícula que corresponderán a la regiones donde se encontraban las 

microvesículas que hemos aislado (figura 12). Las muestras se midieron en un 

citómetro de flujo FACS-Canto II (BD Biosciences) y se analizaron empleando el 

software Flowjo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Gráfico biparamétrico de las partículas Megamix Plus con las regiones que 
corresponden al tamaño de las microvesículas (MV) y cuerpos apoptóticos (APO).  

 

Con el fin de verificar la naturaleza vesicular de los eventos detectados, y 

para excluir la presencia de agregados de anticuerpos, se añadió 0,1% de Tritón X-

100 a las muestras. Este paso se traduce en una desaparición inmediata de los 

eventos fluorescentes, lo que sugiere la presencia de estructuras membranosas en 

la región de las microvesículas.  

 

1.2. Aislamiento y cultivo de monocitos 

Los monocitos se aislaron a partir de muestras de sangre enriquecidas en 

leucocitos (“buffy coat”), que se obtuvieron de concentrados de sangre completa de 

varios donantes. Para el aislamiento se empleó Ficoll-Paque Premium 1,073 (GE 

Healthcare, Barcelona, España) y posteriormente, se aislaron selectivamente los 

monocitos por su capacidad de adherencia a la placa de cultivo.  
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PROTOCOLO 

Las muestras de “buffy coat” se diluyeron, en condiciones de esterilidad, en 

un volumen igual de medio con antibióticos y se centrifugaron a 400 x g durante 15 

minutos, a una temperatura de 18-20ºC, para eliminar el máximo número posible 

de plaquetas. El sedimento celular obtenido se resuspendió en medio de cultivo y 

la suspensión celular se añadió lentamente a tubos que contenían Ficoll-Paque 

Premium, evitando que se mezclaran. Posteriormente, se centrifugó a 400 x g 

durante 40 minutos a una temperatura de 18-20ºC, desactivando el freno de la 

centrífuga.  

El Ficoll aglutina los eritrocitos, que sedimentan en el fondo. Los granulocitos 

también sedimentan por su tamaño y densidad, y por su tendencia a formar 

agregados. Sin embargo, las células mononucleares, por su menor densidad, se 

mantienen en la interfase entre el plasma y el medio.  

Se eliminó la capa superior que contenía las plaquetas y se recogió la fina 

capa de células mononucleares, que se lavó con medio de cultivo. Se analizó la 

viabilidad celular con el test de exclusión de azul tripán y se sembraron en placas 

de cultivo a una densidad de 106 células/ml en medio con antibióticos 

suplementado con un 10% de suero humano. Las placas se mantuvieron 2 horas en 

el incubador celular. Transcurrido este tiempo, se lavó el cultivo con medio con 

antibióticos para eliminar las células no adheridas a la placa. Los cultivos de 

monocitos se mantuvieron en un incubador celular durante 24 horas. Para obtener 

macrófagos diferenciados, se mantuvo el cultivo durante 7 días en el mismo medio 

con antibióticos suplementado con un 10% de suero humano (Andreesen y cols., 

1983; Musson, 1983), realizando cambios de medio en días alternos (figura 13). 

 

  

Figura 13. Cultivo primario de macrófagos. Las células se incubaron en medio con antibióticos 
suplementado con un 10% de suero humano durante 7 días. Aumentos: A. x100 B.  x200; C. x400. 
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1.2.1. Caracterización de los monocitos por citometría de flujo 

Los monocitos aislados del “buffy coat” se caracterizaron por citometría de 

flujo. Las células se sembraron en frascos de T75, a razón de 106 células/frasco. Al 

alcanzar la confluencia, las células se procesaron como se ha descrito en el 

apartado 1.1.1 y las suspensiones celulares obtenidas se incubaron con 

anticuerpos marcados con fluorocromos (tabla 5) durante 30 minutos a 4°C y con 

IP para determinar la viabilidad celular. Las muestras se midieron en un citómetro 

de flujo FACS-Canto II (BD Biosciences) y se analizaron empleando el software 

Flowjo. 

 

Anticuerpos Dilución Fabricante 

Anti-CD45-FITC 1/5 BD Biosciences 

Anti-CD14-PE 1/10 eBioscience 

 

Tabla 5. Anticuerpos conjugados a fluorocromos empleados en citometría y condiciones de 
utilización. FITC: isotiocianato de fluoresceína. PE: ficoeritrina.  

 

El gráfico biparamétrico de SSC (side scatter) y FSC (forward scatter) nos 

permitió identificar la población de monocitos ya que el SSC nos informa de la 

granularidad celular, mientras que el FSC es relativo a su tamaño. De esta manera 

se pudo hacer una selección de las células, descartando los restos celulares, que 

tienen un menor SSC y FSC, y los agregados celulares que tendrán un elevado FSC. 

En esta selección se obtuvieron un 73% del total de los eventos, que 

corresponderían con la población celular de monocitos (figura 14A). El ensayo de 

viabilidad con IP mostró de que solo el 1,55% de los eventos celulares 

correspondían a células muertas (figura 14B). Por otra parte, los gráficos 14C y 

14D, correspondientes al análisis de fluorescencia de los anticuerpos, mostraron 

que más de 98% de las células viables presentaban en su superficie los antígenos 

CD45 y CD14.  
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Figura 14. Caracterización por citometría de flujo de los monocitos. A. Selección de la 
población celular. B. Selección de las células viables con yoduro de propidio (IP). C, D. Gráficos 
biparamétricos de intensidad de fluorescencia. Los monocitos fueron positivos para los marcadores 
CD45, CD105 y CD14. SSC: side scatter. FSC: forward Scatter. FITC: isotiocianato de fluoresceína. 
APC: aloficocianina. PE: ficoeritrina. 

 

1.3. Aislamiento y cultivo de condrocitos 

Los cultivos de condrocitos humanos osteoartríticos se obtuvieron a partir de 

muestras de cartílago procedentes de 85 pacientes con diagnóstico de OA 

avanzada (63 mujeres y 22 hombres con una edad media de  71,7 ± 7,3, media ± ε) 

que habían sido sometidos a cirugía para reemplazar la articulación de la rodilla 

por una prótesis. El diagnóstico se basó en una evaluación clínica, analítica y 

radiológica.  

PROTOCOLO 

Para realizar los cultivos primarios de condrocitos osteoartríticos nos basamos 

en trabajos previos realizados en nuestro  grupo de investigación (Fernández y 

cols., 2003). El cartílago se diseccionó, en condiciones de esterilidad, de los 

IP+ 1,55% IP+ 1,55%

Monocitos 

73% 

B A 

CD14+ 

98,2% 
D

 B 

CD45+ 

99,6% 
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cóndilos femorales y del platillo tibial de la articulación de la rodilla (figura 15), y 

se cortó con bisturí, en pequeños fragmentos de 1mm3, aproximadamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Muestras de cartílago articular procedentes de la articulación de la rodilla de pacientes 
con OA. 

 

Con el fin de aislar los condrocitos localizados en los fragmentos de cartílago, 

se realizó una digestión enzimática secuencial, de manera que los fragmentos se 

trataron con hialuronidasa 0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich) en medio con antibióticos 

durante 1 hora en el incubador celular a una temperatura de 37ºC, atmósfera con 

5% de CO2 y 95% de humedad. A continuación, se sustituyó el medio que contenía 

hialuronidasa por una solución de colagenasa IA (1 mg/ml) (Sigma Aldrich), en el 

mismo medio con antibióticos, durante 12-15 horas en incubador celular. La 

suspensión celular se pasó a través de un filtro de 70 μm de diámetro de poro (BD 

Biosciences) para separar la fracción celular, a la que luego se añadió medio 

completo. Posteriormente, se recogieron las células mediante centrifugación, a una 

fuerza centrífuga relativa de 300 x g, y se realizó un lavado con medio completo. La 

viabilidad celular se determinó por el test de exclusión de azul tripán (Sigma-

Aldrich). Las células obtenidas se sembraron en las placas de cultivo, 

correspondientes a cada experimento, con medio completo, y se mantuvieron en 

un incubador celular hasta alcanzar la semiconfluencia, momento en el que se 

realizaron los estímulos (figura 16). Se realizaron cambios de medio de cultivo en 

días alternos.  
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A B C 

 

Figura 16. Cultivo primario de condrocitos osteoartríticos. Tinción de contraste con 
hematoxilina-eosina. Aumentos: (a) x100 (b) x200; (c); x400. 

 

Los condrocitos se caracterizan por sintetizar una matriz de colágeno II, 

componente principal del cartílago. La caracterización de los condrocitos se realizó 

mediante un análisis inmunocitoquímico de la expresión de colágeno II (figura 17), 

como se indica en el apartado 10.6.1. 

 

 

Figura 17. Análisis inmunocitoquímico de la expresión de colágeno II en cultivo primario de 
condrocitos osteoartríticos. Los condrocitos se fijaron y se trataron con un anticuerpo 
monoclonal frente a colágeno II humano. Aumentos: A. x100; B. x200. 

 

1.4. Aislamiento y cultivo de osteoblastos 

Los osteoblastos humanos osteoartríticos se aislaron a partir de muestras 

de hueso trabecular procedentes de rodillas de pacientes con un diagnóstico de OA 

avanzada (18 mujeres y 8 hombres con una media de edad 70,6 ± 7,2, media ± ε).  

 

A B 
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PROTOCOLO 

El cultivo de osteoblastos osteoartríticos se realizó basándonos en estudios 

realizados previamente en nuestro laboratorio (Clérigues y cols., 2012). Se aislaron 

las células madre mesenquimales del hueso trabecular y se cultivaron empleando 

un medio osteogénico (Promocell, Labclinics S.A., Barcelona, España) para 

garantizar su diferenciación a osteoblastos.  

En condiciones de esterilidad, se recogieron pequeñas piezas de hueso 

trabecular procedentes de los cóndilos femorales y de los platillos tibiales, tal y 

como se muestra en la figura 18.  

 

 

Figura 18. Muestras de hueso subcondral procedentes de la articulación de la rodilla de pacientes 
con OA. 

 

Posteriormente, se trituraron estas piezas de hueso y se sometieron a varios 

lavados con medio con antibióticos. A continuación, el hueso triturado se sometió a 

una digestión enzimática con colagenasa IA (1 mg/ml) disuelta en medio con 

antibióticos, durante 2 horas a 37ºC en agitación. Tras varios lavados con medio 

completo, el producto de la digestión enzimática se sembró en placas de cultivo de 

10 cm de diámetro, con medio osteogénico completo (Promocell) y se mantuvo en 

el incubador celular a 37ºC con 5% de CO2 y 95% de humedad durante 7 días. Tras 

este tiempo se empezaron a observar células adheridas a la superficie de la placa 

de cultivo. Los siguientes cambios de medio se realizaron en días alternos. Cuando 

las células alcanzaron una confluencia del 70%, se retiraron los fragmentos de 

hueso y se mantuvo el cultivo con medio osteogénico hasta la confluencia total.  
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Alcanzada la confluencia celular, se despegaron las células adheridas a las placas 

de cultivo con tripsina (0,25%)/ EDTA (0,53 mM) (Sigma-Aldrich) y se realizaron 

subcultivos empleando el mismo medio completo osteogénico. La viabilidad 

celular se evaluó mediante el test de exclusión de azul tripán.  

Los osteoblastos se caracterizan por su capacidad para sintetizar 

activamente matriz ósea, la cual es posible visualizar empleando una tinción de 

rojo alizarina. En nuestro estudio, realizamos la tinción de las células en monocapa 

empleando el colorante como se describe en el apartado 12. Como se observa en la 

figura 19, las células cultivadas en pase 1 tienen la capacidad de formar una matriz 

mineralizada, lo que se considera un indicador de linaje osteoblástico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Tinción de rojo alizarina de un cultivo de osteoblastos OA. Imágenes 
representativas de 4 experimentos diferentes. Aumento: 40x. 

 

2. Tratamiento de los cultivos celulares 

Los cultivos celulares se trataron con diferentes productos y estímulos 

cuando alcanzaron la semiconfluencia, en función del tipo celular y de las 

condiciones del estudio, tal y como se describe a continuación. 
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2.1. Cultivos de ASCs 

A partir de los cultivos de ASCs se obtuvo el MA que se empleó en los 

diferentes experimentos. Para su obtención, las células  se sembraron en frascos de 

T25 a una densidad celular de 3x105 células/frasco, en medio con antibióticos 

suplementado con un 15% de suero humano. El MA de las células en pase 0 y pase 

1, se recogió a las 48 horas, se centrifugó a 1000 x g durante 10  minutos y se 

mantuvo a -80ºC hasta su uso.  

 

2.2. Cultivos de monocitos 

A las 24 horas de la siembra de los monocitos, se incubaron a diferentes 

tiempos, en función del experimento, con medio con antibióticos, suplementado 

con un 10% de suero humano o con MA de ASCs, en presencia o ausencia de LPS (1 

μg/ml) (Sigma-Aldrich). Los macrófagos se incubaron 6 días después de la 

siembra, durante 24 horas en presencia o ausencia de LPS y/o MA. 

 

2.3. Cultivos de condrocitos 

Una vez alcanzada una confluencia cercana al 80%, se incubaron los 

condrocitos a diferentes tiempos, en función del experimento, con DMEM/Ham´s 

F-12 conteniendo penicilina y estreptomicina, suplementado con un 10% de suero 

humano o con MA de ASCs, en presencia o ausencia de IL-1β (10 ng/ml) 

(Peprotech EC Ltd, Londres, Reino Unido). El suero humano se obtuvo de sangre de 

donantes de grupo sanguíneo de tipo AB siguiendo los criterios éticos del Centro 

de Transfusiones de Valencia.  

 

2.3.1. Inhibición de la expresión génica mediante ARN silenciadores 

Con el fin de inhibir la expresión de determinados genes, se emplearon 

moléculas de ARN de interferencia de pequeño tamaño o “silenciadores” (small 

interfering RNA, siRNA), fabricados por Ambion (Austin, Texas, EE.UU). Tras la 

transfección, los ARN silenciadores interaccionan con un complejo de proteínas 

que contiene nucleasas, el complejo de silenciamiento  inducido por  el ARN (RISC). 
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Tras la unión al ARN silenciador el RISC se activa, permitiendo que la hebra 

antisentido del ARN silenciador se una a la hebra complementaria del ARNm que 

se quiere silenciar, de manera que se induce la degradación enzimática de éste. De 

esta forma, con el uso de un ARN silenciador específico de Sirt1, se consiguió 

inhibir la expresión de este factor inducida por IL-1β.  

PROTOCOLO 

Esta técnica se realizó en condrocitos osteoartríticos en cultivo primario 

sembrados a una densidad de 2 x 104 células/pocillo en microcámaras de 8 

pocillos Lab-tek chambers (Thermo Scientific, Rochester, NY, EE.UU.). 

Una vez que las  células alcanzaron el 60% de la confluencia se transfectó el 

ARN silenciador específico de Sirt1 (siSirt1) (100 nM) o el ARN silenciador control 

(siCont) durante 24 horas antes del estímulo con IL-1β (10 ng/ml) (Peprotech). El 

agente de transfección utilizado fue SiPORTTM Amine (Ambion). El complejo 

formado por el ARN silenciador y el SiPORTTM Amine se preparó en medio de 

cultivo no suplementado y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se añadió a las células en cultivo y se incubó durante 24 horas en 

un incubador celular para aumentar el rendimiento de la transfección.  

 

2.4. Cultivos de osteoblastos 

Los osteoblastos se incubaron al alcanzar la semiconfluencia, a diferentes 

tiempos en función del ensayo con los péptidos derivados de la PTHrP: PHTrP (1-

37), PHTrP (109-137) y PHTrP (109-111) (Bachem, Bubendorf, Suiza) (cada uno a 

100 nM), en presencia o ausencia de IL-1β (10 ng/ml).  

 

3. Ensayo de MTT 

El ensayo de MTT [Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazoilo] 

permite determinar la viabilidad de las células en cultivo. Esta técnica se basa en la 

capacidad celular de reducir el MTT, captado por las células, a formazán por acción 

de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial. La reducción del MTT a 
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formazán produce un cambio de coloración de amarillo a azul, que es posible 

cuantificar por colorimetría (figura 20).  

PROTOCOLO 

Los ensayos se realizaron en placas de 24 pocillos, donde se sembraron los 

condrocitos a una densidad de 8x104 células/ pocillo, los osteoblastos a razón de 

4x104 células/ pocillo y los monocitos a 2x105 células/ pocillo. Cuando se alcanzó, 

en los cultivos, una semiconfluencia del 80%, las células se incubaron con los 

productos en estudio. Transcurrido el tiempo correspondiente a cada ensayo, se 

retiraron los sobrenadantes de los pocillos y se añadieron 200 μl/pocillo de una 

solución de MTT (0,5 mg/ml) y se incubaron durante 60 minutos a 37ºC. Pasado 

ese tiempo, se eliminaron los sobrenadantes y se añadieron 150 μl de 

dimetilsulfóxido (DMSO) para producir la lisis celular y solubilizar el formazán. 

Finalmente, se determinó la absorbancia a 490 nm con la ayuda de un 

espectrofotómetro VICTOR 2TM V 1420 multilabel counter (Perkin Elmer, Madrid, 

España). El valor de la absorbancia es directamente proporcional al número de 

células viables. Los resultados se expresaron asignando el 100% de viabilidad al 

valor de absorbancia relativo a las células no estimuladas y en relación a éste se 

establecieron los diferentes porcentajes de viabilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Reducción del MTT a formazán. 
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4. Medida del estrés oxidativo con dihidrorodamina 123 

Para la medida del estrés oxidativo, se empleó la molécula dihidrorodamina 

123 (DHR). La membrana celular es permeable a la DHR, que en el interior celular 

es oxidada a rodamina 123 en presencia de ROS. La molécula oxidada emite 

fluorescencia a 534 nm, de manera que la cantidad de fluorescencia detectada será 

proporcional a la cantidad de ROS producidas por las células. 

PROTOCOLO 

Los monocitos se sembraron en placas de 6 pocillos a razón de 106 

células/pocillo. Una vez alcanzada una concentración celular próxima a la 

confluencia, se sustituyó el medio por MA, en el caso de los controles, con medio 

DMEM/Ham´s F-12 conteniendo antibióticos y suero humano al 10%. Además, las 

células se estimularon con LPS (1 ng/ml) durante 30 minutos, excepto los 

controles con medio con suero humano o MA. A continuación, tras varios lavados 

con medio completo sin rojo fenol, se sustituyó el medio por una solución de DHR 

5 μM disuelta en medio sin rojo fenol y se incubó durante 15 minutos a 37ºC. 

Finalmente, se eliminó el sobrenadante, se realizaron varios lavados con tampón 

PBS y las células se distribuyeron en tubos de citómetro a razón de un mínimo de 

106 de células por tubo suspendidas en 500 μl de PBS. Se midió la fluorescencia de 

las muestras en un citómetro de flujo FACS-Canto II (BD Biosciences) a una 

longitud de onda de excitación de 485 nm y de emisión de 534 nm. 

 

5. Determinación de aductos proteicos de hidroxinonenal 

Los lípidos son las biomoléculas más susceptibles de ser atacadas por 

radicales libres. De esta manera, la peroxidación lipídica puede dar lugar a la 

formación de un gran número de productos de oxidación, sobre todo aldehídos 

como el malondialdehído y el 4-hidroxinonenal (4-HNE). Estos productos pueden 

formar aductos estables con proteínas (Yin y Porter, 2011).  

PROTOCOLO 

Para determinar la peroxidación lipídica en cultivos de condrocitos humanos 

osteoartríticos, se cuantificaron los aductos proteicos de HNE de los lisados 
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celulares empleando un kit de ELISA (ensayo de inmunoadsorción ligado a 

enzimas) (apartado 10.3) de Cell biolabs (San Diego, CA, EE.UU.). 

 

6. Determinación de la producción de nitrito 

El ensayo de cuantificación de nitrito se basó en la reacción del ion nitrito con 

el 2, 3- diaminonaftaleno (DAN) que tiene como producto el 1-(H)-naftotriazol 

(NAT), el cual emite fluorescencia a 450 nm (figura 21). Por lo tanto, la intensidad 

de fluorescencia será proporcional a la cantidad de nitrito liberado por las células 

al medio de cultivo. 

