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RESUMEN (en espariol)

La artrosis es la enfermedad articular mas comun en el mundo desarrollado,
caracterizada por la degradacion progresiva del cartilago, la aparicion de dolor mecanico y la
pérdida de funcion articular. Los fibroblastos sinoviales tienen un papel clave en la patogénesis
de la artrosis al contribuir tanto a la inflamacion como a la degradacion de la matriz extracelular
(MEC) y a la rigidez secundaria a la fibrosis sinovial. Estos fibroblastos secretan enzimas
proteoliticas, como las metaloproteasas (MMPs), que descomponen la MEC, lo que agrava la
inflamacion y favorece el darno condral. La respuesta inflamatoria es impulsada por una serie
de citocinas secretadas por los fibroblastos, incluyendo IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-15 e IL-17A, asi
como el receptor tipo Toll 4 (TLR-4), que amplifican los procesos catabdlicos, agravan la
degradacion articular y favorecen la aparicion de dolor. Las células madre mesenquimales
(CMM), reconocidas por sus propiedades antiinflamatorias, han surgido como una opcion
terapéutica prometedora. Las células madre de cérvix uterino humano (hUCESC) situadas en
el epitelio de transicion del cuello uterino son unas CMM con importantes propiedades entre las
que destacan el efecto antiinflamatorio e inmunomodulador, propiedades regenerativas,
antitumorales y antimicrobianas. Se ha investigado el uso del medio condicionado o secretoma
de hUCESC, que contiene factores bioactivos sin los riesgos asociados al uso de células vivas,
asi como presenta un manejo y aplicacion clinica mas sencillos. Este secretoma ha mostrado
capacidad para reducir la proliferacion de los fibroblastos y modular la actividad de MMPs,
favoreciendo un entorno antiinflamatorio.

Este estudio analiza la eficacia del secretoma de hUCESC en la modulacion de la
actividad de fibroblastos sinoviales y la inhibicion de la inflamacion y degradacion de la MEC en
modelos in vitro de artrosis. Asi mismo, se analiza el papel de los inhibidores de
metaloproteasas (TIMP-1 y TIMP-2) como mecanismo de accion del secretoma.

Los resultados obtenidos indican que el secretoma de hUCESC disminuye
significativamente la expresion de MMP-3 y MMP-13, lo cual contribuye a un entorno mas
favorable para la regulacion de la inflamacion y la degradacion de la MEC. Ademas, se ha
observado que el secretoma inhibe la proliferacion y la capacidad de invasion de los
fibroblastos, un aspecto crucial en la progresion de la artrosis. También se ha observado que el
secretoma reduce la produccion de IL-15, una citocina relevante en la percepcion del dolor, la
severidad de las lesiones artrgsicas, y la amplificacion de la inflamacion.

Por otra parte, se evidencié la implicacion de los inhibidores tisulares de
metaloproteasas (TIMP-1 y TIMP-2) en el mecanismo de accion del secretoma sobre la
capacidad de invasion de los fibroblastos sinoviales. En efecto, el blogueo de TIMP-1 y TIMP-2
demostré que son factores clave para inhibir la invasion de los fibroblastos.

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto que el secretoma de hUCESC
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podria representar una via terapéutica innovadora, enfocandose en la reduccion de la
inflamacion y en la modulacion de los fibroblastos sinoviales, sin que se hayan analizado
directamente sus efectos sobre otros tejidos, como los condrocitos. Los hallazgos invitan a
realizar estudios adicionales para confirmar estos resultados y evaluar la aplicabilidad clinica.
Este enfoque podria abrir nuevas estrategias minimamente invasivas que busquen mejorar la
calidad de vida de los pacientes, ofreciendo una opcion segura y efectiva para mitigar los
sintomas y ralentizar la progresion de la artrosis.

RESUMEN (en Inglés)

Osteoarthritis is the most prevalent joint disease in developed countries, characterized
by progressive cartilage degradation, mechanical pain, and loss of joint function. Synovial
fibroblasts play a key role in osteoarthritis pathogenesis by contributing to both inflammation
and extracellular matrix (ECM) degradation, as well as stiffness secondary to synovial fibrosis.
These fibroblasts secrete proteolytic enzymes, such as matrix metalloproteinases (MMPs),
which break down the ECM, exacerbating inflammation and promoting cartilage damage. The
inflammatory response is driven by a series of cytokines secreted by fibroblasts, including IL-1p,
TNF-a, IL-6, IL-15, and IL-17A, as well as Toll-like receptor 4 (TLR-4), which amplify catabolic
processes, worsen joint degradation, and enhance pain onset. Mesenchymal stem cells
(MSCs), recognized for their anti-inflammatory properties, have emerged as a promising
therapeutic option. Human cervical stem cells (hUCESCs), located in the transition epithelium of
the uterine cervix, are a type of MSC with significant attributes, including anti-inflammatory and
immunomodulatory effects, regenerative potential, and antitumor and antimicrobial properties.
The use of hUCESC-conditioned medium, or secretome, which contains bioactive factors
without the risks associated with live cell use and offers easier clinical handling and application,
has been investigated. This secretome has demonstrated the ability to reduce fibroblast
proliferation and modulate MMP activity, promoting an anti-inflammatory environment.

This study investigates the efficacy of hUCESC secretome in modulating synovial
fibroblast activity and inhibiting inflammation and ECM degradation in in vitro osteoarthritis
models. Additionally, the role of tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP-1 and TIMP-2) as
a mechanism of action of the secretome is analyzed.

The results indicate that hUCESC secretome significantly reduces MMP-3 and MMP-13
expression, contributing to a more favorable environment for inflammation regulation and ECM
degradation control. Furthermore, the secretome was found to inhibit fibroblast proliferation and
invasive capacity, a critical aspect in osteoarthritis progression. The secretome also reduces IL-
15 production, a cytokine relevant in pain perception, lesion severity, and inflammatory
amplification.

Moreover, the involvement of TIMP-1 and TIMP-2 in the secretome's mechanism of
action on synovial fibroblast invasiveness was evidenced. Blocking TIMP-1 and TIMP-2
demonstrated that they are key factors in inhibiting fibroblast invasion.

The results of this study highlight that hUCESC secretome may represent an innovative
therapeutic avenue, focusing on inflammation reduction and synovial fibroblast modulation,
although its effects on other tissues, such as chondrocytes, were not directly analyzed. The
findings encourage further studies to confirm these results and assess clinical applicability. This
approach could open new minimally invasive strategies aimed at improving patient quality of
life, offering a safe and effective option to alleviate symptoms and slow osteoarthritis
progression.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: ADN complementario.

AH-BPM: Acido hialurénico de bajo peso molecular.

AINE: Antiinflamatorio no esteroideo.

ARN: Acido ribonucleico.

CAF: Cancer-Associated Fibroblasts (Fibroblastos asociados al cancer).
CD: Claster de Diferenciacion.

COX-2: Ciclooxigenasa 2.

CMM: Célula madre mesenquimal.

DAMP: Damage-Associated Molecular Patterns (Patrones moleculares asociados a
dafo)

DMEM-F12: Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12.

EPISER: Estudio Epidemioldgico de la Sociedad Espafiola de Reumatologia.
FBS: Suero Fetal Bovino.

FS: Fibroblastos sinoviales.

HMGB1: High Mobility Group Box 1 (Proteina de Caja de Alta Movilidad 1).
hUCESC: Human Uterin Cervix Stem Cells. Células Madre de Cérvix Uterino Humano.
IL: Interleucina.

IFN: Interferon.

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdégenos.

MC-hUCESC: Medio Condicionado (secretoma) de las hUCESC.

MEC: Matriz Extracelular.

MMP: Metaloproteasa.

NF-kB: Factor nuclear kappa B.

NO: Oxido Nitrico.



Abreviaturas

OA: Osteoartritis (artrosis).
OARSI: Sociedad International de Investigacion en OA.

PAMP: Pathogen-Associated Molecular Patterns (Patrones moleculares asociados a
patdgenos).

PBS: Phosphated buffered saline. Tampon salino.

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).
PGE: Prostaglandina E.

PI3K/AKT: Fosfatidilinositol 3-cinasa/Proteina cinasa B

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

gPCR: PCR cuantitativa.

RANK: Receptor Activador del factor Nuclear Kappa-B.

RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real.
RT: Room Temperature. Temperatura ambiente

SA: Sinovial artrosica

SC: Stem cell. Célula madre.

SN: Sinovial normal.

SYSADOA: Farmacos Sintomaticos de Accion Lenta en la OA.

TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteasa.

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante 3

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral o.

TLR: Receptor tipo Toll.

WST-1: Water-soluble tetrazole. Tetrazolio soluble en agua.
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1.1 ARTROSIS

1.1.1 Definicién, sintomatologia, y epidemiologia

La artrosis u osteoartritis es el proceso patoldgico articular mas prevalente del
mundo desarrollado. Si bien puede afectar a todas las articulaciones que presenten
membrana sinovial, las localizaciones mas importantes por su frecuencia y morbilidad

son la cadera, la rodilla, la mano y la columna vertebral. (Glyn-Jones et al., 2015)

La artrosis consiste en el desgaste progresivo e irreparable de los diferentes
componentes de la articulacion abocando a una pérdida de la calidad estructural de estos
y de la capacidad funcional articular. La aparicion de la artrosis estd principalmente
asociada a la edad, si bien existen una serie de factores que aceleran su aparicion es una
enfermedad crénica que hasta el momento no puede revertirse y por tanto curarse. Sin
embargo, hay una serie de estrategias y tratamientos que permiten aliviar los sintomas y
proteger la articulacion para cesar su avance y procurar evitar su aparicion. Por otra parte,
el tener artrosis no es sinénimo de padecer dolor. En los casos leves y moderados es
posible controlar la sintomatologia e incluso sufrir una artrosis sin ningun tipo de dolor

ni dificultad funcional.

La artrosis se clasifica en dos tipos principales: primaria (idiopéatica) y secundaria.
Las causas mas comunes de artrosis secundaria incluyen lesiones postraumaticas,
displéasicas, infecciosas y procesos inflamatorios. Las lesiones del cartilago articular
pueden desencadenar la aparicion temprana de la artrosis, lo que afecta significativamente

la funcion y la calidad de vida de los pacientes. (Pelaez et al., 2021)

Los signos principales de la artrosis son dolor, rigidez matutina transitoria y
crepitacion articular, lo que puede causar inestabilidad y discapacidad fisica, afectando

negativamente la calidad de vida del paciente. (Martel-Pelletier et al., 2016)
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La sintomatologia mas limitante es el dolor que aumenta con la actividad, sobre
todo a lo largo de la jornada. En los momentos con sintomatologia més intensa, la
articulacion afectada suele estar mas caliente que la contralateral y en ocasiones se

encuentra inflamada y enrojecida.

El segundo sintoma en frecuencia es la rigidez articular que limitara la capacidad
de movimiento de la articulacion afecta. Si la artrosis estd muy avanzada lo que vamos a
ver es una deformidad de la anatomia de la articulacion. Cuando afecta a la extremidad
inferior se producira por tanto una alteracion del eje de carga cuando la artrosis afecta a

cadera, rodilla o tobillo.

La artrosis suele afectar a articulaciones diartrosicas, esto es articulaciones
sinoviales formadas por las superficies articulares revestidas de un cartilago hialino, una

capsula articular sinovial y ligamentos de refuerzo.

Las principales localizaciones de la artrosis en las extremidades son la cadera, la
rodilla, la mano, el pie y el tobillo. Existen otras localizaciones posibles, mucho menos
frecuentes, como son el hombro, el codo, y la mufieca. Las articulaciones de la columna
vertebral también pueden sufrir con gran frecuencia artrosis si bien en sentido estricto
ésta se produce en las articulares interapofisarias posteriores de la columna dado que éstas
son las articulaciones que realmente son sinoviales. Las articulaciones entre los cuerpos
vertebrales también pueden sufrir un proceso degenerativo similar a la artrosis, pero
debido a que éstas son sinfisis intervertebrales, esto es articulaciones
cartilaginosas/sinfisis y que por tanto no poseen tejido sinovial, su proceso degenerativo

no es equivalente al proceso artrésico de las articulaciones diartrésicas.

Aunque la etiologia no esta completamente esclarecida, los factores genéticos, asi
como los cambios fisiologicos relacionados con la edad, la etnia y los factores
biomecanicos, desempefian un papel crucial en su desarrollo. Ademas, la prevalencia de
la artrosis es mayor en mujeres que en hombres, y el riesgo de desarrollarla aumenta

después de la menopausia.
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El estudio de la incidencia y prevalencia de la artrosis en la poblacion se realiza
de forma separada en funcion de las diferentes localizaciones articulares. Por otra parte,
la comparacién de los diferentes estudios suele resultar complejo dado que los criterios
de definicion de la artrosis varian dependiendo de qué parametros se tengan en cuenta.
Se suelen emplear criterios de hallazgos radiologicos y se complementan con la presencia
de los principales sintomas clinicos (dolor y rigidez). En ningln caso se emplean criterios
anatomopatoldgicos para definir la presencia de la enfermedad debido a que ello

implicaria realizar estudios invasivos que no estan éticamente justificados.

Se estima que 240 millones de personas en todo el mundo padecen artrosis
sintomaética, incluido el 10 % de los hombres y el 18 % de las mujeres de més de 60 afios.
(Allen et al., 2022)

Estimaciones recientes encontraron que, a nivel mundial, la prevalencia
estandarizada por edad y la tasa de incidencia estandarizada por edad de artrosis de cadera
y rodilla fueron de 3754,2 por 100.000 habitantes y de 181,2 por 100.000 personas por
afio, respectivamente, lo que representa aumentos del 9,3% y del 8,2% desde 1990 a 2017.
(Safiri et al., 2020)

La Sociedad Espafiola de Reumatologia llevo a cabo el EPISER2000 un estudio
espafol de prevalencia de artrosis en el 2000. Un nuevo estudio EPISER2016 actualizd
los datos més recientemente tomando como poblacion muestral los individuos mayores
de 40 anos. El estudio concluye que en Esparia en la poblacion estudiada (mayores de 40
afios) la prevalencia de artrosis en una o mas de las localizaciones estudiadas (incluyendo
cadera, rodilla, mano y columna vertebral) fue de 29,35%. La prevalencia de artrosis-
cervical fue del 10,10% y de artrosis-lumbar del 15,52%. Ambas fueron mas frecuentes
en mujeres y a mayor edad. La prevalencia de artrosis de cadera fue del 5,13% y la de
artrosis de rodilla del 13,83%; estas se asocian con el sexo femenino, sobrepeso y
obesidad, un bajo nivel de estudios y la edad avanzada. La prevalencia de la artrosis de
mano fue del 7,73%. Es méas frecuente en mujeres, obesas, con bajo nivel de estudios y

mayor edad. (Blanco et al., 2021)
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1.1.2 Etiopatogenia

En la artrosis la membrana sinovial desarrolla una respuesta inflamatoria que
incide de manera decisiva en la patogenia y en el grado de manifestacién clinica de la
enfermedad. Se puede constatar la proliferacion de las células sinoviales residentes, asi
como la acumulacion de una variada poblacion de células inflamatorias en la membrana
y el liquido sinovial. También se han descrito diversos grados de sinovitis en estadios
tempranos de la enfermedad. Por otra parte, la inflamacién se refleja claramente en
muchos de los signos y sintomas de la artrosis, tales como calor, enrojecimiento, edema
e hinchazén. Recientes estudios sugieren una asociacion entre la inflamacion y la
progresion de los cambios estructurales en la artrosis. Asimismo, nuevas investigaciones
han subrayado la importancia de los fibroblastos sinoviales en la patogénesis de la

artrosis.

A pesar de que hasta la fecha no se ha encontrado una solucion completa para la
enfermedad, nuestro entendimiento sobre la etiopatogenia de la artrosis ha avanzado
considerablemente en las Ultimas décadas. La artrosis implica cambios tanto en la forma
como en la produccion de los condrocitos, asi como alteraciones en la estructura y
composicion gquimica de la matriz extracelular. Los condrocitos son responsables de
producir gran parte de las enzimas que contribuyen al deterioro del cartilago. Ademas, se
ha comprobado que la familia de las metaloproteinasas (MMP) desempefia un papel
crucial en este proceso. Hay una tendencia a considerar el inicio de la artrosis como una
afeccion principalmente del cartilago. El cartilago articular, el hueso subcondral y la
membrana sinovial son los principales tejidos afectados por los cambios que conducen a
la artrosis.(Martel-Pelletier & Pelletier, 2010) La fisiopatologia de la artrosis implica la
formacion de osteofitos, la remodelacion del hueso subcondral, la inflamacion sinovial y
la degradacion del cartilago articular, lo que resulta en una pérdida de la funcion articular

normal.(Pelaez et al., 2021)

Aunque la degradacion del cartilago articular es una de las caracteristicas clave de
la artrosis, la inflamacion de la membrana sinovial también desempefia un papel crucial

en su desarrollo y progresion. Estudios histoldgicos e inmunolégicos han revelado la
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presencia de inflamacidon sinovial en la mayoria de los pacientes con artrosis, ya sea de

manera focal o dispersa.

La activacion de los receptores de reconocimiento de patrones y la cascada del
complemento resulta en la activacion transcripcional de genes implicados en la
inflamacion, principalmente genes que codifican mediadores solubles como citocinas y
quimiocinas. Estos mediadores son sintetizados por diversos tipos celulares, incluyendo
macrofagos, condrocitos y fibroblastos sinoviales. En tejidos y fluidos articulares se
pueden detectar una amplia gama de citocinas y quimiocinas, que pueden servir como
marcadores de la respuesta inflamatoria sinovial. Estos mediadores también desempefian
un papel crucial en el desarrollo de la inflamacion articular y en la destruccion de la matriz
del cartilago caracteristica de la artrosis. (Kapoor et al., 2011; Scanzello & Goldring,
2012)

1.1.3 Tratamiento

En el tratamiento de la artrosis se emplean varias lineas terapéuticas que progresiva y
secuencialmente se van afiadiendo a medida que la enfermedad progresa. De esta forma,
se inicia siempre por la terapia no farmacoldgica, que incluye la modificacién de los
factores de riesgo y la terapia fisica, se sigue con la terapia farmacologica, tanto sistémica
como local o intraarticular, y por Gltimo los tratamientos quirdrgicos. (Abramoff &
Caldera, 2020)

1.1.3.1 Terapia no farmacolégica

Entre las recomendaciones de la Osteoarthritis Research Society International
(OARSI) se consideran adecuados la reduccién de los factores de riesgo modificables
mediante la pérdida de peso y el ejercicio regular. Asimismo, se recomiendan el uso de
baston en la artrosis de rodilla, el uso de terapia biomecanica como el uso de ortesis de
descarga principalmente en la artrosis de rodilla y en la rizartrosis, y ciertas terapias
alternativas como son el Tai-Chi, el yoga, la balneoterapia o la gimnasia acuética en
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pacientes con artrosis multiple o los programas de educacion para pacientes de
automanejo artritico que han mostrado ser beneficiosos en la mejora del dolor y la
discapacidad. (Bannuru et al., 2019; Du et al., 2011)

1.1.3.2 Terapia farmacolégica

El paracetamol y los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) siempre habian
sido considerados la primera linea terapéutica farmacoldgica en el tratamiento de la
artrosis y en muchos casos su uso precede a la puesta en marcha de la terapia no
farmacoldgica. Entre las ultimas recomendaciones de la OARSI estan tanto los AINEs de
forma sistémica, como, sobre todo en artrosis que no sea de cadera, los AINEs topicos.
El uso del paracetamol ha dejado la primera linea de recomendacion debido a su potencial
efecto secundario de afectacion hepatica. En el caso de los AINES se debe tener en cuenta
su contraindicacion en pacientes que presentan comorbilidades que se puedan ver
agravadas por los efectos secundarios de su uso como es la patologia gastrointestinal, en
cuyo caso se optara por los inhibidores selectivos de la COX-2, asi como la patologia

cardiovascular en cuyo caso el uso de estos Ultimos esta también contraindicado.

Paraddjicamente al uso habitual que de ellos se realiza en la practica clinica diaria
tanto por los médicos de atencion primaria como por los especialistas en cirugia
ortopédica, el uso de los opioides no se halla refrendado por las recomendaciones de la
OARSI que consideran que el efecto de su uso es incierto en el manejo de la artrosis y

sus efectos secundarios no justifican su empleo.

Muiltiples terapias farmacoldgicas han sido desarrolladas e implementadas en los
ultimos afios si bien el ultimo consenso de la OARSI no las recomienda por su baja
eficacia probada. Entre estos farmacos encontramos los SYSADOA (glucosamina,
condroitinsulfato y diacereina), el colageno, el metotrexato, los bifosfonatos, la
calcitonina, la colchicina, la duloxetina, la doxiciclina, los &cidos grasos poliinsaturados
(Omega 3/6), y la capsaicina topica, muchos de los cuales han sido empleados como
tratamiento de la artrosis. Otros fArmacos como las estatinas o los inhibidores del TNF-o
no han probado todavia su efectividad. (Bannuru et al., 2019)
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1.1.3.3 Terapia intraarticular

El uso tanto de corticoides como de &cido hialuronico Unicamente se recomienda
por la OARSI en el tratamiento de la artrosis de rodilla, quedando en el resto de las
articulaciones como terapia alternativa y de incierta efectividad. La infiltracion
intraarticular de corticoides puede proporcionar mayor alivio del dolor a corto plazo,
mientras que la de acido hialurénico puede mejorar el dolor a partir de las 12 semanas de
tratamiento, presentando un efecto mantenido en el tiempo (6 a 12 meses) y poseyendo
un perfil de seguridad a largo plazo mas favorable que las infiltraciones repetidas de
corticoides. Recientemente, se ha valorado la posibilidad de combinar el &cido
hialurénico con otros agentes antiinflamatorios pudiendo mejorar la efectividad del
tratamiento gracias a sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Pérez Expdsito
etal., 2024).

1.1.3.4 Nuevas terapias

El ranelato de estroncio que inhibe la resorcién de hueso subcondral gracias a su
actividad sobre la osteoprotegerina, el ligando RANK y las MMP, y presenta un efecto
beneficioso sobre el cartilago in vitro, ha sido desaconsejado por la OARSI por su

potencial toxicidad en la préactica clinica.

En contrapartida, el tanezumab, un anticuerpo monoclonal altamente selectivo contra
el Factor de Crecimiento Nervioso, ha demostrado su efectividad al frenar el efecto de
este factor en la expresion de sustancias relacionadas con el dolor y la sensibilizacion de
neuronas nociceptivas. De esta forma, la OARSI reconoce los beneficios de su uso para
el alivio del dolor y mejora de la funcion articular en la artrosis tanto de rodilla como de
cadera. (Y. Wu et al., 2018)

Las infiltraciones de plasma rico en plaquetas son desaconsejadas por la OARSI

por falta de evidencia de su efectividad. En cuanto a la infiltracion de células madre
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intraarticulares la OARSI actualmente las desaconseja al considerarlas de efecto incierto
por razones tanto de seguridad al tratarse de una terapia celular, como por la potencial
falta de especificidad de las formulaciones de células madre empleadas en los distintos

ensayos previos. (Bannuru et al., 2019)

1.1.3.1 Tratamiento quirurgico

La artroplastia total es el gold estandar del tratamiento de la artrosis severa que no
responde a tratamiento conservador o en el que el dolor afecta gravemente a la calidad de
vida del paciente (Abramoff & Caldera, 2020).

Si bien la artroplastia no se halla exenta de complicaciones como la infeccidn, la
luxacion, la trombosis venosa profunda, o la dehiscencia de la herida, éstas pueden y
deben ser prevenidas y, llegado el caso, adecuadamente resueltas con los protocolos
actuales de tratamiento. Por otra parte, el riesgo que se asume es ampliamente superado
por el beneficio que se obtiene siempre y cuando se realice una correcta indicacion y se
implemente una adecuada técnica quirdrgica (Varela-Egocheaga et al., 2010). En
cualquier caso, la artroplastia no deja de ser una sustitucion de una articulacion por un
dispositivo inerte con una diferencia en sus caracteristicas mecanicas con respecto al
hueso en el que se implanta pudiendo suponer en el paciente de mayor edad un riesgo
afiadido en caso de sufrir una fractura periprotésica (Aguado et al., 2024; Marqués-L6pez
etal., 2021).

En casos de afectacion severa parcial de la rodilla se puede optar por la osteotomia
articular o bien por la artroplastia parcial. Cuando la afectacion es severa y el estado
articular del paciente no permite la implantacion de una prétesis se puede optar en casos

seleccionados por la artrodesis. (Hunter & Bierma-Zeinstra, 2019)
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1.2 PAPEL DE LOS FIBROBLASTOS EN LA ARTROSIS

La membrana sinovial es un tejido blando deformable que recubre los espacios
internos de las articulaciones del tipo diartrosis (como las rodillas, los codos, los hombros,
las caderas, las mufiecas, etc.) y que ayuda a facilitar el movimiento de los tejidos no
deformables, constituyendo un componente importante y muy especifico de las
articulaciones sinoviales. La arquitectura general de la sinovial consiste en una fina capa
intima fibrilar que tiene 1 a 2 capas de células de espesor y se compone
predominantemente de sinoviocitos similares a fibroblastos (fibroblastos sinoviales — FS)
que, a través del contacto entre células, forman una capa que recubre la membrana
sinovial contra la cavidad articular y el liquido sinovial, y una capa subintimal subyacente
rica en colageno |, abundante en vasos sanguineos y linféticos, fibras nerviosas y grasa.
(Maglaviceanu et al., 2021) Estos FS tienen una funcién clave al proporcionar a la
cavidad articular y al cartilago adyacente moléculas lubricantes como el acido
hialurénico, asi como nutrientes derivados del plasma, y de esta forma lubricar y nutrir el
cartilago de las articulaciones. A diferencia de otras membranas limitrofes de nuestro
cuerpo, como por ejemplo las membranas epiteliales, la membrana sinovial no tiene
membrana basal, lo que la diferencia significativamente de la composicién clasica de
otras membranas epiteliales. Suspendidas en su matriz de tejido conectivo, varios tipos
de células dan a la membrana sinovial sana sus funciones homeostéaticas especializadas
(Figura 1).
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Figura 1: Membrana sinovial.
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Los FS también producen componentes de la matriz extracelular (MEC), dirigen
el ensamblaje de la matriz y controlan el recambio de la MEC para influir en la estructura
de la matriz sinovial. (Pap et al., 2020) Por otra parte, los macréfagos sinoviales
participan en la defensa inmunoldgica, y las células madre mesenquimales (CMM)
proliferan en respuesta a una lesion pudiendo diferenciarse en condrocitos, osteocitos,

miocitos o adipocitos. (Figura 2)
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Figura 2: Articulacion sinovial o diartrosis.

Las células de la membrana sinovial confieren al tejido su funcién homeostatica
especializada, pero también pueden desempefiar un papel decisivo en la patogénesis de la
artrosis. Debido a su linaje de fibroblastos, los fibroblastos sinoviales se consideran los
principales culpables de la fibrosis sinovial, un proceso que resulta en una deposicion
excesiva de MEC y se asocia con sintomas de dolor articular cronico en la artrosis. Se
han descrito cuatro tipos de sinoviopatias distintas durante la artrosis: formas

hiperplasica, inflamatoria, fibrética y rica en detritus. (Pap et al., 2020)

La fibrosis sinovial se caracteriza por una proliferacion excesiva de fibroblastos
sinoviales, diferenciacion a células similares a miofibroblastos y sintesis de MEC.
Aunque la tasa de desarrollo de fibrosis en la sinovial durante la artrosis depende del
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paciente y de su localizacion, la evidencia sugiere que surge en las Ultimas etapas de la
enfermedad. A lo largo de la fibrogénesis, la sinovial se hipertrofia y desarrolla masas
fibréticas que contribuyen al dolor crénico de las articulaciones y la rigidez

experimentados en la artrosis. (Watson et al., 2010) (Figura 3)
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Figura 3: Estimulos y fases del fibroblasto sinovial hacia la fibrosis.

Los fibroblastos de la membrana sinovial no sélo son responsables del depdsito
de moléculas de MEC y su ensamblaje, sino que también participan de manera destacada
en su destruccién y eliminacion. Para la degradacion de los componentes de la MEC, los
fibroblastos sinoviales producen una diversidad de enzimas que degradan la matriz. Estos
incluyen miembros de la familia de las metaloproteasas, incluidas las metaloproteasas de
matriz (MMP), pero también diferentes catepsinas. La mayoria de las MMP no se
expresan de forma constitutiva, sino sélo tras la induccién por estimulos especificos como
citocinas, factores de crecimiento o moléculas de MEC. (Pap et al., 2000, 2020)

Los fragmentos de degradacion de colageno, asi como la metaloproteasa de matriz

activa (MMP-3) medida en cultivos de explantes de membrana sinovial ex vivo tratados
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con estimulos proinflamatorios son biomarcadores potenciales para inflamacion sinovial
y fibrosis en la artrosis. (Kjelgaard-Petersen et al., 2015) De hecho, los fragmentos de
degradacion del cartilago probablemente desempefian un papel importante en el
desencadenamiento de una respuesta fibrotica en el FS porgue la eliminacion de particulas
de degradacion del cartilago del espacio articular mediante artroscopia proporciona cierto
alivio del dolor a los pacientes, un sintoma frecuentemente asociado con la fibrosis
sinovial. Los cultivos en monocapa de fibroblastos sinoviales artrésicos humanos
muestran una mayor proliferacion y secrecién de citocinas (I1L-6,-8) y MMP (MMP-9,-

10,-13) en respuesta a particulas de degradacién del cartilago. (Estell et al., 2019)

La composicion, el patron molecular y también la bioquimica de la membrana
sinovial cambian drasticamente durante la inflamacidn. Los mecanismos que regulan el
cambio de la inflamacién aguda a la crénica dentro de la membrana sinovial no se
comprenden muy bien, pero se ha demostrado que el fibroblasto sinovial contribuye
significativamente a este proceso. Si la inflamacion en este contexto es el iniciador o un
factor clave para perpetuar la artrosis ha sido objeto de debate durante mucho tiempo, sin
embargo, esta claro que cualquier dafio al cartilago articular, menisco o hueso subcondral
conduce a la liberacién de desechos de la MEC. Los fibroblastos sinoviales reaccionan a
su vez aumentando la expresion de factores proinflamatorios, lo que lleva a mayor
infiltracion celular y angiogénesis, al tiempo que proporciona sefiales catabdlicas a los
condrocitos articulares que contribuyen a su eventual pérdida fenotipica y cambio
hipertréfico. Ademas de dichas moléculas asociadas al dafio, cada vez hay mas evidencia
de que los factores directamente asociados con el proceso de la enfermedad del cartilago
también afectan la membrana sinovial promoviendo una reaccion sinovial especifica en
el fibroblasto sinovial. En trastornos degenerativos de las articulaciones como la artrosis,
el fibroblasto sinovial contribuye a la progresion de la enfermedad a través de la
amplificacion de inflamacion local que conduce a un cambio hacia un catabolismo

excesivo.(Pap et al., 2020)

En definitiva, dos son los mecanismos por los que los fibroblastos sinoviales
influyen en la artrosis. En un primer momento se inicia con una fase inflamatoria
recidivante de la sinovial, mediante la secrecion de sustancias proinflamatorias (citocinas,

...), asi como sustancias de degradacion de la matriz (MMPs), lo que se combina en un

17



Introduccién

circulo vicioso provocado por un aumento de particulas de degradacion del cartilago que
realimentan a su vez la inflamacidn sinovial y la degradacion de la matriz. En una fase
mas avanzada de la enfermedad se establece un empeoramiento de la clinica mediante la
fibrosis sinovial secundaria a una proliferacion e invasion de los fibroblastos sinoviales
provocando una hipertrofia sinovial fibrotica que favorece la rigidez y el dolor

caracteristicos de la artrosis.
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1.3 PAPEL DE LOS MEDIADORES INFLAMATORIOS Y
CONDROLITICOS EN LA ARTROSIS

Cada vez mas estudios respaldan el papel fundamental de la inflamacion en la
patogénesis de la artrosis en relacion a la alteracion de la homeostasia entre citocinas
inflamatorias y antiinflamatorias. Estos estudios sugieren que existe una posible relacién
entre la inflamacion en la artrosis, la sinovitis y los cambios estructurales de la
articulacion.(Liu et al., 2022; Woodell-May & Sommerfeld, 2020)

La inflamacion del tejido sinovial, siendo un factor clave en el desarrollo de la
artrosis, esta presente en todas las etapas de la enfermedad, incluso en las mas tempranas.
(T. Wang & He, 2018) Los sinoviocitos de personas con artrosis producen reguladores
inflamatorios y enzimas que degradan la matriz, lo que también favorece la progresion de
la enfermedad. (Benito et al.,, 2005; Fuchs et al., 2004) Diversas citocinas
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y diferentes interleucinas
(IL-1B, IL-6, IL-15, IL-17), junto con mediadores inflamatorios como PGE2 y NO,
adipocinas (visfatina, resistina) y metaloproteasas de matriz (MMP-3, MMP-13),
aceleran la degeneracion irreversible del cartilago y contribuyen al avance de la artrosis.
Este dafio sobre el cartilago incrementa la inflamacion sinovial, creando un ciclo vicioso

que agrava la enfermedad. (Atukorala et al., 2016; Han et al., 2020)

1.3.1 Interleucinas. TNF-a. TLR-4

La IL-1pB es considerada una de las citocinas clave involucrada en la patogénesis
de la artrosis habiendo sido reconocido su papel tanto en la generacion de inflamacion
como en promocion de efectos catabdlicos articulares. La IL-1p se une a sus receptores
correspondientes y promueve la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e
IL-8, regulando las vias de sefializacion el factor nuclear kappa B (NF-xB) y la proteina
quinasa activada por mitdgenos (MAPK) y aumentando el contenido de MMP en las
matrices de condrocitos y en los fibroblastos sinoviales. Como consecuencia, se produce
la destruccion de componentes de la matriz, como proteoglicanos y colageno
tipo I1. (Liu et al., 2022; Wojdasiewicz et al., 2014)
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El TNF-a esta involucrado en la patogénesis y progresion de la artrosis, y si bien
ejerce un efecto en los condrocitos similar a la IL-1p su efecto es menor. Sin embargo, el
efecto de ambas citocinas produce un efecto sinérgico inflamatorio muy fuerte sobre los
fibroblastos sinoviales provocando un aumento del grado de sinovitis y destruccion
condral. (Liu et al., 2022)

La IL-6 se ve aumentada en el liquido sinovial de los pacientes con artrosis.
(Mabey et al., 2016) Un aumento de IL-6 puede inducir la produccion de MMP-3 y
MMP-13 y promover la degradacion de la matriz extracelular del cartilago destruyendo
la estructura normal articular. Por otra parte, es considerada como la citocina clave que
causa cambios en el hueso subcondral, potenciando la inflamacion del tejido sinovial,
aumentando la permeabilidad condral, y acelerando la formacion osteoclastica, asi como
causando la absorcion, degradacion y destruccion del cartilago, y en Gltima instancia
produce un aumento de la proliferacion de los fibroblastos sinoviales. (Liu et al., 2022;
Wiegertjes et al., 2020)

La IL-15 es una citocina con un amplio conjunto de funciones bioldgicas, siendo
considerada un componente clave de la respuesta inmune. (Liu et al., 2022) Se ha
observado un aumento de IL-15 en liguido sinovial de pacientes con artrosis, y un mayor
nivel de IL-15 se ha asociado a unas manifestaciones mas severas de artrosis. (Tao et al.,
2015) La IL-15 puede inducir la activacion de macréfagos mononucleares y neutrofilos
estimulando asi la secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF-o, IL-18, IL-6 e IL-
17. Asi mismo, existe una correlacién entre el aumento de los niveles de IL-15 y la
percepcion del dolor y la severidad de las lesiones radioldgicas de los pacientes con
artrosis. (Martel-Pelletier et al., 2016; Scanzello et al., 2009; Sun et al., 2013)

La IL-17 promueve la liberacion de varios factores proinflamatorios y compuestos
entre los que encontramos IL-1p, TNF-a, NO y PGE2, asi como MMPs que promueven
el desarrollo de artrosis y aceleran la destruccion del cartilago articular. Por otra parte,
provocan la secrecion de VEGF por los condrocitos y los fibroblastos sinoviales lo que
conduce a una hiperplasia de la red vascular en la sinovial. (Honorati et al., 2006, 2007)

La familia de citocinas IL-17 incluye seis tipos de moléculas inflamatorias (IL-17A, B,
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C, D, E y F) que son producidas principalmente por células del sistema inmune como
Th17, CD8+, y8T y NK T. Durante la inflamacion, también pueden ser liberadas por
neutréfilos y macrofagos. IL-17A es la citocina mas estudiada de esta familia y suele ser
referida simplemente como IL-17 (Xiao et al., 2023). También se ha observado que el
IL-17A puede alterar la morfologia condrocitica, inhibiendo la actividad de los
condrocitos y promoviendo una respuesta inflamatoria que finalmente abocan en la

apoptosis condrocitica (Liu et al., 2022).

Investigaciones recientes indican que la inflamacion en la artrosis se desarrolla a
partir de la interaccion del sistema inmunoldgico con mediadores inflamatorios, los
cuales estan involucrados en el dafio tisular local y la disfuncién metabodlica. Un factor
clave es la degradacion temprana del cartilago, que contribuye al desarrollo de la
inflamacion en la articulacion, especialmente en la membrana sinovial. Se considera que
los sinoviocitos perciben los fragmentos de cartilago degradado que al entrar en contacto
con la sinovial como particulas extrafias generan una respuesta inflamatoria protectora.
La contribucion de las citocinas en el aumento de la sintesis y liberacion de enzimas
proteoliticas descomponedores de matriz destaca el potencial impacto de las MMPs sobre
los condrocitos, las células sinoviales, los tejidos articulares y periarticulares, y otras
células del sistema inmunoldgico que migran al sitio de la inflamacion. (Mukherjee &
Das, 2024)

La inmunidad innata es la capacidad del cuerpo para identificar cuerpos extrafios
y tejidos lesionados, y esta estrechamente relacionada con las vias inflamatorias y el
proceso de curacion de las heridas. Diversos tipos de células participan en ambos
sistemas, como los macrofagos, neutrofilos y células asesinas naturales del sistema

innato, asi como los linfocitos del sistema inmunologico adaptativo.

La activacion del sistema inmunolégico innato ocurre cuando ciertas estructuras
moleculares, denominadas Receptores de Reconocimiento de Patrones, se unen a
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) y a patrones moleculares asociados
al dafio (DAMP). Existen varias clases de Receptores de Reconocimiento de Patrones,
como los receptores tipo Toll (TLR del inglés Toll-like receptors), los receptores tipo

RIG-1 (RLR) y los receptores tipo NOD (NLR). Estos receptores pueden activar factores
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de transcripcion, como nF-kB y MAPK, lo que a su vez induce la expresion de genes que
codifican enzimas y citocinas. Esto resulta en el catabolismo del cartilago a través de la
regulacion positiva de IL-1B y TNF-a.

Los TLR son una familia de proteinas transmembrana que desempefian un papel
crucial en el sistema inmunoldgico, especificamente en el reconocimiento de patdgenos
como bacterias, virus y hongos. EI TLR 4 es uno de los miembros mas estudiados de esta
familia. Se encuentra expresado en la membrana celular de varias células, incluidas las
células del sistema inmunitario y las células del tejido conectivo, como los condrocitos

en el cartilago articular.

Especificamente, se ha encontrado que los receptores tipo Toll TLR 2y TLR 4
estan regulados positivamente en las lesiones de artrosis en comparacién con el cartilago
de artrosis que no esta en el sitio de la lesion, asi como en el cartilago normal. Ademas,
existe evidencia de que el hialuronano y la fibronectina pueden actuar como sefiales de
dafio enddgeno para activar la sefializacion de TLR 2 y TLR 4 en la artrosis. Una vez
activadas, las células y proteasas del sistema inmunoldgico innato desempefian sus
funciones de manera indiscriminada, sin diferenciar si el ataque esta dirigido contra un

contaminante externo o contra el propio organismo. (Woodell-May & Sommerfeld, 2020)

En definitiva, el TLR4 es un receptor del sistema inmunoldgico con un papel
fundamental en la deteccidn de patdgenos, en la respuesta inflamatoria y la degradacion
del cartilago articular. Su activacion durante la artrosis puede desempefar un papel critico
en la progresion de la enfermedad, lo que lo convierte en un objetivo prometedor para el

desarrollo de terapias dirigidas a esta afeccion. (Wagner et al., 2021; Yan et al., 2019)

1.3.2 Metaloproteasas

Desde el punto de vista catabdlico, el elemento méas importante en la degradacion
del cartilago articular son las proteasas, y dentro de las diferentes familias de proteasas
(metaloproteasas, serinproteasas, cisteinproteasas y aspartatoproteasas) las que ejercen
un papel més destacado en el catabolismo del cartilago son las metaloproteasas (MMPS).
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Entre otros criterios éstas se pueden clasificar en funcion de la preferencia de
sustratos, y asi las dividimos en colagenasas (MMP-1, -8 y -13), gelatinasas (MMP-2 y -
9), estromelisinas (MMP-3, -10 y -11) y otras, si bien la especificidad de las MMPs no es
absoluta, de forma que una sola MMP puede actuar sobre diferentes sustratos. En ciertas
patologias de la articulacion como en la artrosis las colagenasas se elevan dando procesos
de destruccion de matriz extracelular, lo que hace de la colagenasa Il 0 MMP-13 una
proteasa clave en la fisiopatologia de la artrosis. La elevacion de la metaloproteasa 3
(MMP-3) se considera un marcador de artrosis avanzada. Ademas, se ha observado una
asociacion entre ciertos polimorfismos genéticos de la MMP-3 y un mayor riesgo de
desarrollo de artrosis. (Guo et al., 2017; Milaras et al., 2021; Plsikova Matejova et al.,
2021)

Por otra parte, la actividad de las MMP esta regulada por los TIMP (inhibidores
tisulares de metaloproteinasas), y ambos grupos de proteinas desempefian un papel
complementario en la degradacion de los componentes de la matriz extracelular. Esta
interaccidn es fundamental tanto en procesos fisioldgicos de remodelacién tisular como
en procesos patolégicos, como la invasion y metastasis del cancer (Garcia et al., 2010).
En el cartilago encontramos TIMP-1y TIMP-2 que son secretados al medio extracelular
por los condrocitos. TIMP-1 también puede encontrarse en la membrana sinovial.
(Monfort-Faure & Trujillo-Martin, 2010)
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1.4 MEDICINA REGENERATIVA Y CELULAS MADRE

1.4.1 Medicina regenerativa

A lo largo de la historia de la Medicina varios descubrimientos han modificado
sustancialmente el conocimiento y tratamiento de los problemas de salud. El
descubrimiento de la penicilina y la expansién de la antibioticoterapia, asi como el
florecimiento de la anestesia moderna han modificado radicalmente el paradigma de
tratamiento de las patologias quirurgicas. El perfeccionamiento de la osteosintesis tanto
abierta como cerrada, asi como de la protetizacion de las articulaciones osteoartriticas ha
marcado el ritmo de avance de la cirugia ortopédica en el Gltimo siglo. Tanto la
osteosintesis como la cirugia protésica han pasado por una fase mecanicista para,
posteriormente, mejorar y alcanzar las mayores tasas de éxito al asumir que la solucion
de los problemas de salud siempre pasa por comprender y respetar su sustrato bioldgico.
En las ultimas tres décadas se ha comenzado a vislumbrar el inicio de un nuevo paradigma

de tratamiento conocido globalmente como la medicina regenerativa. (Kemp, 2006)

Tras la viabilidad de los trasplantes de organos en los afios 50°-60° y su
popularizacion posterior, la investigacion se orientd en la década de los 90’ hacia la
regeneracion tisular con la esperanza de poder crear ex-vivo 6rganos que pudieran ser
implantados como sustitucion de otros enfermos o dafiados. Las dificultades técnicas y la
exigente regulacién gubernamental de los paises del primer mundo para los productos
sanitarios de nuevo desarrollo han menoscabado las expectativas que tenian las empresas
de ingenieria tisular para rentabilizar el esfuerzo realizado. A principios de la primera
década del siglo XXI dichas empresas disminuyeron en mas del 50% su produccion y
progresivamente vieron declinar las posibilidades de aplicacion real de sus productos.
Poco antes, a finales de los 90, dos descubrimientos hicieron resurgir el interés en el
campo de la medicina regenerativa y marcaron un cambio de direccion en la investigacion
bioldgica: la clonacién del primer mamifero (Wilmut 11, Schnieke AE, McWhir J, Kind
AJ, 1997) y el aislamiento de las primeras células madre de embrion humano. (Shamblott
etal., 1998; Thomson et al., 1998)
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1.4.2 Definicion de células madre.

Las células madre (Stem Cell - SC) son células precursoras de tejido inmaduro
con capacidad de autorregenerarse, de generar poblaciones de células clonadas, y de
diferenciarse en maltiples linajes celulares diferentes. El potencial terapéutico de las SC
depende de 3 mecanismos de accion: el primero es la capacidad de acudir a un foco de
lesion aguda gracias a receptores quimiotécticos que actdan sobre receptores celulares de
superficie. (Docheva et al., 2007) El segundo es la capacidad de diferenciacion en
diferentes tipos celulares con capacidad de implantarse localmente e inducir la
restauracion funcional reemplazando tejidos dafiados (Deans & Moseley, 2000; Jiang et
al., 2006). El tercero es la secrecion de factores bioactivos que potencialmente actlan

sobre procesos fisiologicos tanto locales como sistémicos. (Gnecchi et al., 2008)

Actualmente, se distinguen 3 tipos de SC: SC embrionarias derivadas del estadio
inicial del embrion, SC pluripotenciales inducidas, y SC adultas. De entre los tres tipos
de SC, las SC embrionarias derivadas del estadio inicial del embrién presentan grandes
limitaciones éticas para su empleo terapéutico (Freitag et al., 2016). Asi mismo, la mayor
facilidad de obtencién y procesamiento de las SC adultas frente a las SC pluripotenciales
inducidas hace que sean las SC adultas las que hayan sido empleadas en la mayor parte

de la experimentacién y terapia regenerativa con SC.

Las SC adultas garantizan el mantenimiento y reparacion de los érganos y tejidos
adultos (Nejadnik et al., 2010) y se desarrollan a partir de los 3 estratos germinales
primordiales. De este modo, las SC ectodérmicas se diferencian en SC neurales y SC
dermales, las endodérmicas se diferencian en SC intestinales y SC parenquimatosas, y las

mesodérmicas se diferencian en SC hematopoyéticas y SC mesenquimales (CMM).

Las CMM fueron identificadas por primera vez en los estudios pioneros de
Friedenstein y Petrakova en 1966 ( a J. Friedenstein et al., 1966), y al poseer origen
mesodérmico tienen capacidad de diferenciarse en tejidos conectivos, incluyendo, entre
otros, hueso, cartilago, ligamento o grasa. Asimismo, han demostrado efecto

antiinflamatorio e inmunomodulador (Vangsness et al., 2014), estan destacando en la
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terapia celular para maltiples patologias, y son la clase de SC mas ampliamente estudiada

en términos de ensayos clinicos.

Las CMM son escasamente inmunogénicas y tienen igualmente una menor
tendencia a la formacion de teratomas en comparacion con las SC embrionarias. (Li &
Fu, 2012; X. Wei et al., 2013)

La Sociedad Internacional para Terapia Celular Mesenquimal (ISCT) y su Comité
de Células Madre de Tejido (The International Society for Cellular Therapy’s
Mesenchymal y Tissue Stem Cell Committee) establecieron las caracteristicas basicas de
identificacion de Células Madre Mesenquimales (CMM) de origen humano en 2006: (a)
la adherencia al plastico bajo condiciones de cultivo estandar, (b) la expresion de CD105,
CD73, y CD90, y ausencia de expresion de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o
CD19, y moléculas de superficie HLA-DR, y (c) la capacidad de diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos y condroblastos en vitro. (Dominici et al., 2006) Ademas, las
CMM son consideradas células inmunoprivilegiadas, en tanto no expresan complejos de
histocompatibilidad mayor 11 0 moléculas coestimuladoras como CD86, CD40, o CD80.
(F. J. Vizoso et al., 2023)

1.4.3 Fuentes de obtencion de células madre

Se han aislado CMM en multiples tejidos adultos como musculo (Zheng et al.,
2007), periostio (De Bari, Dell’Accio, et al., 2001), membrana sinovial (De Bari, Dell
’accio, et al., 2001), piel (Orciani et al., 2010), pulmoén (Hua et al., 2009), pulpa dentaria
(Gronthos et al., 2000), mucosa nasal olfatoria (Delorme et al., 2010), limbo corneal (Joe
& Yeung, 2014), leche materna (Patki et al., 2010), sangre periférica (Villaron et al.,
2004), sangre endometrial y menstrual (Ulrich et al., 2013), cérvix uterino (Eiro et al.,
2014), o tejidos fetales y neonatales (lgura et al., 2004), como el corddén umbilical (H. S.
Wang et al., 2004). Pero de todas las localizaciones, las més frecuentemente empleadas
como fuentes de obtencidn habitual en los estudios de aparato locomotor son la médula
Osea (Diekman et al., 2013; A. J. Friedenstein et al., 1970), la grasa (De Ugarte, Alfonso,
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et al., 2003; Zuk et al., 2002), y, méas recientemente, el tejido sinovial (Fellows et al.,
2016).