PROTOCOLO 

Los monocitos y condrocitos se sembraron en placas de 6 pocillos a una 

densidad 3x105 células/pocillo en el caso de los condrocitos y 5x105 en el caso de 

los monocitos. Cuando la cantidad de células alcanzó un 80% de la confluencia, se 

estimularon las células a diferentes tiempos. Para esta técnica se utilizaron los 

sobrenadantes celulares. Se añadieron 10 μl de sobrenadante en placas de 

fluorescencia opacas y se diluyeron con 90 μl de suero fisiológico. Para realizar la 

recta patrón empleamos nitrito sódico diluido en suero fisiológico. Posteriormente, 

se añadieron a cada pocillo 10 μl de una solución de DAN (50 μg/ ml) y se incubó la 

placa durante 7 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Trascurrido ese 

tiempo, se añadieron 10 μl de NaOH (1,4 M) y se incubó la placa 10 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad. La fluorescencia fue cuantificada con un 

espectrofotómetro VICTOR 2TM V 1420 multilabel counter a 365 nm de longitud de 

onda de excitación y 450 nm de emisión.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Reacción de DAN con nitrito y formación del producto fluorescente NAT. 
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7. Despolarización mitocondrial 

El potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) es fundamental para 

mantener la función fisiológica de la cadena respiratoria. Una pérdida significativa 

de ΔΨm puede provocar disfunción celular y conducir a la muerte celular por 

apoptosis o necrosis. Uno de los fluorocromos más empleados en la medida del 

ΔΨm es el JC-1, que dependiendo de si está en forma de agregado o monómero 

emite fluorescencia a una longitud de onda diferente, de 585 nm o 530nm 

respectivamente. Un aumento de ΔΨm permite la formación de agregados de JC-1, 

mientras que una pérdida de ΔΨm mantiene el JC-1 en forma de monómeros (Ly y 

cols., 2003).  

PROTOCOLO 

Para estudiar los cambios en el ΔΨm se utilizó el fluorocromo JC-1. Para ello, 

los monocitos se cultivaron en placas de 6 pocillos con 106 células/pocillo. Las 

células se trataron con MA durante 24 horas y se estimularon con LPS. Como 

control positivo, se trataron con valinomicina (Sigma-Aldrich) a una concentración 

final de 1 μg/ml, durante 4 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo, se despegaron 

con una solución tripsina (0,25%)/EDTA (0,53 mM) (Sigma-Aldrich). La tripsina se 

inactivó con medio completo y los monocitos se transfirieron a tubos de citómetro 

con un mínimo de un millón de células por tubo. Uno de los tubos se dejó sin 

marcar, como control negativo. El resto de tubos se tiñeron con JC-1 durante 10 

minutos a 37°C. Después de varios lavados con tampón PBS, las células se 

resuspendieron en 1 ml de tampón PBS. Se midió la cantidad de monómeros de JC-

1 (530 nm) y agregados de JC-1 (585 nm). 

 

8. Determinación de la actividad metaloproteinasa  

La actividad enzimática de distintas MMPs (MMP-1, 2, 3, 7, 8, 12 y 13) se  

determinó mediante una técnica fluorimétrica. Esta técnica se basa en la rotura del 

péptido QXL520TM-γ-Abu-Pro-Cha-Abu-Smc-His-Ala-Dab (5-FAM)-Ala-Lys-NH2 

(5-FAM/QXLTM520) (Anaspec Inc, San José, CA, EE.UU.) por parte de las MMPs. El 

péptido completo no emite fluorescencia debido a un fenómeno conocido como 
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FRET (Transferencia de energía de resonancia). Sin embargo, la rotura del péptido 

libera el fluoróforo QXLTM520 que emite fluorescencia a 520 nm (figura 22). 

El método empleado se diseñó en nuestro laboratorio (Guillen y cols., 2008) 

como una variante de la técnica fluorimétrica comercial del sistema EnzoLyteTM 

Profiling kit de Anaspec Inc. 

PROTOCOLO 

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 3x105 

células/pocillo en el caso de los condrocitos y 2,5x105 células/pocillo en los 

osteoblastos. Se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar una densidad celular 

cercana a la confluencia, momento en el que se incubaron las células con los 

diferentes tratamientos. Transcurrido el tiempo de estímulo correspondiente, se 

recogieron los sobrenadantes, en los que se midió la actividad metaloproteinasa de 

las MMPs liberadas al medio de cultivo. El primer paso fue activar las MMPs con el 

sustrato APMA (acetato p-aminofenil mercúrico). Para ello, a 100 μl de cada 

sobrenadante se le añadió 1 μl de una solución de 100 mM de APMA y se incubaron 

durante 6 horas a 37ºC. A continuación, se transfirieron a una placa opaca de 96 

pocillos. Finalmente, se añadió 1 μl  de una solución 1μg/ml del sustrato 5-

FAM/QXLTM520 y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. Se midió la 

fluorescencia a 490 nm de excitación y 520 nm de emisión en un fluorímetro Víctor 

2TM V 1420 multilabel counter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Rotura proteolítica de los péptidos FRET. 
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9. Análisis de la expresión génica 

La expresión génica se estudió mediante la técnica de RT-qPCR. Esta técnica 

consta de una primera fase de transcripción inversa (RT), en la que se 

retrotranscribe el ARN, que previamente se ha extraído de la muestra, a ADN 

complementario (ADNc). Este ADNc se copiará en la fase de PCR cuantitativa, lo 

que permitirá, finalmente, cuantificar la cantidad de ARN presente en la muestra. 

 

9.1. Extracción y cuantificación del ARN 

Las células se sembraron en placas de Petri de 3,5 cm de diámetro a una 

densidad de 3x105 células/placa en los condrocitos y 2,5x105 células/placa en el 

caso de los osteoblastos. Cuando el cultivo estuvo cercano a la confluencia, se 

estimularon las células con los productos determinados de cada experimento, a 

diferentes tiempos. Posteriormente se lavaron las células con tampón PBS estéril y 

se extrajo el ARN total con la adición de 0,5 ml del reactivo TriPure (Roche Applied 

Science, Barcelona, España), según las instrucciones del fabricante. A continuación, 

con la ayuda de rascadores estériles planos, se lisaron las células. El lisado se 

transfirió a tubos eppendorf libres de ARN-asas  y se añadieron 100 μl de 

cloroformo para precipitar el ADN y las proteínas. Los tubos, con los lisados, se 

incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se 

centrifugaron a 12000 x g a 4ºC. Se recogió el sobrenadante, que correspondía a la 

fase acuosa, y se le añadió el mismo volumen de isopropanol. La mezcla se incubó 

10 minutos a temperatura ambiente y a continuación, se centrifugó a 12000 x g, 

durante 10 minutos a 4ºC. El ARN precipitado se lavó con etanol al 75% y se 

resuspendió en 30 μl de agua libre en ARN-asas. La cuantificación del ARN se 

realizó midiendo la densidad óptica a 260 nm en un espectrofotómetro GeneQuant 

(GE Healthcare) con la utilización de  capilares de cuarzo. Se consideró que un 

valor 1 de densidad óptica a esta longitud de onda, correspondía a una 

concentración de ARN de 40 μg/ml. Para determinar la pureza de cada muestra se 

comprobó que la relación entre la densidad óptica a 260 nm y a 280 nm fue 

cercana a 2, lo que indica la ausencia de contaminación proteica. 
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9.2. Transcripción inversa (RT) 

Para llevar a cabo esta reacción, en la que está implicada la enzima 

transcriptasa inversa, se empleó el kit comercial Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit  (Roche Applied Science). Para ello, a tubos eppendorf de 0,2 ml libres 

de ARNasas, se les añadió el volumen de las muestras correspondientes a 1 μg del 

ARN extraído en la fase anterior, 2 μl de random hexamer primer (cebador 

hexamérico aleatorio) (concentración final 60μM) y agua libre de ARNasas hasta 

un volumen final de 13 μl en cada muestra. Se añadieron 4 μl de tampón 5x 

específico de la retrotranscripción  que contiene MgCl2 (concentración final 8 mM 

de MgCl2), 0,5 μl de inhibidor de las ARN-asas (concentración final 20U), 2 μl de 

una mezcla de deoxinucleótido (concentración 1 mM de cada uno) y finalmente, 

0,5 μl de la enzima transcriptasa inversa (concentración final 10U).  

Los tubos se introdujeron en un termociclador iCycler Real-Time PCR 

Detection System (Bio-Rad Laboratories, Madrid, España) y se inició la 

retrotranscripción con un ciclo de 10 minutos a 25ºC seguido de un ciclo de 30 

minutos a 55ºC. Finalmente, se inactivó la enzima elevando la temperatura a 85º C 

durante 5 minutos. El ADNc se almacenó a -20ºC para su posterior análisis.  

 

9.3. PCR cuantitativa a tiempo real 

Los ensayos de PCR se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos 

especiales para PCR usando el kit comercial SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad 

Laboratories). Se añadieron 24 μl por pocillo de una mezcla que contenía SYBR 

Green 2x Supermix [100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl, pH 8,4, 0,4mM de cada dNTP 

(dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 50 U/ml iTaqDNA polimerasa, 6 mM MgCl2, 20 nM 

SYBR green, fluoresceína y agentes estabilizadores], cebadores sentido y 

antisentido del gen que se pretendía estudiar y agua libre de nucleasas.  

Las secuencias de los cebadores empleados aparecen descritas en la 

bibliografía: MMP-3 y MMP-13 (Mietz y cols., 2003), COX-2 (Daouti y cols., 2005), 

mPGES-1 (Li y cols., 2005), (Wolff y cols., 2011), (Sawa y Tsuruga, 2008). La 

secuencia del gen de normalización β-actina en el trabajo de Thilakawardhana y 

cols., 2005. El resto de secuencias fueron registradas por SA Biosciences 
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Corporation (Tebu-Bio, Barcelona, España), por Eurofins MWG Operon (Ebersberg, 

Alemania) y por Invitrogen (CA, EE.UU.). 

Posteriormente, se le añadió 1 μl/pocillo de ADNc obtenido en la 

transcripción inversa y se introdujo la placa en un termociclador iCycler Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories), donde se realizaron una serie de 

ciclos. La muestra, en un primer paso, se sometió a 95ºC durante 10 minutos, 

activando la enzima ADN polimerasa, seguido de 36 ciclos que constan de una fase 

de desnaturalización del ADN de 15 segundos a 95ºC, una fase de alineamiento en 

la que se consigue la hibridación del cebador con su secuencia complementaria de 

ADNc, de 45 segundos a  56ºC, y una última fase de elongación en la que por acción 

de la ADN polimerasa se sintetiza el nuevo ADN, de 45 segundos a 72ºC. 

El análisis cuantitativo del producto se realizó mediante el análisis de la 

curva de amplificación, que consta de tres zonas o fases: fase de latencia, fase 

exponencial, donde la fluorescencia empieza a aumentar y fase de saturación, en la 

que tras varios ciclos la fluorescencia deja de aumentar y se estabiliza. De esta 

manera se calculó el ciclo umbral (Ct), que nos permite, mediante el método delta-

delta Ct (ΔΔCt) (Livak y Schmittgen, 2001), conocer el número de copias 

correspondientes al producto de la PCR. Para cada muestra se calcularon las 

diferencias en los valores de threshold cycle (ΔCt) corrigiendo el Ct del gen de 

interés al Ct del gen de referencia β-actina. La expresión génica relativa se expresó 

como 2-ΔΔCt respecto a las células no estimuladas. 

 

10. Análisis de la expresión proteica 

Las proteínas presentes en las células y en el medio de cultivo se estudiaron 

mediante las técnicas de Western-blot, ELISA, array de proteínas, 

inmunocitoquímica e inmunofluorescencia. 

 

10.1. Extracción y cuantificación del contenido proteico 

El análisis proteico se realizó empleando sobrenadantes celulares, donde se 

encuentran las proteínas liberadas al medio de cultivo, lisados celulares, que 
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contienen las proteínas celulares totales, y fracciones nucleares, con las proteínas 

que forman parte del núcleo. Previamente al análisis, se cuantificó el total de 

proteína en todos los tipos de muestra. 

 

10.1.1. Obtención de sobrenadantes celulares y lisis total de las células  

Los condrocitos y osteoblastos se sembraron en placas de 6 pocillos a 3x105 

células/pocillo y 2,5x105 células/pocillo respectivamente, y se mantuvieron en 

crecimiento en un incubador celular hasta alcanzar un número de células cercano a 

la confluencia, momento en el que se estimularon las células. A continuación se 

recogieron los sobrenadantes obtenidos, conteniendo las proteínas solubles, se 

centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos a 4ºC y se conservaron a -80ºC 

hasta su utilización. Por otra parte, las células se lavaron  tres veces con un tampón 

PBS estéril y, para obtener su lisis total, se añadieron 100μl de tampón de lisis 

(Tritón X-100 1%, ácido deoxicólico 1%, NaCl 20 mM y Tris 25 mM pH 7,4) a cada 

pocillo, y se incubaron a 37ºC durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se 

recogieron los lisados celulares empleando un rascador de células, se 

centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos a 4ºC y se conservaron a -80ºC para 

su posterior empleo en otras determinaciones. 

 

10.1.2. Obtención de la fracción nuclear 

Para el estudio de los factores de transcripción NF-κB y AP-1, se extrajo la 

fracción proteica nuclear con la utilización del kit Nuclear Extract Kit (Active Motif, 

Carlsbad, CA, EE.UU.). Las células se sembraron en placas de 3,5 cm de diámetro, se 

cultivaron hasta la semiconfluencia y se estimularon de acuerdo a las condiciones 

experimentales. Pasado el tiempo de estímulo, se eliminaron los sobrenadantes y 

tras un lavado con tampón PBS conteniendo inhibidores de fosfatasas, las células 

se recogieron en 1,5 ml de esta misma solución y se transfirieron a tubos fríos. Las 

células se centrifugaron a 200 x g durante 5 minutos a 4°C y, el pellet celular 

obtenido se resuspendió en un tampón hipotónico que debilito las membranas, se 

incubó 15 minutos en frío y se añadió un detergente. Se centrifugó durante 30 

segundos a 14000 x g, lo que provoca la liberación de proteínas citosólicas al 
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sobrenadante. Se desechó la fracción citoplasmática y el pellet celular se 

resuspendió en un tampón de lisis suplementado con inhibidores de proteasas. 

Posteriormente, se incubaron durante 30 minutos en una plataforma oscilante 

para favorecer el lisado de los núcleos y la solubilización de las proteínas 

nucleares. Tras centrifugar estos lisados 10 minutos a 14000 x g, se recogieron las 

fracciones nucleares que se conservaron a -80ºC hasta su utilización. 

 

10.1.3. Cuantificación proteica 

La concentración de proteína se determinó empleando el kit DC protein assay 

(Bio-Rad Laboratories) basado en el método de Lowry (Lowry y cols., 1951). Se 

utilizó albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) para establecer la curva 

estándar. 

 

10.2. Western Blot 

La técnica de Western Blot permite identificar proteínas específicas de una 

muestra que contiene una mezcla compleja de proteínas. Para ello, se separan las 

proteínas desnaturalizadas por electroforesis en un gel de acrilamida y 

bisacrilamida en función de su peso molecular y posteriormente, se transfieren a 

una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La especificidad de la técnica 

se logra mediante la utilización de un anticuerpo que reconoce y se une a un 

epítopo único de la proteína de interés adsorbida a la membrana. A continuación, 

se emplea un anticuerpo conjugado a un enzima que se une a ese primer 

anticuerpo y que nos permite visualizar la proteína en estudio al añadir un 

sustrato quimioluminiscente. De este modo se puede correlacionar de manera 

semicuantitativa la intensidad de la señal obtenida con la magnitud de la expresión 

proteica. 

PROTOCOLO  

Una vez obtenidos los lisados celulares y cuantificada la cantidad de proteína 

que contienen, se mezcló el volumen de lisado de cada variable conteniendo 20 μg 

de proteína con tampón de Laemmli 2x [154 mg de ditiotreitol (DTT), 200 mg de 
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sodio dodecilsulfato (SDS), 0,8 ml de tampón Tris HCl 1M pH 6,8, 1 ml de glicerol, 

0,2 ml de azul de bromofenol, hasta 5 ml de agua) con una relación de volúmenes 

1:1. Finalmente, la mezcla se incubó durante 5 minutos a 90ºC. 

La separación de las proteínas por peso molecular se realizó mediante 

electroforesis húmeda utilizando geles de poliacrilamida al 12,5% conteniendo 

SDS (SDS-PAGE) en Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad Laboratories) y con tampón 

de electroforesis Tris-Glicina-SDS (25 nM Tris pH 8,3, 192 mM glicina y 0,1% SDS) 

a un voltaje de 140 V, con una fuente de alimentación de alta corriente PS2A200 

(Hoefer, Holliston, MA, EE.UU.). 

Las proteínas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF 

(GE Healthcare) mediante un sistema de transferencia semiseco Hoefer TE 77 

(Hoefer). Para ello se utilizó un tampón de transferencia (3 g/l de glicina, 0,6 g/l de 

trizma base y SDS al 0,01%) en el que se sumergieron tanto el gel como la 

membrana, que se mantuvieron durante 90 minutos fijando un amperaje constante 

de 125 mA en una fuente de alimentación de alta corriente Hoefer PS2A200 

(Hoefer). 

Las membranas con las proteínas adsorbidas en su superficie se bloquearon 

con leche en polvo al 3% (p/v) en tampón PBS pH 7; 0,1% Tween-20 durante 1 

hora a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS-Tween se incubaron 

con los  anticuerpos primarios (tabla 6) diluidos en PBS-Tween con BSA al 2%, 

durante toda la noche a 4ºC. A continuación, se realizaron varios lavados y se 

incubaron las membranas con los anticuerpos secundarios correspondientes (tabla 

7), diluidos en PBS-Tween con BSA, al 2%, y conjugados con peroxidasa durante 50 

minutos a temperatura ambiente.  

Las bandas de las proteínas se visualizaron mediante incubación con el 

reactivo quimioluminiscente ECL Prime Western Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare) y empleando un transiluminador AutochemiTM System (UVP Inc., 

Upland, CA, EE.UU.), mediante el programa informático Labworks 4.6 (Ultra-Violet 

Products). La intensidad de las bandas obtenidas se determinó por densitometría 

utilizando el programa Image J (NCI, Bethesda, MD, EE.UU). En el caso de las 

proteínas fosforiladas y no fosforiladas de ERK ½, JNK y p38 y en la proteína 

acetilada y no acetilada de p53, se utilizó la misma membrana, mediante el uso de 
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una solución de stripping (100 mM 2-mercaptoetanol, 22% SDS, 625 mM Tris-HCl a 

pH 6,7) que permite eliminar los anticuerpos primario y secundarios unidos a la 

membrana con el fin de poder volver a incubar con otros anticuerpos de similar 

peso molecular. 

 

Anticuerpo Dilución Fabricante 

ERK 1/2 total (policlonal) 1/ 750 Cell Signalling Technology Inc. 

(Beverly, MA, EE.UU.)  

P-ERK 1/2 (policlonal) 1/1000 

 

Cell Signalling Technology Inc. 

JNK total (policlonal) 1/750 

 

Cell Signalling Technology Inc.  

P-JNK (policlonal) 

 

1/1000 

 

Cell Signalling Technology Inc.  

p38 total (policlonal) 

 

1/600 

 

Cell Signalling Technology Inc.  

P-p38 (policlonal) 

 

1/750 

 

Promega Corp. (Madison, WI, 

EE.UU.)  

p53 (monoclonal) 1/750 

 

Novus Biologicals (Littleton, CO, 

EE.UU.)  

p53acetilado (policlonal) 1/750 

 

Chemicon (Millipore Iberica, 

Madrid, Spain)   

Tabla 6. Relación de anticuerpos primarios y condiciones de utilización. 

 



                                                                                                                          Material y métodos 

107 

Anticuerpo Dilución Fabricante 

IgG conjugada con 
peroxidasa (monoclonal) 

1/5000 Sigma-Aldrich 

IgG conjugada con 
peroxidasa (policlonal) 1/5000 Dako (Copenhague, Dinamarca) 

Tabla 7. Relación de anticuerpos secundarios y condiciones de utilización. 

 

10.3. ELISA 

La técnica de cuantificación de proteínas ELISA es un método 

inmunoenzimático que permite detectar inmunocomplejos empleando enzimas 

unidas a un antígeno o anticuerpo, uno de los cuales se encuentra adsorbido a un 

soporte sólido. En los kits ELISA utilizados hemos identificado antígenos presentes 

en sobrenadantes, lisados celulares y fracciones nucleares.  