Tradicionalmente, la médula dsea ha sido la fuente de CMM habitual, a pesar de
que las investigaciones han mostrado una relativa escasez de CMM en los aspirados de
médula dsea. Con el lipoaspirado de tejido adiposo humano se obtiene una concentracion
de CMM unas 400 veces mayor que con el aspirado de médula ésea (Kern et al., 2006).
A pesar de que en anteriores estudios se consideraba que las CMM de médula 0sea tenian
una capacidad condroprogenitora superior, varias publicaciones han sugerido que las
CMM de médula 6sea y de tejido adiposo poseen una capacidad condrogénica
equiparable. (De Ugarte, Morizono, et al., 2003; Gao et al., 2023; Kern et al., 2006; R. H.
Lee et al., 2004; Zuk et al., 2002)

En los ultimos afios ha ido ganando interés el uso del secretoma de las SC dado
que presenta una serie de ventajas clave frente a las aplicaciones basadas en terapias con
SC. El secretoma 0 medio condicionado de las SC es un medio de cultivo en el que dichas
células vierten sus secreciones, tras lo cual se retira el componente celular quedando el
material producido (citocinas, ...) sin la capacidad inmunogénica ligada a dicho
componente celular. El uso del secretoma solventa problemas de seguridad
potencialmente asociados al trasplante de células vivas, como son la compatibilidad
inmune, la tumorogenicidad, la formacion de émbolos y la transmision de infecciones;
asimismo el secretoma permite la medicion de seguridad, dosis y potencia de forma
analoga a los agentes farmacologicos convencionales; por otra parte, se puede almacenar
de forma prolongada sin pérdida de potencia del producto y evitando la potencial
toxicidad de agentes criopreservantes (Eir6 et al., 2014); el secretoma es mas econémico
y practico para uso clinico al evitar procedimientos invasivos de obtencion celular; y
finalmente, el producto biologico obtenido en el secretoma podria ser modificado en
funcién de los efectos deseados especificos de cada tipo de célula. (Caseiro et al., 2016;
F. Vizoso et al., 2017)
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1.4.4 Mecanismos de accion de las células madre en la patologia

del aparato locomotor

La respuesta fisiologica de las SC ante un traumatismo incluye la activacion a
partir de un estado silente, la movilizacion desde sus nichos, la migracion al lugar de la
lesion y la diferenciacion de las células especificas requeridas para la curacion. El
microentorno local en el lugar de la lesion contiene citocinas y factores de crecimiento
que atraen a las SC. Las SC estan implicadas en la fisiologia de las fases de curacion de
las heridas segun estudios animales y un pequefio grupo de estudios clinicos muestran un
aumento en la velocidad de curacion sin cicatriz gracias a la terapia con CMM. (Isakson
et al., 2015) El fluido de una herida aguda ha demostrado potenciar la proliferacion de las
SC mientras que el fluido entorno a una herida cronica la inhibe. (Koenen et al., 2015)
Este hecho sugiere un desequilibrio de factores de crecimiento y citocinas que perjudica

la curacién adecuada en las heridas crénicas.

Ante una fractura se produce un aumento sistémico en el namero de CMM en la
médula dsea. Se requiere un nimero minimo de SC en el foco fracturario para que se
produzca la consolidacion. Se ha asociado el déficit de CMM en el foco de fractura a la
formacion de pseudoartrosis atréficas. (Tawonsawatruk et al., 2014) Por otra parte, la
reserva de células osteoprogenitoras disponibles para la diferenciacion osteogénica se
reduce con la edad. Las SC en los ancianos tienen preponderancia a la diferenciacion

adipocitica frente a la osteogénica. (Verma et al., 2002)

Las SC estd implicadas en la fisiopatologia de la artrosis postraumatica y la
reparacion de la lesion del cartilago articular. (Plaas et al., 2011) Multiples estudios han
hallado respuesta favorable en tratamiento de la artrosis con CMM. (Plaas et al., 2011,
Tawonsawatruk et al., 2014; Verma et al., 2002) No obstante, no esta claro que la terapia

con CMM para la artrosis pueda tratar de forma efectiva la artritis postraumatica.
A pesar de estar muy vascularizado, el tejido muscular es incapaz de regenerarse

completamente tras una lesion. Tras un traumatismo, como una laceracion, contusion o

tension, el musculo habitualmente cura mediante fibrosis. Estudios de terapia con CMM
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para la regeneracion muscular tras un traumatismo han obtenido un aumento de la

contractilidad junto a una menor fibrosis. (Von Roth et al., 2012)

1.45 Vias de aplicacion de células madre en el aparato

locomotor

En el caso de terapias celulares en las que se utilizan las SC directamente sobre el
foco lesional a tratar, antes de decidir cual serd la forma de aplicacion cabe decidir
primero el origen de la SC empleada. Existen dos posibilidades en las terapias en
humanos: SC aut6logas o SC alogénicas. Las terapias autélogas son una opcién atractiva
y tedricamente mas segura. No obstante, el coste de la recoleccién individual, aislamiento
y expansion de las células en unas instalaciones adecuadas es un factor limitante. El
menor coste de las terapias de CMM alogénicas ofrece una mayor accesibilidad de los
pacientes a las terapias regenerativas. (Freitag et al., 2016) Se ha comprobado la
seguridad de la terapia de CMM alogénicas tras la administracién intraarticular repetida,
(Ardanaz et al., 2016) y se ha descartado un aumento de la respuesta inmunogénica de las
CMM alogénicas al exponerlas a un ambiente inflamatorio, lo que favorece dicha
seguridad. (Barrachina et al., 2016, 2017) La fuente de CMM elegida dependera de
entrada de la facilidad de recoleccion y de la capacidad de diferenciacién en el tejido

elegido.

Entre las formas de aplicacion de las CMM probadas en la literatura encontramos:

1.4.5.1. Técnicas de trasplante de CMM sobre matriz

De forma analoga a la empleada en las terapias con trasplantes aut6logos de
condrocitos, pero sustituyendo los condrocitos por CMM, varios estudios tanto
preclinicos como clinicos han demostrado un resultado similar entre trasplantes autélogos
de condrocitos y CMM sobre matriz en el tratamiento de lesiones focales de cartilago

articular, obteniéndose un relleno adecuado del defecto con cartilago similar al hialino y
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observando colageno tipo Il en la valoracidon histolégica. (Dragoo et al., 2007; Nejadnik
et al., 2010; Wakitani et al., 2002) Asimismo, se ha estudiado el uso de la matriz dsea
desmineralizada junto con CMM para la formacién de injerto aut6logo tridimensional

para la reconstruccion de defectos de huesos largos. (Dufrane et al., 2015)

1.4.5.2. Técnicas de CMM inyectadas

Ante la ineficacia de las matrices bioldgicas en el tratamiento de la artrosis, debido
a ladifusa lesion del cartilago, otros investigadores han estudiado el efecto de la inyeccion
intraarticular de CMM. Los estudios preclinicos concluyen de forma generalizada que las
inyecciones intraarticulares de CMM consiguen mejorar la funciéon si bien son
inconsistentes en lo referente a la reparacion del cartilago. (Van Buul et al., 2014) Aunque
los primeros estudios clinicos seguian la linea de resultados de los preclinicos (C. Centeno
et al., 2011), estudios mas recientes han documentado mejoras en el grosor del cartilago
afecto (Emadedin et al., 2012) e incluso una regeneracion meniscal tras la terapia.
(Vangsness et al., 2014)

De igual modo, se han aplicado inyecciones de CMM en lesiones tendinosas
(Gomes et al., 2012; Hernigou et al., 2014; S. Lee et al., 2015; Pascual-Garrido et al.,
2012), y en el caso de la aplicacion intramuscular, se han utilizado soluciones salinas
fosfato-tamponadas. (Eliasberg et al., 2017)

1.4.5.3. Técnicas de CMM con medio de liberacién terapéutica

intraarticular

La funcién de las CMM ha sido evaluada bajo la influencia de portadores
bioactivos como el plasma rico en plaquetas (PRP), en el que encontramos factores
proteicos como factores de crecimiento, quimiocinas, hormonas peptidicas, fibrina y
proteinas con propiedades antibacterianas y antifungicas. (Freitag et al., 2016) Los
factores de crecimiento liberados por las plaquetas pueden jugar un papel positivo en la
regulacion de las CMM. La combinaciéon de PRP con CMM en inyecciones

intraarticulares han demostrado un aumento de la expresion de colageno tipo Il y una
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reduccion de la apoptosis de los condrocitos. (Mifune et al., 2013) Si bien el PRP tiene
un efecto anabdlico al combinarlo con CMM, ayudando en la proliferacion e inhibiendo
la desregulacién, se ha observado que ciertos factores del PRP, como el Factor de
Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), presentan efectos no deseables tanto para las
articulaciones como para las CMM. La combinacion de PRP y CMM ha sido la base de
varios estudios de curacion 6sea tras fracturas o retardos de consolidacion (Liebergall et
al., 2013; Rodriguez-Collazo & Urso, 2015), y constituye la evolucién natural de las
lineas terapéuticas basadas en el uso de PRP, por lo que ya se han definido los criterios

optimos de evaluacion de resultados para dicha combinacion. (Murray et al., 2017)

El otro medio portador estudiado asociado a las CMM ha sido el &cido
hialuronico. El estudio de la interaccion del acido hialurénico con las CMM indica que el
acido hialuronico facilita la migracion y adherencia de las CMM al defecto condral. (K.
B. L. Lee et al., 2007; Matsiko et al., 2012) Ademas, los hidrogeles de &cido hialurénico
han mostrado ser un medio tridimensional efectivo en el cual las CMM pueden proliferar

y expresar cambios iniciales asociados con la condrogénesis. (Snyder et al., 2014)

1.4.6 Usos actuales de las células madre en la patologia del

aparato locomotor

Como demuestra el creciente nimero de publicaciones al respecto, el uso de las
SC esta aumentando exponencialmente en el estudio y tratamiento de las patologias del
aparato locomotor. Multiples estudios han probado la terapia con SC en defectos 6seos
(Dufrane et al., 2015; Quarto et al., 2001), fracturas (Dallari et al., 2007; Gan et al., 2008;
Kitoh et al., 2007; Liebergall et al., 2013; Qu et al., 2015), osteonecrosis (Aoyama et al.,
2014; Kawate et al., 2006; Mao et al., 2015; Persiani et al., 2015; Zhao et al., 2012),
lesiones meniscales (Vangsness et al., 2014), lesiones condrales (de Windt et al., 2017,
Nejadnik et al., 2010; Sekiya et al., 2015; Wakitani et al., 2002), artrosis (C. J. Centeno
et al., 2008a, 2008b; Davatchi et al., 2016; Orozco et al., 2014; Vangsness et al., 2014;
Wong et al., 2013), patologia tendinosa (Eliasberg et al., 2017; S. Lee et al., 2015), y
discal. (Miguélez-Rivera et al., 2017; Sivakamasundri & Lufkin, 2013)
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Vega et al (Vega et al., 2015) desarrollaron un ensayo controlado y aleatorizado
con 2 grupos de 15 pacientes en los que se comparé el uso de CMM alogénica con el de
acido hialurénico y tras un afio de seguimiento se confirm la factibilidad y seguridad de
la terapia con CMM alogénica, y una mejoria del dolor y la funcidn, asi como de la calidad
del cartilago en comparacion con el grupo control. Complementariamente a lo anterior y
en coincidencia con los resultados obtenidos por Jo et al (Jo et al., 2014), Soler et al (Soler
etal., 2016) presentaron los resultados de su ensayo clinico en fase I y 1l en 15 pacientes
con artrosis de rodilla, de grados Il y IIl, mediante CMM autdlogas inyectadas
intraarticularmente y concluyeron que este tratamiento era seguro y bien tolerado, al

tiempo que se repetian los resultados obtenidos en el anterior ensayo.

Yubo et al (Yubo et al., 2017) realizaron un metaandlisis de los 11 ensayos
clinicos mas relevantes sobre el trasplante de CMM en la artrosis de rodilla y concluyen
que es una terapia segura y con gran potencial de eficacia. Por su parte, Gao et al revisaron
varios ensayos clinicos recientes en humanos que evaltan el uso de CMM para tratar la
artrosis, en particular de rodilla (5 de corddén umbilical y 1 de placenta, 8 de médula 6sea,
y 10 de tejido adiposo / 6 aplicando CMM por cirugia abierta y 18 por inyeccién
intraarticular). Los hallazgos mas importantes en estos ensayos de pacientes tratados con
CMM son reduccion del dolor, mejoria en la funcion articular y en la calidad de vida,
mejoras en las imagenes por resonancia magnética de los defectos estructurales en el
cartilago (si bien el cartilago regenerado no muestra el mismo patrén de alineacion celular
que el cartilago sano). Por otra parte, se considera que todavia es necesario realizar
estudios con mayor tamafio de muestra y en multiples centros para establecer
conclusiones mas solidas sobre la seguridad y eficacia del uso de CMM en artrosis. (Gao
etal., 2023)
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1.5 CELULAS MADRE DE CERVIX UTERINO

Desde el afio 2012 se ha venido trabajando en un nuevo tipo de células madre
mesenquimales derivadas del cuello uterino humano (human uterine cervical stem cells
— hUCESC), con un gran potencial terapéutico. El secretoma o medio condicionado de
las células madre, medio de cultivo en el que dichas células vierten sus secreciones,
mantiene las propiedades de éstas sin necesidad de emplearlas en la aplicacion clinica.
Utilizando el medio condicionado se evita el uso de terapia celular al no tener que aplicar
las propias células madre en el tejido a tratar (Costa et al., 2021). Recientes estudios han
demostrado las propiedades del secretoma o medio condicionado de las hUCESC en la
reduccion de la proliferacion celular, la modificacién del ciclo celular, el aumento de la
apoptosis, la capacidad para la regeneracion epitelial, el potencial antiinflamatorio
mediante la inhibicién de metaloproteasas y de factores de crecimiento fibroblastico, asi
como un efecto bactericida frente a E coli y S epidermidis (M. Bermudez et al., 2016;
Eir6 et al., 2014; F. Vizoso et al., 2017).

1.5.1 Origen, definicién, localizacién y caracterizacion

Las hUCESC son células madres mesenquimales que se hallan situadas en el
epitelio de transicion del cuello uterino, siendo accesibles durante el periodo de eversion
del cuello, también conocido como ectropidn cervical, que suele verse bien en la fase
ovulatoria de forma ciclica o bien de forma mas continuada en las pacientes que emplean
anticonceptivos hormonales. En un primer momento se obtuvieron dichas células de
pacientes donantes voluntarias en el momento en el que se les realizaba una citologia o
prueba de Papanicolau. Con las muestras obtenidas con este método se desarrollaron los
primeros estudios sobre la caracterizacion y valoracion de efectos biol6gicos que estas
células producian. Hoy en dia, se obtienen de pacientes donantes una vez se haya
producido una histerectomia por una patologia tumoral no maligna (mioma) y que no

presentan patologia infecciosa, neoplasica (maligna) ni inmunoldgica.
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Estas células madre mesenquimales son caracterizadas mediante la expresion
positiva de los marcadores CD44, CD73, CD90 y CD105, y negativa de los marcadores
CD31, CD34, CD45, y CD117 (Eir6 et al., 2014).

1.5.2 Funcidn

Las principales funciones de estas células madre de cérvix uterino humano se

resumen en:

1. Efecto antiinflamatorio e inmunomodulador: Las hUCESC tienen un papel
importante en la reduccion de la inflamacion y la modulacion del sistema
inmunoldgico. Su secretoma contiene citocinas y factores que regulan la respuesta
inmune, haciéndolas utiles en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes como las Ulceras corneales, la uveitis, y la enfermedad inflamatoria
intestinal. (Sendon-Lago et al., 2021)

2. Propiedades regenerativas: Las células madre mesenquimales, incluyendo las
hUCESC, tienen capacidades regenerativas notables. Su secretoma contiene
factores que promueven la reparacion de tejidos y la regeneracion celular, lo que
las hace dutiles en terapias regenerativas para enfermedades cronicas y
degenerativas. (F. J. Vizoso et al., 2023)

3. Propiedades antitumorales: Se destaca que las hUCESC, a través de su
secretoma, pueden inhibir el crecimiento de ciertos tipos de tumores. EI medio
condicionado de hUCESC muestra un efecto inhibidor sobre los Fibroblastos
Asociados al Cancer (CAF) y sobre los Macrofagos Asociados al Cancer. En el
caso de los CAF, el secretoma de hUCESC reduce su proliferacién e invasion y
aumenta la apoptosis. Ademas, el medio condicionado de hUCESC es capaz de
inhibir y revertir la diferenciacion de los monocitos a macrofagos, lo cual es
importante porque los Macrdfagos Asociados al Cancer suelen promover la
progresion tumoral (Eird et al., 2014).

4. Capacidad antimicrobiana: Estas células también tienen la capacidad de
combatir infecciones gracias a las propiedades antimicrobianas de su secretoma,
que contiene sustancias que pueden inhibir el crecimiento de bacterias y hongos.
(Schneider et al., 2018)
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5. Prevencion del estrés oxidativo: Las hUCESC juegan un rol en la proteccion
contra el estrés oxidativo asociado con el dafio celular y el envejecimiento.
(Fraile et al., 2022)

En resumen, las células hUCESC son prometedoras en terapias regenerativas,
antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antitumorales y antimicrobianas, lo que sugiere

un amplio potencial terapéutico para tratar diversas enfermedades.

1.6 SECRETOMA DE CELULAS MADRE DE CERVIX UTERINO

1.6.1 Definicién de medio condicionado de hUCESC

Definimos el secretoma o medio condicionado de las células madre de cérvix
uterino humano (MC-hUCESC) como un medio de cultivo en el que dichas células se
nutren y en el que vierten sus secreciones (proteinas como las citocinas, Y los factores de
crecimiento y las vesiculas extracelulares), posteriormente dicho medio de cultivo es
recogido sin las células que se mantienen adheridas al recipiente y de esa manera se
elimina el componente celular potencialmente inmunogénico, y se mantienen las

sustancias generadas por las células y que producen los efectos que deseamos aprovechar.

1.6.2. Efectos del secretoma de hUCESC en los fibroblastos

sinoviales

Siendo como es éste el primer estudio sobre el efecto del secretoma de hUCESC
en los fibroblastos sinoviales no se tiene hasta este trabajo experiencia en la materia.
Nuestro grupo de investigacion tiene experiencia en el efecto del secretoma de hUCESC

en otros fibroblastos, principalmente en el estudio de fibroblastos tumorales, en los que
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produce en éstos un descenso en la proliferacion y la invasion, asi como un aumento de
la apoptosis temprana de los fibroblastos involucrados en la patologia tumoral (Eir6 et
al., 2014).

1.6.3. Efectos del secretoma de hUCESC en los mediadores

inflamatorios

Varios trabajos recientes destacan la capacidad del secretoma de hUCESC para
reducir la inflamacion mediante la modulacion de mediadores inflamatorios clave como
TNF-a, IL-6 e IFN-y al secretar estas CMM una variedad de factores paracrinos y solubles
que influyen en la regulacién de dichas citocinas inflamatorias. Los productos derivados
del secretoma de las CMM reproducen sus efectos terapéuticos al promover ademas la
regeneracion de tejidos. Se plantea que el uso del secretoma de CMM es una alternativa
segura y eficiente a la terapia celular, con beneficios potenciales en la disminucion de los
efectos adversos relacionados con la inflamacién cronica. (Fernandez-Francos et al.,
2021)

El uso de hidrogeles para administrar localmente estos productos derivados de
células madre en modelos de colitis mejora la efectividad terapéutica, produciendo una
disminucion significativa de los niveles de ARN mensajero (ARNm) de los mediadores
proinflamatorios TNF-a, IL-6 e IFN-y, analizados mediante PCR cuantitativa (qQPCR).
Estos resultados sugieren que el secretoma de hUCESC actlia modulando las respuestas
inflamatorias locales, inhibiendo los mediadores clave implicados en la colitis lo que
sugiere un gran potencial en el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales
(Sendon-Lago et al., 2021).
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1.7 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Nuestro grupo de estudio sobre las células madre del cérvix uterino humano
(hUCESC) cuenta con una sélida trayectoria en la investigacion de los usos terapéuticos
del secretoma derivado de estas células. Durante la Gltima década, nuestro equipo ha
demostrado el potencial antiinflamatorio y regenerativo del secretoma de hUCESC en
diversos modelos in vitro e in vivo, aplicados a multiples patologias, como el sindrome
de ojo seco (M. A. Bermudez et al., 2015; Sendon-Lago et al., 2019), la uveitis (M.
Bermudez et al., 2016), y las enfermedades inflamatorias intestinales (Eiro et al., 2022;
Sendon-Lago et al., 2021). Ademas, se ha evidenciado su efecto sobre Fibroblastos
Asociados al Cancer (CAF), donde el secretoma de hUCESC ha demostrado reducir la
proliferacion y la invasion de los CAF, contribuyendo asi al control del crecimiento y la
diseminacion del cancer (Eird et al., 2014; Schneider et al., 2016).

El secretoma de hUCESC destaca, entre otros aspectos, por su elevado contenido
de TIMP-1 y TIMP-2, inhibidores naturales de las metaloproteasas (Eiro et al., 2024;
Sendon-Lago et al., 2019), asociados a la capacidad de prevenir una protedlisis excesiva
y mitigar el dafio inflamatorio. Asimismo, estudios recientes destacan las ventajas de su
aplicacion, tanto por su seguridad y reduccion del riesgo inmunoldgico, como por su

facilidad de almacenamiento y administracion clinica (Costa et al., 2023).

A partir de las conclusiones reflejadas en la literatura cientifica de los ltimos 15
afios, que destacan el papel fundamental del tejido sinovial en la fisiopatologia de la
artrosis (Scanzello & Goldring, 2012), asi como la implicacion de los mediadores
inflamatorios y condroliticos en el desarrollo y progresion de esta enfermedad (Kapoor
et al., 2011), y considerando los estudios que subrayan el potencial del secretoma de
células madre para modular la inflamacidn sinovial en la artrosis (van Buul et al., 2012),
nos planteamos el posible efecto terapéutico del secretoma de hUCESC. Teniendo en
cuenta las ventajas practicas y el amplio potencial terapéutico del secretoma de hUCESC,
nos propusimos estudiar su impacto en una patologia tan prevalente como la artrosis,

caracterizada por procesos de inflamacion y destruccion de tejido.
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Al disefar el estudio, consideramos las propiedades destacadas del secretoma de
hUCESC descritos hasta la fecha del inicio del mismo, entre las cuales sobresalian el
efecto antiinflamatorio y el efecto inhibidor sobre la proliferacion e invasion de los
fibroblastos. El 80% de los sinoviocitos en el tejido sinovial articular son fibroblastos
sinoviales, y desempefian un papel clave en la homeostasis articular, asi como en la
fisiopatologia de la artrosis. Dado que el tejido sinovial es de facil acceso quirdrgico y su
obtencion implica una baja morbilidad para el paciente, decidimos centrar nuestra

investigacion en los fibroblastos del tejido sinovial de la rodilla.
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2.1 HIPOTESIS

El secretoma de células madre de cérvix uterino humano (hUCESC) puede jugar
un papel preventivo y terapéutico en la artrosis de rodilla al actuar sobre los fibroblastos
sinoviales y los mediadores de la inflamacion y de la degradacion celular implicados en

la fisiopatologia de la artrosis.

2.2 OBJETIVOS

1. Comparar los niveles basales de marcadores inflamatorios y condroliticos (IL-1p,
IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-0, TLR-4, MMP-3 y MMP-13) en fibroblastos

sinoviales de rodilla entre pacientes sanos y con artrosis.

2. Analizar y comparar los niveles de marcadores inflamatorios y condroliticos (IL-
1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13) en fibroblastos
sinoviales de pacientes sanos y con artrosis, antes y después de la estimulacion
con IL-1p.

3. Determinar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la expresidén de marcadores
inflamatorios y condroliticos (IL-1p, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-
3 y MMP-13) en fibroblastos sinoviales estimulados de pacientes sanos y con

artrosis.

4. Evaluar el impacto del secretoma de hUCESC sobre la proliferacion de

fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1p en pacientes sanos y con artrosis.

5. Examinar el efecto del secretoma de hUCESC en la capacidad invasiva de los

fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1p en pacientes sanos y con artrosis.

40



Hipdtesis y Objetivos

6. Investigar el efecto de los inhibidores de metaloproteasas TIMP-1y TIMP-2 sobre
la capacidad de invasion de los fibroblastos sinoviales en pacientes sanos y con

artrosis.
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3.1 MATERIAL Y METODOS GENERAL

Realizamos un estudio experimental con fibroblastos sinoviales de rodilla
obtenidos a partir de muestras quirurgicas de pacientes que se sometieron a diferentes
procedimientos quirdrgicos de patologia en cirugia ortopédica. Se clasificaron los
fibroblastos a partir del estado articular en el momento de la cirugia en dos grupos:

sinovial normal (sin afectacion osteoartritica), y sinovial en osteoartritis.

3.1.1 Toma de muestras sinoviales

Los fibroblastos sinoviales del primer grupo (Sinovial Normal) fueron obtenidos
de pacientes intervenidos mediante artroscopia de rodilla por patologia meniscal
traumatica en la que no se observaba afectacion osteoartritica, con ausencia de sinovitis

en fondo de saco suprapatelar y sin afectacion condral a la exploracién visual.

Los fibroblastos sinoviales del segundo grupo (Sinovial Artrésica) fueron
obtenidos de:

1. Pacientes intervenidos mediante artroscopia de rodilla por dolor
secundario a lesién meniscal y que presentaban signos de afectacion
condral moderada/severa (clasificacion Outerbridge IHI/IV) y que
asociaban una sinovitis objetivable en fondo de saco suprapatelar.

2. Pacientes intervenidos mediante artroscopia de rodilla por dolor
secundario a lesion condral moderada/severa (clasificacion Outerbridge
I1I/1V) que asociaban una sinovitis objetivable en fondo de saco
suprapatelar.

3. Pacientes intervenidos mediante cirugia abierta por artrosis avanzada
(clasificacion Outerbridge 1V) en la que se implant6 una protesis total de
rodilla, todos ellos asociando una clinica de sinovitis. (Figura 4)

Para la toma de las muestras de los pacientes tratados mediante artroscopia se
empled un sistema de filtrado del aspirado con motor de artroscopia colocado en el

terminal de aspiracion (Figuras 5y 6) y se aspiraron al menos 3 areas de la sinovial del
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fondo de saco suprapatelar de la rodilla hasta obtener una muestra que llenara el filtro
empleado. Una vez obtenida la muestra se realiz6 una hemostasia de la zona aspirada con

vaporizador eléctrico artroscdpico para evitar sangrado postoperatorio.

D.

Figura 4. Clasificacion de Outerbridge. a) Grado I: Reblandecimiento y edema del cartilago, sin

fisuras. b) Grado Il. Fisura o fragmentacion en un area menor de 1,3 cm de superficie 0 menos
del 50% de profundidad. c) Grado IlI: Fisura o fragmentacion en un area mayor de 1,3 cm de
superficie 0 mayor del 50% de profundidad. d) Grado IV: Exposicion del hueso subcondral

(desaparicion focal del cartilago). (Kohl et al., 2015; Slattery & Kweon, 2018)
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f. g. h.
Figura 5. Material para la toma de muestra artroscopica. a) Equipo de transfusion

hematica con filtro. b) Canula de conexidn doble para equipos uroldgicos. ¢, d y e)
Componentes a (una vez se desechada la parte distal al filtro) y b junto con dos conexiones
intermedias para via parenteral y canulas de aspiracion. f) Conexion a motor artroscopico.
gy h) una vez acabado se extrae el filtro con un bisturi.
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Figura 6. Toma de muestra artroscopica. Motor de sinoviotomo aspirando muestra de

sinovial en fondo de saco suprapatelar. A) Sinovial Normal. B) Sinovial Artrdsica.
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La muestra alojada en el filtro se extrajo intraoperatoriamente dentro de su filtro
y se alojé en un tubo con medio de cultivo (DMEM-F12 suplementado con antibiético)
evitando la desecacion de la muestra y su exposicion prolongada al aire, para

posteriormente ser recogido y procesado en nuestro laboratorio.

Las muestras de los pacientes intervenidos de cirugia protésica de rodilla se
tomaron del siguiente modo: una vez realizada la incision cutanea de la via quirtrgica y
tras la apertura articular por un acceso parapatelar medial se procedié a voltear y
lateralizar la rétula quedando expuesta la region intracapsular. Llegados a este punto, y
antes de comenzar a realizar los cortes 6seos, se procedié a un lavado articular con suero
fisiolégico y se tomd una muestra de la sinovial sinovitica suprapatelar procurando
minimizar la toma de grasa subsinovial, con un area de muestra sinovial nunca inferior a
los 2 centimetros cuadrados (Figura 7). De forma intraoperatoria, se introdujo la muestra
en un tubo con medio de cultivo (DMEM-F12 suplementado con antibiotico), procurando
que la muestra quedara embebida en el medio y sin exposicion al aire, para posteriormente

ser recogido y procesado en nuestro laboratorio.

Figura 7. Toma muestra de tejido sinovial de region femoral suprapatelar en cirugia

abierta protésica
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Todos los pacientes que participaron en la toma de muestras fueron intervenidos
en los quiréfanos de la Fundacion Hospital de Jove de Gijon (Asturias) coincidiendo la
toma de la muestra con el momento en el que se intervenian de forma programada por
patologia de rodilla. Se excluyeron los pacientes menores de edad (menores de 18 afios
en el momento de la intervencion), y aquellos que en el caso de presentar una patologia
articular ésta difiriera de ser una osteoartritis. Todos ellos fueron informados previamente
a la cirugia del procedimiento a realizar para la toma de las muestras, del objeto del
estudio y de las implicaciones que ello comportaba. Todos recibieron y firmaron un
documento de consentimiento informado especifico con motivo del estudio a realizar (ver

documento en Anexo 1)

Todas las muestras fueron sumergidas en medio de cultivo (DMEM-F12
suplementado con antibiotico) en tubos estériles. Una vez fuera del quir6fano se
depositaban en el frigorifico del quirdéfano a una temperatura entre 2 y 4°C, y eran
recogidas por nuestro personal de la Unidad de Investigacion del Hospital de Jove para

su procesamiento antes de las primeras 24 horas.

3.1.2 Procesamiento de las muestras

Se recogieron un total de 107 muestras de cirugia de rodilla. Se desecharon 6 casos
que correspondieron a patologias que diferian de los criterios de inclusion iniciales (4
recambios de prétesis, 1 artropatia psoriasica y 1 condrocalcinosis). De los 101 casos
restantes, 28 pacientes correspondieron a los criterios del grupo 1 (sinovial normal), y 73
al grupo 2 (artrosis) de los cuales 16 fueron obtenidas mediante artroscopia y 57 mediante

cirugia abierta.

Una vez llegadas las muestras a la Unidad de Investigacién del Hospital de Jove
éstas fueron procesadas para la identificacion y cultivo de los fibroblastos sinoviales a

partir del material obtenido en el quiréfano.

El tejido sinovial de las muestras se disgregé mecénica y enzimaticamente y fue
cultivado hasta la obtencion de un cultivo de fibroblastos. Las muestras fueron
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disgregadas mecanicamente hasta conseguir explantes de 1 cm? aproximadamente, y
posteriormente colocadas en placas de cultivo celular de 100 mm (muestras de cirugia
abierta) o placas de seis pocillos (muestras de artroscopia), con medio de cultivo DMEM

F-12 con 10% FBS y 1% penicilina-estreptomicina.

Posteriormente, se llevo a cabo la disgregacion enzimatica mediante la adicion de
Colagenasa A (Roche, ref. 10103586001) a una concentracion final de 1 mg/ml. La
incubacion fue realizada durante 48 horas a 37°C en el incubador. Tras la digestion, las
muestras fueron centrifugadas a 400 g durante 5 minutos y, posteriormente, sembradas
en la misma placa donde se realiz6 la disgregacion con el medio de cultivo (DMEM F-12
con 10% FBS y 1% penicilina-estreptomicina).

Los primeros dias tras la disgregacion de la muestra, se observaba en el cultivo
una mezcla de células con morfologia méas redondeada, junto con otras de morfologia
fibroblastoide mas alargadas. A medida que se continuaba con el cultivo de las muestras,
predominaban las células con morfologia alargada y con aspecto de fibroblastos, lo que

posteriormente seria confirmado.

3.1.3 Caracterizacion de los fibroblastos sinoviales

La comprobacién de la pureza de los cultivos de fibroblastos (ausencia de células
epiteliales) se realiz6 mediante tincion inmunocitoquimica. Las células fueron tefiidas
con desmina, a-actina y vimentina (Tabla 1), siendo éstos positivos para los dos ultimos
factores (Figura 8). La tincion positiva de vimentina nos confirma el origen mesenquimal
de las células, caracteristico de los fibroblastos. La tincion positiva de a-actina en un alto
porcentaje de los fibroblastos implica que muchos de los mismos habrian adquirido un
fenotipo de miofibroblastos (fibroblastos activos). Estos representan una subpoblacion de
fibroblastos con un fenotipo similar al de las células del musculo liso, debido a que
expresan a-actina del masculo liso en su citoesqueleto y desempefian una participacion
muy importante durante la embriogénesis, organogénesis, inflamacion, reparacion y
cicatrizacion. Ademas, este tipo celular resulta fundamental en los diferentes procesos de
regeneracion y reparacion (fibrosis) que ocurren en los distintos 6rganos. (Talbott et al.,
2022; H. Wang et al., 2024; Yu et al., 2022). Los fibroblastos no son células musculares,
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y la tincion negativa a desmina nos asegura que las células no pertenecen a un linaje

muscular.

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados en la inmunohistoquimica.

Anticuerpo  Recuperacion Tiempo Casa comercial
_ _ o Dilucion del Ac _ _
primario antigénica incubacion (referencia)
. . ] . Dako
Vimentina pH6 1:100 30 (M7020)
. . . Dako
a-actina pH9 Listo para uso 30 (1S611)
. . . Dako
Desmina pH6 Listo para uso 30 (1S606)
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Figura 8. Ejemplos de tincion inmunohistoquimica de cultivos de fibroblastos de
muestras de sinovial (200 X). A. Tincion positiva para a-actina. B. Tincion positiva para

vimentina. B. Tincion negativa para desmina.

Los resultados de inmunocitoquimica confirman que la obtencion de los cultivos

primarios de fibroblastos llevada a cabo mediante el cultivo de las muestras fue adecuada.

De las 101 muestras procesadas (28 Sinovial Normal / 73 Sinovial Artrésica), se
descartaron las muestras contaminadas durante el proceso de obtencion, aislamiento o
cultivo y las muestras que presentaban una tasa de proliferacion muy lenta (alcanzar la
confluencia 70% en un tiempo mayor de 10 dias) o que presentaban una morfologia
agrandada, aplanada y vacuolada, y una disminucion de la proliferacion celular,
caracteristica de la senescencia celular (proceso celular que implica la detencion

permanente del ciclo celular).
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3.1.3.1 Calculo del tamafo muestral

Se realizo el célculo del tamafio muestral, empleando GRANMO, aceptando un
riesgo alfa de 0,05 y un poder estadistico superior a 0,8, en un contraste bilateral y una
tasa de pérdidas de seguimiento del 10%. El analisis indico que se necesitan al menos 4
muestras en el grupo 1 (Sinovial Normal) y 8 muestras en el grupo 2 (Sinovial Artrésica)
para detectar una diferencia en el parametro estudiado de al menos 2 unidades. Este
nimero de muestras es consistente con los trabajos experimentales in vitro publicados en

la literatura reciente. (Giannasi et al., 2020; Palama et al., 2020; Rosochowicz et al., 2024)

3.1.4 Produccion del secretoma de hUCESC

3.1.4.1 Aislamiento y caracterizacion de las hUCESC

Las hUCESC se obtienen a partir de una muestra de tejido de cuello uterino. Tras
la obtencidn de la muestra se realiza una digestion enzimatica de la mismay se centrifuga
5 min a 400 g, el pellet celular es entonces sembrado y cultivado en medio DMEM-F12
suplementado con 10% de FBS 1% de penicilina y estreptomicina, factor de crecimiento

epidérmico (EGF), hidrocortisona e insulina.

Una vez realizado el aislamiento de las células, se procede a la caracterizacion
mediante citometria de flujo. Para ello, se resuspenden 100.000 células en un volumen de
100 pl de PBS al cual se afiade el volumen correspondiente de anticuerpo y se incuba.
Posteriormente, las células son lavadas con 300ul de PBS, centrifugadas a 400g durante
5min. Finalmente, se resuspende el boton celular en 300ul de PBS y se analiza en el
citometro de flujo Cytomics FC500 de BeckmanCoulter.

Las céelulas son caracterizadas por citometria de flujo para comprobar la expresion
de los marcadores CD31, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105y CD117 (Tabla 2).
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la caracterizacion de las hUCESC mediante

citometria de flujo.

Anticuerpo Casa Comercial Referencia Volumen (pL) Tiempo Incubacién (min) Temperatura (°C)
CD31 BD Biosciencies 555446 10 30 4
CD34 BD Biosciencies 555822 10 30 4
CD44 BD Biosciencies 555479 10 30 4
CD45 BD Biosciencies 555482 10 30 4
CD73 BD Biosciencies 550257 10 30 4
CD90 MACS 130-114-859 4 30 hielo

MiltenyiBiotec

CD105 MACS 130-112-169 4 30
MiltenyiBiotec

CD117 BD Biosciencies 332785 10 30

3.1.4.2 Obtencion del secretoma/medio condicionado de las hUCESC

El secretoma de las hUCESC se obtiene a partir de un cultivo con un 70% de
confluencia. Una vez que la confluencia es del 70% en el fondo de la botella de cultivo,
se retira por aspiracion el medio de cultivo completo y se realizan 3 lavados con PBS (se
debe retirar perfectamente todos los restos de suero fetal bovino, antibibticos y factores
de crecimiento sin dafar a las células). Se afiade medio DMEM-F12 sin FBS durante 48
horas en el incubador a 37°C. Durante ese tiempo las hUCESC adheridas al fondo de la
botella, se multiplican y se relacionan con el medio extracelular secretando sustancias.
Transcurridos esos dos dias, el medio es recogido y centrifugado 5 minutos a 400 g. El
sobrenadante (medio condicionado) es recogido (constituido por el DMEM-F12, cuya
composicion conocemos, mas las sustancias que en €l han liberado las hUCESC) y es

utilizado inmediatamente o conservado en el congelador a - 80°C.
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3.2 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 1

Para comparar los niveles basales de marcadores inflamatorios y condroliticos en
fibroblastos sinoviales de pacientes sanos y con artrosis, se cuantificé la expresion génica
de estos marcadores mediante RT-gPCR (Reverse Transcription Quantitative PCR). Este
analisis consiste en extraer el ARN mensajero de las células, convertirlo en ADNc
mediante transcripcion reversay, finalmente, realizar una PCR en tiempo real. La técnica
mide la expresion de estos factores a través de la fluorescencia generada durante la

amplificacion, lo que permite cuantificar sus niveles de expresion.

3.2.1 Procesamiento inicial

Se analizo la expresidn genica de factores relacionados con la inflamacion (1L-1p,
IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4) y con la destruccion del cartilago (MMP-3, MMP-
13).

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se tomaron 6 muestras del
grupo de sinovial normal y 12 muestras del grupo de sinovial artrésica. Se sembraron
500.000 células por muestra en placas de cultivo de 100mm (p100). Transcurridas 48h se
cultivaron en un medio DMEM-F12 sin FBS. Transcurridas otras 48h se recogieron las

células para la extraccién de ARN.

3.2.2 Extraccion del ARN

Después de retirar el medio de la placa de cultivo, se procedié a la separacion de
las células mediante tripsinizacion. Una vez recolectadas, las células fueron centrifugadas
a 1400 rpm durante 5 minutos. Todo el proceso subsiguiente se llevé a cabo utilizando el
"Rneasy Mini Kit" (Qiagen, ref. 50974104), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las muestras se resuspendieron en 350 pl de tampdn RLT y se continud con el protocolo

del producto de la siguiente manera: a) se agregé etanol al 70% en un volumen 1:1 a las
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células sumergidas en el tampon RLT; b) la mezcla se paso a través de una columna
mediante centrifugacion a 8000 g durante 15 segundos; c) se afiadieron 700 pl de tampon
de lavado y se centrifug6 durante 15 segundos a 8000 g; d) se afiadieron 350 pl de tampdn
de lavado y se centrifug6 durante 15 segundos a 8000 g; e) se incub6 con 10 pul de DNasa
y 70 pl de tampon RDD durante 30-45 minutos a temperatura ambiente; f) se afiadieron
350 ul de tampdn de lavado y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; g) se afiadieron
500 ul de tampdn RPE y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; h) el ARN se eluyd
afiadiendo 20 pl de agua libre de ARNasa a la columna y centrifugando durante 1 minuto
a 8000 g.

La concentracion y calidad del ARN extraido se determinaron mediante
espectrofotometria  utilizando un espectrofotdmetro  NanoDrop®  (NanoDrop
Technologies, Wilmington, US) (Figura 9). Se utilizé la relacion de absorbancias 260/280
nm como indicador de calidad. Por Gltimo, las muestras de ARN se almacenaron a -80°C

hasta su uso.
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Figura 9. Captura de imagen del espectrofotometro NanoDrop® para analizar la calidad
del ARN extraido
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3.2.3 Sintesis del ADNc

La transcripcion reversa es un proceso en el que se sintetiza ADN complementario

(ADNCc) a partir de ARN monocatenario utilizando la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion, se utilizo el kit comercial "Transcriptor First
Strand ADNCc Sintesis Kit" (Roche, ref. 4896866001), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se prepard una mezcla que contenia 10 pul de ARN (20 ng/ul), 1 pl de oligo
dT (100 mM) y 2 ul de hexameros aleatorios (600 pmol/ul). La reaccion se sometio a una
desnaturalizacion a 65°C durante 10 minutos en un termociclador convencional y luego

se coloco inmediatamente en hielo para evitar la renaturalizacion.

Llegados a este punto se afiadieron 4 ul de tampon de reaccion (5X), 0,5 pl de
inhibidor de nucleasas de ARN (40 U/ul), 2 ul de mezcla de desoxinucleotidos trifosfato
(dNTPs) (10 mM) y 0,5 ul de enzima transcriptasa reversa (20 U/pl).

La mezcla se incub6 en un termociclador (NYX Technic ATC 40I) bajo las
siguientes condiciones: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C, 5 minutos a 85°C y

finalmente a 4°C hasta su uso.

3.2.4 PCR atiempo real

Se empled el sistema RealTime ready Custom Single Assays (Roche,
05532957001), que contiene los cebadores o primers especificos para cada gen unidos a
la sonda, que produce luminiscencia cuando se desprende en la elongacion durante la
replicacion del gen; y el kit LightCycler® 480 Probes Master (Roche, 4887301001). Los
genes analizados se especifican en la Tabla 3, como gen de referencia se ha utilizado el
gen GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).
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Tabla 3. Referencias de los genes utilizados para el estudio.

Gen Referencia (Assay ID)
IL-1B 100950
IL-6 144013
IL-15 113161
IL-17A 136839
TNF-a 147880
TLR-4 135752
MMP-3 148638
MMP-13 140652
GAPDH 102052

Se emple6 un termociclador LigthCycler 480 (Roche) para realizar las reacciones
(Figura 10). Cada reaccion se preparé con una mezcla de 20 pl utilizando ADNc a una
concentracion final de 2 ng/pL. Posteriormente, el termociclador se programd de la

siguiente manera:

1. Preincubacion: 10 minutos a 95°C.

2. Amplificacion durante 45 ciclos, cada uno con las siguientes etapas:
a. Desnaturalizacion: 10 segundos a 95°C.
b. Anillamiento: 30 segundos a 60°C.
c. Extension: 1 segundo a 72°C.

3. Enfriamiento: 30 segundos a 40°
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Figura 10. Captura de imagen del termociclador LigthCycler 480 (Roche) para analizar
los resultados obtenidos por PCR semicuantitativa.

Para cuantificar la expresion génica, se optd por el método de cuantificacion
relativa avanzada. En este método, el punto de corte o crossing point (Cp) se calcula
autométicamente utilizando el software LightCycler. Este punto corresponde al ciclo en
el que la fluorescencia generada supera el umbral predefinido, y se determina como el

primer maximo de la segunda derivada de la curva.

3.2.5 Analisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utiliz6 el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evaluo si las poblaciones seguian una distribucion normal mediante
la prueba de Shapiro-Wilk. Se considero que en este andlisis las muestras a comparar no
eran relacionadas. Para comparar los datos entre los grupos que mostraban una
distribucion normal, se emple6 una prueba de t de Student para igualdad de medias
(paramétrica). Para comparar los datos entre los grupos en los que al menos uno de ellos
no mostraba una distribucién normal se empled una prueba de U de Mann-Whitney (no
paramétrica). Se considerd en ambos casos diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor p era igual o menor a 0,05.
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3.3 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 2

Para analizar los niveles de marcadores inflamatorios y condroliticos en
fibroblastos sinoviales de pacientes sanos y con artrosis una vez estimulados con IL-1§
para reproducir un estado inflamatorio, se cuantifico la expresion génica de estos
marcadores mediante RT-gPCR (Reverse Transcription Quantitative PCR), siguiendo el
procedimiento explicado anteriormente (Objetivo 1).

Asi mismo, los niveles de expresion de los marcadores en los fibroblastos
estimulados se compararon con los valores obtenidos en estado basal (estos ultimos

analizados en el Objetivo 1).

3.3.1 Procesamiento inicial

Se analizo la expresion genica de factores relacionados con la inflamacion (1L-1,
IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4) y con la destruccion del cartilago (MMP-3, MMP-
13).

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se tomaron 6 muestras del
grupo de sinovial normal y 12 muestras del grupo de sinovial artrésica. Se sembraron
500.000 células por muestra en placas de cultivo de 100mm (p100). Transcurridas 48h,
se trataron de acuerdo a las siguientes condiciones:

- Sin estimulacion: medio DMEM-F12 sin FBS !
- Tras estimulacion: medio DMEM-F12 sin FBS + IL1 (10 pg/ml)

(Nota: 1. Este grupo “Sin estimulacion” es el correspondiente al Objetivo 1)

Transcurridas otras 48h se recogieron las células para la extraccion de ARN.
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3.3.2 Extraccion del ARN

Después de retirar el medio de la placa de cultivo, se procedié a la separacion de
las células mediante tripsinizacion. Una vez recolectadas, las células fueron centrifugadas
a 1400 rpm durante 5 minutos. Todo el proceso subsiguiente se llevo a cabo utilizando el
"Rneasy Mini Kit" (Qiagen, ref. 50974104), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las muestras se resuspendieron en 350 pl de tampdn RLT y se continud con el protocolo
del producto de la siguiente manera: a) se agregé etanol al 70% en un volumen 1:1 a las
células sumergidas en el tampdn RLT; b) la mezcla se paso6 a través de una columna
mediante centrifugacion a 8000 g durante 15 segundos; c) se afiadieron 700 pl de tampo6n
de lavado y se centrifug6 durante 15 segundos a 8000 g; d) se afiadieron 350 pl de tampén
de lavado y se centrifug6 durante 15 segundos a 8000 g; e) se incub6 con 10 ul de DNasa
y 70 ul de tampdén RDD durante 30-45 minutos a temperatura ambiente; f) se afiadieron
350 ul de tampdn de lavado y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; g) se afiadieron
500 pl de tampon RPE y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; h) el ARN se eluyd
afiadiendo 20 pl de agua libre de ARNasa a la columna y centrifugando durante 1 minuto
a 8000 g.