PROTOCOLO 

La mayoría de los kits de ELISA se han realizado con sobrenadantes celulares. 

Sin embargo, en el caso de las proteínas p21 y Sirt-1 se emplearon lisados 

celulares. En el caso de la proteína p16, se lisaron las células por congelación-

descongelación en tampón PBS. Con el fin de estudiar la unión al ADN de los 

factores de transcripción NF-κB y el AP-1, se obtuvieron los extractos nucleares 

empleando el kit comercial Nuclear Extract Kit  de Active Motif. 

El protocolo de ELISA tipo sándwich se basa en incubar una placa de 96 

pocillos con el anticuerpo de captura a 4ºC, para que se adsorba a la superficie. Se 

añadieron las diluciones de la muestra patrón y las muestras a analizar y se 

incubaron durante el tiempo adecuado. Tras una serie de lavados con una solución 

PBS/Tween 0,1%, se incubó la placa con el anticuerpo primario de detección, que 

se unió a un epítopo diferente al de captura y, tras lavar nuevamente los pocillos, 

se incubó con el anticuerpo secundario marcado con estreptavidina conjugada a 

peroxidasa de rábano (HRP) y se unió al anticuerpo primario. Tras sucesivos 

lavados, se añadió una solución de tetrametilbenzidina (TMB). Este sustrato 

cromogénico es oxidado por la enzima dando lugar a la aparición de coloración 
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azul, pudiéndose medir la absorbancia a 620 nm. La adición de la solución de ácido 

sulfúrico 2N detiene la reacción y vira del color azul al amarillo (450 nm). La 

absorbancia se cuantificó empleando un espectrofotómetro Wallac 1420 VICTOR 

2TM (Perkin Elmer). Los valores obtenidos se interpolaron en las rectas patrón. 

 

Proteínas Sensibilidad Fabricante 

AP-1 - Active Motif  

Caveolina-1 0,19 ng/ ml Elabscience (WuHan, China) 

IL-6 2 pg/ml eBioscience  

IL-10 2 pg/ml eBioscience 

p16 2,24 ng/ml YH Biosearch Laboratory (Shanghai, China) 

p21 <5 pg/ ml Invitrogen  

PGE2 41.4 pg/ml R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN, 

EE.UU.) 

SIRT-1 30 pg/ml Abnova (Walnut, CA, EE.UU.) 

TNF-α 4 pg/ml eBioscience 

MMP-3 0,008 ng/ml eBioscience 

MMP-13 0,18 ng/ml eBioscience 

NFκB - Active Motif 

Tabla 8. Relación de kits de ELISA. 

 

En el caso de los ELISAs competitivos se incubó la placa de 96 pocillos con el 

anticuerpo de captura y posteriormente, se añadieron las muestras. Al mismo 

tiempo se añadió la solución conteniendo el antígeno marcado con estreptavidina-

HRP. Se incubó durante un tiempo determinado para permitir que se realizara la 



                                                                                                                          Material y métodos 

109 

unión antígeno-anticuerpo, y se añadió la solución conteniendo el antígeno 

marcado. Se mantuvo un tiempo en plataforma oscilante y se añadió una solución 

de TMB. La detección y cuantificación se realizó de la misma manera que en el 

ELISA tipo sándwich.  

 

10.4. Radioinmunoensayo  

La técnica de radioinmunoensayo (RIA del inglés radioimmunoassay) se 

empleó para determinar la cantidad de PGE2 en sobrenadantes celulares de 

condrocitos y monocitos con el sustrato radiactivo [3H] PGE2 (GE Healthcare). 

(Moroney y cols., 1988).  

El RIA es un método radioinmunométrico basado en la competencia de unión 

a un anticuerpo específico entre la molécula a cuantificar y cantidades conocidas 

de la misma molécula marcada con un isótopo. Una vez realizada la unión 

antígeno-anticuerpo, se produce la precipitación con charcoal-dextrano de la 

fracción no unida, y se midió la radiactividad (emisión β) en cuentas por millón 

(cpm) de la fracción unida empleando un contador de centelleo beta.  

PROTOCOLO 

Los sobrenadantes y los patrones de una curva estándar de PGE2 se 

pipetearon en tubos de ensayo de vidrio y se diluyeron con tampones específicos 

para RIA de PGE2: tapón A1 [NaH2PO4 x 2H2O 1,19 g/l, Na2HPO4 4,6 g/l, BSA 0,1% y 

azida sódica 0,1%] y tampón B1 (tampón A1 con 9 g/l de NaCl). A continuación se 

añadió el anticuerpo anti-PGE2 (Sigma-Aldrich) y la PGE2 tritiada. Se agitaron los 

tubos y se incubaron durante 18 horas a 4ºC. Transcurrido ese tiempo se añadió 

una suspensión de carbón activo-dextrano, se agitaron los tubos y se incubaron 

durante 10 minutos a 4ºC. Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 1000 x g 

durante 15 minutos a 4ºC, de manera que precipitó la [3H]PGE2 que no se ha unido 

al anticuerpo. Finalmente, se transfirió el sobrenadante obtenido, donde se 

encuentran los inmunocomplejos, a unos viales a los que previamente se había 

añadido líquido de centelleo Optiphase “Supermix” (Perkin Elmer) y se determinó 

la concentración de [3H]PGE2 unida al anticuerpo utilizando el contador de 

centelleo Microbeta Trilux (Wallac, Turku, Finlandia). Para conocer la 
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concentración de PGE2 presente en las muestras, se interpolaron las medidas de 

cpm en la curva estándar de PGE2. 

 

10.5. Array de proteínas 

Los arrays de anticuerpos permiten determinar la presencia de un gran 

número de proteínas de una muestra biológica mediante inmunoensayos tipo 

sándwich.  

Con la finalidad de detectar las proteinas contenidas en el MA empleado 

como tratamiento en cultivos primarios de condrocitos y monocitos, se utilizó 

RayBio® Human Cytokine Antibody Array 6 (RayBiotech). Cada membrana tenía 

adsorbidos anticuerpos de captura que reconocen 60 proteinas. Este array 

reconoce: angiogenina, factor neurotrófico dervado del cerebro (BDNF), 

BLC/CXCL-13, proteína morfogénica de hueso (BMP)-4, BMP-6, CCL23, factor 

neurotrófico ciliar (CNTF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), Eotaxina-1, 

Eotaxina-2, Eotaxina-3, factor de crecimiento fibroblástico (FGF)-6, FGF-7, ligando 

de la tirosin kinasa relacionada con fms (Flt)-3, Fractalkina, GCP-2/CXCL-6, factor 

neurotrófico derivado de la línea glial (GDNF), factor estimulante de colonias de 

granulocitos y monocitos (GM-CSF), I-309, interferón (IFN)-gamma, proteína de 

unión al factor de crecimiento similar a insulina (IGFBP)-1, IGFBP-2, IGFBP-4, IGF-

1,  Interleucina (IL)-10, IL-13, IL-15, IL-16, IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-7, Leptina, LIGHT, MCP-1/CCL2, proteína quimioatrayente de monocitos 

humanos (MCP)-2/CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL13, factor estimulante de 

colonias de macrófagos (M-CSF), quimiocina derivada de macrófagos (MDC), 

inmunoglobulina de membrana de linfocito B (MIG), proteína inflamatoria de 

macrófagos (MIP)-1-δ/CCL3, MIP-3-α/CCL20, proteína activadora de neutrófilos 

(NAP)-2,  neurotrofina (NT)-3, PARC/CCL18, factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF)BB, RANTES/CCL5, factor de células madre (SCF), factor derivado 

de células estromales (SDF)-1 α, TARC/CCL17, TGF-β 1, TGF-β 3, TNF-α y TNF-β.  

 

 

 



                                                                                                                          Material y métodos 

111 

PROTOCOLO 

El primer paso consistió en incubar la membrana con una solución de 

bloqueo durante 30 minutos, se eliminó la solución de bloqueo y se añadió 1 ml de 

muestra a cada membrana. Se incubaron las membranas durante 2 horas a 

temperatura ambiente y se lavaron con Tween 0,1% en tampón PBS en agitación y 

se añadió la mezcla de anticuerpos anti-citocinas conjugados con biotina que se 

incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

membranas se lavaron y se les añadió estreptavidina-HRP, durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Finalmente, las membranas se lavaron y se les añadió la 

solución de detección que permitió medir la quimioluminiscencia a los 2 minutos, 

empleando un transiluminador AutochemiTM System (UVP Inc.), usando el 

programa informático Labworks 4.6 (UVP Inc.).  

 

10.6. Análisis inmunocitoquímico 

La inmunocitoquímica se basa en la utilización de anticuerpos que se unen 

específicamente a la proteína que se quiere identificar. La detección se lleva a cabo 

empleando anticuerpos asociados a enzimas que catalizan una reacción 

cromogénica. 

PROTOCOLO 

Para los estudios inmunocitoquímicos las células se sembraron en 

microcámaras de 8 pocillos Lab-tek (Thermo Scientific) a una concentración de 

2x105 células/pocillo en monocitos, de 2x104 células/pocillo en condrocitos y 104 

células/pocillo en osteoblastos. Cuando las células alcanzaron un 80% de la 

confluencia, se estimularon a diferentes tiempos. 

         

10.6.1. Colágeno II 

Transcurrido el tiempo de estímulo, se eliminaron los sobrenadantes y se 

fijaron las células con glutaraldehído al 2,5% en tampón PBS durante 30 minutos a 

4ºC y se detectó el colágeno II empleando el kit comercial de tinción de colágeno de 

tipo II de BD Biosciences. Se empleó el cromógeno diaminobencidina (DAB) 
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(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.). Posteriormente, las células se 

tiñeron con hematoxilina/ eosina para permitir contar el número total de células y, 

finalmente, se le añadió líquido de montaje acuoso (Sigma-Aldrich). Las células 

colágeno II positivas se observaron con un microscopio Leica DM IL LED (Leica 

Microsystems) y se fotografiaron con una cámara Leica DFC450 C Digital 

Microscope Camera empleando el software Leica Application Suite. Para 

cuantificar las células teñidas, se empleó el software Image J usando el 

complemento Cell counter. 

 

10.6.2. COX-2 

En el análisis inmunocitoquímico para el estudio de la COX-2 las células se 

fijaron con para-formaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos, una vez 

finalizado el tiempo de estímulo. Posteriormente, tras varios lavados con tampón 

PBS, se añadió una solución de bloqueo que fue una dilución al 5% de SBF en 

tampón PBS, y se mantuvo durante 15 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, las células se incubaron con un anticuerpo policlonal de conejo 

frente a COX-2 (Cayman Chemical, Ann Arnor, MI, EE.UU.) durante 2 horas. 

Transcurrido este tiempo, las células se lavaron varias veces con tampón PBS y se 

incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo-HRP (Dako), durante 2 horas. 

Finalmente, se realizaron varios lavados con tampón PBS y se incubaron con DAB 

(Vector). Se utilizó líquido de montaje ProLong® Gold con 4´, 6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) (Molecular Probes; Invitrogen) para cuantificar los núcleos 

celulares. Las muestras se observaron bajo un microscopio Leica DM IL LED  (Leica 

Microsystems) y se fotografiaron con una cámara Leica DFC450 C Digital 

Microscope Camera empleando el software Leica Application Suite. Para 

cuantificar las células teñidas, se empleó el software Image J usando el 

complemento Cell counter. 

 

10.7. Análisis inmunofluorescente 

Para el análisis inmunofluorescente se sembraron las células a la misma 

densidad que en el análisis inmunocitoquímico. La diferencia con la 



                                                                                                                          Material y métodos 

113 

inmunocitoquímica es que en la inmunofluorescencia se utilizan anticuerpos 

asociados a fluorocromos que se unen específicamente a la proteína que se quiere 

identificar. 

 

10.7.1. Colágeno II 

Una vez finalizado el tiempo de estímulo, se eliminaron los sobrenadantes,  se 

fijaron las células con glutaraldehído al 2,5% en tampón PBS durante 30 minutos a 

4ºC y se incubaron con el anticuerpo policlonal colágeno tipo II 

(Chemicon/Millipore, Schwalbach, Germany). Tras varios lavados, los condrocitos 

se incubaron con el anticuerpo secundario inmunoglobulina (Ig)G-FITC (R&D 

Biosystems, Abingdon, UK). Posteriormente, se lavó la muestra 3 veces con tampón 

PBS. Se eliminó el tampón PBS y se añadió líquido de montaje ProLong® Gold 

antifade reagent with DAPI (Molecular Probes; Invitrogen). Las células colágeno II 

positivas se observaron con un microscopio de fluorescencia Leica DM IL LED 

(Leica Microsystems) y se fotografiaron con una cámara Leica DFC450 C Digital 

Microscope Camera empleando el software Leica Application Suite. Para 

cuantificar las células teñidas, se empleó el software Image J usando el 

complemento Cell counter. 

 

10.7.2. γH2A.X 

Al finalizar el tiempo de estímulo, se fijaron las células con para-

formaldehído al 4% en tampón PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Tras varios lavados con tampón PBS se añadió  una solución con suero de cabra al 

5% y tritón X-100 al 0,3% en tampón PBS durante 60 minutos a temperatura 

ambiente. Pasado ese tiempo, las células se incubaron con una dilución 1:400 del 

anticuerpo primario mococlonal histona H2A.X fosforilada (Ser139) (Cell 

Signalling Technology Inc.) en tampón PBS con 1% en BSA y con 0,3% en Tritón X-

100 durante toda la noche a 4ºC. Pasado este tiempo se lavaron 3 veces con 

tampón PBS y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad 

con una dilución 1:4000 del anticuerpo secundario IgG-Alexa Fluor® 546 (H+L) 

(Thermo Scientific) diluído en tampón PBS. Posteriormente, tras lavar la muestra 3 
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veces con tampón PBS, se eliminó el tampón PBS y se añadió líquido de montaje 

ProLong® Gold con DAPI (Molecular Probes; Invitrogen). Se fotografiaron las 

muestras con un microscopio de fluorescencia Leica DM IL LED (Leica 

Microsystems) y el microscopio confocal FV1000 Olympus (Tokio, Japón). 

 

10.7.3. F-actina 

Para el marcaje de la F-actina, transcurrido el tiempo de estímulo, se fijaron 

las células con para-formaldehído al 4% durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se realizaron 3 lavados con tampón PBS y se bloqueó la placa con 

tampón PBS con 1% en BSA durante 20 minutos. Tras varios lavados con tampón 

PBS se añadieron 5 μl de la solución de faloidina Alexa Fluor 488 (Molecular 

Probes; Invitrogen) a la placa y se incubó durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente la muestra se lavó 3 veces con tampón PBS y se añadió 

líquido de montaje ProLong® Gold con DAPI (Molecular Probes; Invitrogen). Se 

fotografiaron las muestras con el microscopio de fluorescencia Leica DM IL LED 

(Leica Microsystems) y el microscopio confocal Olympus FV1000. 

 

11. Estudio de la actividad β-galactosidasa 

Las células senescentes muestran un aumento en la expresión de SA-β-gal, 

que se puede detectar a pH 6.0. La enzima β-galactosidasa cataliza la hidrólisis de 

X-gal, lo que produce una coloración azul. El ensayo se realizó con el kit comercial  

Cellular Senescence Assay Kit (Cell Biolabs. Inc San Diego, CA, EE.UU.) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

PROTOCOLO 

Las células se sembraron en microcámaras de 8 pocillos Lab-tek (Thermo 

Scientific) a una densidad en el caso de los condrocitos de 2x104 células/pocillo y 

104 células/pocillo en osteoblastos. Cuando las células alcanzaron un 80% de la 

confluencia, se eliminaron los sobrenadantes y se lavaron con tampón PBS. 

Posteriormente se añadieron 400 μl por pocillo de una solución de fijación de 

glutaraldehído al 0,25% y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

Transcurrido ese tiempo, se retiró la solución de fijación y se lavaron los pocillos 
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con tampón PBS. Finalmente, se añadieron 400 μl por pocillo de la solución de 

tinción y se mantuvo durante toda la noche, en oscuridad, a 37ºC. Pasado ese 

tiempo, se retiró la solución de tinción y se lavaron los pocillos, en los que se 

observaron zonas azuladas que corresponden a la actividad de la enzima β-

galactosidasa. Las células senescentes teñidas de azul se observaron con un 

microscopio Leica DM IL LED (Leica Microsystems) y se fotografiaron con una 

cámara Leica DFC450 C Digital Microscope Camera empleando el software Leica 

Application Suite. Para cuantificar las células con SA-β-Gal, se empleó el software 

Image J usando el complemento Cell counter. 

 

12. Estudio de mineralización ósea 

El estudio de la mineralización ósea producida por los osteoblastos 

cultivados, se realizó empleando el colorante rojo alizarina, que tiñe los depósitos 

de calcio de color rojo.  

PROTOCOLO 

Los osteoblastos se sembraron en placas de 24 pocillos a razón de  4x104 

células/pocillo con medio osteoblástico y posteriormente se mantuvieron con 

medio de mineralización (Promocell) durante 14 días, cambiando este medio cada 

3 días. Los productos y estímulos se añadieron con el medio de mineralización, 

realizando así los re-estímulos cada 3 días. Posteriormente, se eliminaron los 

sobrenadantes y se realizaron varios lavados con tampón PBS. Las células se 

fijaron con para-formaldehído al 10% durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. A continuación, se realizaron varios lavados con  agua destilada y se 

añadieron 400 μl de rojo alizarina (Chemicon/Millipore) durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Las células se lavaron con agua destilada y se fotografiaron 

las células teñidas con un microscopio Leica DM IL LED (Leica Microsystems) y una 

cámara Leica DFC450 C Digital Microscope Camera empleando el software Leica 

Application Suite.  

Para cuantificar la tinción de rojo alizarina presente en la placa, se añadieron 

400 μl de ácido acético al 1% a cada pocillo y se incubó la placa 30 minutos con 

agitación. Con un rascador celular se despegó la monocapa de células adheridas y 
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las células se transfirieron a tubos de 15 ml, manteniendose a 85ºC durante 10 

minutos. Posteriormente, los tubos se incubaron en hielo durante 5 minutos y 

finalmente, se centrifugaron a 2000 x g durante 15 minutos. Se añadieron 150 μl de 

hidróxido de amonio 10x a 400 μl del sobrenadante. Se pipetearon 150 μl que se 

trasvasaron a una placa de 96 pocillos y se leyó la absorbancia a 405 nm en un 

espectrofotómetro Wallac 1420 VICTOR 2TM (Perkin Elmer). Los valores obtenidos 

se interpolaron en la recta patrón. 

 

13. Ensayo de migración-quimiotaxis 

El ensayo de migración-quimiotaxis se basa en la capacidad de migración de 

las células de un compartimento a otro a través de una membrana porosa (figura 

23). Este ensayo se realizó con el fin de determinar los cambios en la capacidad 

quimiotáctica de los monocitos en función de los diferentes estímulos y productos 

utilizados. 

PROTOCOLO 

El ensayo se llevó a cabo en placas de cultivo de 6 pocillos a las que se les 

añaden unos insertos porosos con poros de un diámetro de 8 μm (Thermo 

Scientific), de modo que se crean dos compartimentos por cada pocillo, uno 

superior y otro inferior. Se sembraron 106 células en 1 ml de medio DMEM/HAM 

F12, suplementado con suero humano al 10% o en MA, en la membrana del 

inserto. En la parte inferior se añadió 1,5 ml de medio DMEM/HAM F12 con 10% 

de suero humano o MA, en presencia o ausencia de la quimiocina CCL2, a dos 

concentraciones diferentes: 50 ng/ml y 100 ng/ml. Las células en cultivo se 

mantuvieron en el incubador celular a 37ºC con una atmósfera controlada al 5% de 

CO2 y 95% de humedad, durante 72 horas. Transcurrido este tiempo, se separaron 

los insertos y tras varios lavados con tampón PBS se observaron las células con un 

microscopio Leica DM IL LED (Leica Microsystems), y se fotografiaron con una 

cámara Leica DFC450 C Digital Microscope Camera empleando el software Leica 

Application Suite. Para cuantificar las células  se empleó el software Image J 

usando el complemento Cell counter. 
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Figura 23. Migración celular a través de los insertos porosos. 

 

14. Fagocitosis 

Para determinar la capacidad fagocítica de los monocitos/macrófagos en 

diferentes condiciones de experimentación, se emplearon unas partículas 

fluorescentes (fluorosferas) que las células son capaces de incorporar a su 

citoplasma.  

PROTOCOLO 

Los monocitos se sembraron en placas de 6 pocillos, 106 células por pocillo y 

se trataron durante 24 horas con MA y se incubaron durante 3 horas a dos 

concentraciones (107 y 5x107 fluoroesferas/ml) de FluoSpheres® (Molecular 

Probes; Invitrogen). Como control se emplearon células a las que no se les 

añadieron fluorosferas. Transcurrido ese tiempo, las células se lavaron varias 

veces con tampón PBS y se despegaron con una solución tripsina/EDTA (1 mM) al 

0,25%. Finalmente, se distribuyeron en tubos de citómetría con un mínimo de 106 

células por tubo resuspendidas en 1 ml de tampón PBS. 

Para el estudio de fagocitosis por microscopía confocal se sembraron los 

monocitos a razón de 1,2 x 105 células/pocillo  en microcámaras de 8 pocillos Lab-

tek (Thermo Scientific) y se incubaron con fluorosferas como se ha descrito para el 

estudio citométrico. Posteriormente, la muestra se lavó 3 veces con tampón PBS y 

se añadió líquido de montaje ProLong® Gold con DAPI (Molecular Probes; 

Invitrogen). Se fotografiaron las muestras con el microscopio confocal Olympus 

FV1000. 
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15. Análisis estadístico y expresión de resultados 

El estudio estadístico comparativo se realizó empleando el método ANOVA 

simple de una vía seguido del método de Bonferroni (1936). Para ello se ha 

utilizado el programa GraphPad Prism 6  (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

Un valor de P menor de 0,05 indica que existen diferencias significativas. Se utilizó 

el símbolo (+) para representar la significatividad estadística respecto a las células 

no estimuladas (+P<0,05, ++P<0,01); el símbolo (*) respecto a las células 

estimuladas con IL-1β (*P<0,05, **P<0,01); el símbolo (#) se utilizó respecto a las 

células del grupo correspondiente a las células incubadas durante 24 horas en los 

experimentos con condrocitos frente a sus respectivos controles (#P<0,05, 

##P<0,01). 
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1. Estudio del MA de las ASCs 
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Las MSCs tienen una gran importancia en medicina regenerativa, y se ha 

descrito que muchos de sus efectos están mediados por los factores solubles que 

liberan al medio extracelular. Por ello, se ha sugerido que la administración directa 

de estos mediadores podría reemplazar, en algunas circunstancias, el uso de las 

propias células (Lavoie y Rosu-Myles, 2013; Prockop y Oh, 2012).  

En la bibliografía se recogen múltiples estudios que analizan el contenido 

del MA de las ASCs. Sin embargo, estos trabajos difieren significativamente en el 

método de preparación y análisis. Además, muchos de ellos utilizan estímulos pro-

inflamatorios o de diferenciación celular para estudiar las modificaciones que se 

producen en el secretoma de las células en diferentes condiciones (Kapur y Katz, 

2013). Debido a la falta de uniformidad en estos estudios, hemos caracterizado de 

forma preliminar la composición del MA empleado en nuestro trabajo. Para ello, se 

utilizó un array de proteínas con el fin de determinar la presencia o ausencia de 

determinados péptidos en el MA, procedente de cultivos de ASCs de individuos 

sanos en ausencia de estímulo. Como muestra la figura 24, se analizó el contenido 

del MA de las ASCs, y como control se utilizó medio de cultivo suplementado con 

un 10% de suero humano.  

Los arrays indican que varios factores están presentes únicamente en el MA, 

y no en el medio control.  Este es el caso de los factores de crecimiento GCP-2 y 

GM-CSF, de las citocinas IL-6 e IL-10 y de las quimiocinas eotaxina-1, MCP-2, MCP-

3, MDC y MIP-3α. La quimiocina MCP-1 se detectó en el MA en mayor 

concentración que en el medio control, mientras que los factores de crecimiento 

BDNF, EGF y PDGF-B, así como las quimiocinas MIP-1δ y RANTES, disminuyeron 

considerablemente en el MA respecto al control. Por otro lado, algunas proteínas 

como angiogenina, leptina, IGFBP-1 y la quimiocina NAP-2 se detectaron en niveles 

similares en ambos medios. En estos ensayos no se detectaron, en ninguno de los 

medios, los factores BLC, BMP-4, BMP-6, CCL23, CNTF, eotaxina-2, eotaxina-3, FGF-

6, FGF-7,  ligando de Flt-3, fractalquina, GDNF, I-309, IFN-γ, IGFBP-4,  IGF-1, IL-13, 

IL-15, IL-16, IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, LIGHT, MCP-4, M-CSF, 

MIG, NT-3, PARC, SCF, SDF-1α, TARC,TGF-β1, TGF-β2, TNF-α y TNF-β.  
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Figura 24. Proteínas secretadas por las ASCs. A. Esquema de los arrays. B. Detección de 
proteínas en una membrana incubada con MA o con medio suplementado con suero humano (SH). 
C. La expresión relativa de las bandas de proteína del MA y SH se calculó tras un análisis 
densitométrico. D. Resumen de las imágenes de puntos dobles positivos de cada membrana, 
alineados para mayor claridad visual. Imágenes representativas de 3 experimentos. POS: control 
positivo. NEG: control negativo. BLANK: blanco. 
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Diferentes estudios han señalado la posible implicación de las vesículas 

extracelulares en los efectos paracrinos de las ASCs. Por esta razón, se determinó la 

presencia o ausencia de los diferentes tipos de vesículas (cuerpos apoptóticos, 

microvesículas y exosomas), así como su concentración, en el MA de las ASCs que 

hemos empleado en este trabajo.  

Como se observa en la figura 25, el MA de las ASCs tiene una concentración 

de 1,4x109 microvesículas/ml, con un diámetro medio de 400 nm. En el caso de los 

exosomas, la concentración detectada fue de 4x1010/ml, con un diámetro medio de 

130 nm. Además,  se realizó el mismo estudio con la fracción de cuerpos 

apoptóticos, pero en este caso, la cantidad obtenida fue demasiado baja para poder 

ser detectada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Vesículas extracelulares secretadas por las ASCs. Análisis por qNANO de la 
concentración y el tamaño de las microvesículas y exosomas aislados del MA de ASCs. 

 

La citometría de flujo es un método de detección de microvesículas 

ampliamente utilizado. Sin embargo, hay que considerar que tiene ciertas 

limitaciones, ya que la citometría estándar detecta tamaños de partícula de 

aproximadamente 200 nm, por lo que los exosomas y las microvesículas de menor 

tamaño no pueden analizarse directamente por este método. La caracterización de 

las microvesículas se realizó con los marcadores CD63 y anexina V mediante 

dilución secuencial con detergente (figura 26). Se analizaron únicamente las 

Microvesículas Exosomas 

1,4x109 partículas/ml 

400 nm de diámetro 

4,00x1010 partículas/ml 

130 nm de diámetro 
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microvesículas, ya que no se obtuvo una cantidad suficiente de cuerpos 

apoptóticos en el aislamiento para realizar esta técnica, y el tamaño de los 

exosomas es inferior al límite de detección del citómetro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Imágenes representativas de un análisis de microvesículas por citometría de flujo. 

 

El marcaje con anti-CD63-PE reveló que un 8,41% de los eventos eran 

positivos, mientras que solo un 0,71% se mantuvieron tras la rotura de las 

microvesículas con tritón, por lo que 7,7% de los eventos detectados 

correspondían a  microvesículas que expresaban CD63. En el caso del marcaje con 

anexina V-FITC, se obtuvieron 1,29% de eventos positivos, y tras la adición de 

Tritón, 1,05% se consideraron microvesículas anexina V positivas. 
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2. Efectos del MA de las ASCs sobre el estrés 
oxidativo y la inflamación en monocitos y 
macrófagos humanos 
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En ensayos previos al estudio del MA de las ASCs sobre células articulares 

osteoartríticas, hemos determinado los posibles efectos en la respuesta al estrés 

oxidativo y la inflamación en cultivos de monocitos y macrófagos, células que 

juegan un importante papel en la respuesta inflamatoria. Además, se 

caracterizaron los efectos del MA sobre la migración celular de los monocitos y la 

capacidad fagocítica en macrófagos.  

Como estímulo se empleó LPS, principal componente de la superficie 

externa de bacterias Gram negativas y un potente activador de monocitos y 

macrófagos. El reconocimiento del LPS ocurre tras una serie de interacciones con 

diferentes proteínas, incluyendo LBP (proteína de unión al LPS), CD14, MD-2 y 

TLR4 (receptor de tipo Toll 4). LBP es una proteína que se une directamente al 

LPS, facilitando su unión a CD14. Esta unión permite el reconocimiento de LPS por 

el complejo  receptor TLR4/MD-2, que a través de diferentes vías de señalización 

puede activar los factores de transcripción NF-κB y AP-1, activando la 

transcripción de genes implicados en procesos inflamatorios y catabólicos (Lu y 

cols., 2008). 

 

2.1. Efectos del MA sobre la viabilidad celular 

Para determinar si el tratamiento de los cultivos primarios de monocitos 

con LPS, MA o su combinación afectaban a la viabilidad celular, se empleó el 

método de MTT.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Efectos del MA sobre la viabilidad celular en monocitos. Las células se incubaron 
durante 24 horas en presencia o ausencia de LPS y/o MA. Los resultados se expresan como 
porcentaje respecto a las células no estimuladas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 3 pacientes.  
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Como se muestra en la figura 27, no se observaron variaciones del 

porcentaje de viabilidad en los cultivos de monocitos estimulados con LPS, con MA 

o con ambos, respecto a las células sin tratar. 

 

2.2. Efectos del MA sobre el estrés oxidativo 

Para  comprobar los efectos del LPS y del tratamiento con MA sobre el 

estrés oxidativo en los cultivos de monocitos, se  midió la fluorescencia emitida 

tras la oxidación de la molécula DHR.  

La producción de ROS es una de las primeras respuestas celulares que 

ocurren tras el reconocimiento de un patógeno (Torres y cols., 2006), por eso los 

cultivos de monocitos se trataron durante 24 horas con MA, pero se estimularon 

durante un tiempo corto con LPS, los últimos 30 minutos de tratamiento.  

Tras la unión del LPS al receptor TLR4, este interacciona directamente con 

la NADPH-oxidasa 4 (Nox4), lo que promueve la generación de ROS (Park y cols., 

2004a). En la figura 28, se observa que, en nuestros ensayos, el estímulo de los 

cultivos de monocitos con LPS  disparó la generación de ROS, como era de esperar. 

Este efecto se contrarrestó tras el tratamiento con MA, ya que se detectó una 

disminución significativa en la producción de ROS respecto a las células 

estimuladas únicamente con LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 28. Efectos del medio acondicionado sobre el estrés oxidativo en monocitos. Los niveles 
de ROS se expresan en UF/mg de proteína en células incubadas durante 24 horas en presencia o 
ausencia de MA y/o durante 30 minutos con LPS. Resultados expresados como media ± σ de 
cultivos independientes procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no 
estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con LPS. UF: Unidades de Fluorescencia. 
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2.3. Efectos del MA sobre el potencial de membrana mitocondrial 

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) se 

observaron como cambios en la fluorescencia emitida en monocitos marcados con 

el fluorocromo JC-1, empleando la técnica de citometría de flujo. El color emitido 

por JC-1, tras su excitación con un láser de 488 nm, cambia reversiblemente de 

naranja a verde cuando se produce la despolarización mitocondrial.  

Como se observa en la figura 29, tras el estímulo con LPS durante 30 

minutos, el porcentaje de células con un bajo ΔΨm aumentó respecto a los cultivos 

en estado basal. El tratamiento con el MA durante 24 horas, disminuyó 

significativamente el número de células con bajo ΔΨm, respecto a las células 

estimuladas únicamente con LPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Efectos del MA sobre el potencial de membrana mitocodrial en monocitos. Los 
cambios en el ΔΨm se determinaron en células incubadas durante 24 horas en presencia o ausencia 
de MA y/o estimuladas durante 30 minutos con LPS. Resultados expresados como media ± σ de 
cultivos independientes procedentes de 3 pacientes. FITC: isotiocianato de fluoresceína. PE: 
ficoeritrina.  

 
2.4. Efectos del MA sobre la producción de nitrito 

El NO reacciona con el anión superóxido formando peroxinitrito (ONOO-), 

una especie reactiva de nitrógeno, que junto con las ROS contribuye al aumento del 

estrés celular con reacciones de oxidación, nitración o nitrosación, provocando 

alteraciones a nivel celular y generando toxicidad (Liaudet y cols., 2000).  
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El estímulo con LPS durante 24 horas provocó un incremento significativo 

de la producción de NO, medido como nitrito, en monocitos humanos, tal y como se 

muestra en la figura 30. En las células estimuladas con LPS e incubadas con MA 

durante 24 horas, se produjo una reducción significativa de NO que en las células 

estimuladas únicamente con LPS.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 30. Efectos del MA sobre la producción de nitrito. Los niveles de nitrito se expresan 
como ng/mg de proteína en células incubadas durante 24 horas en presencia o ausencia de LPS y/o 
MA. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. 
+P < 0,05 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con LPS. 

 

2.5. Efectos del MA sobre la producción de PGE2 

Con el fin de conocer los efectos del MA sobre la producción de PGE2 en los 

cultivos primarios de monocitos, se empleó la técnica de RIA. La exposición de los 

monocitos a LPS produce un aumento de liberación de PGE2 por estas células 

(Schade y Rietschel, 1982).  

 

 
 

 

 

 

 
Figura 31. Efectos del MA sobre la producción de PGE2 en monocitos. Los niveles de PGE2, 
medidos por RIA, se expresan como ng/mg de proteína en células incubadas durante 24 horas en 
presencia o ausencia de LPS y/o MA. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; **P < 
0,01 respecto a las células estimuladas con LPS.  
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Como se muestra en la figura 31, los niveles de PGE2 aumentaron 

considerablemente tras el estímulo de los monocitos con LPS durante 24 horas 

respecto a las células sin estimular. Esta sobreproducción de PGE2 se vio reducida 

significativamente en células estimuladas con LPS y tratadas con el MA. 

 

2.6. Efectos del MA sobre la migración celular 

En condiciones inflamatorias se secretan una gran cantidad de quimiocinas 

que, al ser reconocidas por los monocitos, direccionan la migración de estas células 

hacia los tejidos donde éstas se encuentran en mayor concentración (Deshmane y 

cols., 2009). Para conocer la posible modulación de la migración celular de los 

monocitos en cultivo primario por parte del MA, se realizó un ensayo quimiotáctico 

en placas transwell, en presencia o ausencia de MA y/o de la quimiocina 

CCL2/MCP-1 durante 24 horas. Los resultados muestran que el estímulo con CCL2 

incrementó la migración de los monocitos con respecto a las células basales a las 

dos concentraciones de quimiocina ensayadas, 50 y 100 ng/ml. Sin embargo, en 

ambos casos, la migración celular disminuyó significativamente en las células 

tratadas con MA en presencia de la quimiocina (figura 32).           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efectos del MA sobre la migración celular en monocitos. El porcentaje de migración 
celular se determinó empleando insertos en las placas de cultivo en los que se incubaron las células 
en presencia o ausencia de MA y/o CCL2. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. +P < 0,05 respecto a las células no estimuladas; *P < 
0,05 respecto a las células estimuladas con la concentración correspondiente de CCL2.  
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2.7. Efectos del MA sobre la fagocitosis 

Una de las principales características de los macrófagos es su capacidad de 

fagocitar los cuerpos extraños que se introducen en el organismo (Geissmann y 

cols., 2010). Se estudió el efecto del MA sobre la capacidad fagocítica de 

macrófagos empleando la técnica de citometría de flujo y la microscopía confocal.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Efectos del MA sobre la fagocitosis en macrófagos. La capacidad fagocítica se 
determinó empleando la técnica de citometría de flujo en células incubadas en presencia o ausencia 
de MA y fluoroesferas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes 
procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células sin fluoroesferas; **P < 0,01 respecto a 
las células no tratadas con MA. UF: Unidades de Fluorescencia.  

 

En el ensayo se emplearon dos concentraciones de partículas fluorescentes, 

107 y 5x107 partículas/ml, que permitían su detección a 605 nm una vez 

fagocitadas por los macrófagos. Como se muestra en la figura 33, en los ensayos 

por citometría de flujo, se produjo un aumento en la emisión de fluorescencia de 

las células cultivadas en presencia de las partículas fluorescentes a las dos 

concentraciones ensayadas. La fagocitosis de las partículas disminuyó 

significativamente en macrófagos incubados con MA durante 24 horas, a ambas 

concentraciones. El porcentaje de células que habían fagocitado partículas 

fluorescentes fue muy inferior en las células tratadas con el MA durante 24 horas 

respecto a las células control.                                                                                       

Los efectos observados por citometría de flujo fueron comprobados por 

microscopía confocal mediante un análisis inmunofluorescente, empleando CD45-

FITC para el marcaje de membrana, DAPI para el marcaje nuclear y las partículas 

fluorescentes utilizadas en el análisis por citometría de flujo (figura 34).  
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Figura 34. Efectos del MA sobre la fagocitosis en macrófagos. El porcentaje de fagocitosis se 
determinó en células incubadas en presencia o ausencia de MA y partículas fluorescentes. A. 
Imágenes representativas mostrando la expresión de CD45-FITC (verde), los núcleos celulares 
teñidos con DAPI (azul) y las partículas fluorescentes (rojo). Aumento original x600. B. El 
porcentaje de fagocitosis se expresa como número de células con partículas fagocitadas/número 
total de células*100. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes 
procedentes de 4 pacientes. *P < 0,05 respecto a las células no tratadas con MA. 
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3. Efectos del MA de ASCs sobre la respuesta 
inflamatoria en cultivos primarios de 
condrocitos humanos osteoartríticos 
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En este estudio se ha examinado el potencial del MA de las ASCs en la  

regulación de la expresión de colágeno II y la producción de mediadores 

inflamatorios y catabólicos implicados en la degeneración del cartílago articular en 

la OA. Para ello, en esta serie de ensayos se emplearon condrocitos, únicas células 

presentes en el tejido cartilaginoso hialino articular. Los condrocitos se aislaron de 

cartílago humano osteoartítico y se trabajó con ellos en cultivo primario. Como 

estímulo se utilizó la IL-1β, ya que es una citocina de gran relevancia tanto en la 

inducción de procesos relacionados con el catabolismo del cartílago (Dodge y 

Poole, 1989) como en los procesos inflamatorios que se desarrollan en la OA (Attur 

y cols., 1997). En estas condiciones de experimentación,  se empleó el MA de las 

ASCs para examinar los posibles efectos protectores que ejerce sobre los 

condrocitos procedentes de pacientes con OA. 

Por lo tanto, en esta serie de ensayos se estudiaron los efectos que IL-1β y/o 

MA ejercían sobre diferentes mediadores inflamatorios y catabólicos en los 

cultivos primarios de condrocitos osteoartríticos. Para ello se incubaron las células 

durante diferentes tiempos, en función del experimento. En los cultivos incubados 

durante un tiempo superior a 72 horas se realizó un re-estímulo con IL-1β a este 

tiempo, en el que además se renovó el medio de cultivo en las células control y el 

MA en las células tratadas. 

 
3.1. Efectos del MA sobre la viabilidad celular 

En primer lugar, se utilizó el método de MTT para determinar la viabilidad 

celular de los cultivos de condrocitos osteoartríticos incubados en presencia o 

ausencia de IL-1β y/o MA a los diferentes tiempos de incubación empleados: 1, 3, 5 

y 7 días.  

Como se muestra en la figura 35, el estímulo con IL-1β no afectó a la 

viabilidad celular, ya que no se produce una variación significativa de los valores 

de las células estimuladas respecto a las células basales a los diferentes tiempos de 

incubación estudiados.  
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Entre los tratamientos con el MA o la combinación de MA e IL-1β y las 

células en estado basal tampoco se detectaron diferencias. Por lo tanto, podemos 

descartar variaciones en cuanto a la viabilidad celular de los cultivos tras la 

incubación con el estímulo de IL-1β  y/o el tratamiento con MA a los tiempos de 

incubación estudiados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 35. Efectos del MA sobre la viabilidad celular en condrocitos. Las células se incubaron 
durante 24 horas (A), 3 días (B), 5 días (C) y 7 días (D) en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. 
Los resultados se expresan como porcentaje respecto a las células no estimuladas. Resultados 
expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 3 pacientes.  
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3.2.  Efecto del MA sobre la expresión de colágeno II 

El colágeno II es el principal componente de la matriz extracelular del 

cartílago y se considera un marcador de funcionalidad del condrocito articular.  