La concentracion y calidad del ARN extraido se determinaron mediante
espectrofotometria  utilizando un  espectrofotdmetro  NanoDrop®  (NanoDrop
Technologies, Wilmington, US) (Figura 9). Se utilizé la relacién de absorbancias 260/280
nm como indicador de calidad. Por Gltimo, las muestras de ARN se almacenaron a -80°C

hasta su uso.
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Figura 9. Captura de imagen del espectrofotometro NanoDrop® para analizar la calidad
del ARN extraido

3.3.3 Sintesis del ADNc

La transcripcion reversa es un proceso en el que se sintetiza ADN complementario

(ADNC) a partir de ARN monocatenario utilizando la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion, se utilizé el kit comercial "Transcriptor First
Strand ADNCc Sintesis Kit" (Roche, ref. 4896866001), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se prepar6 una mezcla que contenia 10 ul de ARN (20 ng/ul), 1 ul de oligo
dT (100 mM) y 2 ul de hexameros aleatorios (600 pmol/ul). La reaccion se someti6 a una
desnaturalizacion a 65°C durante 10 minutos en un termociclador convencional y luego

se coloco inmediatamente en hielo para evitar la renaturalizacion.

Llegados a este punto se afiadieron 4 pl de tampon de reaccion (5X), 0,5 pl de
inhibidor de nucleasas de ARN (40 U/ul), 2 ul de mezcla de desoxinucledtidos trifosfato
(ANTPs) (10 mM) y 0,5 ul de enzima transcriptasa reversa (20 U/ul).

La mezcla se incubd en un termociclador (NYX Technic ATC 40I) bajo las

siguientes condiciones: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C, 5 minutos a 85°C y

finalmente a 4°C hasta su uso.
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3.2.4 PCR atiempo real

Se empled el sistema RealTime ready Custom Single Assays (Roche,
05532957001), que contiene los cebadores o primers especificos para cada gen unidos a
la sonda, que produce luminiscencia cuando se desprende en la elongacion durante la
replicacion del gen; y el kit LightCycler® 480 Probes Master (Roche, 4887301001). Los
genes analizados se especifican en la Tabla 3, como gen de referencia se ha utilizado el
gen GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

Tabla 3. Referencias de los genes utilizados para el estudio.

Gen Referencia (Assay ID)
IL-1B 100950
IL-6 144013
IL-15 113161
IL-17A 136839
TNF-a 147880
TLR-4 135752
MMP-3 148638
MMP-13 140652
GAPDH 102052

Se emple6 un termociclador LigthCycler 480 (Roche) para realizar las reacciones
(Figura 10). Cada reaccion se preparé con una mezcla de 20 pl utilizando ADNc a una
concentracion final de 2 ng/pL. Posteriormente, el termociclador se programé de la

siguiente manera:
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Preincubacion: 10 minutos a 95°C.

1. Amplificacion durante 45 ciclos, cada uno con las siguientes etapas:
d. Desnaturalizacion: 10 segundos a 95°C.
e. Anillamiento: 30 segundos a 60°C.
f. Extension: 1 segundo a 72°C.

2. Enfriamiento: 30 segundos a 40°
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Figura 10. Captura de imagen del termociclador LigthCycler 480 (Roche) para analizar

los resultados obtenidos por PCR semicuantitativa.

Para cuantificar la expresion génica, se optd por el método de cuantificacion
relativa avanzada. En este método, el punto de corte o crossing point (Cp) se calcula
automaticamente utilizando el software LightCycler. Este punto corresponde al ciclo en
el que la fluorescencia generada supera el umbral predefinido, y se determina como el

primer méaximo de la segunda derivada de la curva.

3.3.5 Analisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utiliz6 el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evaluo si las poblaciones seguian una distribucion normal mediante
la prueba de Shapiro-Wilk.
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En este analisis, al comparar los valores de los mismos fibroblastos antes y
después de la estimulacién, se consideraron relacionadas las muestras. Para analizar estos
datos:

a) En los grupos con distribucion normal, se aplicé la prueba t de Student para
muestras emparejadas (prueba parameétrica).

b) En los casos donde al menos uno de los grupos no presentd una distribucion
normal, se utilizé la prueba de signo de Wilcoxon para muestras relacionadas (prueba no
parameétrica).

De nuevo, se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor p fue igual o menor a 0,05.

Por otro lado, se consideraron no relacionadas las muestras de fibroblastos
estimulados de pacientes sanos y de pacientes con artrosis. Para comparar los niveles de
los marcadores entre estos dos grupos:

a) Cuando los datos mostraron una distribucion normal, se utilizé la prueba t de
Student para igualdad de medias (prueba paramétrica) tras aplicar un test de Levene para
valorar la igualdad de varianzas.

b) Cuando al menos uno de los grupos no presentaba una distribucion normal, se
aplicé la prueba U de Mann-Whitney (prueba no paramétrica).

En ambos casos, se consideraron diferencias estadisticamente significativas

cuando el valor p fue igual o menor a 0,05.
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3.4 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 3

Para determinar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la expresion de
marcadores inflamatorios y condroliticos en fibroblastos sinoviales de pacientes sanos y
con artrosis una vez estimulados con IL-1B para reproducir un estado inflamatorio, se
cuantifico el material genético de estos marcadores mediante RT-gPCR (Reverse
Transcription Quantitative PCR) tras ser expuestos los fibroblastos al secretoma de

hUCESC, siguiendo el procedimiento explicado anteriormente (Objetivo 1).

Una vez analizados, los niveles de los marcadores en los fibroblastos tras ser
expuestos al secretoma de hUCESC se compararon con los valores obtenidos en los
fibroblastos estimulados antes de ser expuestos al secretoma (estos Ultimos analizados en
el Objetivo 2).

3.4.1 Procesamiento inicial

Se analiz¢ la expresion genica de factores relacionados con la inflamacion (1L-1,
IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4) y con la destruccion del cartilago (MMP3,
MMP13).

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se tomaron 6 muestras del
grupo de sinovial normal y 12 muestras del grupo de sinovial artrésica. Se sembraron
500.000 ceélulas por muestra en placas de cultivo de 100mm (p100). Transcurridas 48h,
se trataron de acuerdo a las siguientes condiciones:

- Estimulacion: medio DMEM-F12 sin FBS + IL1p (10 pg/ml)!
- Tratamiento con secretoma de hUCESC: MC-hUCESC + IL1 (10 pg/ml)
(Nota: 1. Este grupo Estimulacion es el correspondiente al Objetivo 2)

Transcurridas otras 48h se recogieron las células para la extraccion de ARN.
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3.4.2 Extraccion del ARN

Después de retirar el medio de la placa de cultivo, se procedié a la separacion de
las células mediante tripsinizacion. Una vez recolectadas, las células fueron centrifugadas
a 1400 rpm durante 5 minutos. Todo el proceso subsiguiente se llevo a cabo utilizando el
"Rneasy Mini Kit" (Qiagen, ref. 50974104), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las muestras se resuspendieron en 350 pl de tampdn RLT y se continud con el protocolo
del producto de la siguiente manera: a) se agregé etanol al 70% en un volumen 1:1 a las
células sumergidas en el tampdn RLT; b) la mezcla se paso6 a través de una columna
mediante centrifugacion a 8000 g durante 15 segundos; c) se afiadieron 700 pl de tampo6n
de lavado y se centrifugo6 durante 15 segundos a 8000 g; d) se afiadieron 350 pl de tampén
de lavado y se centrifug6 durante 15 segundos a 8000 g; e) se incub6 con 10 ul de DNasa
y 70 ul de tampdén RDD durante 30-45 minutos a temperatura ambiente; f) se afiadieron
350 ul de tampdn de lavado y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; g) se afiadieron
500 pl de tampon RPE y se centrifugd durante 15 segundos a 8000 g; h) el ARN se eluyd
afiadiendo 20 pl de agua libre de ARNasa a la columna y centrifugando durante 1 minuto
a 8000 g.

La concentracion y calidad del ARN extraido se determinaron mediante
espectrofotometria  utilizando un  espectrofotdmetro  NanoDrop®  (NanoDrop
Technologies, Wilmington, US) (Figura 9). Se utilizé la relacién de absorbancias 260/280
nm como indicador de calidad. Por ultimo, las muestras de ARN se almacenaron a -80°C

hasta su uso.
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Figura 9. Captura de imagen del espectrofotometro NanoDrop® para analizar la calidad
del ARN extraido

3.4.3 Sintesis del ADNc

La transcripcion reversa es un proceso en el que se sintetiza ADN complementario

(ADNC) a partir de ARN monocatenario utilizando la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion, se utilizé el kit comercial "Transcriptor First
Strand ADNCc Sintesis Kit" (Roche, ref. 4896866001), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se prepar6 una mezcla que contenia 10 ul de ARN (20 ng/ul), 1 pul de oligo
dT (100 mM) y 2 ul de hexameros aleatorios (600 pmol/ul). La reaccion se someti6 a una
desnaturalizacion a 65°C durante 10 minutos en un termociclador convencional y luego

se coloco inmediatamente en hielo para evitar la renaturalizacion.

Llegados a este punto se afiadieron 4 pl de tampon de reaccion (5X), 0,5 pl de
inhibidor de nucleasas de ARN (40 U/ul), 2 ul de mezcla de desoxinucleotidos trifosfato
(ANTPs) (10 mM) y 0,5 ul de enzima transcriptasa reversa (20 U/ul).

La mezcla se incubd en un termociclador (NYX Technic ATC 40I) bajo las
siguientes condiciones: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 50°C, 5 minutos a 85°C y

finalmente a 4°C hasta su uso.
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3.2.4 PCR atiempo real

Se empled el sistema RealTime ready Custom Single Assays (Roche,
05532957001), que contiene los cebadores o primers especificos para cada gen unidos a
la sonda, que produce luminiscencia cuando se desprende en la elongacion durante la
replicacion del gen; y el kit LightCycler® 480 Probes Master (Roche, 4887301001). Los
genes analizados se especifican en la Tabla 3, como gen de referencia se ha utilizado el
gen GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa).

Tabla 3. Referencias de los genes utilizados para el estudio.

Gen Referencia (Assay ID)
IL-1B 100950
IL-6 144013
IL-15 113161
IL-17A 136839
TNF-a 147880
TLR-4 135752
MMP-3 148638
MMP-13 140652
GAPDH 102052

Se emple6 un termociclador LigthCycler 480 (Roche) para realizar las reacciones
(Figura 10). Cada reaccion se preparé con una mezcla de 20 pl utilizando ADNc a una
concentracion final de 2 ng/uL. Posteriormente, el termociclador se programé de la

siguiente manera:
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1. Preincubacion: 10 minutos a 95°C.

2. Amplificacion durante 45 ciclos, cada uno con las siguientes etapas:
g. Desnaturalizacion: 10 segundos a 95°C.
h. Anillamiento: 30 segundos a 60°C.
i. Extension: 1 segundo a 72°C.

3. Enfriamiento: 30 segundos a 40°
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Figura 10. Captura de imagen del termociclador LigthCycler 480 (Roche) para analizar

los resultados obtenidos por PCR semicuantitativa.

Para cuantificar la expresion génica, se optd por el método de cuantificacion
relativa avanzada. En este método, el punto de corte o crossing point (Cp) se calcula
automaticamente utilizando el software LightCycler. Este punto corresponde al ciclo en
el que la fluorescencia generada supera el umbral predefinido, y se determina como el

primer méaximo de la segunda derivada de la curva.
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3.4.5 Andlisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utilizo el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evalud si las poblaciones seguian una distribucién normal mediante
la prueba de Shapiro-Wilk.

En este andlisis, al comparar los valores de los mismos fibroblastos antes y
después de la exposicion al secretoma de hUCESC, se consideraron relacionadas las
muestras. Para analizar estos datos:

a) En los grupos con distribucion normal, se aplicd la prueba t de Student para
muestras emparejadas (prueba paramétrica).

b) En los casos donde al menos uno de los grupos no presentd una distribucién
normal, se utilizo la prueba de signo de Wilcoxon para muestras relacionadas (prueba no
parametrica).

De nuevo, se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor p fue igual o menor a 0,05.
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3.5 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 4

Para evaluar el impacto del secretoma de hUCESC en la capacidad proliferativa
de los fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1p en pacientes sanos y con artrosis Se
realiz6 un estudio comparativo de un grupo control (previo a la exposicién del secretoma)
frente a los grupos de sinovial normal y de sinovial artrosica tras la exposicion al
secretoma.

Se analizé la proliferacion celular mediante un ensayo colorimétrico para medir
la actividad metabdlica celular. EI ensayo de proliferacién se basa en una prueba
colorimétricas que utilizan un reactivo, el WST-1, para analizar la actividad de unas
enzimas llamadas hidrogenasas en las mitocondrias de las células. Esto se hace mediante
la conversion de un compuesto quimico, el cloruro de tetrazolio, en un producto Ilamado
formazan, que tiene un color especifico. Como este proceso solo ocurre en células vivas
y activas metabolicamente, la cantidad de formazan producido esta relacionada con el
namero de células que estan activas. La cantidad de formazan se mide midiendo la

absorbancia, es decir, la capacidad de la solucion para absorber la luz.

3.5.1 Estudio de proliferacion

Para determinar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la viabilidad de los
fibroblastos sinoviales se realizaron ensayos colorimétricos de proliferacién con el
reactivo WST-1 (Roche, 05015944001).

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se emplearon 4 muestras del

grupo de sinovial normal y 11 muestras del grupo de sinovial osteoartritica.

Se sembraron en placas de 96 pocillos (Figura 11) fibroblastos de los grupos
estudiados tras someterse a estimulacion con IL1B (10ng/mL): 4x103 células/pocillo, y se
cultivaron 24 horas en medio DMEM-F12 (Corning, ref.: 10-092-CV) suplementado con
10% de FBS y 1% de penicilina-estreptomicina. Posteriormente, se retiré el medio con

FBS y se trataron de acuerdo a las siguientes condiciones:
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- Control: medio DMEM-F12 sin FBS + IL-1
- Sinovial normal: + IL-1p + secretoma de hUCESC
- Sinovial artrosica: + IL-1p + secretoma de hUCESC

Los tratamientos fueron realizados por triplicado, en 100ul, y se cultivaron
durante 48 horas. Posteriormente, se afiadieron 10 pL del reactivo de proliferacion WST-
1 (Merck ref.: 11644807001) y se incubd durante 4 horas a 37 °C y 5% de CO,. La
proliferacion se cuantifico mediante la lectura de la placa en un lector de placas: Biorad,
iMark™ (Figura 12), midiendo la absorbancia a 450 nm y sustrayendo el valor de la

absorbancia a 655 nm.

Figura 12. Lector de absorbancia BioRad.
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3.5.2 Analisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utiliz6 el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evalud si las poblaciones seguian una distribucion normal mediante
la prueba de Shapiro-Wilk. En funcion del resultado obtenido se aplicé una prueba
paramétrica (t de Student) o una prueba no paramétrica (U de Mann-Whitney) para

muestras no relacionadas.

Se considerd en ambos casos diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor p era igual o menor a 0,05.
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3.6 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 5

Para evaluar la capacidad invasiva de una linea celular, se estudia cuantas células
pueden atravesar una delgada capa de Matrigel, un material gelatinoso que imita la matriz
extracelular. Este analisis se lleva a cabo utilizando cdmaras de invasion que constan de
dos compartimentos divididos por una membrana de polietileno, la cual permite el paso

de las células a través de ella.

Para examinar el efecto del secretoma de hUCESC en la capacidad invasiva de
los fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1B en pacientes sanos y con artrosis, se
utilizaron camaras de invasion disefiadas para placas de 24 pocillos (Corning,
BiocoatMatrigel™, 354480). Estas cdmaras tienen una membrana de polietileno

tereflalato con poros de 8 um que separan los compartimentos. (Figura 13)

Camara de invasién

Matriz BD

Medio condicionade
[secretoma)

Células

Membrana de 8 pm de poro

Medio cultivo ([DMEM-F12)

Figura 13. Esquema de la cAmara de invasion.

Se analiz6 la invasion celular y se realiz6 una comparacion de invasion de
fibroblastos de sinovial normal y fibroblastos de sinovial artrésica antes y después de

aplicarles secretoma de hUCESC.
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3.6.1 Estudio de invasion

En la camara superior, sobre el Matrigel, se sembraron los fibroblastos estudiados:
100.000 células en 500uL, en presencia del tratamiento correspondiente y en el
compartimiento inferior el medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS

y 1% de penicilina-estreptomicina.

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se emplearon 4 muestras del

grupo de sinovial normal y 8 muestras del grupo de sinovial osteoartritica.

El analisis comparativo se plante valorando 4 grupos a comparar dos a dos:

1) Fibroblastos de sinovial normal estimulados (para reproducir estado
inflamatorio activado) frente a Fibroblastos de sinovial normal estimulados tras ser
expuestos al secretoma de hUCESC.

2) Fibroblastos de sinovial artrosica estimulados (para reproducir un estado
inflamatorio activado) frente a Fibroblastos de sinovial artrosica estimulados tras ser

expuestos al secretoma de hUCESC.

Los diferentes grupos a analizar fueron los siguientes:

- Control Sinovial Normal: medio DMEM-F12 sin FBS + IL-1p (10ng/mL)
- Sinovial Normal + secretoma hUCESC: medio DMEM-F12 sin FBS en
combinacidon con secretoma hUCESC + IL-18

- Control Sinovial Artrosis: medio DMEM-F12 sin FBS + IL-1 (10ng/mL)
- Sinovial Artrosis: + secretoma hUCESC: medio DMEM-F12 sin FBS en

combinacion con secretoma hUCESC + IL-1p

Los andlisis fueron realizados por duplicado y se cultivaron durante 48 horas.
Después de la incubacion, las células que no habian invadido la membrana fueron
eliminadas suavemente mediante frotamiento con un bastoncillo de algodon. Mientras
tanto, las células que habian alcanzado la parte inferior de la membrana fueron fijadas
con metanol absoluto frio (Fisher Chemical ref.: M/4070/PB17) durante 20 minutos.
Posteriormente, se tifieron con una solucién de cristal violeta (Acros Organics ref:.:

405830250) al 0,5% en metanol al 20% durante 30 minutos en condiciones de oscuridad.
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Finalmente, los insertos fueron lavados con agua destilada (Asturlab ref.: AS005) y
dejados secar al aire. Para contar las células, se utilizd un microscopio invertido (Nikon
Eclipse TS100) con un aumento de 40x. El analisis de la invasion de realizé tomando
entre 5y 10 campos por muestra analizada, y se contaron utilizando el software ImageJ

en cada campo.

3.6.2 Analisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utilizo el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evalud si las poblaciones seguian una distribucion normal mediante

la prueba de Shapiro-Wilk.

En este analisis, al comparar los valores de los mismos fibroblastos antes y
después de la exposicion al secretoma de hUCESC, se consideraron relacionadas las
muestras. Para analizar estos datos:

a) En los grupos con distribucion normal, se aplicé la prueba t de Student para
muestras emparejadas (prueba paramétrica).

b) En los casos donde al menos uno de los grupos no presentd una distribucion
normal, se utilizé la prueba de signo de Wilcoxon para muestras relacionadas (prueba no
parameétrica).

De nuevo, se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor p fue igual o menor a 0,05.

75



Material y Métodos

3.7 MATERIAL Y METODOS DEL OBJETIVO 6

Para investigar el efecto de los inhibidores de metaloproteasas TIMP-1y TIMP-2
sobre la capacidad de invasion de los fibroblastos sinoviales en pacientes sanos y con
artrosis, se realizo un estudio en que se deplecionaron en el secretoma de hUCESC TIMP-
1y TIMP-2 por inmunoprecipitacion (IP) y se analizo la actividad de dicho secretoma
sobre la capacidad invasiva de las células mediante ensayos de invasion en Matrigel in

vitro.

Para conseguir la IP de TIMP-1 y TIMP-2 en el secretoma de hUCESC se
emplearon unos anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2. Para poder comparar el efecto
en un grupo control, se emple6 un anticuerpo IgG1 mouse que no actia frente a TIMPs.

El esquema del ensayo se puede observar en la figura 14.
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Figura 14. Esquema del ensayo de inmunoprecipitacion. A) Al secretoma se afiade
Proteina A con Ig anti-TIMP-1 y Proteina A con Ig anti-TIMP-2. Posteriormente se
centrifuga y se produce la IP de TIMP-1y TIMP-2. B) Al secretoma se afiade Proteina A
con 1gG1 (control). Tras la centrifugacion no se produce la IP de las TIMP-1y TIMP-2.
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3.7.2 Estudio de inmunoprecipitacion

Se realizd un estudio de inmunoprecipitacion (IP) de TIMP-1 y TIMP-2 del
secretoma de las hUCESC, para lo cual se prepard una mezcla de 70 ul de proteina A/G
PLUS-Agarosa (sc-2003, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EE. UU.) con 5 pl de
anticuerpo anti-TIMP-1 (sc-365905, Santa Cruz Biotechnology) + 5 pl de anticuerpo anti-
TIMP-2 (sc-365671, Santa Cruz Biotechnology), o 5 ul de IgG1 mouse (usado como
control IP, sc-3877, Santa Cruz Biotechnology), se mezclaron con 8 ml de secretoma de
hUCESC y se incubaron durante la noche a 4°C con agitacion orbital. Posteriormente, las

muestras se centrifugaron y el sobrenadante se utilizé para los ensayos de invasion.

3.7.3 Estudio de invasioén tras inmunoprecipitacion

Para evaluar la capacidad invasiva de una linea celular, se estudia cuéntas células
pueden atravesar una delgada capa de Matrigel, un material gelatinoso que imita la matriz
extracelular. Este anélisis se lleva a cabo utilizando camaras de invasion que constan de
dos compartimentos divididos por una membrana de polietileno, la cual permite el paso

de las células a través de ella.

Para investigar el efecto del secretoma de hUCESC en la capacidad invasiva de
los fibroblastos de los grupos estudiados, se utilizaron camaras de invasion disefiadas para
placas de 24 pocillos (Corning, BiocoatMatrigel™, 354480). Estas camaras tienen una
membrana de polietileno tereflalato con poros de 8 um que separan los compartimentos.
(Figura 13)
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Camara de invasién

Matriz BD

Medio condicionado
(secretoma)

Células

Membrana de 8 pm de poro

Medio cultive (DMEM-F12)

Figura 13. Esquema de la camara de invasion.

En la camara superior, sobre el Matrigel, se sembraron los fibroblastos estudiados:
100.000 celulas en 500uL, en presencia del tratamiento correspondiente y en el
compartimiento inferior el medio de cultivo DMEM-F12 suplementado con 10% de FBS
y 1% de penicilina-estreptomicina.

Siguiendo el calculo muestral previamente realizado, se emplearon 4 muestras del

grupo de sinovial normal y 8 muestras del grupo de sinovial osteoartritica.

El analisis comparativo se planted valorando 4 grupos a comparar dos a dos:

1) Fibroblastos de sinovial normal estimulados (para reproducir estado
inflamatorio activado) tras ser expuestos al secretoma de hUCESC en que no se ha
producido una deplecion de TIMP-1y TIMP-2 frente a Fibroblastos de sinovial normal
estimulados tras ser expuestos al secretoma de hUCESC en el que si se han deplecionado
TIMP-1y TIMP-2.