 

 

 

  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

                            

 

 

 

Figura 36. Efecto del MA sobre la expresión de colágeno II en condrocitos. La presencia de 
colágeno II se observó por inmunofluorescencia en células incubadas durante 5 días en presencia o 
ausencia de IL-1β y/o MA. A. Imágenes representativas mostrando la expresión de colágeno II 
(verde) y los núcleos celulares teñidos con DAPI (azul). Aumento original x200. B. Porcentajes de 
células positivas en colágeno II con respecto al número de células totales. Resultados expresados 
como media ± S.E.M. de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. +P < 0,05, ++P < 0,01 
respecto a las células no estimuladas; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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Con la finalidad de determinar si el tratamiento con el MA podía modificar 

la producción de esta proteína, se realizó un análisis inmunofluorescente en 

células tratadas durante 5 días con IL-1β, MA o su combinación (figura 36).  

La presencia de IL-1β produce una disminución en la producción de 

colágeno II en el cartílago (Goldring y cols., 1994a). Nuestros resultados indican 

que en los cultivos estimulados con IL-1β existe una cantidad significativamente 

menor de colágeno II que en los cultivos sin estimular. Este efecto se revirtió al 

incubar los condrocitos con MA e IL-1β, condiciones en las que se produjo un 

incremento de colágeno II con respecto a las células estimuladas únicamente con la 

citocina. Además, el MA aumentó la expresión de colágeno II en células no 

estimuladas con IL-1β. 

 

3.3. Efecto del MA sobre las enzimas degradativas del cartílago 

Con el fin de caracterizar los efectos relativos a las MMPs en los cultivos de 

condrocitos osteoartríticos, se midió la actividad metaloproteinasa total en el 

medio de cultivo. Además, se evaluó la expresión de ARNm y los niveles proteicos 

de dos MMPs implicadas en la destrucción del cartílago osteoartrítico, MMP-3 y 

MMP-13. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 37. Efectos del MA sobre la actividad MMP en condrocitos. Las células se incubaron 24 
horas y 5 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. La actividad se expresa como unidades de 
fluorescencia (UF) por mg de proteína. Resultados expresados como media ± S.E.M. de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; **P < 
0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β; ## P< 0,01 respecto a las células tratadas durante 
24 horas.  
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Los resultados indican que, en concordancia con la bibliografía existente 

(Mengshol y cols., 2000; Tetlow y cols., 2001), el estímulo con IL-1β aumenta la 

actividad de las MMPs. En nuestro estudio, se produjo un aumento de la actividad 

de las MMPs tras 24 horas de incubación y, en mayor medida, tras 5 días de 

incubación (figura 37). A ambos tiempos, el tratamiento con el MA disminuyó 

significativamente los niveles de actividad MMP respecto a las células estimuladas 

exclusivamente con la citocina.   

 

       

    

   

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Efectos del MA sobre la expresión de proteína y ARNm de MMP-3 y MMP-13 en 
condrocitos. A, B. Los niveles de proteína medidos por ELISA se expresan en ng/mg de proteína en 
células incubadas durante 24 horas y 5 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. C, D. La 
expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real tras 24 horas de incubación y los 
resultados indican la expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados 
expresados como media ± S.E.M. de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. +P < 0,05; 
++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las células 
estimuladas con IL-1β; ## P< 0,01 respecto a las células tratadas durante 24 horas.  
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Esta disminución en la actividad MMP tras el tratamiento con el MA se 

correlaciona con el estudio realizado de la expresión específica de las enzimas 

degradativas de matriz, MMP-3 y MMP-13 (figura 38). El tratamiento con el MA en 

células estimuladas a su vez con IL-1β, redujo significativamente los niveles de 

proteína y de ARNm de ambas MMPs a las 24 horas de tratamiento en comparación 

con las células estimuladas únicamente con la citocina. Este efecto se mantuvo a los 

5 días de tratamiento solo en el caso de la MMP-13 ya que los niveles de MMP-3 no 

se modificaron por el tratamiento con el MA a este tiempo.  

 

3.4. Efecto del MA sobre la producción de citocinas 

Las citocinas liberadas en el cartílago, en condiciones normales, se hallan a 

niveles bajos para mantener la homeostasis del tejido. Sin embargo en la OA este 

equilibrio se altera. Se  ha descrito que las citocinas proinflamatorias, como IL-6 y 

TNF-α, son mediadores clave en la respuesta inflamatoria y se consideran factores 

importantes en la patogénesis de la OA. Sin embargo, las citocinas de carácter 

antiinflamatorio, como IL-10, contribuyen de frenar la propagación de la respuesta 

inflamatoria (Goldring, 2000a).  

La presencia de IL-1β produce un aumento en la producción de IL-6, TNF-α 

e IL-10 en el cartílago osteoartrítico (Attur y cols., 1997).  En nuestro modelo in 

vitro de condrocitos humanos osteoartríticos, la IL-1β produjo el aumento de los 

niveles de IL-6, tras 24 horas y 5 días de incubación, como puede observarse en la 

figura 39A, mientras que el MA disminuyó significativamente la producción de IL-6 

a ambos tiempos en presencia de esta citocina. La figura 39B muestra que los 

niveles de TNF-α inducidos por IL-1β se redujeron tras 24 horas de incubación 

combinada con IL-1β y MA. En el caso de la citocina antiinflamatoria IL-10, su 

producción en células estimuladas con IL-1β aumentó significativamente con el 

tratamiento con el MA, a ambos tiempos, en comparación con las células 

estimuladas únicamente con IL-1β (figura 39C).  

Los resultados en la expresión de ARNm mostraron un efecto paralelo al 

obtenido con los niveles de proteína. Se observó una reducción de la expresión de 

IL-6 y TNF-α, mientras que la expresión de ARNm de IL-10 aumentó 
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significativamente tras el tratamiento con el MA en condrocitos estimulados con 

IL-1β (figura 39D, E, F). 

 

 

 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39. Efectos del MA sobre los niveles de proteína de IL-6 (A), TNFα (B) e IL-10 (C) y 
sobre la expresión de ARNm en condrocitos (D-F). A-C. Los niveles de proteína medidos por 
ELISA se expresan en pg/mg de proteína en células incubadas durante 24 horas y 5 días en 
presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. D-F. La expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo 
real tras 24 horas de incubación y los resultados indican la expresión relativa con respecto a las 
células no estimuladas. Resultados expresados como media ± S.E.M. de cultivos independientes 
procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 
respecto a las células estimuladas con IL-1β; ## P< 0,01 respecto a las células tratadas durante 24 
horas.  
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3.5. Efecto del MA sobre la expresión de ARNm de α- y β quimiocinas 

En la OA se produce un incremento en la producción de quimiocinas en 

condrocitos bajo la influencia de citocinas inflamatorias como la IL-1β. Este 

incremento se ha relacionado con un aumento en la secreción de MMPs y la 

disminución de los niveles de proteoglicanos (Alaaeddine y cols., 2001).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 40. Efectos del MA sobre la expresión de ARNm de quimiocinas en condrocitos. La 
expresión relativa de ARNm se determinó por PCR a tiempo real tras 24 horas en presencia o 
ausencia de IL-1β y/o MA. Los resultados indican la expresión relativa respecto a las células no 
estimuladas. Resultados expresados como media ± S.E.M. de cultivos independientes procedentes 
de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; **P < 0,01 respecto a las células 
estimuladas con IL-1β.  
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La figura 40 muestra el efecto del MA sobre la expresión de ARNm de las 

quimiocinas en condrocitos osteoartríticos. La adición de IL-1β a los cultivos 

celulares provocó un aumento de la expresión de ARNm de todas las quimiocinas 

ensayadas tras 24 horas de incubación. Sin embargo, si el estímulo con IL-1β se 

realizó en presencia de MA, se produjo una reducción significativa en la expresión 

de estas quimiocinas respecto a las células estimuladas únicamente con la IL-1β.  

 

3.6. Efecto del MA sobre la producción de PGE2 y la expresión de ARNm de 

COX-2 y mPGES-1 

La PGE2 está implicada en los procesos patológicos de la OA y sus efectos 

sobre el cartílago articular están bien establecidos. Su presencia se ha relacionado 

con una disminución en la producción de colágeno II y un aumento de MMPs, así 

como con un incremento en la expresión de diferentes mediadores inflamatorios 

(Martel-Pelletier y cols., 2003).  

La síntesis de PGE2 se induce por la estimulación celular con citocinas, como 

la IL-1β. Así, cuando estimulamos con esta citocina los cultivos de condrocitos, 

durante 24 horas o 5 días, se observa un aumento significativo en la producción de 

PGE2, como se muestra en la figura 41A. Este efecto se revirtió, a ambos tiempos de 

incubación, al tratar las células con MA en presencia del estímulo inflamatorio 

respecto a las células estimuladas únicamente con IL-1β. 

Para determinar si los efectos del MA sobre la producción de PGE2 eran 

consecuencia de una reducción en la expresión de COX-2 o mPGES-1, se midieron 

por PCR a tiempo real los niveles de ARNm de estas enzimas. Tal y como se 

muestra en la figura 41B y 41C, a las 24 horas del estímulo con IL-1β, se produjo un 

aumento importante en la expresión de las dos enzimas. El tratamiento con MA 

redujo significativamente el efecto  producido por la IL-1β, lo que puede explicar 

los efectos inhibitorios del MA sobre la producción de PGE2. 
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Figura 41. Efectos del MA sobre la producción de PGE2 y la expresión de COX-2 y mPGES-1 en 
condrocitos. A. Los niveles de PGE2, medidos por RIA, se expresan como ng/mg de proteína en 
células incubadas durante 24 horas y 5 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. B, C. La 
expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real en condrocitos tras 24 horas y los 
resultados indican la expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados 
expresados como media ± S.E.M. de cultivos independientes procedentes de 6 (PGE2) o 4 (ARNm) 
pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las 
células estimuladas con IL-1β; ## P< 0,01 respecto a las células tratadas durante 24 horas.  

 

3.7. Efecto del MA sobre la producción de NO y la expresión de ARNm de iNOS 

Se ha descrito que la IL-1β produce un aumento en la producción de NO,  

(Amin y Abramson, 1998). Así, en nuestro trabajo, el estímulo de los condrocitos 

durante 24 horas y 5 días con la citocina IL-1β aumentó la producción de NO, 

medido como nitrito, tal y como se observa en la figura 42A. La presencia de MA en 

cultivos estimulados con la citocina proinflamatoria redujo considerablemente los 

niveles de nitrito a los dos tiempos ensayados.  
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Con el fin de determinar si la disminución de NO producida por el 

tratamiento con MA se debía a una menor expresión de la iNOS, se  midió su 

expresión por PCR a tiempo real en cultivos de condrocitos estimulados con IL-1β 

y/o MA durante 24 horas. La figura 42B muestra que el estímulo con IL-1β produce 

un aumento en la expresión relativa del ARNm de iNOS en las células, mientras que 

en presencia de la citocina y el MA, los condrocitos mantienen unos niveles de 

expresión de enzima cercanos al basal. 

 

 

                                                                          

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Efectos del MA sobre la producción de nitrito y la expresión de iNOS en 
condrocitos. A. Los niveles de nitrito se expresan como ng/mg de proteína en células incubadas 
durante 24 horas y 5 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. B. La expresión de ARNm se 
determinó por PCR a tiempo real tras 24 horas y los resultados indican la expresión relativa 
respecto a las células no estimuladas. Resultados expresados como media ± S.E.M. de cultivos 
independientes procedentes de 6 (NO) o 4 (ARNm) pacientes. ++P < 0,01; +P < 0,05  respecto a las 
células no estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  

 

 

3.8. Efecto del MA sobre la activación de NF-κB 

La inducción de mediadores inflamatorios por IL-1β se asocia con la 

activación del factor NF-κB (Barnes y Karin, 1997). Por ello y con el fin de conocer 

el mecanismo implicado en los efectos del MA sobre los mediadores inflamatorios 

y catabólicos, se estudió la posible regulación de estos por este factor de 

transcripción nuclear.  
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El estímulo con IL-1β indujo rápidamente la translocación de NF-κB al 

núcleo y su unión al ADN para activar la transcripción génica, mientras que la 

presencia de MA en las células estimuladas con IL-1β disminuyó de forma 

significativa esta  unión en comparación con las células tratadas exclusivamente 

con la citocina proinflamatoria (figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Efectos del MA sobre la activación del factor NF-κB en condrocitos. La unión del  
factor NF-κB al ADN, medida por ELISA en las fracciones nucleares, se expresa como UA/mg de 
proteína en células incubadas durante 1 hora en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. Resultados 
expresados como media ± S.E.M. de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. +P < 0,05 
respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β. UA: 
UnidadeslArbitrarias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Efectos del MA de ASCs sobre la senescencia 
inducida por estrés en condrocitos humanos 
osteoartríticos 
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La senescencia de los condrocitos osteoartríticos contribuye a aumentar la 

incidencia de la OA junto a otros factores conocidos que median la patogénesis de 

esta enfermedad como la edad avanzada, las citocinas y el estrés oxidativo (Martin 

y Buckwalter, 2003). En condrocitos osteoartríticos se ha descrito la presencia de 

signos de senescencia como es la expresión de SA-β-Gal o la disminución de la 

producción de componentes de la matriz extracelular (Martin y Buckwalter, 2001; 

Price y cols., 2002). La SIPS puede ser inducida por múltiples tipos de estrés, como 

el estrés oxidativo o las citocinas inflamatorias (Ben-Porath y Weinberg, 2005). En 

particular, citocinas como la IL-1β podrían contribuir a un desequilibrio entre los 

mecanismos anabólicos y degradativos que podría resultar en la aparición de SIPS 

en los condrocitos articulares (Anderson y Loeser, 2010).  

En esta serie de ensayos se estudió la capacidad del MA de las ASCs para 

regular la aparición de SIPS en cultivos de condrocitos humanos osteoartríticos, en 

los que se empleó la citocina IL-1β como estímulo para la inducción de la 

senescencia. El tratamiento con el MA y el estímulo con la citocina se realizaron a 

tres tiempos de incubación diferentes: 24 horas, 3 días y 7 días. En este último, se 

realizó un re-estímulo con IL-1β a las 72 horas, en el que además se renovaba el 

medio de cultivo en las células control y el MA en las células tratadas. Debido a la 

ausencia de un marcador único para determinar el estado senescente en las 

células, se evaluaron diferentes marcadores de senescencia en los condrocitos: SA-

β-Gal, acumulación de focos de γH2AX, distribución celular de las fibras de F-actina 

y la expresión de p53, p16, p21 y caveolina-1. 

 

4.1. Efecto del MA sobre la SA-β-Gal 

La actividad SA-β-Gal se considera un marcador de senescencia, ya que es 

característica de las células en este estado (Dimri y cols., 1995). En nuestro trabajo, 

se determinó la SA-β-Gal en cultivos de condrocitos osteoartríticos incubados 

durante 24 horas y 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA.  

En la figura 44, el estímulo con IL-1β aumentó la actividad SA-β-Gal en 

comparación con las células sin tratar a los dos tiempos ensayados, siendo el efecto 

mayor a 7 días que a 24 horas. El tratamiento con el MA de las células estimuladas 
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con esta citocina tuvo un efecto protector, ya que el porcentaje de condrocitos SA-

β-Gal positivos disminuyó significativamente respecto a las células estimuladas 

únicamente con IL-1β a 24 horas y 7 días.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Estudio inmunocitoquímico de la SA-β-Gal en condrocitos. Las células se incubaron 
durante 24 horas y 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. A. Imágenes representativas de 
la tinción del marcador senescente SA-β-Gal. Aumento original x200. Barras: 200 μm. B. 
Porcentajes de células SA-β-Gal positivas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; **P < 
0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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4.2. Efecto del MA sobre la acumulación de focos de γH2AX 

Cuando se origina un daño en el ADN celular con roturas de la doble cadena, 

se produce la fosforilación de la histona H2AX en la Serina 139 (γH2AX). Esta 

fosforilación es rápida, abundante y se correlaciona con cada rotura, por lo que se 

considera un marcador que se puede utilizar para examinar el daño en el ADN y la 

posterior reparación de las lesiones (Sharma y cols., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Estudio inmunofluorescente de los focos de γH2AX en condrocitos. Las células se 
incubaron durante 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. A. Imágenes representativas de 
la tinción de γH2AX y DAPI. Aumento original x600. Barras: 50 μm. B. Porcentaje de células γH2AX  
positivas. C. Imágenes representativas de los focos de γH2AX en el núcleo celular. Aumento original 
x600. Barras: 5 μm. D. Número de focos de γH2AX por célula. Resultados expresados como media ± 
σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no 
estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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El efecto del MA sobre el daño producido en el ADN se estudió realizando un 

análisis de inmunofluorescencia, que nos permitió detectar y cuantificar los focos 

de γH2AX presentes en los núcleos celulares. Como se observa en la figura 45A-B, 

se produjo un incremento en el porcentaje de células que presentaban fosforilación 

de la histona H2AX en condrocitos estimulados con IL-1β respecto a los no 

estimulados. El tratamiento con el MA de los cultivos estimulados con la citocina 

disminuyó significativamente este porcentaje.  

Por otra parte, el análisis de los núcleos reveló que los condrocitos 

estimulados con IL-1β presentaban un mayor número de focos de γH2AX que las 

células control, mientras que el tratamiento con MA de las células estimuladas 

disminuía considerablemente el número de focos por núcleo (figura 45C-D).  

 
4.3. Efecto del MA sobre la distribución de F-actina 

Los cambios morfológicos son parámetros importantes en la senescencia 

celular. En las células senescentes aumenta el número de fibras de estrés de F-

actina y su longitud, lo que se relaciona con la forma alargada que presentan estas 

células y a su incapacidad de replicación (Wang y Gundersen, 1984). 

 

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Análisis inmunofluorescente de los filamentos de F-actina en condrocitos. Las 
células se incubaron durante 24 horas y 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. La tinción 
de las fibras de actina en las células se realizó con faloidina Alexa Fluor 488 (en verde). Los núcleos 
se tiñeron con DAPI (en azul). Imágenes representativas de la presencia de fibras de F-actina. 
Aumento original x600. Barras: 50 μm.  
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Con el fin de ampliar el estudio de la SIPS en condrocitos osteoartríticos, 

realizamos un análisis de inmunofluorescencia para detectar posibles cambios en 

la formación de  fibras de F-actina. Como puede observarse en la figura 46, el 

estímulo con IL-1β en los condrocitos osteoartríticos produjo un alargamiento de 

las células con un aumento en la cantidad y longitud de las fibras de actina, tras 3 

días de incubación. En contraste, las células tratadas de manera concomitante con 

MA e IL-1β, mantuvieron su morfología normal y mostraron una menor formación 

de fibras de estrés. 

 

4.4. Efecto del MA sobre el estrés oxidativo 

La peroxidación de lípidos puede desempeñar un papel importante en los 

procesos que conducen a la disfunción de los condrocitos y la degeneración del 

cartílago (Tiku y cols., 2000). De hecho, en condrocitos humanos, el estrés 

oxidativo puede conducir al daño en el ADN y a la senescencia celular (Brandl y 

cols., 2011). Además, se sabe que la producción de ROS tiene un papel muy 

importante en la activación de vías de señalización activadas por IL-1β en 

condrocitos humanos (Rousset y cols., 2015).  

El estrés oxidativo se considera un proceso clave en la inducción y el 

mantenimiento de la senescencia. Por ello, se estudiaron los efectos del MA en la 

modificación proteica producida por los ROS. La peroxidación lipídica, relacionada 

con el estrés oxidativo, genera productos como el 4-HNE que puede unirse a las 

proteínas formando aductos estables que son fácilmente cuantificables.  