2) Fibroblastos de sinovial artrosica estimulados (para reproducir estado
inflamatorio activado) tras ser expuestos al secretoma de hUCESC en que no se ha
producido una deplecion de los TIMP-1 y TIMP-2 frente a Fibroblastos de sinovial
artrosica estimulados tras ser expuestos al secretoma de hUCESC en el que si se han
deplecionado TIMP-1y TIMP-2.
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Los diferentes grupos a analizar fueron por tanto los siguientes:

- Sinovial Normal + secretoma hUCESC + IP IgG1: medio DMEM-F12 sin FBS
en combinacion con secretoma hUCESC IP IgG1+ IL1p (10ng/mL)

- Sinovial Normal + secretoma hUCESC + IP TIMP1/2: medio DMEM-F12 sin
FBS en combinacion con secretoma hUCESC IP TIMP1/2 + IL1f (10ng/mL)

- Sinovial Artrosis: + secretoma hUCESC + IP IgG1: medio DMEM-F12 sin FBS
en combinacion con secretoma hUCESC IP IgG1+ IL1p (10ng/mL)

- Sinovial Artrosis + secretoma hUCESC + IP TIMP1/2: medio DMEM-F12 sin
FBS en combinacion con secretoma hUCESC IP TIMP1/2 + IL1f (10ng/mL)

Los andlisis fueron realizados por duplicado y se cultivaron durante 48 horas.
Después de la incubacion, las células que no habian invadido la membrana fueron
eliminadas suavemente mediante frotamiento con un bastoncillo de algodon. Mientras
tanto, las células que habian alcanzado la parte inferior de la membrana fueron fijadas
con metanol absoluto frio (Fisher Chemical ref.: M/4070/PB17) durante 20 minutos.
Posteriormente, se tifieron con una solucion de cristal violeta (Acros Organics ref.:
405830250) al 0,5% en metanol al 20% durante 30 minutos en condiciones de oscuridad.
Finalmente, los insertos fueron lavados con agua destilada (Asturlab ref.: AS005) y
dejados secar al aire. Para contar las células, se utilizé un microscopio invertido (Nikon
Eclipse TS100) con un aumento de 40x. El andlisis de la invasién de realizé tomando
entre 5y 10 campos por muestra analizada, y se contaron utilizando el software ImageJ
en cada campo.

3.7.4 Analisis estadistico

Para analizar los datos recopilados, se utilizo el software PASW® Statistics 18.
En primer lugar, se evalud si las poblaciones seguian una distribucién normal mediante

la prueba de Shapiro-Wilk.

En este andlisis, al comparar los valores de los mismos fibroblastos sin y con
deplecion de TIMP-1 y TIMP-2 en el secretoma de hUCESC, se consideraron

relacionadas las muestras. Para analizar estos datos:
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a) En los grupos con distribucion normal, se aplicé la prueba t de Student para
muestras emparejadas (prueba paramétrica).

b) En los casos donde al menos uno de los grupos no presentd una distribucion
normal, se utilizo la prueba de signo de Wilcoxon para muestras relacionadas (prueba no

parametrica).

De nuevo, se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el

valor p fue igual o menor a 0,05.
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4.1 RESULTADOS DEL OBJETIVO 1

Para comparar los niveles basales de marcadores relacionados con la inflamacion
y con la destruccion del cartilago en fibroblastos sinoviales de rodilla entre pacientes
sanos y con artrosis se analizé la expresion génica por RT-gPCR de IL-1p, IL-6, IL-15,
IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3, y MMP-13. Se muestran los resultados obtenidos:

4.1.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 4 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de
IL-1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 para cada uno de los

grupos.

Tabla 4. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos

MUESTRA Parametros Media Mediana Minimo Maximo DeS\{iacién
estandar
IL-1B 0,0002 0,00007 0,000 0,0005 0,0002
IL-6 0,012 0,008 0,004 0,022 0,007
IL-15 0,015 0,014 0,004 0,027 0,007
Sinovial IL-17A 0,00006 0,00006 0,000 0,0002 0,00005
Normal TNF-a 0,0007 0,0007 0,0003 0,001 0,0003
TLR-4 0,007 0,008 0,004 0,006 0,002
MMP-3 0,042 0,016 0,001 0,155 0,058
MMP-13 0,0001 0,00009 0,000 0,0003 0,0001
IL-1B 0,037 0,0003 0,0001 0,441 0,127
IL-6 8,388 0,014 0,008 100,2 28,913
IL-15 0,009 0,009 0,002 0,018 0,005
Sinovial IL-17A 0,00007 0,00003 0,000 0,0004 0,0001
Artrosis TNF-a 0,0009 0,0006 0,000 0,004 0,001
TLR-4 0,008 0,007 0,003 0,017 0,005
MMP-3 2,554 0,018 0,003 30,447 8,785
MMP-13 0,001 0,0001 0,000 0,006 0,002
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4.1.2 Estadistica inferencial

Antes de comparar los datos, se procedié a comprobar la normalidad de los grupos
mediante el Test de Shapiro-Wilk (tabla 5) correspondiente a los dos grupos,
observandose que existia una distribucién normal (significacion estadistica >0,05 en
ambos grupos) para los factores de IL-15 y de TLR-4 y los demas presentaban una

distribucién no normal.

Tabla 5. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos (expresado en Sig.)

MUESTRA IL-18 IL-6 IL-15 IL-17A TNF-a TLR-4 MMP-3 | MMP-13
Sinovial
0,000 0,229 0,545 0,583 0,985 0,402 0,011 0,356
normal
Sinovial
) 0,055 0,000 0,589 0,000 0,001 0,097 0,000 0,000
artrosis

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test no paramétrico, Prueba de U de Mann-Whitney, para determinar
la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en
IL-1pB, IL-6, IL-17, TNF-a, MMP-3 y MMP-13. Se observ6 que existia una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion genica de IL-1B (p= 0,018) entre los
fibroblastos de sinovial normal y los fibroblastos de sinovial artrdsica, y no se observo
diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica del resto de los factores

estudiados (tabla 6).

Tabla 6. Prueba de U de Mann-Whitney (prueba no paramétrica) correspondientes a los

dos grupos

umMw Sig.*
IL-1B8 61,00 0,018 *
IL-6 57,00 0,053
IL-17A 28,50 0,494
TNF-a 28,00 0,494
MMP-3 35,00 0,964
MMP-13 40,00 0,750

* significacion en nivel 0,05
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Se utilizo un test paramétrico, prueba de t de Student, para determinar la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en IL-15y en
TLR-4. Se aplico primeramente un test de Levene para igualdad de varianzas (se asumen
varianzas iguales o no se asumen varianzas iguales) obteniendo el resultado de que en el
caso de IL15 si se asumen varianzas iguales y en el caso de TLR4 no se asumen varianzas

iguales (tabla 7)

Tabla 7. Prueba de Levene para igualdad de varianzas

Se asumen )
) ) F Sig.*
varianzas iguales
IL-15 Si 0,524 0,479
TLR-4 No 5,315 0,035

* significacion en nivel 0,05

Se obtuvo una t de Student de 2,00 para IL-15 y de -0.55 para TLR-4 con una
significacion de p>0,05; lo que indica que no existian diferencias estadisticamente
significativas en la expresion génica de IL-15 y TLR-4 entre los fibroblastos de sinovial

normal y los fibroblastos de sinovial artrdsica (tabla 8).

Tabla 8. Prueba t de Student para igualdad de medias (prueba paramétrica)

correspondientes a los dos grupos

t Sig.*
IL-15 2,00 0,063
TLR-4 -0,550 0,590

* significacion en nivel 0,05
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Figura 14. Expresion de IL-1p, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-
13 en ambos grupos de estudio (Sinovial normal y Sinovial artrésica). DMEM-F12:

medio de cultivo.
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El analisis estadistico revela que los fibroblastos sinoviales de pacientes con
artrosis presentan una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los
fibroblastos sinoviales de pacientes sanos en la expresion de IL-1B, siendo mayor en

artrosis (Figura 14).

Aungue no se observa una diferencia estadisticamente significativa, las muestras
de sinovial artrésica muestran una tendencia hacia una mayor expresion de 1L-6, MMP-
3 y MMP-13 y una menor expresion de IL-15 en comparacion con las muestras de
sinovial normal. En los niveles de IL-17A, TNF-a y TLR-4, no se aprecian diferencias
significativas ni tendencias claras de mayor o menor expresion entre los tipos de muestra
(Figura 14).
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4.2 RESULTADOS DEL OBJETIVO 2

Para analizar y comparar los niveles de marcadores inflamatorios y condroliticos

en los fibroblastos sinoviales de pacientes sanos y con artrosis, antes y después de la

estimulacion con IL-1 B, se analizé la expresion génica por RT-gPCR de IL-1p, IL-6, IL-
15, IL17A, TNF-0, TLR-4, MMP-3, MMP-13 una vez estimulados con IL-1B y se

compararon con los valores previos a su estimulacion (estudiados en Objetivo 1). Se

muestran los resultados obtenidos:

4.2.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 4 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de IL-
1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 para cada uno de los grupos

antes de ser estimulados con IL-1p.

Tabla 4. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos

MUESTRA Parametros Media Mediana Minimo Maximo Desviacion
estandar
IL-1B 0,0002 0,00007 0,000 0,0005 0,0002
IL-6 0,012 0,008 0,004 0,022 0,007
IL-15 0,015 0,014 0,004 0,027 0,007
Sinovial IL-17A 0,00006 0,00006 0,000 0,0002 0,00005
Normal TNF-a 0,0007 0,0007 0,0003 0,001 0,0003
TLR-4 0,007 0,008 0,004 0,006 0,002
MMP-3 0,042 0,016 0,001 0,155 0,058
MMP-13 0,0001 0,00009 0,000 0,0003 0,0001
IL-1B 0,037 0,0003 0,0001 0,441 0,127
IL-6 8,388 0,014 0,008 100,2 28,913
IL-15 0,009 0,009 0,002 0,018 0,005
Sinovial IL-17A 0,00007 0,00003 0,000 0,0004 0,0001
Artrosis TNF-a 0,0009 0,0006 0,000 0,004 0,001
TLR-4 0,008 0,007 0,003 0,017 0,005
MMP-3 2,554 0,018 0,003 30,447 8,785
MMP-13 0,001 0,0001 0,000 0,006 0,002
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En la tabla 9 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de IL-
1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 tras ser estimulados con IL-

1B para cada uno de los grupos tras ser estimulados con IL-1p.

Tabla 9. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos tras ser

estimulados con IL-1p

Desviacion
MUESTRA Parametros Media Mediana Minimo Maximo 5
estandar
IL-1B 0,019 0,014 0,000 0,048 0,197
IL-6 32,088 35,045 0,026 62,10 21,862
o IL-15 0,056 0,056 0,012 0,127 0,041
Sinovial
Normal IL-17A 0,00005 0,0005 0,000 0,0002 0,00006
Estimulada TNF-a 0,005 0,004 0,0009 0,009 0,003
(+ IL-1B) TLR-4 0,003 0,003 0,0006 0,005 0,002
MMP3 139,852 94,25 0,014 415,6 158,958
MMP13 0,015 0,009 0,0003 0,044 0,017
IL-1B 0,124 0,038 0,012 0,647 0,179
IL-6 52,412 48,85 13,70 131,40 30,416
o IL-15 0,047 0,034 0,014 0,105 0,032
Sinovial
Artrosis IL-17A 0,00005 0,00004 0,000 0,0002 0,00005
Estimulada TNF-a 0,004 0,003 0,004 0,014 0,004
(+1L-18) TLR-4 0,003 0,002 0.0009 0,007 0,002
MMP-3 91,083 45,495 0,728 360,00 118,109
MMP-13 0,021 0,021 0,0003 0,052 0,017
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4.2.2 Estadistica inferencial

4.2.2.1. Analisis comparativo de los grupos de estudio (Sinovial
Normal y Sinovial Artrésica) antes y después de ser estimulados con
IL-1B

Antes de comparar los datos entre los grupos tras la estimulacion con IL-1p, se
procedié a comprobar la normalidad de los grupos mediante el Test de Shapiro-Wilk
(tabla 10) correspondiente a los ambos grupos, antes y después de ser estimulados con
IL-1pB, observandose que existia una distribucion normal (significacion estadistica >0,05
en ambos casos) en sinovial normal en IL-1p, IL-6, IL-15, TNF-a, TLR-4 y de MMP-13,
y en sinovial artrésica en TLR-4. El resto de los factores presentaban una distribucion no

normal.

Tabla 10. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos (expresado en Sig.)

MUESTRA IL-1B IL-6 IL-15 IL-17A TNF-a TLR-4 MMP-3 MMP-13
Sinovial Normal NO
) ) 0,055 0,229 0,545 0,583 0,985 0,402 0,011 0,356
estimulada (sin IL-1B)
Sinovial Normal
) 0,280 0,984 0,479 0,014 0,590 0,443 0,246 0,204
estimulada (+ IL-1B)
Sinovial Artrosis NO
) ) 0,000 0,000 0,589 0,000 0,001 0,097 0,000 0,000
estimulada (sin IL-1B)
Sinovial Artrosis
) 0,000 0,058 0,031 0,008 0,008 0,089 0,002 0,323
estimulada (+ IL-1B)

* significacién en nivel 0,05

4.2.2.1.1. Andlisis entre grupos Sinovial Normal antes y después de

estimulacion con IL-1B

Se utilizé el test no paramétrico, Prueba de rangos con signo de Wilcoxon, para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los grupos de
estudio de sinovial normal en IL-17A, y MMP-3 comparando los valores obtenidos antes

y después de ser estimulados con IL-1B. Se observé que existe una diferencia
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estadisticamente significativa en la expresion génica de MMP-3 (p=0,028) entre los
fibroblastos de sinovial normal antes y después de ser estimulados con IL-1B, y no se
observd diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica de IL-17A (tabla
11).

Tabla 11. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica)

correspondientes a los dos grupos

PW Sig.*
IL-17A en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser 3,00 0,225
estimuladas con IL-1B
MMP-3 en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser 21,00 0,028 *
estimuladas con IL-1B

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test paramétrico, Prueba de t de Student para muestras emparejadas,
para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos
grupos de Sinovial Normal antes y después de la estimulacion con IL-13 en IL-1p, IL-6,
IL-15, TNF-0, TLR-4 y MMP-13. Se observo que existia una diferencia estadisticamente
significativa en la expresion génica de IL-6 (p=0,014), IL-15 (p=0,036), TNF-a
(p=0,022), y TLR-4 (p=0,005), y no se observo diferencia estadisticamente significativa
en la expresion génica de IL-1B y MMP-13 (tabla 12).
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Tabla 12. Prueba de t de Student de muestras emparejadas (prueba paramétrica)
correspondientes a los dos grupos

t Sig.*

IL-1B en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser -2,402 0,061
estimuladas con IL-1B

IL-6 en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser -3,695 0,014 *

estimuladas con IL-1B

IL-15 en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser -2,856 0,036 *
estimuladas con IL-1B

TNF-a en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser -3,275 0,022 *

estimuladas con IL-1B

TLR-4 en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser 4,760 0,005 *
estimuladas con IL-18

MMP-13 en muestras de Sinovial
Normal antes y después de ser -2,088 0,091
estimuladas con IL-1B8

* significacion en nivel 0,05

4.2.2.1.2. Analisis entre grupos Sinovial Artrésica antes y después de
estimulacion con IL-1B

Se utilizé el test no paramétrico, Prueba de rangos con signo de Wilcoxon, para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los grupos de
estudio de sinovial artrésica en IL-1p, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, MMP-3 y MMP-13
comparando los valores obtenidos antes y después de ser estimulados con IL-1p. Se
observo que existia una diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica
de IL-1B (p=0,028), IL-6 (p=0,002), IL-15 (p=0,002), TNF-a (p=0,012), TLR-4
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(p=0,005), MMP-3 (p=0,002) y MMP-13 (p=0,002), y no se observo diferencia

estadisticamente significativa en la expresion génica de IL-17A (tabla 13).

Tabla 13. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica)

correspondiente a los dos grupos

PW

Sig.*

IL-18 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-1B

67,00

0,028 *

IL-6 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-1B8

78,00

0,002 *

IL-15 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-1B

78,00

0,002 *

IL-17A en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-18

30,00

0,799

TNF-a en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-1B

71,00

0,012 *

MMP-3 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-18

78,00

0,002 *

MMP-13 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de

ser estimuladas con IL-1B

78,00

0,002 *

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test paramétrico, Prueba de t de Student para muestras emparejadas,

para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos

grupos de sinovial artrosica antes y después de la estimulacion con IL-1p en TLR-4. Se

observo que existia una diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica

de TLR-4 (p=0,001) (tabla 14).
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Tabla 14. Prueba de T de Student de muestras emparejadas (prueba paramétrica)

correspondientes a los dos grupos

Sig.*

TLR-4 en muestras de Sinovial
Artrésica antes y después de
ser estimuladas con IL-18

4,648

0,001

* significacion en nivel 0,05

4.2.2.2. Analisis entre Sinovial Normal y Sinovial Artrésica tras ser

estimulados con IL-1B

Antes de comparar los datos entre los grupos tras la estimulacion con IL-1p, se

procedié a comprobar la normalidad de los grupos mediante el Test de Shapiro-Wilk

(tabla 15) correspondiente a los dos grupos, observandose que existe una distribucién

normal (significacién estadistica >0,05 en ambos grupos) para los factores IL-6, TLR-4

y MMP-13 y los demés presentaban una distribucion no normal.

Tabla 15. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos (expresado en Sig.)

MUESTRA

IL-1B

IL-6

IL-15

IL-17A

TNF-a

TLR-4

MMP-3

MMP-13

Sinovial

normal

+IL-1B

0,280

0,984

0,479

0,014

0,590

0,443

0,246

0,204

Sinovial
artrosis
+ IL-1B

0,000

0,058

0,031

0,008

0,008

0,089

0,002

0,323

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test no paramétrico, Prueba de U de Mann-Whitney, para determinar

la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en

IL-1B, IL-15, IL-17A y MMP-3. Se no se observd diferencia estadisticamente

significativa en la expresion génica de ninguno de ellos (tabla 16).
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Tabla 16. Prueba de U de Mann-Whitney (prueba no paramétrica) correspondientes a

los dos grupos

UMW Sig.*

IL-1B 55,00 0,083
IL-15 32,00 0,750
IL-17A 36,50 1,000
TNF-a 27,00 0,437
MMP-3 33,00 0,820

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test paramétrico, prueba de t de Student, para determinar la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en IL-6, TNF-
a, TLR-4 y MMP-13. Se aplic6 primeramente un test de Levene para igualdad de
varianzas (se asumen varianzas iguales o no se asumen varianzas iguales) obteniendo el

resultado de que en todos los casos si se asumen varianzas iguales (tabla 17)

Tabla 17. Prueba de Levene para igualdad de varianzas

Se asumen _
; ) F Sig.*

varianzas iguales
IL-6 Si 0,128 0,725
TLR-4 Si 0,382 0,382
MMP-13 Si 0,232 0,232

* significacion en nivel 0,05

Se obtuvo unat de Student para cada uno de ellos con una significacion de p>0,05;
lo que nos indica que no existian diferencias estadisticamente significativas en la
expresion génica de 1L-6, TLR-4 y MMP-13 entre fibroblastos de sinovial normal y

fibroblastos de sinovial artrésica (tabla 18).
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Tabla 18. Prueba de T de Student (prueba paramétrica) correspondientes a los dos

grupos
t Sig.*
IL-6 -1,386 0,185
TLR-4 -0,103 0,919
MMP-13 -0,765 0,455

* significacion en nivel 0,05
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Figura 15. Expresion de IL-1p, IL-6, IL-15 y IL-17A en ambos grupos de estudio
(Sinovial normal y Sinovial artrosica) antes (DMEM-F12) y después (DMEM-F12+IL-
1B) de la estimulacion con IL-13. DMEM-F12: medio de cultivo; DMEM-F12+IL-1f:

medio de cultivo tras ser estimulado con IL-1p para reproducir ambiente inflamatorio.
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1B) de la estimulacion con IL-13. DMEM-F12: medio de cultivo; DMEM-F12+IL-1p:

medio de cultivo tras ser estimulado con IL-1p para reproducir ambiente inflamatorio.
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Al analizar la expresion de IL-1p en los fibroblastos, se observo que la
estimulacion de las muestras con IL-1p aumentaba su expresion tanto en el grupo de
sinovial normal como en el de sinovial artrésica. Antes de la estimulacion, la sinovial
artrosica ya presentaba niveles mas altos de IL-1p en comparacion con la sinovial normal,
con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,018) (Tabla 6, Figura 14). Tras la
estimulacion, la sinovial artrésica mostré6 un aumento estadisticamente significativo
(p=0,028) en la expresion de IL-1B, aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (sinovial normal y artrésica) después

de la estimulacion. (Figura 15)

Al analizar la expresion de IL-6 en los fibroblastos, se observé que la estimulacion
con IL-1B aumento sus niveles tanto en la sinovial normal como en la sinovial artrésica,
con una diferencia estadisticamente significativa en ambos grupos (SN p=0,014; SA
p=0,002). Antes de la estimulacion, la sinovial artrosica ya mostraba niveles mas altos de
IL-6 en comparacién con la sinovial normal, aungue esta diferencia no era significativa.
Después de la estimulacién, aunque la sinovial artrésica tuvo un aumento mayor de 1L-6
respecto a la sinovial normal, la diferencia entre ambos grupos siguié sin ser

estadisticamente significativa. (Figura 15)

El andlisis de la expresion de IL-15 en los fibroblastos mostré que la estimulacion
con IL-1B aumentd sus niveles tanto en la sinovial normal como en la artrésica
presentando una diferencia estadisticamente significativa en ambos casos (SN p=0,036;
SA p=0,002). Antes de la estimulacion, los niveles de IL-15 eran més altos en la sinovial
normal que en la artrésica, aunque esta diferencia no era estadisticamente significativa.
Después de la estimulacion con IL-1p, tampoco se observaron diferencias significativas

entre la sinovial normal y la artrésica. (Figura 15)

En el caso de la expresion de la IL-17A en los fibroblastos se observé que al ser
estimulados con IL-1p la expresion de IL-17A apenas generaba cambio en su expresion
tanto en el grupo de sinovial normal como en la sinovial artrosica, siendo su expresion
igualmente similar en ambos grupos ya antes de ser estimulados, sin observarse
obviamente diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos. (Figura
15).
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El analisis de la expresion de TNF-a en los fibroblastos mostré que la estimulacién
con IL-1P aument6 significativamente sus niveles tanto en la sinovial normal como en la
artrésica (SN p=0,022; SA p=0,012). Antes de la estimulacion, los niveles de TNF-a eran
mas altos en la sinovial artrosica que en la normal, aunque sin diferencias significativas.
Tras la estimulacion con IL-1p, los niveles de TNF-a resultaron mas altos en la sinovial
normal, pero tampoco se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.
(Figura 16)

El analisis de la expresion de TLR-4 en los fibroblastos mostré que, tras la
estimulacion con IL-1B, sus niveles disminuyeron de manera estadisticamente
significativa tanto en la sinovial normal como en la artrosis (SN p=0,005; SA p=0,001).
La sinovial normal presentdé una mayor expresion de TLR-4 en comparacion con la
artrosica, tanto antes como después de la estimulacidn, aunque estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas en ninguno de los casos. (Figura 16)

El andlisis de la expresion de MMP3 en los fibroblastos mostr6 que la
estimulacion con IL-1p aument6 de forma estadisticamente significativa sus niveles tanto
en la sinovial normal como en la artrosica (SN p=0,028; SA p=0,002). Antes de la
estimulacion, los niveles de MMP3 eran mas altos en la sinovial artrésica, aunque la
diferencia no era estadisticamente significativa. Después de la estimulacién con IL-1,
los niveles de MMP3 fueron mayores en la sinovial normal, pero sin diferencias

significativas entre ambos grupos. (Figura 16)

El analisis de la expresion de MMP-13 en los fibroblastos mostré que la
estimulacion con IL-1B aument6é sus niveles en ambos grupos, con un incremento
estadisticamente significativo en la sinovial artrosica (p=0,002). Antes de la estimulacion,
la sinovial artrésica ya presentaba niveles mas altos de MMP-13 que la sinovial normal,
aunque esta diferencia no era significativa. Tras la estimulacion, a pesar de que el
aumento de MMP-13 fue mayor en la sinovial artrosica, la diferencia entre ambos grupos

continuo sin ser estadisticamente significativa. (Figura 16)
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En definitiva, el analisis estadistico muestra que tras la estimulacion con IL-1p, se
observa un incremento estadisticamente significativo en la expresion de IL-1p, IL-6, IL-
15, TNF-a, MMP-3 y MMP-13 en los fibroblastos sinoviales de pacientes con artrosis,
un incremento en la expresion de IL-6, IL-15, TNF-o y MMP-3 en los fibroblastos
sinoviales de pacientes sanos, y una reduccion estadisticamente significativa en la

expresion de TLR-4 tanto en pacientes sanos como en pacientes con artrosis.
Por otro lado, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas en la

expresion de los marcadores analizados entre los grupos de sinovial normal y sinovial

artrosica tras la estimulacion con IL-1p.