Por todo ello, se estudió el posible efecto del tratamiento con el MA sobre la 

peroxidación lipídica, midiendo la cantidad de aductos de proteína 4-HNE. Como 

era de esperar, nuestros resultados indicaron que el estímulo con IL-1β durante 30 

minutos aumentó significativamente la generación de ROS, tal y como se aprecia en 

la figura 47, en la que se observa un aumento en la cantidad de aductos 4-HNE. Sin 

embargo, los niveles de este producto de la peroxidación lipídica disminuyeron 

significativamente, a los dos tiempos ensayados, en las células estimuladas con IL-

1β y tratadas con MA. 
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Figura 47. Efectos del MA sobre los niveles de aductos proteicos de HNE en condrocitos. Los 
niveles intracelulares de las proteínas modificadas-HNE, medidos por ELISA, en lisados celulares, se 
expresaron como μg de aductos de HNE/ mg de proteína en células incubadas durante 30 minutos  
y 24 horas en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. Resultados expresados como media ± σ de 
cultivos independientes procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no 
estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  

 

4.5. Efecto del MA sobre caveolina-1, p53, p21 y p16 

Con el fin de conocer los mecanismos protectores del MA frente a la 

senescencia celular inducida por IL-1β, se examinó si el MA afectaba a la expresión 

de mediadores asociados a la senescencia celular. Se  emplearon las  técnicas de 

ELISA y Western blot para determinar los niveles de proteína de caveolina-1, p53 y 

los inhibidores de CDKs, p16 y p21.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Efectos del MA sobre sobre la expresión proteína y de ARNm de caveolina-1 en 
condrocitos. A. Los niveles de proteína medidos por ELISA en células incubadas durante 24 horas 
y 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. B. La expresión de ARNm se determinó por PCR a 
tiempo real tras 24 horas de incubación y los resultados indican la expresión relativa respecto a las 
células no estimuladas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes 
procedentes de 4 pacientes. +P < 0,05; ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; 
**P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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La caveolina-1 es un mediador de SIPS, que puede ser inducida por estrés 

oxidativo y citocinas, como la IL-1β, en condrocitos articulares (Dai y cols., 2006). 

Como se muestra en la figura 48, el estímulo con IL-1β aumentó los niveles de 

caveolina-1 tanto en la proteína como en el ARNm. El  tratamiento con MA de las 

células estimuladas con IL-1β revirtió los niveles de proteína de caveolina-1 a los 

dos tiempos ensayados, especialmente a 7 días, así como la expresión del ARNm.  

En cuanto al estudio de p53, ni la expresión de proteína ni de ARNm sufrió 

modificaciones tras el estímulo con IL-1β o con el MA (figura 49). Sin embargo, la 

acetilación de este factor aumentó tras el estímulo con IL-1β durante 24 horas. El 

tratamiento con MA revirtió este efecto, disminuyendo significativamente los 

niveles de proteína acetilada inducidos por IL-1β. 

 

 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Efectos del MA sobre la expresión de ARNm y la acetilación de p53 en condrocitos. 
Las células en cultivo primario se incubaron durante 24 horas en presencia o ausencia de IL-1β y/o 
MA. A. La expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real y los resultados indican la 
expresión relativa respecto a las células no estimuladas. B. La expresión de p53 acetilado y total en 
lisados celulares se analizó por Western-Blot. La expresión relativa de las bandas de proteína 
acetilada y total se calculó tras un análisis densitométrico. Resultados expresados como media ± σ 
de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no 
estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β. 
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La activación de p53 está relacionada con la inducción de la expresión de 

p21 (Rufini y cols., 2013). Por eso estudiamos el nivel de proteína y la expresión de 

ARNm de p21 en condrocitos estimulados en presencia o ausencia de IL-1β y/o 

MA. En este caso, se observó un aumento significativo de la proteína p21 tras 7 

días de incubación con IL-1β (figura 50A), mientras que el tratamiento con el MA 

redujo los niveles de la proteína p21 a este tiempo. Además, se produjo una 

disminución significativa de los niveles de ARNm en las células tratadas con MA en 

presencia de IL-1β (figura 50C). 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Efectos del MA sobre la expresión de ARNm y proteína de p21 y p16 en 
condrocitos. A, B. La determinación de los niveles de proteína se realizó por ELISA en células 
incubadas durante 24 horas y 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. C, D. La expresión de 
ARNm se determinó por PCR a tiempo real tras 24 horas de incubación y los resultados indican la 
expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados expresados como media ± σ de 
cultivos independientes procedentes de 6 pacientes. +P < 0,05 respecto a las células no estimuladas; 
*P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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En relación al factor p16, no se produjeron cambios importantes en los 

niveles de  proteína y ARNm tras el estímulo con IL-��, tanto en presencia como en 

ausencia de MA (figura 50B, D). 

 

4.6. Efecto del MA sobre la producción de Sirt1  

Para comprender mejor cómo regula el MA la SIPS en condrocitos 

osteoartríticos, se estudió también la contribución de Sirt1 en la aparición de 

senescencia celular. El factor Sirt1 es necesario para mantener la homeostasis del 

cartílago y su expresión está reducida en células senescentes (Ota y cols., 2007). En 

la figura 51A se muestra que el estímulo con IL-��� ����	
�� �� ������ �������

significativamente la expresión de la proteína Sirt1 a día 1, mientras que el 

tratamiento con MA e IL-�������	
���� producción con resultados significativos. 

Además, en las células tratadas con MA aumentó la expresión de ARNm de Sirt1 

frente a las células control y también aumentó en las células tratadas con MA e IL-

�� frente a las células estimuladas únicamente con la citocina (figura 51B).  

                                                                                                          

 

 

Figura 51. Efectos del MA sobre la expresión de proteína y ARNm de Sirt1 en condrocitos. A. 
Los niveles de proteína, medidos por ELISA en lisados celulares, se expresan en pg/mg de proteína 

en células incubadas durante 24 horas y 7 días en presencia o ausencia de IL-��� y/o MA. B. La 
expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real tras 24 horas de incubación y los 

resultados indican la expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados 

������������������������� de cultivos independientes procedentes de 6 pacientes. +P < 0,05; ++P < 

0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05;  *P < 0,01 respecto a las células estimuladas 

con IL-���� 

 

Para estudiar la posible implicación de Sirt1 en el daño producido en el ADN 

tras el estímulo con IL-��, se silenció el gen SIRT1 usando un siARN específico 

(siSirt1), y se realizó un análisis inmunofluorescente para determinar la cantidad 

de focos de ������� 
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Figura 52. Estudio del porcentaje de condrocitos γH2AX positivos. Las células en cultivo 
primario se incubaron durante 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. A. Imágenes 
representativas mostrando la tinción de γH2AX y DAPI. Aumento original x600. Barras: 50 μm. B. 
Porcentaje de células γH2AX positivas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 
0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β; #P< 0,05 respecto a las células tratadas IL-1β+MA.  

 

Como se observa en la figura 52, en condrocitos estimulados con IL-1β 

aumentó el porcentaje de células que presentaban fosforilación de la histona 

H2AX, en comparación con los no estimulados. Este efecto se revirtió en células 

estimuladas con la citocina y tratadas con MA, así como en las células estimuladas 

con la citocina, tratadas con MA y transfectadas con ARNsi control (siCont). Sin 

embargo, el porcentaje de células positivas no se modificó respecto a las células 

transfectadas con siSirt1, estimuladas con IL-1β y  tratadas con MA. 
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Figura 53. Estudio del número de focos γH2AX por núcleo celular en condrocitos. Las células 
en cultivo primario se incubaron durante 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o MA. A. 
Imágenes representativas de los focos de γH2AX en el núcleo celular. Aumento original x600. 
Barras: 5 μm. B. Número de focos de γH2AX por célula. Resultados expresados como media ± σ de 
cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no 
estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células estimuladas con IL-1β; ##P< 0,01 respecto a las células 
tratadas IL-1β+MA.  

 

El análisis de los núcleos reveló que los condrocitos estimulados con IL-1β 

presentaban un mayor número de focos de γH2AX que las células control, mientras 

el tratamiento con MA de las células estimuladas disminuía considerablemente el 

número de focos por núcleo. Esta disminución se mantenía si las células tratadas se 

transfectaban con siCont, pero no se modificaba si se transfectaban con siSirt1 

(figura 53).  
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4.7. Efecto del MA sobre la activación de MAPKs 

Posteriormente, se estudió la activación de proteínas de señalización 

implicadas en la vía de respuesta al estrés oxidativo. La activación de las MAPKs 

producida por la IL-��� ����	� �
� �	���� �����	
��� �
� ���� ��������� 	
	������� ��

catabólicos del cartílago (Fan y cols., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54. Efectos del MA sobre la fosforilación de MAPKs en condrocitos. La expresión de 

ERK1/2 (A), p38 (B), y JNK (C) fosforiladas y totales en lisados celulares se analizó por Western-

Blot. Las células se incubaron durante 15 minutos en presencia o ausencia de IL-�� y/o MA. La 
expresión relativa de las bandas de proteína fosforilada y total se calculó tras un análisis 

densitométrico. Resultados expresados como media ± � de cultivos independientes procedentes de 

4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; **P<0,01 respecto a las células 

estimuladas con IL-���� 
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La posible modificación de esta vía por el tratamiento con el MA se analizó 

empleando la técnica de Western Blot. En la figura 54 se muestra como la 

estimulación de los condrocitos con IL-1β produjo una rápida inducción de la 

fosforilación de ERK1/2, JNK1/2 y p38 a 15 minutos. El tratamiento con MA 

inhibió significativamente la fosforilación de las MAPKs en condrocitos 

estimulados con IL-1β.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

5. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la 
senescencia celular inducida por estrés en 
osteoblastos osteoartríticos  iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii       
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La secreción de proteínas de la matriz ósea por parte de los osteoblastos en 

pacientes con OA disminuye gradualmente conforme aumenta la edad. Esto 

conlleva una pérdida de masa ósea que se ha relacionado con un mayor número de  

osteoblastos senescentes y por lo tanto, un menor número de osteoblastos activos 

(Yudoh y cols., 2000).  

En esta serie de ensayos se ha estudiado el papel de los péptidos PTHrP (1-

37), PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139) sobre la SIPS en cultivos de osteoblastos 

humanos osteoartríticos. Para ello se utilizó la IL-1β, ya que en nuestro grupo de 

investigación se ha observado que esta citocina provoca una respuesta de estrés 

inflamatorio que conduce a la aparición de características senescentes en estas 

mismas células (Clérigues y cols., 2012). Una vez estimulados los cultivos, se 

determinaron diferentes marcadores de senescencia, como es la SA-β-Gal, la 

morfología de las fibras de F-actina, la presencia de focos de γH2AX o los factores  

p53, p21, p16 y caveolina-1. 

El tratamiento con los péptidos PTHrP y el estímulo con la citocina se 

realizaron a tres tiempos de incubación diferentes: 24 horas, 3 días y 7 días. En 

este último, se realizó un re-estímulo con IL-1β y los péptidos PTHrP a las 72 horas 

y además se renovó el medio de cultivo.  

 

5.1. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la viabilidad celular 

Mediante el método de MTT analizamos si el tratamiento de los cultivos de 

osteoblastos humanos osteoartríticos con la IL-1β o los péptidos PTHrP: PTHrP (1-

37), PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139), a la concentración de 100 nM, afectaban 

a la viabilidad celular. También se realizó el ensayo incubando las células con la 

combinación de la citocina con cada uno de los péptidos por separado. 

Como se observa en la figura 55, la viabilidad de las células en cultivo no 

disminuyó tras la estimulación con IL-1β. El tratamiento con los péptidos PTHrP o 

la combinación de los péptidos PTHrP y la IL-1β, tampoco produjeron 

modificaciones significativas respecto a las células en estado basal. 
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Figura 55. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la viabilidad celular en osteoblastos. Las 
células se incubaron durante 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP. Los 
resultados se expresan como porcentaje respecto a las células no estimuladas. Resultados 
expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 3 pacientes.  

 

5.2. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la SA-β-Gal 

Para el estudio del efecto de los péptidos PTHrP sobre la senescencia 

inducida por la citocina proinflamatoria IL-1β, se utilizó el biomarcador SA-β-Gal. 

Los cultivos de osteoblastos se incubaron durante 7 días con cada uno de los 

péptidos PTHrP: PTHrP (1-37), PTHrP (107-111) o PTHrP (107-139), en presencia 

o ausencia de IL-1β y, transcurrido este tiempo, se realizó la tinción de β-

galactosidasa. 

Como se muestra en la figura 56, el porcentaje de células que presentaban 

SA-β-Gal aumentó significativamente en osteoblastos que habían sido incubados 

con IL-1β respecto a los osteoblastos en estado basal. Sin embargo, en los cultivos 

estimulados con la citocina y tratados a su vez con uno de los péptidos PTHrP, se 

observó una disminución en el porcentaje de células positivas para SA-β-Gal, 

respecto a las células estimuladas con IL-1β. Esta disminución fue significativa 

únicamente en las células tratadas con los péptidos del extremo C-terminal de la 

PTHrP: PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139), pero no en las tratadas con el 

péptido de la zona N-terminal: PTHrP (1-37) 
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Figura 56. Estudio inmunocitoquímico de la actividad β-galactosidasa en osteoblastos. Las 
células se incubaron durante 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o los péptidos PTHrP. A. 
Imágenes representativas de la tinción del marcador senescente SA-β-Gal. Aumento original x200. 
Barras: 200 μm. B. Porcentajes de células SA-β-Gal positivas con respecto al número de células 
totales. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 
pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las 
células estimuladas con IL-1β.  
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5.3. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la acumulación de focos de γH2AX  

Con el fin de determinar el efecto de los péptidos PTHrP sobre el daño en el 

genoma, se examinó el efecto del tratamiento con estos péptidos durante dos 

tiempos de incubación, 24 horas (figura 57) y 7 días (figura 58), sobre la 

acumulación de focos de γH2AX en los núcleos de osteoblastos osteoartríticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 57. Estudio inmunofluorescente de los focos de γH2AX en osteoblastos incubados 
durante 24 horas. Las células se incubaron durante 24 horas en presencia o ausencia de IL-1β y/o 
los péptidos PTHrP. A. Imágenes representativas de los focos de γH2AX en el núcleo celular. 
Aumento original x600. Barras: 5 μm. B. Número de focos de γH2AX por célula. Resultados 
expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 
respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-
1β.  
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La cuantificación de los focos nucleares de γH2AX mostró un aumento 

significativo en el número de focos por núcleo tras el estímulo con IL-1β durante 

24 horas (figura 57B) y 7 días (figura 58B) respecto a las células basales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Estudio inmunofluorescente de los focos de γH2AX en osteoblastos incubados 
durante 7 días. Las células se incubaron durante 7 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o los 
péptidos PTHrP. A. Imágenes representativas de los focos de γH2AX en el núcleo celular. Aumento 
original x600. Barras: 5 μm. B. Número de focos de γH2AX por célula. Resultados expresados como 
media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células 
no estimuladas; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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El tratamiento de los cultivos con cada uno de los péptidos PTHrP por 

separado, no produjo ninguna variación en el número de focos de γH2AX por 

núcleo, manteniendo valores similares a los obtenidos por las células basales a los 

dos tiempos ensayados. Sin embargo, si se comparan los focos de γH2AX de los 

cultivos estimulados únicamente con IL-1β con los de los cultivos estimulados con 

esta citocina y tratados con cada uno de los péptidos por separado, sí que se 

producen diferencias. En el caso del tratamiento de las células, estimuladas con IL-

1β, con el péptido N-terminal: PTHrP (1-37), se observa una ligera disminución en 

la cantidad de focos de γH2AX, aunque esta variación no es significativa. Por otra 

parte, sí que se observó una disminución significativa en la cantidad de focos, tanto 

a 24 horas como a 7 días de incubación de las células estimuladas con IL-1β, con 

los péptidos C-terminales: PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139), respecto a las 

células estimuladas únicamente con esta citocina. 

 

5.4. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la expresión de ARNm de p53, p21, 

p16 y caveolina-1 

A continuación, para confirmar los efectos positivos del tratamiento con los 

péptidos PTHrP sobre el marcador de senescencia SA-β-Gal y en la acumulación de 

focos de γH2AX, se determinó, mediante PCR a tiempo real, la expresión génica de 

p53, p21, p16 y caveolina-1, considerados importantes marcadores de senescencia 

celular.  

La expresión génica de todos estos marcadores se vio significativamente 

aumentada tras el estímulo de los cultivos de osteoblastos osteoartríticos con IL-

1β, como se muestra en la figura 59. Como era de esperar, este efecto fue 

contrarrestado de manera significativa con el tratamiento con los péptidos C-

terminales de la PTHrP: PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139), en presencia de IL-

1β. Cabe destacar que en el caso de la expresión génica de la caveolina-1, tanto el 

tratamiento con los péptidos C-terminales como con el péptido N-terminal PTHrP 

(1-37) redujeron significativamente la expresión de ARNm en presencia de IL-1β. 
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Figura 59. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la expresión de ARNm de p53 (A), p21 (B), 
p16 (C) y caveolina-1 (D) en osteoblastos. La expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo 

real tras 24 horas de incubación y los resultados se indican la expresión relativa respecto a las 
células no estimuladas. Resultados expresados como media ± � de cultivos independientes 

procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 

respecto a las células estimuladas con IL-���� 

 

5.5. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la producción de citocinas 

La producción de citocinas pro-inflamatorias está implicada en la OA y en la 

senescencia celular (Goldring y Goldring, 2010; Kapoor y cols., 2011). Se evaluaron 

mediante ELISA los efectos del tratamiento con los péptidos PTHrP sobre la 

producción de las citocinas pro-inflamatorias TNF-�� �� 	
-6 en sobrenadantes 

celulares de cultivos de osteoblastos OA incubados a diferentes tiempos.  
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La producción de IL-6 aumentó significativamente tras el estímulo con IL-

1β en los cultivos de osteoblastos osteoartríticos a los tres tiempos ensayados, 1, 3 

y 7 días, alcanzando niveles máximos a los días 3 y 7 (figura 60). Tanto PTHrP 

(107-111) como PTHrP (107-139) redujeron significativamente los niveles de IL-6  

a los 3 días de incubación en células estimuladas con IL-1β, mientras que el 

péptido PTHrP (1-37) parece no ser efectivo en este caso. 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

  

 

 

 

 

 

Figura 60. Efectos de los péptidos derivados PTHrP sobre los niveles de proteína de IL-6 en 
osteoblastos. Los niveles de proteína, medidos por ELISA, se expresan en ng/mg de proteína en 
células incubadas durante 1 (A), 3 (B) y 7 días (C) en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los 
péptidos PTHrP. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 
6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células 
estimuladas con IL-1β.      

 

La IL-1β indujo además la liberación de TNF-α tras 24 horas de estímulo, 

aunque los niveles de esta citocina se redujeron a 3 y 7 días de incubación. Solo el 

A B 

C 



                                                                                                                          Resultados 

177 

T
N

F
- �

(p
g

/
m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a

)

-
-
-
-

+
-
-
-

-
+
-
-

+
+
-
-

-
-
+
-

+
-
+
-

-
-
-
+

+
-
-
+

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

IL -1�

1  d ía

P T H r P (1 -3 7 )

P T H r P (1 0 7 -1 1 1 )

P T H r P (1 0 7 -1 3 9 )

+ +

*
T

N
F

- �
(p

g
/m

g
 d

e
 p

ro
te

ín
a

)

-
-
-
-

+
-
-
-

-
+
-
-

+
+
-
-

-
-
+
-

+
-
+
-

-
-
-
+

+
-
-
+

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

IL -1 �

7  d ía s

P T H r P  ( 1 -3 7 )

P T H r P  ( 1 0 7 -1 1 1 )

P T H r P  ( 1 0 7 -1 3 9 )

tratamiento con PTHrP (107-139) provocó una disminución significativa de TNF-α 

en células estimuladas con IL-1β a los días 1 y 3 (figura 61).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Efectos de los péptidos derivados PTHrP sobre los niveles de proteína de TNFα en 
osteoblastos. Los niveles de proteína, medidos por ELISA, se expresan en pg/mg de proteína en 
células incubadas durante 1 (A), 3 (B) y 7 días (C) en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los 
péptidos PTHrP. Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 
6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05 respecto a las células 
estimuladas con IL-1β.  
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Muchos de los efectos de las citocinas proinflamatorias en osteoblastos 

están mediados por el aumento de la producción de los prostanoides, 
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figura 62 se observa que la incubación de los osteoblastos OA con IL-1β produjo un 

aumento en la producción de este prostanoide a 24 horas, con un aumento mayor a 

3 y 7 días. Sin embargo, la producción de PGE2 inducida por IL-1β se redujo 

significativamente por el tratamiento con PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139) a 3 

y 7 días. En contraste, el péptido PTHrP (1-37) no afectó a los niveles de PGE2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 62. Efectos de los péptidos derivados PTHrP sobre los niveles de PGE2 en osteoblastos. 
Los niveles de PGE2, medidos por RIA, se expresan en pg/mg de proteína en células incubadas 
durante 1 (A), 3 (B) y 7 días (C) en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP. 
Resultados expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P 
< 0.0 respecto a las células no estimuladas; *P < 0.05; **P < 0.01 respecto a las células estimuladas 
con IL-1β.  

 

Posteriormente, se realizó un estudio inmunocitoquímico para determinar 

los niveles de expresión de la principal enzima productora de PGE2, la COX-2, en el 

cultivo de osteoblastos osteoartríticos a los 3 días de estímulo.  
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Figura 63. Análisis inmunocitoquímico de la expresión de COX-2 en osteoblastos. Las células 
se incubaron durante 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP.  A. 
Imágenes representativas de la tinción COX-2. Aumento original x600. Barras: 200 μm.  B. 
Porcentajes de células COX-2 positivas. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0.01 respecto a las células no estimuladas; **P < 
0.01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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Como se observa en la figura 63, el estímulo con IL-1β provocó un aumento 

significativo del porcentaje de células que expresaban esta enzima, mientras que 

los péptidos PTHrP (107-111) y PTHrP (107-139) revirtieron este efecto. 

Además, el estudio por PCR de la expresión de ARNm de COX-2 mostró 

efectos similares (figura 64). El estímulo con IL-1β produjo un aumento en la 

expresión de COX-2, que fue únicamente revertido con el tratamiento de PTHrP 

(107-111) y PTHrP (107-139) en presencia de esta citocina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 64. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la expresión de ARNm de COX-2 en 
osteoblastos. La expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real en células incubadas 
durante 24 horas en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP y los resultados 
indican la expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados expresados como 
media ± σ de cultivos independientes procedentes de 6 pacientes. ++P < 0,01 respecto a las células 
no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  

 

5.7. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la distribución de F-actina 

Posteriormente se estudiaron los efectos de los péptidos PTHrP en los 

cambios morfológicos de la organización del citoesqueleto en osteoblastos OA. La 

polimerización de las fibras de actina es una respuesta a estrés, y también 

promueve la adhesión y función osteoblástica (El-Amin y cols., 2003).  

El análisis inmunofluorescente mostró que los osteoblastos formaban fibras 

finas de actina, mientras que en los cultivos celulares incubados en presencia de 

IL-1β durante 3 días se produjo un aumento en los filamentos de la actina 

polimerizada (figura 65). En las células tratadas con PTHrP (107-111) y PTHrP 
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(107-139) se formaron largos filamentos de actina, y en menor medida con PTHrP 

(1-37), tanto en presencia como en ausencia de IL-1β. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 65. Análisis inmunofluorescente de F-actina en osteoblastos. Las células se incubaron 
durante 3 días en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP. La tinción de las fibras 
de actina en las células se realizó con faloidina Alexa Fluor 488 (en verde). Los núcleos se tiñeron 
con DAPI (en azul). Imágenes representativas de la presencia de fibras de F-actina. Aumento 
original x600. Barras: 50 μm.  

 

5.8. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la mineralización ósea 

En estudios previos hemos observado que los péptidos PTHrP tienen la 

capacidad de aumentar la mineralización ósea (Esbrit y Alcaraz, 2013). El estudio 

de la formación de una matriz de mineralización ósea nos informa de la capacidad 

de formación de hueso por los osteoblastos. Con el fin de conocer el 

comportamiento de estos péptidos sobre la capacidad de sintetizar matriz ósea en 

los cultivos de osteoblastos osteoartríticos empleados en nuestros ensayos, se 

realizó una tinción de rojo alizarina para evaluar los depósitos ricos en calcio. 

Como se muestra en la figura 66, el estímulo de las células con IL-1β 

produjo un débil incremento de la mineralización comparado con las células no 

estimuladas. Las células estimuladas con IL-1β y tratadas con cada uno de los 

péptidos estudiados aumentaron la mineralización de la matriz extracelular de 

manera significativa en todos los casos, especialmente PTHrP (107-139). Este 
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péptido produjo un aumento en la mineralización de la matriz extracelular en 

ausencia de estímulo pro-inflamatorio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 66. Efecto del tratamiento con los péptidos PTHrP sobre la mineralización en 
osteoblastos. Las células se incubaron con los péptidos durante 14 días en presencia o ausencia de 
IL-1β y/o de los péptidos PTHrP. A. Imágenes representativas mostrando la tinción celular con rojo 
alizarina. Aumento original 40x. B. Cuantificación de la tinción con rojo alizarina. Resultados 
expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 3 pacientes. ++P < 0.01 
respecto a las células no estimuladas; **P < 0.01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  

 

5.9. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la expresión de ARNm de MMP-1 y 

MMP-3 

     Con el fin de determinar si MMP-1 y MMP-3, enzimas implicadas en la 

degradación de la matriz extracelular en la OA, sufrían modificaciones tras el 

tratamiento con los péptidos PTHrP, se evaluó la expresión de ARNm por PCR a 
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tiempo real. Se observó un potente aumento en la expresión génica de ambas 

MMPs al estimular las células con IL-1β (figura 67). El tratamiento con cada uno de 

los péptidos ensayados dio lugar a una significativa reducción de dichas MMPs en 

células estimuladas con la citocina IL-1β. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 67. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la expresión de ARNm de MMP-1 (A) y MMP-3 
(B) en osteoblastos. La expresión de ARNm se determinó por PCR a tiempo real en células 
incubadas durante 24 horas en presencia o ausencia de IL-1β y/o de los péptidos PTHrP y los 
resultados indican la expresión relativa respecto a las células no estimuladas. Resultados 
expresados como media ± σ de cultivos independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01 
respecto a las células no estimuladas; *P < 0,05; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-
1β.  

 

5.10. Efecto de los péptidos PTHrP sobre la activación de NF-κB y AP-1 

El factor de transcripción NF-κB es un factor clave en la regulación de la 

expresión de mediadores de inflamación y senescencia (Barnes y Karin, 1997; 

Muñoz-Espín y Serrano, 2014). Se estudió la activación de los factores de 

transcripción implicados en la expresión de genes proinflamatorios y senescentes, 

NF-κB y AP-1. Como se muestra en la figura 68, la adición de IL-1β aumentó la 

unión del NF-κB al ADN en los cultivos de osteoblastos tras 24 horas de estímulo, 

efecto que fue revertido en el caso de los péptidos C-terminales, PTHrP (107-111) 

y PTHrP (107-139).  

Por otra parte, se ha descrito que el factor AP-1 se activa en presencia de la 

citocina IL-1β (Schmucker y cols., 2012). En nuestro estudio, la unión AP-1-ADN 

aumentó en presencia de la citocina IL-1β, mientras que el tratamiento con el 
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péptido PTHrP (107-111) condujo a una reducción significativa de esta activación 

en células estimuladas con la citocina proinflamatoria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 68. Efecto del tratamiento con péptidos derivados PTHrP sobre la activación de NF-κB 
(A) y AP-1 (B) en osteoblastos. La unión de NF-κB y AP-1 al ADN, medido por ELISA en extractos 
nucleares, se expresa en UA/mg de proteína en células incubadas durante 24 horas en presencia o 
ausencia de IL-1β y/o los péptidos PTHrP. Resultados expresados como media ± σ de cultivos 
independientes procedentes de 4 pacientes. ++P < 0,01  respecto a las células no estimuladas; *P < 
0,05; **P < 0,01 respecto a las células estimuladas con IL-1β.  
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1. Estudio de la composición del MA procedente de las ASCs 

Las MSCs se consideran una terapia prometedora para el tratamiento de 

una gran variedad de patologías, incluyendo enfermedades cardiovasculares, 

degenerativas y autoinmunes (Salem y cols., 2010). El potencial terapéutico de las 

MSCs está asociado a sus propiedades como la capacidad de diferenciación 

multipotencial, los efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios, y la secreción 

de moléculas con actividad paracrina. La mayoría de los estudios apoyan la teoría 

de que la diferenciación multipotencial de estas células contribuye mínimamente a 

los efectos beneficiosos que se les atribuyen, mientras que la actividad paracrina  

puede desempeñar un papel más relevante tanto en la reparación tisular como en 

el control de proceso inflamatorios e inmunitarios (Lavoie y Rosu-Myles, 2013). 

Los datos publicados sobre la composición proteica del secretoma de las 

MSCs indican que es muy variable y depende de numerosos factores, como el 

origen de las células, las condiciones de experimentación y los métodos de 

detección empleados (Kapur y Katz, 2013). Los efectos paracrinos de las MSCs 

podrían depender de la producción de diferentes tipos de mediadores como 

citocinas, PGE2 o una sinergia de diversos mediadores (Nemeth y cols., 2009; Wei y 

cols., 2009; Manferdini y cols., 2013). Como una primera aproximación para 

determinar la composición del MA procedente de las ASCs utilizado en nuestro 

trabajo, se ha empleado un array que detecta 60 proteínas, incluyendo factores de 

crecimiento, citocinas y quimiocinas.  Nuestros resultados indican la presencia en 

el MA del factor de crecimiento GM-CSF y de las citocinas IL-6 e IL-10, que se han 

descrito como mediadores de los efectos inmunomoduladores de las MSCs, 

confirmando los resultados obtenidos en trabajos anteriores sobre el secretoma de 

las ASCs (Ivanova-Todorova y cols., 2009; Soleymaninejadian y cols., 2012; Kapur y 

Katz, 2013). En el array del secretoma de las ASCs se observó también la presencia 

de diferentes quimiocinas: CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CCL7/MCP-3, CCL8/MCP-

2, CCL11/eotaxina, CCL15/MIP-1δ, CCL20/MIP-3α, CCL22/MDC, CXCL6/GCP-2 y 

CXCL7/NAP-2. Estos resultados están en concordancia con varios estudios del 

secretoma de MSCs, que hallaron niveles elevados de factores quimiotácticos 

relacionados con la capacidad de reparación tisular de estas células (Heo y cols., 

2011; Kapur y Katz, 2013). Por el contrario, el MA contiene EGF e IGFBP-1 y -2 en 
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cantidades menores al medio control y no se han detectado moléculas como IL-1Ra 

o TGFβ1, que se ha descrito que contribuyen en otros sistemas a las propiedades 

inmunomoduladoras de las MSCs (Kapur y Katz, 2013; Pers y cols., 2015). 

Además de factores solubles, el MA de las ASCs contiene vesículas 

extracelulares. Las células secretan pequeñas vesículas que, según su tamaño, 

origen y modo de liberación, se clasifican en exosomas, microvesículas y cuerpos 

apoptóticos. Estas vesículas contienen ARNm, micro-ARN,  ADN, proteínas y 

lípidos, que pueden transferirse a otras células modificando su metabolismo 

(Nawaz y cols., 2015). Numerosos estudios apoyan la hipótesis de que la liberación 

de estas vesículas puede ser una respuesta celular adaptativa universal de 

comunicación intercelular (György y cols., 2011). Dado que estas vesículas pueden 

ejercer acciones paracrinas, es posible que participen en los efectos del MA 

observados en el presente trabajo. 

Como una primera aproximación al estudio de las vesículas extracelulares 

producidas por las ASCs, hemos puesto a punto una técnica basada en el 

aislamiento secuencial de los tres tipos más importantes de vesículas, empleando 

la centrifugación diferencial y la filtración gravitacional. También se ha llevado a 

cabo la cuantificación de vesículas por el sistema qNANO. Estas vesículas son 

liberadas por todos los tipos celulares, aunque su composición varía en función de 

su origen (van der Pol y cols., 2012). Las ASCs empleadas en nuestro trabajo 

liberaron microvesículas y exosomas, y una mínima cantidad de cuerpos 

apoptóticos.  

En la caracterización de las microvesículas por citometría de flujo 

empleamos los marcadores anexina-V y CD63. La anexina-V se considera un 

marcador común de microvesículas, por lo que se utiliza independientemente de 

su origen. Sin embargo, se ha sugerido la presencia de microvesículas negativas 

para anexina-V (Connor y cols., 2010; Ismail y cols., 2013), lo que estaría en 

concordancia con nuestros resultados, que mostraban una gran mayoría de 

microvesículas anexina-V negativas (98,7%). Por otra parte, un porcentaje muy 

bajo de microvesículas expresaban el marcador CD63 (7,7%). Esto puede indicar la 

presencia de diferentes subtipos de microvesículas en la muestra, aunque no se 
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puede excluir la contaminación de la fracción de microvesículas con agregados de 

exosomas, ya que CD63 es un marcador típico de estas vesículas de menor tamaño.  

Dada la complejidad de la composición del MA de las ASCs, su estudio se 

está completando en la actualidad en nuestro grupo de investigación mediante 

técnicas como microscopía electrónica, transcriptómica y proteómica. 

 

2. Efectos del MA sobre el estrés oxidativo y la inflamación en 

monocitos humanos 

Como un ensayo previo a nuestro estudio de los efectos del MA en 

condrocitos articulares osteoartríticos, se han determinado los efectos del MA en 

monocitos y macrófagos humanos, células de fácil obtención y con un importante 

papel en la respuesta inflamatoria. Además, los monocitos están relacionados con 

la producción de mediadores inflamatorios y degradativos en el sinovio 

osteoartrítico (Bondeson y cols., 2006). La sinovitis que se produce durante la OA 

se caracteriza por hipertrofia e hiperplasia de la membrana sinovial y por la 

aparición de un infiltrado de células inflamatorias, principalmente monocitos, 

neutrófilos y linfocitos T, así como por un aumento en la angiogénesis (Haywood y 

cols., 2003). La estimulación de células mononucleares con LPS activa la cascada de 

señalización de TLR-4, dando lugar a la producción de estrés oxidativo y 

mediadores inflamatorios. A nivel del estrés oxidativo, se conoce que el LPS activa 

Nox4 y la generación de ROS (Park y cols., 2004a). También altera el potencial de 

membrana mitocondrial, lo que se considera un paso inicial en la producción de la 

muerte celular programada (Zamzami y cols., 1995), y se induce iNOS, 

determinando la producción de NO (Weinberg y cols., 1995). Se ha demostrado 

que las MSCs pueden disminuir el estrés oxidativo y la producción de NO en 

diferentes patologías (Lanza y cols., 2009; Tsubokawa y col., 2010; Chen y cols., 

2011; van Buul y cols., 2012), lo que está en concordancia con nuestros resultados,  

ya que el tratamiento de las células con el MA de las ASCs previno los efectos del 

LPS sobre la disfunción mitocondrial y la producción de ROS y NO. 

Los mediadores lipídicos, entre ellos la PGE2, ejercen un papel importante 

en el desarrollo de procesos inflamatorios. Niveles elevados de este prostanoide se 

han relacionado con la patogénesis de la OA (Amin y cols., 2000). LPS induce COX-2 
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en diferentes tipos celulares, incluyendo monocitos humanos, lo que determina la 

producción de PGE2 (Hempel y col.s, 1994). Nuestro estudio ha demostrado que el 

aumento de la producción de PGE2 inducida por LPS en monocitos humanos, es 

revertido por el tratamiento de las células con el MA. 

La producción de quimiocinas, como CCL2, es necesaria para el 

reclutamiento de monocitos durante la inflamación, y son los propios macrófagos 

tisulares la fuente predominante de esta quimiocina (Koch y cols., 1992). En 

nuestro ensayo, se ha estudiado la migración de los monocitos en respuesta a CCL2 

y se ha puesto de manifiesto que la presencia del MA disminuye la migración de los 

monocitos. El reclutamiento de las células mononucleares al foco inflamatorio se 

ha relacionado con el mantenimiento de la inflamación crónica (Deshmane y cols., 

2009). Por otro lado, las quimiocinas pueden participar en la activación de las 

células articulares y la producción de mediadores degradativos como las MMPs 

(García-Vicuña y cols, 2004).  

Cuando el monocito alcanza el tejido extravascular, se transforma en una 

célula fagocitaria de mayor tamaño, el macrófago. Nuestros resultados indican que 

el tratamiento con el MA puede regular el proceso de fagocitosis en  macrófagos 

estimulados con LPS. Estas células contribuyen a la fase de resolución de la 

inflamación aguda mediante la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos. No obstante, 

el exceso de activación de los macrófagos ayuda a perpetuar un estado de 

inflamación crónica y tiene un importante papel en los procesos inflamatorios 

articulares (Kennedy y cols., 2011).  

Por tanto, en esta parte inicial de nuestro trabajo se ha puesto de manifiesto 

que el MA de las ASCs reduce la producción de mediadores y modulan el desarrollo 

de procesos metabólicos que desempeñan un importante papel en la respuesta 

inflamatoria. 

 

3. Efectos del MA de ASCs sobre la respuesta inflamatoria en cultivos 

primarios de condrocitos humanos osteoartríticos 

Aunque no se conoce la etiología de la OA, se cree que la producción crónica 

de mediadores inflamatorios por los tejidos articulares contribuye a la 



                                                                                                                           Discusión 

191 

degradación tisular. Los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-1β y TNFα 

están elevados en la membrana sinovial inflamada de pacientes con OA, existiendo 

también un aumento en la expresión de sus receptores. Estas citocinas median la 

destrucción del cartílago mediante la inducción de genes inflamatorios y 

catabólicos y la inhibición de factores antiinflamatorios y anabólicos en los 

condrocitos (Frazer y cols., 1994; Fernandes y cols., 2003). Así, se conoce que IL-1β 

reduce la expresión de agrecano y colágeno tipo II en el cartílago  (Goldring y cols., 

1994b) y aumenta la síntesis de MMPs (Mengshol y cols., 2000; Tetlow y cols., 

2001), PGE2, citocinas, quimiocinas, ROS, y NO, entre otros muchos factores que 

favorecen la degradación de la matriz extracelular del cartílago (Amin y Abramson, 

1998; Attur y cols., 1998; Sellam y Berenbaum, 2010).  Hemos utilizado un modelo 

in vitro de cultivo primario de condrocitos osteoartríticos estimulados con  IL-1β 

para estudiar los efectos del MA de las ASCs. Nuestros resultados indican que el MA 

tiene un papel protector en nuestras condiciones de experimentación, ya que ha 

sido capaz de aumentar la expresión de colágeno II en condrocitos no estimulados 

y también de contrarrestar los efectos catabólicos de IL-1β. Este efecto es de 

interés puesto que las fibrillas de colágeno II son esenciales para el mantenimiento 

de la integridad  del cartílago articular. 

En el cartílago osteoartrítico existe una sobreexpresión de colagenasas 

como MMP-13, que representa la principal enzima catabólica para el colágeno II. 

MMP-13 inicia la desnaturalización de las fibrillas de esta proteína, contribuyendo 

en gran medida  a la lesión articular (Billinghurst y cols., 1997). En este estudio se 

ha demostrado que el MA disminuye la expresión de enzimas catabólicas como 

MMP-13 y en menor grado, de MMP-3, que media la degradación de varios 

componentes de la matriz extracelular tanto de forma directa, como indirecta al 

activar a otras proteasas (Murphy y cols., 1987). 

Las citocinas proinflamatorias activan a los condrocitos, provocando que 

sinteticen y liberen un amplio rango de mediadores inflamatorios. Nuestro estudio 

revela que el MA disminuye la producción de las citocinas proinflamatorias IL-6 y 

TNFα por los condrocitos, pero aumenta la citocina antiiflamatoria IL-10. Estos 

efectos del MA serían relevantes para la progresión de la OA, ya que las citocinas 

proinflamatorias contribuyen a la pérdida del fenotipo del condrocito y a la 
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degeneración del cartílago (Fernandes y cols., 2002). Además, el efecto del MA 

sobre la IL-10 puede tener consecuencias positivas en el metabolismo del cartílago, 

ya que esta citocina coopera con otros factores para inhibir la destrucción del 

cartílago en la OA (Zhang y cols., 2004). 

Los condrocitos pueden amplificar respuestas inflamatorias y catabólicas a 

través de la liberación de quimiocinas que promueven la inflamación, la 

angiogénesis sinovial (Ruth y cols., 2003; Pakozdi y cols., 2006), y la producción de 

mediadores catabólicos como MMPs en condrocitos osteoartríticos (Borzì y cols., 

2000; Yuan y cols., 2001). Nuestros resultados indican que el MA reduce la 

expresión inducida por IL-1β de varias quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CCL8, CCL19, CCL20, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 y CXCL8) relevantes en los 

procesos inflamatorios.  