100



Resultados

4.3 RESULTADOS DEL OBJETIVO 3

Para determinar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la expresion génica de
marcadores inflamatorios y condroliticos en fibroblastos sinoviales estimulados con IL-
1B de pacientes sanos y con artrosis, se estudio la expresion génica por RT-gqPCR de IL-
1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-0, TLR-4, MMP-3, MMP-13 en los fibroblastos de ambos
grupos tras ser estimulados con IL-1p y aplicarles el secretoma de hUCESC, y se compar6
con las muestras antes de aplicarles el secretoma de hUCESC (estudiados en Objetivo 2).

Se muestran los resultados obtenidos:

4.3.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 9 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de IL-
1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 para cada uno de los grupos
tras ser estimulados con IL-1p.
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Tabla 9. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos tras ser
estimulados con IL-1p

; } ; . Desviacion
MUESTRA Parametros Media Mediana Minimo Maximo i

estandar

IL-1B 0,019 0,014 0,000 0,048 0,197

IL-6 32,088 35,045 0,026 62,10 21,862

o IL-15 0,056 0,056 0,012 0,127 0,041
Sinovial

Normal IL-17A 0,00005 0,0005 0,000 0,0002 0,00006

Estimulada TNF-a 0,005 0,004 0,0009 0,009 0,003

(HIL-AB) TLR-4 0,003 0,003 0,0006 0,005 0,002

MMP3 139,852 94,25 0,014 415,6 158,958

MMP13 0,015 0,009 0,0003 0,044 0,017

IL-1B 0,124 0,038 0,012 0,647 0,179

IL-6 52,412 48,85 13,70 131,40 30,416

o IL-15 0,047 0,034 0,014 0,105 0,032
Sinovial

Artrosis IL-17A 0,00005 0,00004 0,000 0,0002 0,00005

Estimulada TNF-a 0,004 0,003 0,004 0,014 0,004

(HIL-AB) TLR-4 0,003 0,002 0,0009 0,007 0,002

MMP-3 91,083 45,495 0,728 360,00 118,109

MMP-13 0,021 0,021 0,0003 0,052 0,017
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En la tabla 19 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de
IL-1B, IL-6, IL-15, IL-17A, TNF-0, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 tras ser estimulados

con IL-1P y aplicado el secretoma de hUCESC para cada uno de los grupos.

Tabla 19. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos tras ser

estimulados con IL-1p y ser expuestos al secretoma de hUCESC

Desviacion
MUESTRA Parametros Media Mediana Minimo Maximo
estandar
IL-18 0,103 0,050 0,0004 0,365 0,136
IL-6 26,945 23,775 0,343 56,50 19,086
Sinovial
Normal IL-15 0,045 0,052 0,014 0,072 0,024
Estimulada IL-17A 0,00003 0,00003 0,000 0,0004 0,00001
(+IL-1B) TNF-a 0,002 0,002 0,001 0,004 0,001
+secretoma TLR-4 0,005 0,004 0,002 0,016 0,005
hUCESC
MMP-3 61,655 33,35 0,032 231,70 87,024
MMP-13 0,005 0,002 0,000 0,020 0,008
IL-1B 0,204 0,135 0,0001 0,482 0,181
IL-6 39,032 30,960 0,023 75,10 25,594
Sinovial
Artrosis IL-15 0,031 0,022 0,003 0,078 0,026
Estimulada IL-17A 0,00005 0,00004 0,000 0,0002 0,00005
(+IL-1B) TNF-a 0,002 0,002 0,0004 0,004 0,001
+ secretoma TLR-4 0,005 0,003 0,001 0,014 0,004
hUCESC
MMP-3 35,495 12,250 0,064 234,00 65,839
MMP-13 0,009 0,002 0,000 0,049 0,014
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4. 3.2 Estadistica inferencial

Antes de comparar los datos, se procedié a comprobar la normalidad de los grupos
mediante el Test de Shapiro-Wilk (tabla 20) correspondiente a los dos grupos,
observandose que existia una distribucion normal (significacion estadistica en ambos
grupos >0,05) en los casos de IL-6 (tanto en sinovial normal como en sinovial artrésica)
yenIL-15y TNF-a en el grupo de sinovial normal. Todos los demas factores presentaban

una distribucion no normal.

Tabla 20. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos de ambos tipos de

muestras (expresado en Sig.)

MUESTRA IL-1B IL-6 IL-15 IL-17A
i ial N | Estimul
Sinovial Normal Estimulada 0,280 0,084 0,479 0,014
(+ IL-1B)
Sinovial Normal Estimulada
(+ IL-1B) 0,033 0,920 0,262 0,381
+ secretoma hUCESC
i ial Artrésica Estimul
Sinovial Artrésica Estimulada 0,000 0,058 0,031 0,008
(+ IL-1B)
Sinovial Artrésica Estimulada
(+ IL-1B) 0,032 0,152 0,075 0,024
+ secretoma hUCESC
MUESTRA TNF-a TLR-4 MMP-3 MMP-13
Si ial N | Estimulad
inovial Norma' Estimuiada 0,590 0,443 0,246 0,204
(+ IL-1B)
Sinovial Normal Estimulada
(+ IL-1B) 0,758 0,014 0,019 0,002
+ secretoma hUCESC
Sinovial Artrésica Estimulada 0,008 0,089 0,002 0,323
(+ IL-1B)
Sinovial Artrésica Estimulada
(+ IL-1B) 0,427 0,019 0,000 0,000
+ secretoma hUCESC

* significacion en nivel 0,05
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Se utilizd el test no paramétrico, prueba de rangos con signo de Wilkoxon, para
determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los grupos de
estudio de sinovial normal y sinovial artrésica en IL-1B, IL-17A, TLR-4, MMP-3 y
MMP-13, y en el grupo de sinovial artrésica en IL-15 y TNF-a, comparando los grupos
antes y después de ser tratados con secretoma de hUCESC. Se observé que existia una
diferencia estadisticamente significativa en la expresion genica de IL-15 (p=0,006),
MMP-3 (p=0,006) y MMP-13 (p=0,012) entre los fibroblastos de sinovial artrosica antes
y después de aplicar el secretoma de hUCESC. Asi mismo se observo que existia una
diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica de IL-1B (p=0,028),
MMP-3 (p=0,046) y MMP-13 (p=0,028) entre los fibroblastos de sinovial normal antes
y después de aplicar el secretoma de hUCESC. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas para el resto de los valores estudiados (tabla 21).
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Tabla 21. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica)

correspondientes a los dos grupos

PW

Sig.*

IL-18 en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial normal

21,00

0,028

Sinovial artrosis

51,00

0,347

IL-15 en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial artrosis

4,00

0,006

IL-17A en
muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial normal

5,00

0,500

Sinovial artrosis

24,00

0,721

TNF-a en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial artrosis

29,00

0,433

TLR-4 en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial normal

16,00

0,249

Sinovial artrosis

61,00

0,084

MMP-3 en
muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial normal

1,00

0,046

Sinovial artrosis

4,00

0,006

MMP-13 en
muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con
secretoma

Sinovial normal

0,00

0,028

Sinovial artrosis

7,00

0,012

* significacion en nivel 0,05

Se utilizo el test paramétrico, prueba de t de Student para muestras emparejadas,

para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en ambos

grupos de sinovial normal y sinovial artrésica en IL-6, y en sinovial normal en IL-15, y

TNF-0 comparando los grupos antes y después de ser tratados con secretoma. Se obtuvo

una t de Student de muestras emparejadas con una significacion de p>0,05 en todos los

casos estudiados lo que indica que no existian diferencias estadisticamente significativas
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en la expresion génica de 1L-6 en fibroblastos sinovial normal y artrésica, ni de IL-15y

TNF-a en fibroblastos de sinovial normal. (tabla 22).

Tabla 22. Prueba de t de Student de muestras emparejadas (prueba paramétrica)

correspondientes a los dos grupos

t

Sig.*

IL-6 en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con

secretoma

Sinovial normal

0,899

0,410

Sinovial artrosis

1,183

0,262

IL-15 en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con

secretoma

Sinovial normal

1,311

0,247

TNF-a en muestras
estimuladas, y en
estimuladas y
tratadas con

secretoma

Sinovial normal

2,312

0,069

* significacion en nivel 0,05
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4.3.3 Representacion grafica de los resultados
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Figura 17: Expresion de IL-1p, IL-6, IL-15 e IL-17A en ambos grupos de estudio

(Sinovial normal y Sinovial artrosica) tras estimulacion con IL-1f, y tras afiadir ademas

secretoma de hUCESC. DMEM-F12 + IL-1B: medio de cultivo tras ser estimulado con

IL-1p para reproducir ambiente inflamatorio; MC-hUCESC + IL-1: medio condicionado

(secretoma) de hUCESC tras estimular los fibroblastos con IL-1p.
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Figura 18: Expresion de TNF-a, TLR-4, MMP-3 y MMP-13 en ambos grupos de estudio
(Sinovial normal y Sinovial artrosica) tras estimulacion con IL-18, y tras afiadir ademas
secretoma de hUCESC. DMEM-F12 + IL-1B: medio de cultivo tras ser estimulado con
IL-1P para reproducir ambiente inflamatorio; MC-hUCESC + IL-1: medio condicionado
(secretoma) de hUCESC tras estimular los fibroblastos con IL-1p.
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Al comparar los grupos de sinovial normal y de sinovial artrosica estimulados con
IL-1pB con los respectivos grupos una vez afiadido el secretoma de hUCESC observamos
que la expresion de IL-6 en los fibroblastos disminuyd tras la aplicacion del secretoma en
ambos grupos de estudio, la expresion de IL-17A en los fibroblastos disminuyo tras la
aplicacion del secretoma en el grupo de sinovial normal, sin producir apenas cambio en
el grupo de sinovial artrésica, la expresion de TNF-a en los fibroblastos disminuy¢ tras
la aplicacion del secretoma en ambos grupos de estudio, y la expresion de TLR-4 en los
fibroblastos fue mayor tras la aplicacion del secretoma en ambos grupos de estudio, si
bien en todos estos casos no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(Figuras 17 y 18).

La expresion de IL-1B en los fibroblastos era mayor tras la aplicacion del
secretoma en ambos grupos de estudio, y en este caso si que se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de sinovial normal (p=0,028), no asi en la
sinovial artrosica (Figura 17).

La expresion de IL-15 en los fibroblastos disminuyd tras la aplicacion del
secretoma en ambos grupos de estudio, y en este caso si que se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de sinovial artrésica (p=0,006), no asi en la

sinovial normal (Figura 17).

La expresion tanto de MMP-3 como de MMP-13 en los fibroblastos disminuyé
tras la aplicacion del secretoma en ambos grupos de estudio, y en este caso si que se
observaron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos de estudio
(MMP-3: SN p=0,046; SA p=0,006) (MMP-13: SN p=0,028; SA p=0,012) (Figura 18).
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En definitiva, el analisis estadistico muestra que el secretoma de hUCESC
provoca una disminucion estadisticamente significativa en los niveles de expresion
génica de IL-15, MMP-3 y MMP-13 en fibroblastos de muestras activadas con IL-13 en

el caso de sinovial artrosica.

Aungue no se alcanza significacion estadistica, se observa que el secretoma de
hUCESC induce en los fibroblastos de pacientes con artrosis una tendencia hacia la
disminucion en la expresion de IL-6 y de TNF-a, junto con un aumento en la expresion

de TLR-4, y una ausencia de respuesta en IL-17A.

En los fibroblastos de muestras de sinovial normal activados con IL-1f, se observa
una respuesta similar a la de los fibroblastos de sinovial artrosica, excepto en el caso de
la IL-15, donde la diferencia no alcanza la significacion estadistica, y en el caso de la IL-

1B, donde si que se produce un aumento estadisticamente significativo.
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4.4 RESULTADOS DEL OBJETIVO 4

Para evaluar el impacto del secretoma de hUCESC sobre la proliferacion de los
fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1B, se compard la proliferacion de los
fibroblastos de sinovial normal y de sinovial con artrosis estimulados con IL-1 y tratados
con secretoma de hUCESC con el control (fibroblastos de sinovial normal estimulados

con IL-1B). Se muestran los resultados obtenidos:

4.4.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 23 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de la

proliferacion de fibroblastos tras ser estimulados con IL-1f para cada uno de los grupos.

Tabla 23. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los tres grupos

Desviacion

MUESTRA Media Mediana Minimo Maximo ,
estandar

Control +

100 100 100 100 0,000
IL1B

Sinovial
Normal +
IL1B + 55,22 53,93 52,37 60,67 3,716
secretoma
hUCESC

Sinovial
Artrosis +
IL1B + 50,87 52,25 34,94 63,49 8,564
secretoma

hUCESC
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4.4.2 Estadistica inferencial

Antes de comparar los datos, se procedié a comprobar la normalidad de los grupos
mediante el Test de Shapiro-Wilk (tabla 24) correspondiente a los dos grupos,
observandose que los grupos de estudio de proliferacién presentaban una distribucion
normal (significacion estadistica >0,05), si bien el grupo control no presentaba una
distribucion normal dado que era un grupo en el que se producia una proliferacion del
100%. Es por ello que, al realizarse una comparacion entre un grupo sin distribucién
normal, frente a dos respectivos grupos con distribucién normal, el test a emplear debia

ser no parameétrico.

Tabla 24. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos

MUESTRA Estadistico Sig.*
Sinovial Normal +
0,818 0,139
secretoma hUCESC
Sinovial Artrosis +
0,963 0,807

Secretoma hUCESC|

* significacion en nivel 0,05

Se utilizé el test no parametrico, prueba de U de Mann-Whitney, para determinar
la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los grupos de estudio de
proliferacion. Se observo que existia una diferencia estadisticamente significativa en la
proliferacion de los fibroblastos sinoviales entre el grupo control y cada uno de los grupos
analizados: Sinovial normal (p=0,029) y Sinovial artrdsica (p= 0,000) (tabla 25).

Tabla 25. Prueba de U de Mann-Whitney (prueba no paramétrica) correspondientes a

los dos grupos

UMW Sig.*
Control / Sinovial normal 0,000 0,029
Control / Sinovial artrosis 0,000 0,000

* significacion en nivel 0,05
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4.4.3 Representacion grafica de los resultados
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Figura 19. Proliferacion relativa de los fibroblastos de sinovial normal y de sinovial
artrésica estimulados IL-1 y tratados con secretoma de hUCESC (MC-hUCESC), con
respecto a grupo control (DMEM-F12). *p<0,05. DMEM-F12 + IL-1B: medio de cultivo
tras ser estimulado con IL-1p para reproducir ambiente inflamatorio; MC-hUCESC + IL-

1B: medio condicionado (secretoma) de hUCESC tras estimular los fibroblastos con IL-

1.

Al comparar el grupo control (fibroblastos en medio de DMEM-F12 tras ser
estimulados con IL-1p para estimular la proliferacion en un ambiente inflamatorio), con
los fibroblastos estimulados de ambos grupos (sinovial normal y sinovial artrdsica) tras

su exposiciéon al secretoma de hUCESC (MC-hUCESC) se observa una diferencia
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estadisticamente significativa frente al control tanto en pacientes con sinovial normal

(p=0,029) como de pacientes con artrosis (p=0,000) (Figura 19).

En definitiva, el analisis estadistico evidencidé que el secretoma de hUCESC
inhibe de forma estadisticamente significativa la proliferacion de los fibroblastos
estimulados con IL-1 tanto en pacientes sanos como en pacientes con artrosis. En ambos
casos, se observo una reduccion de mas del 44% en la proliferacion de los fibroblastos

sinoviales.
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4.5 RESULTADOS DEL OBJETIVO 5

Para examinar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la capacidad invasiva de
los fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1p, se realizaron ensayos de invasion en
Matrigel in vitro, y se compar0 la capacidad invasiva de fibroblastos sinoviales de
pacientes sanos y con artrosis antes y después de ser tratados con secretoma de hUCESC.

Se muestran los resultados obtenidos:

4.5.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 26 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de la

invasion de fibroblastos tras ser estimulados con IL-1B para cada uno de los grupos.

Tabla 26. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos

Desviacion
MUESTRA Media Mediana Minimo Maximo i
estandar
Sinovial normal sin
198,00 201,50 171,00 246,00 22,54
secretoma
Sinovial normal con
181,60 179,50 134,00 241,00 29,41
secretoma
Sinovial artrosis sin
143,38 125,50 11,00 353,00 69,53
secretoma
Sinovial artrosis con
126,88 112,00 40,00 341,00 67,95
secretoma
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4 5.2 Estadistica inferencial

Antes de comparar los datos, se procedié a comprobar la normalidad de los grupos
mediante el Test de Shapiro-Wilk (tablas 27) correspondiente a los dos grupos,
observandose que existe una distribucion normal (significacion estadistica >0,05) en el
caso del grupo de sinovial normal, mientras que en el de sinovial de artrosis presentaba

una distribucién no normal.

Tabla 27. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos

MUESTRA Sig.
Sinovial Normal sin secretoma 0,211
Sinovial Normal con secretoma 0,921
Sinovial Artrosis sin secretoma 0,000
Sinovial Artrosis con secretoma 0,000

* significacion en nivel 0,05

Se utilizé el test paramétrico, prueba de t de Student para muestras emparejadas,
para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas en los grupos
de estudio de invasion de Sinovial Normal entre el grupo control y el grupo tras aplicar
el secretoma de hUCESC, y se utilizo el test no paramétrico, prueba de rangos con signo
de Wilcoxon, para determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas
en los grupos de estudio de invasion en Sinovial de Artrosis entre el grupo control y el
grupo tras aplicar el secretoma de hUCESC. Se observo que existe una diferencia
estadisticamente significativa en el estudio de invasion tanto el grupo de Sinovial normal

(p=0,047), como en el grupo de Sinovial artrdsica (p= 0,006) (tablas 28 y 29)

117



Resultados

Tabla 28. Prueba de t de Student para muestras emparejadas (prueba paramétrica)

correspondientes al grupo de Sinovial Normal.

t

Sig.*

Sinovial normal:
sin secretoma /

con secretoma

2,09

0,047

* significacion en nivel 0,05

Tabla 29. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica)

correspondiente al grupo de Sinovial Artrdsica.

PW

Sig.*

Sinovial artrosis:
sin secretoma /

con secretoma

901,50

0,006

* significacion en nivel 0,05

4.5.3 Representacion grafica de los resultados
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Figura 20. Analisis de la capacidad invasiva de los fibroblastos sinoviales estimulados

con IL-1B en grupos de Sinovial normal y de Sinovial artrésica. Contaje del nimero de

células que atraviesan el Matrigel tras tratamiento o no con secretoma de hUCESC.

DMEM-F12 + IL-1B: medio de cultivo tras ser estimulado con IL-1p para reproducir

ambiente inflamatorio; MC-hUCESC + IL-1B: medio condicionado (secretoma) de
hUCESC tras estimular los fibroblastos con IL-1p.
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- o

) 5 S 5

Sinovial

Normal

Sinovial

Artrosis

Figura 21. Imagen microscopica de la invasion de los fibroblastos de ambos grupos de
estudio (Sinovial Normal y Sinovial Artrosica) en sus grupos control y tras afadir
secretoma de hUCESC.

Tras valorar el efecto del secretoma de hUCESC sobre la capacidad invasiva de
los fibroblastos sinoviales, se evidencid que el secretoma de hUCESC disminuye de
forma estadisticamente significativa la capacidad de invasién de los fibroblastos
sinoviales estimulados con IL-1p tanto en pacientes con sinovial normal (p=0,049) como

de pacientes con artrosis (p=0,006) (Figuras 20 y 21).
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4.6 RESULTADOS DEL OBJETIVO 6

Para investigar el efecto de los inhibidores de metaloproteasas TIMP-1y TIMP-2
sobre la capacidad de invasion de los fibroblastos sinoviales en pacientes sanos y con
artrosis se realizaron estudios de inmunoprecipitacion de TIMP-1 y TIMP-2 en el
secretoma de hUCESC mediante el empleo de anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2,
utilizando como control un anticuerpo IgG1 sin actividad anti-TIMP. Finalmente, se
realizaron ensayos de invasion en Matrigel in vitro de fibroblastos sinoviales tanto de

sinovial normal como de sinovial artrosica. Se muestran los resultados obtenidos:

4.6.1 Estadistica descriptiva

En la tabla 30 se recogen los datos caracteristicos obtenidos en la determinacion de la
invasion de fibroblastos tras ser estimulados con IL-1p para los grupos control secretoma
de hUCESC tras aplicar anticuerpos anti-lgG1, y secretoma de hUCESC tras aplicar
anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2.

Tabla 30. Estadistica descriptiva de los puntos caracteristicos de los dos grupos

Desviacion
MUESTRA Muestras Media Mediana Minimo Maximo
estandar
Sinovial
Secretoma 248,94 260,00 38,00 454,00 108,11
Normal
de hUCESC
IPIgG1 + IL-
Sinovial
1B 118,08 101,00 31,00 255,00 65,30
Artrosis
Sinovial
Secretoma 317,67 333,00 38,00 782,00 199,15
Normal
de hUCESC
IP TIMP 1/2
Sinovial
+IL-1B ; 195,81 179,00 88,00 373,00 78,42
Artrosis
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4.6.2 Estadistica inferencial

Antes de comparar los datos, se procedié a comprobar la normalidad de los grupos

mediante el Test de Shapiro-Wilk (tablas 31) correspondiente a los dos grupos,

observandose que existe una distribucion normal (significacion estadistica >0,05) en el

grupo de Sinovial normal, y una distribucion no normal en el grupo de Sinovial artrosica.

Tabla 31. Test de Shapiro-Wilk correspondiente a los dos grupos

MUESTRA Sig.

Sinovial Normal + Secretoma IP IgG1 (control) 0,247
Sinovial Normal + Secretoma IP TIMP 1/2 0,220
Sinovial Artrosis + Secretoma IP IgG1 (control) 0,027
Sinovial Artrosis + Secretoma IP TIMP 1/2 0,001

* significacion en nivel 0,05

Se utilizé el test paramétrico, prueba de t de Student para muestras emparejadas,

para determinar diferencias estadisticamente significativas en el grupo de estudio de

invasion en Sinovial normal con secretoma de hUCESC y Sinovial normal con secretoma
de hUCESC tras aplicar anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2 (Tabla 32), y se utilizd
el test no paramétrico, prueba de rangos con signo de Wilkoxon, para determinar la

existencia de diferencias estadisticamente significativas en el grupo de estudio de

invasion en Sinovial artrésica con secretoma de hUCESC y Sinovial artrdsica con
secretoma de hUCESC tras aplicar anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2 (Tabla 33).

Se observo que existe una diferencia estadisticamente significativa en el estudio

de invasion de Sinovial artrosica tras aplicarle anticuerpos anti-TIMP-1 y anti-TIMP-2

(p=0,000), pero no se observd una diferencia estadisticamente significativa en el estudio

de invasion de Sinovial normal.
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Tabla 32. Prueba de t de Student para muestras emparejadas (prueba paramétrica)

correspondiente al grupo de Sinovial Normal

t

Sig.*

Sinovial normal:
Secretoma IP IgG1 (control)
/ Secretoma IP TIMP1/2

-1,79

0,091

* significacion en nivel 0,05

Tabla 33. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica)

correspondiente al grupo de Sinovial Artrésica

PW

Sig.*

Sinovial artrosis:
Secretoma IP IgG1 (control)

/ Secretoma IP TIMP1/2

555,50

0,000

* significacion en nivel 0,05
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4.5.3 Representacion grafica de los resultados
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Figura 22: Expresion de invasion en ambos grupos de estudio (Sinovial normal y
Sinovial artrosica) en sus respectivos grupos secretoma de hUCESC IP IgG1l con
estimulacion con IL-1B y secretoma de hUCESC IP TIMP-1/TIMP-2 con estimulacién
con IL-1B. MC-hUCESC IP IgG1 + IL-1B: medio condicionado (secretoma) de hUCESC
tras estimular los fibroblastos con IL-1p en el que se ha realizado la inmunoprecipitacion
control con 1gG1l; MC-hUCESC IP TIMP-1/TIMP-2 + IL-1B: medio condicionado
(secretoma) de hUCESC tras estimular los fibroblastos con IL-1p en el que se ha realizado

la inmunoprecipitacion de TIMP-1y de TIMP-2.