Los condrocitos son la fuente principal de NO en el tejido articular 

osteoartrítico. La producción elevada de este mediador se relaciona con la 

degeneración articular (Studer y cols., 1999), al contribuir a la inhibición de la 

síntesis de la matriz extracelular, el aumento de la expresión de MMPs y a la 

activación de dichas enzimas (Lotz, 1999). Nuestros datos indican que el MA 

contrarresta el aumento en la producción de NO en condrocitos osteoartríticos 

estimulados con IL-1β. Este efecto sería consecuencia de la disminución de la 

expresión de iNOS y podría contribuir al papel protector del MA en condrocitos 

osteoartríticos. 

Además, el MA tiene un efecto inhibidor de la producción de PGE2. Este 

eicosanoide puede contribuir a la degradación del cartílago, promoviendo la 

producción de MMPs e inhibiendo la síntesis de inhibidores de estas enzimas 

(Hardy y cols., 2002; Martel-Pelletier y cols., 2003). La COX-2 y la mPGES-1 están 

acopladas funcionalmente y se inducen por la acción de IL-1β en condrocitos 

osteoartríticos, lo que conduce a un aumento en la síntesis de PGE2 (Kojima y cols., 

2004). Nuestro estudio ha demostrado que el efecto del MA sobre la producción de 

PGE2 dependería de la reducción de la expresión de COX-2 y mPGES-1. La 

reducción de este mediador inflamatorio podría ser relevante para el 

mantenimiento de la homeostasis del cartílago. 
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La activación de NF-κB juega un papel clave en la transcripción de iNOS, 

COX-2, MMPs, y diferentes citocinas y quimiocinas inflamatorias (Roman-Blas y 

Jimenez, 2006; Bondeson y cols., 2007). Para comprender el posible mecanismo 

por el que el MA reduce los niveles de estos mediadores, hemos estudiado los 

efectos del MA sobre la activación de NF-κB. Nuestros resultados apuntan a que los 

efectos inhibitorios del MA sobre la expresión de moléculas catabólicas y 

proinflamatorias podrían depender de su capacidad para reducir la activación de 

NF-κB en condrocitos osteoartríticos estimulados con IL-1β. 

 

4. Efectos del MA de las ASCs sobre la senescencia inducida por estrés 

en condrocitos osteoartríticos 

En el cartílago osteoartrítico aparecen  marcadores de senescencia y se cree 

que este proceso contribuye a la alteración de las respuestas reparadoras, con el 

resultado de una degeneración progresiva del cartílago (Martin y Buckwalter, 

2003). La senescencia celular se clasifica en senescencia replicativa intrínseca 

dependiente de telómero y senescencia extrínseca independiente de telómero, la 

cual se induce por muchos tipos de estrés, como el estrés oxidativo o las citocinas 

proinflamatorias (Anderson y Loeser, 2010). El acortamiento de los telómeros 

debido a la repetida división celular no explica la senescencia en células 

quiescentes como los condrocitos, que estaría más relacionada con la senescencia 

inducida por estrés (Li y cols., 2013).  En condrocitos, las citocinas 

proinflamatorias inducen una senescencia prematura o SIPS que contribuye a la 

alteración de la homeostasis en la articulación, disminuyendo la capacidad de las 

células de mantener y reparar los tejidos (Martin y Buckwalter, 2003; Anderson y 

Loeser, 2010).  

En este estudio hemos empleado condrocitos articulares en cultivo primario 

para determinar los efectos del MA en la senescencia prematura  inducida por IL-

1β. Nuestros resultados indican que el MA protege a los condrocitos de los cambios 

metabólicos y morfológicos relacionados con la senescencia, que son consecuencia 

del estrés inflamatorio. En los condrocitos osteoartríticos estimulados con  IL-1β 

se observan cambios morfológicos, con un agrandamiento de las células y una 

estructura aumentada de las fibras de actina. También aumenta la actividad  SA-β-
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gal y el marcador de acumulación de daño en el ADN, γH2AX. Todas estas 

características senescentes se revirtieron por el tratamiento con MA. 

Los efectos protectores del MA en la SIPS de los condrocitos osteoartríticos 

pueden depender, al menos en parte, de una disminución del estrés oxidativo. El 

estrés oxidativo podría inducir la disfunción telomérica en condrocitos, 

produciendo el envejecimiento del cartílago y el desarrollo de la OA a través de 

mecanismos que implican la aceleración de la senescencia (Yudoh y cols., 2005). 

Además, los ROS pueden potenciar los efectos nocivos de las fuerzas mecánicas y el 

envejecimiento del cartílago, lo que resulta en un estado proinflamatorio y en un 

desequilibrio de los factores catabólicos y anabólicos (Anderson y Loeser, 2010; 

Rousset y cols., 2015),  que conduce a la degradación del cartílago (Goldring, 

2000b; Mengshol y cols., 2000; Bau y cols., 2002), la  inhibición de la síntesis de 

moléculas de la matriz extracelular y la reducción de la viabilidad de los 

condrocitos (Lotz, 1999).  

Los resultados de este estudio sugieren que la modulación del estrés 

oxidativo por el MA puede estar implicada en los efectos sobre las MAPKs (Lo y 

cols., 1996). Así, en nuestro modelo de estrés inflamatorio por IL-1β, el MA redujo 

la activación de la enzima p38, que está implicada en el desarrollo de senescencia 

en diferentes tipos celulares (Tivey y cols., 2013) y en condrocitos OA estimulados 

con IL-1β (Dai y cols., 2006). Además, el MA redujo la fosforilación de ERK ½ y en 

menor grado de JNK ½, que también puede contribuir a la senescencia del 

condrocito (Ashraf y cols., 2016).  

La caveolina-1 es un mediador de senescencia celular inducida por estrés, 

tal como la senescencia inducida por estrés oxidativo e IL-1β en condrocitos 

articulares. Las regiones ricas en caveolina-1 de la membrana plasmática están 

asociadas a receptores y moléculas que participan en las vías degradativas, como la 

síntesis y activación de MMPs (Heathfield y cols., 2008). La sobreexpresión de 

caveolina-1 se relaciona con la senescencia celular en condrocitos, mientras que la 

reducción de los niveles de esta proteína podría modificar el fenotipo y revertir 

este efecto (Dai y cols., 2006). Nuestros datos indican que el MA contrarresta el 

aumento en la expresión de caveolina-1 inducida por IL-1β. La caveolina-1 podría 

estar implicada en los cambios morfológicos de las células senescentes a través de 
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la regulación de la formación de fibras de estrés (Cho y cols., 2004). Así, nuestros 

resultados sugieren que la reducción en la expresión de caveolina-1 tras el 

tratamiento con el MA puede interferir con la formación de fibras de estrés de 

actina y los cambios morfológicos senescentes en condrocitos OA estimulados con 

IL-1β.  

La sobreexpresión de caveolina-1 lleva al aumento de la vía p53/p21, la cual 

media la senescencia prematura inducida por estrés en condrocitos OA (Dai y cols., 

2006). Nuestros resultados indican que el MA redujo la activación de esta vía por 

IL-1β, con una disminución en la acetilación de p53 y en la expresión de p21. Los 

niveles de p21 aumentan en los condrocitos senescentes articulares y en presencia 

de estrés oxidativo crónico. De hecho, p21 representa un marcador de daño 

acumulado en el ADN y senescencia en condrocitos (Rousset y cols., 2015). 

Además, p16 puede estar implicado en los procesos de envejecimiento 

condrocítico en la OA (Zhou y cols., 2004). En nuestro estudio, los niveles de p21 

aumentaron con IL-1β, mientras que los niveles de p16 no se modificaron 

significativamente, lo que sugiere que la primera vía podría tener una contribución 

más relevante en la respuesta de estrés inducida por IL-1β en condrocitos 

osteoartríticos. 

La proteína Sirt1 es necesaria para mantener la homeostasis del cartílago. 

Así, la deficiencia en Sirt1 conduce a un aumento en la degeneración del cartílago 

con la edad (Gabay y cols., 2013). Para mejorar la supervivencia de los condrocitos, 

Sirt1 aumenta la expresión de genes específicos del cartílago y modula NF-κB para 

reprimir la síntesis de enzimas degradativas de la matriz extracelular inducidas 

por IL-1β (Matsushita y cols., 2013). De hecho, los condrocitos osteoartríticos, 

osteoblastos subcondrales y otras células senescentes, presentan niveles bajos de 

Sirt1 (Fujita y cols., 2011; Abed y cols., 2014).  

La inhibición de Sirt1 aumenta la acetilación de p53 e induce un fenotipo 

senescente prematuro en diferentes tipos celulares (Ota y cols., 2007). Por otro 

lado, Sirt-1 se une a p53 desacetilado, lo que impide la senescencia celular inducida 

por esta vía (Langley y cols., 2002). Además, Sirt1 regula el estrés oxidativo en 

diferentes tipos celulares y puede proteger frente a la senescencia prematura a 

través de p53, p21, FOXOs y moléculas implicadas en el daño del ADN y su 
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reparación (Hwang y cols., 2013). Sin embargo, la fosforilación de Sirt1 por JNK1/2 

puede ser un mecanismo protector contra los efectos del estrés oxidativo  en la 

viabilidad celular (Nasrin y cols., 2009), aunque este mecanismo puede no estar 

involucrado en los efectos del estrés oxidativo en condrocitos humanos 

osteoartríticos (Hong y cols., 2010). Por lo tanto, una reducción de Sirt1 inducida 

por el estrés oxidativo puede contribuir a la patogénesis de condiciones 

inflamatorias crónicas. Nuestros resultados indican que la IL-1β reduce los niveles 

de Sirt1 en condrocitos osteoartríticos y aumenta la acetilación de p53. El 

tratamiento con el MA revierte la reducción de Sirt1, lo que se traduce en una 

menor presencia de características senescentes en estas células. La participación 

de Sirt1 en el efecto del MA se confirmó utilizando un siRNA de Sirt1. 

La inflamación en la OA es un factor asociado con la progresión de la 

enfermedad, dolor y disfunción física. La carga mecánica excesiva de la articulación 

puede conducir a la senescencia inducida por estrés y aumentar la producción de 

mediadores proinflamatorios (Greene y Loeser, 2015). Así, la senescencia 

prematura en condrocitos hace que estas células no sean capaces de contrarrestar 

las agresiones que sufre el cartílago y que con el tiempo contribuirán a la iniciación 

y la progresión de la OA (Aigner y cols., 2004). Nuestro estudio sugiere que el MA 

puede tener potencial terapéutico en el tratamiento de las alteraciones 

degenerativas de las articulaciones ya que, además de la disminución de 

mediadores inflamatorios y catabólicos, el MA puede tener efectos protectores 

contrarrestando la senescencia prematura de condrocitos osteoartríticos inducida 

por estrés inflamatorio. 

 

5. Efectos de los péptidos PTHrP sobre la senescencia celular inducida 

por estrés en osteoblastos osteoartríticos 

Los cambios en el hueso subcondral contribuyen a la fisiopatología de la OA. 

Los osteoblastos subcondrales osteoartríticos presentan una elevada producción 

de citocinas proinflamatorias, factores proangiogénicos y MMPs (Henrotin y cols, 

2012). Las enzimas degradativas y las citocinas proinflamatorias están implicadas 

en los diferentes procesos catabólicos que conducen a la degeneración del 

cartílago y del hueso subcondral en la OA. Además, un aumento en la producción 
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de mediadores inflamatorios es parte del fenotipo secretor asociado a senescencia 

(Greene and Loeser, 2015). En nuestro estudio, al estimular los osteoblastos 

osteoartríticos con IL-1β aumentan los focos del γH2AX, un marcador de daño en 

el ADN inducido por la inflamación y del envejecimiento (Mah y cols., 2010). 

Nuestros resultados sugieren que el daño en el ADN producido por la IL-1β, puede 

inducir la senescencia en osteoblastos osteoartríticos, lo que provoca un aumento 

en la actividad SA-β-Gal y la expresión de otros marcadores. Los péptidos C-

terminales estudiados son capaces de reducir estas características senescentes, 

mientras que los efectos del péptido N-terminal son menos evidentes. Por tanto, la 

región C-terminal de PTHrP tendría un papel inhibidor sobre la senescencia de los 

osteoblastos. Este resultado concuerda con los datos obtenidos en otros estudios 

con ratones que presentan una deleción en la zona media y C-terminal del gen de la 

PTHrP (Miao y cols., 2008).  

El tratamiento de los osteoblastos con IL-1β activa los factores de 

transcripción clave implicados en la respuesta inflamatoria, NF-κB y AP-1. En 

particular, NF-κB se activa en la senescencia celular y produce un aumento de 

mediadores inflamatorios como TNFα e IL-6 (Matsusaka y cols., 1993). También 

incrementa la síntesis de PGE2 como resultado de la inducción de COX-2 (Crofford 

y cols., 1997; Newton y cols., 1997). Los péptidos C-terminales estudiados 

disminuyen la activación de este factor de transcripción y en el caso de PTHrP 

(107-139), también reduce AP-1. Como consecuencia, dichos péptidos tendrían 

efectos protectores frente a las alteraciones óseas producidas en los procesos 

inflamatorios crónicos. Además de la degradación del cartílago, las citocinas 

proinflamatorias promueven la proliferación y función de los osteoblastos (Lange 

y cols., 2010), así como el desarrollo de osteoclastos, lo que conduce a la resorción 

del hueso en condiciones patológicas (Nguyen y cols., 1991). El TNFα suprime el 

reclutamiento de osteoblastos por células progenitoras, inhibiendo la expresión de 

genes de la matriz proteica, y estimulando la expresión de genes que amplifican la 

osteoclastogénesis (Nanes, 2003). En osteoblastos osteoartríticos, los péptidos C-

terminales han reducido la producción de IL-6 y TNFα inducida por IL-1β. En 

condiciones basales no se han obtenido resultados significativos en nuestro 

sistema experimental, aunque previamente se ha descrito una activación 
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transitoria de NF-κB asociada a un aumento de IL-6 por los fragmentos N-  y C-

terminal (de Miguel y cols., 1999). 

La COX-2 está aumentada durante las respuestas inflamatorias y la 

senescencia celular, lo que lleva a la producción de altos niveles de PGE2. En 

particular, la COX-2 contribuye a establecer y mantener la senescencia de 

fibroblastos humanos normales a través de una vía dependiente de PGE2 (Martien 

y cols., 2013). Los péptidos C-terminales reducen la expresión de COX-2, 

disminuyendo así la síntesis de PGE2. Este mecanismo es relevante para el control 

de la senescencia celular en osteoblastos y de la pérdida ósea en condiciones 

inflamatorias. Aunque la COX-2 y las PGs juegan un papel en la diferenciación 

osteoblástica y la formación de hueso (Zhang y cols., 2002), un aumento en la 

señalización de PGE2 en osteoblastos, induce la expresión de RANKL para dar lugar 

a la osteoclastogénesis (Lader y Flanagan, 1998; Suzawa y cols., 2000; Lee y cols., 

2010), aumenta la producción de IL-6 (Massicotte y cols., 2002) y reduce la 

producción de osteoprotegerina (Liu y cols., 2005).  

PTHrP tiene un importante papel en la diferenciación osteogénica (Martinez 

y cols., 2002; Suda y cols., 1996). La administración intermitente de PTHrP (1-36) 

en modelos animales de regeneración ósea, mejora la formación de nuevo hueso 

aumentando la función osteoblástica y la angiogénesis (de Castro y cols., 2010). 

Tras la administración del péptido PTHrP (107-139) se observan efectos 

osteogénicos similares (de Castro y cols., 2012). Nuestros resultados indican que 

los tres péptidos estudiados favorecen la capacidad de mineralización en 

osteoblastos osteoartríticos estimulados con IL-1β, lo que en parte confirma llos 

trabajos publicados in vivo.  

 Los resultados obtenidos muestran que la capacidad de controlar la 

producción de mediadores inflamatorios y la aparición de la senescencia reside 

principalmente en la mitad C-terminal de PTHrP.  La estructura de la región C-

terminal es diferente de la conformación adoptada por la región N-terminal, lo que 

llevó a predecir la existencia de un receptor específico para el dominio C-terminal 

de PTHrP (Cuthbertson et al., 1999).  

La MMP con mayor implicación en la degradación de la red de colágeno I de 

la matriz ósea es MMP-1, cuya acción puede aumentar en presencia de MMP-3, que 
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es capaz de activar la pro-MMP-1 (Suzuki y cols., 1990; Breckon y cols., 1999). 

Nuestros resultados muestran que la IL-1β incrementa considerablemente la 

expresión génica de MMP-1 y MMP-3. El tratamiento con cada uno de los péptidos 

PTHrP estudiados, tanto los de la zona N-terminal como con los de la zona C-

terminal, disminuyen la expresión génica de estas MMPs, contrarrestando así el 

efecto de la IL-1β. Por lo tanto, el tratamiento con estos péptidos evitaría el efecto 

degradativo que ejercen las MMPs sobre el hueso subcondral y sobre el cartílago 

articular. 

Estudios previos han mostrado que PTH (1-34) (teriparatida) reduce la 

expresión de COX-2 y MMPs, así como la producción de mediadores inflamatorios 

en modelos animales de OA (Lugo y cols., 2012; Orth y cols., 2013). Nuestros 

resultados sugieren que los efectos antiinflamatorios de los péptidos PTHrP 

podrían ser beneficiosos en esta patología. Aunque son necesarios más estudios 

para confirmar esta hipótesis, nuestros datos también sugieren que los péptidos C-

terminales podrían tener mayor actividad que los péptidos N-terminales. 
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1. El MA de las ASCs humanas contiene factores solubles, microvesículas y 

exosomas, y ha demostrado tener efectos antioxidantes y antiinflamatorios 

en monocitos y macrófagos estimulados con LPS.  

 

2. En condrocitos humanos osteoartríticos en cultivo primario estimulados 

con IL-1 , el MA ejerce efectos protectores que dependerían de la inhibición 

de la producción de mediadores inflamatorios y catabólicos. El mecanismo 

de acción del MA estaría relacionado con la inhibición de la activación de 

NF-κB. 

 

3. En estas mismas células, el MA reduce la senescencia inducida por estrés 

inflamatorio, actuando sobre los cambios morfológicos producidos por la 

polimerización de las fibras de F-actina, el aumento de la SA-β-Gal y la 

acumulación de focos de γH2AX. También hemos demostrado que el MA 

regula mediadores y vías de señalización implicados en la senescencia 

celular, como son el estrés oxidativo, las MAPKs y la expresión de caveolina-

1, p21, y p53, esta última relacionada con un aumento en la expresión de 

Sirt1. 

 

4. En cultivo de osteoblastos humanos osteoartríticos, los péptidos C-terminal 

PTHrP (107–111) y PTHrP (107–139) son más activos que el péptido N-

terminal PTHrP (1-37) sobre la senescencia inducida por IL-1β y la 

producción de mediadores inflamatorios. Los efectos de los péptidos C-

terminal serían consecuencia de la disminución de la activación de NF-κB y 

en el caso de PTHrP (107–139), también de AP-1. 
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1. CM from human ASCs contains soluble factors, microvesicles and exosomes, 

and shows show anti-oxidative and anti-inflammatory effects in monocytes 

and macrophages stimulated with LPS.  

 

2. In human osteoarthritic chondrocytes in primary culture stimulated with 

IL-1β, CM exerts protective effects which would depend to the inhibited 

production of inflammatory and catabolic mediators. CM mechanism of 

action may be related with the inhibition of NF- κB activation. 

 

3. In these cells, CM downregulates senescence induced by inflammation 

stress and affects morphological changes related to F-actin polymerization, 

SA-β-Gal increase and the accumulation of γH2AX foci. We have also 

demonstrate that CM regulates mediators and signalling pathways involved 

in cellular senescence, such as oxidative stress, MAPKs, caveolin-1, p21 and 

p53, which is related to an enhanced Sirt1 expression. 

 

4. In human osteoarthritic osteoblasts, C-terminal peptides PTHrP (107-111) 

and PTHrP (107-139) have exhibited higher activity than N-terminal 

peptides PTHrP (1-37) on senescence induced by IL-1β and the production 

of inflammatory mediators. C-terminal peptides effects might be the 

consequence of a lower NF-κB activation, while the effect of PTHrP (107–

139) also depends on a lower activation of AP-1. 
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