En los distintos grupos de estudio de invasion (objetivo 5) se observé que al
comparar las muestras del grupo control (DMEM-F12 + IL1B) con las muestras con
secretoma estimulado (MC-hUCESC + IL-1B) se produjo una disminucién de la invasion
de los fibroblastos sinoviales, si bien esta disminucion desaparecio al aplicar la
inmunoprecipitacion de TIMP-1 y TIMP-2 presentando una diferencia estadisticamente

significativa en el grupo de sinovial en artrosis (p=0,000). (Figura 22)
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En definitiva, el anlisis estadistico muestra que el bloqueo de los inhibidores de
metaloproteasas TIMP-1 y TIMP-2 en el secretoma de hUCESC disminuye de forma
estadisticamente significativa el efecto de inhibicion de la capacidad de invasion de los

fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1B en pacientes con artrosis.
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5.1 DISCUSION DEL OBJETIVO 1

Los factores relacionados con la inflamacion y la destruccion del cartilago
evaluados en nuestro estudio se encuentran entre los componentes principales en la
fisiopatologia de la artrosis. Diversos estudios destacan el impacto de las citocinas
inflamatorias en la patogénesis de la artrosis de rodilla. Xiang et al. mencionan la
implicacion de IL-1pB, TNF-a, IL-6, IL-15, IL-17A e IL-18 en este proceso (Xiang et al.,
2022). Por su parte, Huang y Mei destacan el papel de las MMP-13 y MMP-3 en la
patogenia de la artrosis, centrdndose principalmente en la importancia del tejido condral
(S. Huang et al., 2017; Mei et al., 2017).

La IL-1B, TNF-a e IL-6 se encuentran en los tejidos de la articulacion artrésica y
se consideran factores proalgésicos (Wood et al., 2022). Mdltiples estudios han
demostrado que la IL-1B y el TNF-a son capaces de inducir la expresion de enzimas que
degradan el cartilago, como las MMPs (van den Bosch et al., 2024). Cheleschi et al.
confirmaron un aumento significativo en la produccién de IL-1B, TNF-q, IL-6 y MMP-
13 por parte de los fibroblastos sinoviales cuando fueron estimulados con visfatina y
resistina, dos adipocinas implicadas en la inflamacion y el dafio articular asociado con la
artrosis (Cheleschi et al., 2019). Asimismo, Harvanova observé un aumento en la
produccion de IL-1B, TNF-a, IL-6 y MMP-3 por parte de los fibroblastos sinoviales al
ser estimulados principalmente con medio condicionado de membrana sinovial o grasa
infrapatelar (Harvanova et al., 2022). Aungue los ensayos clinicos con anticuerpos que
neutralizan citocinas proinflamatorias como IL-1f y TNF-o han sido en gran medida
decepcionantes (Persson et al., 2018), la falta de éxito en estas terapias sugiere que la
patogénesis de la artrosis es mas compleja y multifactorial por lo que es necesario
considerar otros mediadores inflamatorios y vias moleculares en el tratamiento de la
artrosis (Vincent, 2019). Esto resalta la necesidad de considerar maltiples mediadores y
explorar la posibilidad de aplicar terapias que actien simultdneamente sobre varios

agentes implicados.

La IL-17A puede potenciar la produccion de IL-1B, TNF-a, IL-6 y MMPs,
creando un circuito de amplificacion de la inflamacién y la degradacion del cartilago

(Nejatbakhsh Samimi et al., 2020). Varios estudios recientes han encontrado niveles

126



Discusion

elevados de IL-17 en sangre periférica y en el liquido sinovial durante la artrosis (Faust
et al., 2020; Riewruja et al., 2022). Ademas, la reduccion de los niveles de I1L-17 se ha
asociado con una disminucion del dolor y de la destruccidon del cartilago (Na et al., 2020).
Cabe sefialar que, aunque la IL-17 esta presente en los fibroblastos sinoviales, su principal
fuente son los linfocitos T, que participan activamente en el proceso inflamatorio
(Lubberts et al., 2005).

La IL-15 es una citocina que desempefia un papel crucial en la regulacion de la
respuesta inmunitaria, actuando sobre células T y células Natural Killer (NK). En el
contexto de la artrosis, los niveles de IL-15 se encuentran elevados en el liquido sinovial
durante las etapas tempranas de la enfermedad, y su concentracion se correlaciona con la
severidad de las lesiones y la percepcion del dolor. La IL-15 puede inducir la secrecion
de MMPs por las células sinoviales, lo que facilita la descomposicidn del colageno y otros
componentes del cartilago. Ademas, la IL-15 regula de manera autocrina y paracrina el
entorno inflamatorio en la articulacion afectada, interactuando con otras citocinas y
contribuyendo al mantenimiento de la inflamacion crénica, caracteristica de la progresion
de la artrosis (Mukherjee & Das, 2024).

El TLR-4 es un receptor de la inmunidad innata que reconoce patrones
moleculares asociados a patogenos y sefiales de dafio liberados por tejidos lesionados,
como los productos de la degradacion del cartilago en la artrosis. Su activacion en los
fibroblastos sinoviales promueve una respuesta inflamatoria que involucra la produccion
de citocinas proinflamatorias, como IL-18 y TNF-a, y MMPs, que contribuyen a la
degradacion de la matriz extracelular y el cartilago articular. En los fibroblastos
sinoviales, la activacion de TLR-4 induce la produccién de prostaglandina E2 (PGE2),
IL-6 y otras moléculas proinflamatorias, agravando la sinovitis y contribuyendo a una
sinovial hiperplasica caracterizada por la proliferacion anormal de fibroblastos sinoviales
y una mayor infiltracion de macrofagos activados, que son mediadores clave en la

inflamacidn crénica de la artrosis (Kalaitzoglou et al., 2017).

Los hallazgos de nuestro estudio son coherentes con la literatura existente. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que los niveles de marcadores obtenidos en
nuestras muestras corresponden a fibroblastos sinoviales adultos, que presentan un

crecimiento lento en laboratorio y una capacidad limitada para producir los marcadores
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estudiados. Por esta razon, fue necesario estimular los fibroblastos con IL-1p para
alcanzar un estado basal activo en condiciones de inflamacion. Aun asi, resulta valioso
comparar los niveles de marcadores inflamatorios y condroliticos de los fibroblastos
sinoviales de pacientes con sinovial normal y de aquellos con artrosis antes de ser
estimulados. En estas condiciones iniciales, observamos un aumento notable en la
expresion de los niveles de IL-1p, IL-6, MMP-3 y MMP-13 a favor de la muestra de
sinovial artrésica mientras que apenas se detecta presencia de estos marcadores en la
sinovial normal. Sin embargo, la cantidad de MMP-13 es muy baja en ambos casos, y
solo se observa una diferencia estadisticamente significativa en el caso de la IL-1B. En
cuanto a IL-15, IL-17A, TNF-a y TLR-4, no se encontraron diferencias significativas, ya

que sus valores fueron similares y bajos en ambos grupos.

5.2 DISCUSION DEL OBJETIVO 2

Después de analizar los marcadores inflamatorios y catabolicos en los fibroblastos
en su estado basal de laboratorio, la activacion de estos mediante la estimulacion con IL-
1B nos proporcionoé una perspectiva mas detallada de la respuesta de los fibroblastos en
un entorno proinflamatorio. Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores obtenidos en el grupo de sinovial normal y el de sinovial

artrésica tras la estimulacién de los fibroblastos.

La estimulacion con IL-1B incremento de forma estadisticamente
significativamente la expresion de IL-6, IL-15, TNF-o. y MMP-3 tanto en la sinovial
normal como en la artrésica. Ademas, en la sinovial artrdsica, también se observo un
aumento estadisticamente significativo en la expresion de IL-1p y MMP-13. Por otro
lado, la expresion de TLR-4 disminuyé de manera estadisticamente significativa en

ambos grupos, mientras que la expresion de IL-17A no mostré cambios.

La IL-1PB mostraba un patrén similar al observado antes de la activacion, con una

mayor expresion en el grupo de artrosis, triplicando su expresion tras la estimulacion y
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sextuplicando los niveles observados en el grupo de sinovial normal. La IL-6 también vio
aumentada su expresion en ambos grupos, manteniéndose mayor también tras la
estimulacion en el grupo de artrosis. La TNF-a, presentd un aumento en ambos grupos
cuadriplicando su valor en el grupo patoldgico y multiplicando por 7 su valor en el grupo
de sinovial normal. Sin embargo, el mayor aumento se observé en la estimulacion de las
muestras con MMPs. La MMP-13 mostré un incremento en ambos grupos, con una
respuesta 21 veces mayor en la sinovial artrésica 'y 150 veces mayor en la sinovial normal.
En comparacion, la MMP-3 increment6 su expresion 35 veces en la sinovial artrosica y
3330 veces en la sinovial normal. Todo ello nos da una perspectiva coherente con la
respuesta de los fibroblastos a la inflamacion de la artrosis. (Cheleschi et al., 2019;
Harvanova et al., 2022)

En el caso de la IL-15, si bien no presenta tampoco diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos de estudio y se observa una leve tendencia a una mayor
expresion en la sinovial normal, esta diferencia se atenua al ser estimulada con IL-1B, y
presenta un aumento de casi 4 veces en la sinovial normal y de mas de 5 en la artrdsica
lo que va en consonancia con el comportamiento esperado (Molnar et al., 2021). A este
respecto, Scanzello et al describieron que la IL-15, factor fundamental en la fisiopatologia
de la artrosis presenta un aumento en las primeras fases de la patologia si bien su
concentracion se ve disminuida a medida que la artrosis entra en su fase mas tardia.
(Scanzello et al., 2009) El hallazgo de que nuestras muestras de sinovial normal presenten
un valor aumentado de IL-15 tanto de base como al ser estimuladas para entrar en un
ambiente inflamatorio plantea dos posibilidades. Por una parte, puede hacer deducir que
la IL-15 se expresa de forma continua en los fibroblastos sinoviales y que aumenta su
expresion como respuesta al estimulo inflamatorio para potenciar la respuesta
inflamatoria de la membrana sinovial inicial, quedando su funcion iniciadora relegada
una vez se produce un establecimiento sostenido de una artrosis avanzada. Por otra parte,
la respuesta de nuestro estudio podria deberse a que en las muestras de sinovial normal
gue se tomaron en el momento de una afectacion meniscal sin patologia artrosica, la
propia patologia meniscal generara una respuesta inflamatoria leve pero suficiente para
activar la expresion de IL-15, si bien esta ultima posibilidad seria mas coherente si se
acompariara de un aumento equivalente del resto de marcadores inflamatorios, que por

otra parte no se produce.
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La respuesta de la estimulacion a la IL-17A presente en los fibroblastos es
practicamente nula en ambos grupos de estudio. En nuestro estudio valoramos la
posibilidad de obtener una respuesta de esta citocina, la cual encontramos en muy escasa
cantidad en nuestros fibroblastos. Tenida cuenta la principal produccion de la IL-17 se
debe a varias células inmunitarias (Células T CD4+ (Th17) y Células T yd) presentes en
el tejido sinovial, el resultado obtenido nos hace deducir que la cantidad presente en los
fibroblastos sinoviales presenta una importancia limitada en la fisiopatologia artrésica
dependiente de la sinovial, por lo que concluimos que la respuesta de esta citocina a un
tratamiento no se produciria en los fibroblastos sinoviales y seria interesante valorar la

posibilidad de analizar la respuesta del secretoma en las células T. (Faust et al., 2020)

El TLR-4 (Toll-like receptor 4) es un receptor de la familia de los receptores tipo
Toll, que pertenece al sistema inmunitario innato. Estos receptores son fundamentales
para reconocer patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) y moléculas de
dafio endégeno (DAMPs), permitiendo la deteccidn de infecciones y dafios celulares. El
TLR-4 se encuentra en la membrana plasmatica de varias células del sistema inmunitario
como macréfagos, células dendriticas y monocitos, asi como en algunos otros tipos
celulares como fibroblastos sinoviales que pueden responder a la activacion del TLR-4,
contribuyendo a la inflamacidn local en enfermedades articulares (Nair et al., 2012).

En nuestro estudio, el nivel de expresion de TLR-4 de los fibroblastos de ambos
grupos, sin presentar diferencias estadisticamente significativas, present6 una reduccion
en su expresion a menos de la mitad de lo obtenido antes de ser estimulados con IL-1,
si bien se mantuvo una cantidad equivalente en ambos tipos de fibroblastos (sinovial
normal y sinovial artrdsica). Este receptor actla potenciando en los fibroblastos la
produccion de citocinas como IL-1B, TNF-o e IL-6 al ser activados principalmente por
moléculas derivadas de la degradacion de la MEC como fragmentos de &cido hialurénico
de bajo peso molecular (AH-BPM) y tenascina-C actuando como DAMP, o la proteina
HMGBL1 liberada en el ambiente extracelular cuando hay dafio celular en la artrosis. En
nuestro estudio no empleamos ninguna de estas sustancias, por lo que concluimos que la
estimulacion con IL-1p en los fibroblastos sinoviales tanto normales como artr0sicos no

afecta al aumento de la expresion de TLR-4.
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5.3 DISCUSION DEL OBJETIVO 3

Tras la aplicacion del secretoma de hUCESC en los grupos de estudio,
observamos que no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la
expresion de IL-6 y TNF-a. Sin embargo, se detect6 una reduccion en la expresion de IL-
6 y TNF-a en ambos grupos, tanto en el de sinovial normal como en el de sinovial
artrosica, lo que coincide con estudios previos sobre el secretoma de hUCESC (F. Vizoso
et al., 2017) . Si bien nuestros resultados no presentaron una diferencia estadisticamente
significativa siguen la tendencia observada en el trabajo de de Sendon-Lago et al., quienes
también observaron una disminucion en la expresion de IL-6 y TNF-a al aplicar el
secretoma de hUCESC. Sin embargo, mientras que su estudio se centrd en el efecto del
tratamiento en ratones con colitis inducida, nuestro enfoque se dirigio a su impacto en la
sinovial normal y la artrésica. A pesar de las diferencias en el objeto de estudio, los
resultados similares refuerzan la eficacia potencial del secretoma de hUCESC en la
modulacion de mediadores inflamatorios, 1o que sugiere que los efectos beneficiosos
observados podrian extenderse a diferentes contextos patoldgicos. Esto no solo valida
nuestros hallazgos, sino que también subraya la versatilidad del secretoma de hUCESC
como una herramienta terapéutica (Sendon-Lago et al., 2021). Sorprendentemente, la
expresion de IL-1 mostr6 una tendencia al alza en ambos grupos, lo cual contrasta con las

expectativas iniciales.

En linea con lo mencionado anteriormente, la respuesta de los fibroblastos al
secretoma de hUCESC no mostro una alteracion en la expresion de IL-17A, lo cual es
coherente con la hipétesis de que la principal produccidn de esta citocina no depende de
los fibroblastos sinoviales (Xiao et al., 2023). Ademas, la respuesta de la expresion de
TLR-4 tras la exposicion al secretoma de hUCESC tampoco mostrd variaciones

significativas.
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Por el contrario, el tratamiento con secretoma de hUCESC provocd una
disminucion significativa en la expresion de IL-15 en ambos grupos de estudio, con una
diferencia estadisticamente significativa en el grupo de sinovial artrésica. Dado que la
IL-15 estd implicada en la modulacion del dolor asociado a la artrosis, este resultado
sugiere que el secretoma de hUCESC podria ser una opcidn terapéutica prometedora para
el manejo del dolor en esta patologia (Sun et al., 2013) . Ademaés, la IL-15 desempefia
un papel crucial en la respuesta inflamatoria de la artritis reumatoide (AR), al contribuir
a la activacion y proliferacion de células T, un proceso fundamental en la progresion de
la enfermedad. Yang et al. plantean que la inhibicién de IL-15 o de su receptor podria
reducir la inflamacion en pacientes con AR representando una alternativa para aquellos
que no responden adecuadamente a tratamientos convencionales, como los inhibidores
de TNF-a. Estudios preclinicos respaldan que el uso de antagonistas de IL-15 puede
disminuir significativamente la severidad de la AR en modelos animales (Yang et al.,
2015). De forma similar, Meghnem et al. destacan la eficacia de bloquear la accién de IL-
15 para mitigar la inflamacion en enfermedades autoinmunes, incluyendo la AR
(Meghnem et al., 2022). En este contexto, la disminucién de la expresion de IL-15 en
fibroblastos sinoviales observada en nuestro estudio tras la aplicacién de secretoma de

hUCESC sugiere su potencial como estrategia terapéutica en el tratamiento de la AR.

El efecto mas notable en nuestro estudio fue la reduccion de la expresion de las
metaloproteasas estudiadas, especificamente MMP-3 y MMP-13, en ambos grupos de
estudio. Este descenso fue estadisticamente significativo en todos los casos. Las MMPs
son agentes clave en la degradacion del cartilago durante el desarrollo y la progresion de
la artrosis, ya que los productos de degradacion del cartilago resultantes estimulan la
secrecion de otros factores proinflamatorios (Milaras et al., 2021; Mukherjee & Das,
2024). Este resultado refuerza la idea de considerar el secretoma de hUCESC como una

posible opcion terapéutica para la artrosis.

Nuestros hallazgos coinciden parcialmente con las conclusiones de van Buul et
al., siendo este, si no el primero, uno de los primeros estudios en sefialar que los factores
secretados por las células madre mesenquimales (CMM) generan efectos
antiinflamatorios y anticatabolicos en el cartilago y la sinovial artrosica. En su trabajo,
estimularon CMM de médula 6sea de donantes con TNF-a y aplicaron el medio
condicionado obtenido a tejido sinovial de pacientes con artrosis sometidos a la
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colocacion de protesis articular. Ellos reportaron una reduccion significativa en la
secrecion de IL-13 y MMP-13 en el tejido sinovial, aunque no evaluaron el impacto sobre
IL-15 ni MMP-3 (van Buul et al., 2012).

5.4 DISCUSION DEL OBJETIVO 4

La fibrosis de la membrana sinovial es un proceso crucial en la progresién de la
artrosis. En particular, la inflamacion promueve la proliferacion de los fibroblastos
sinoviales (FS) y su diferenciacion en miofibroblastos, células que son clave en la
deposicién de colageno y otros componentes de la matriz extracelular. Esto contribuye al
engrosamiento y endurecimiento del tejido sinovial. La proliferacion de los FS y la
posterior fibrosis de la sinovial contribuyen a la rigidez articular y al empeoramiento de
los sintomas de la artrosis, como el dolor y la limitacion de la movilidad. La acumulacién
de colageno v la rigidez del tejido sinovial afectan negativamente la funcion articular,
acelerando la degradacion del cartilago. Su et al estudié el papel de FGF10 como un
agente anti-fibrético que inhibe la proliferacion de FS inducida por Factor de Crecimiento
Transformante B (TGF-B), reduciendo la fibrosis sinovial y mejorando los sintomas de la
artrosis en modelos animales. (Su et al., 2023)

Wei et al. investigd el papel de TGF-p1 como un promotor clave de la
proliferacion de FS, lo que contribuye al aumento de la fibrosis en el tejido sinovial. Este
proceso de proliferacion y fibrosis limita la movilidad de las articulaciones, asociandose
directamente con la rigidez y el dolor articular caracteristicos de la artrosis. Ademas, la
fibrosis exacerbada por TGF-B1 contribuye a una mayor rigidez articular. En su estudio,
evalla el uso de la pirfenidona, un medicamento con propiedades antiinflamatorias y
antifibroticas, conocido por su efectividad en el tratamiento de la fibrosis pulmonar
idiopatica. Esta enfermedad causa la cicatrizacion progresiva del tejido pulmonar,
dificultando la respiracion. La pirfenidona actGa inhibiendo la sintesis de colageno y la
proliferacion de fibroblastos, que son las células responsables de la formacidn del tejido
cicatricial. Su potencial para reducir la fibrosis también ha sido explorado en otros
contextos, como la sinovitis cronica asociada a la artrosis, mostrando resultados

prometedores en la mejora de la funcion articular. (Q. Wei et al., 2021)
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A partir de los resultados obtenidos sobre el efecto del secretoma de hUCESC en
la proliferacion de fibroblastos activados, tanto en la sinovial normal como en la artrosica,
podemos concluir que este secretoma inhibe de manera notable la proliferacion celular.
Esto sugiere que el secretoma de hUCESC podria reducir uno de los factores clave en el

desarrollo de la fibrosis y la rigidez articular asociadas a la artrosis.

Aunque el secretoma de hUCESC inhibe la proliferacion sinovial tanto en el tejido
sinovial normal como en el artrésico, esta inhibicion en la sinovial normal tiene una
importancia limitada, dado que la proliferacion en este tejido es poco relevante durante
las etapas iniciales de la artrosis. Los efectos patolégicos de la proliferacion solo se
vuelven significativos cuando la artrosis progresa mas alla de estas etapas tempranas. Por
otro lado, el efecto inhibitorio del secretoma de hUCESC sobre la proliferacion de
fibroblastos en la sinovial artrésica le confiere un valor terapéutico clave para el manejo

y tratamiento de la enfermedad en fases més avanzadas.

5.5 DISCUSION DEL OBJETIVO 5

Paralelamente a la proliferacion de fibroblastos, su capacidad de invasion
desempefia un papel fundamental en el desarrollo de la fibrosis sinovial, lo que contribuye
de manera directa a la rigidez articular caracteristica de la artrosis, asi como a la
destruccion del cartilago articular. Los resultados obtenidos en nuestro trabajo respaldan
el papel del secretoma de hUCESC no solo en inhibicion de la proliferacion sino también

en inhibicion de la invasion de los fibroblastos sinoviales en la artrosis.

Wei et al. También estudiaron la importancia de la invasion fibrobléstica en la
fisiopatologia de la fibrosis sinovial y la rigidez articular, al valorar el uso de la
pirfenidona, farmaco que actta inhibiendo la sintesis de colageno y la proliferacion de

fibroblastos, que son las células responsables de la formacion del tejido cicatricial, y
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constatd que también obtenia una reduccion en la invasion de los fibroblastos en artrosis
(Q. Wei et al., 2021).

Basandose en el trabajo de Ding et al. sobre la importancia de la cadherina-11 en
la capacidad invasiva de los fibroblastos sinoviales (Ding et al., 2015), Liu et al. destacan
en su estudio como la inhibicion de la cadherina-11 en el tejido sinovial revela el papel
crucial de la via PI3K/AKkt en los fibroblastos sinoviales de pacientes con artrosis. Esta
via, a través de la sobreexpresion de cadherina-11, favorece la migracion e invasion de
los fibroblastos sinoviales, regulando proteinas clave implicadas en la invasion celular,
como las MMPs. Ademas, subraya que la cadherina-11 es esencial para la adhesion
celular y facilita la invasion del cartilago por estos fibroblastos. (Liu et al., 2019).

Considerando lo anterior, los resultados de nuestro estudio sugieren varias vias
potenciales mediante las cuales el secretoma de hUCESC podria disminuir la invasion de
los fibroblastos sinoviales. Una de estas vias podria ser la inhibicién de la cadherina-11,
un mecanismo que promueve la invasion de fibroblastos y que ha sido sefialado en
estudios previos (Cao et al., 2020; Liu et al., 2019, 2022).

Un posible mecanismo de accion podria implicar la inhibicién de la via
PI3K/AKT, un conocido regulador positivo de la expresion de cadherina-11, por parte
del secretoma de hUCESC. En los fibroblastos sinoviales, la activacion de la via
PI3K/AKT bajo estimulos como la presion mecénica en la articulacion y la presencia de
factores inflamatorios incrementa la expresion de cadherina-11 a nivel de ARN y
proteina. Este aumento promueve la adhesién celular y la reorganizacion del
citoesqueleto, lo que mejora la capacidad de los fibroblastos para invadir tejidos
adyacentes (M. Wu et al., 2013). La inhibicion de esta via por el secretoma de hUCESC
podria, por tanto, reducir de forma secundaria la expresion de cadherina-11,
disminuyendo asi la capacidad invasiva de los fibroblastos sinoviales, lo que coincide con

los resultados observados en nuestro estudio.
Por otra parte, la capacidad del secretoma hUCESC para inhibir las MMPs a traves

de sus inhibidores naturales, TIMP-1y TIMP-2, ha sido respaldada por investigaciones
recientes (Fraile et al., 2022; Sendon-Lago et al., 2019).
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Se plantean tres posibles mecanismos para explicar el efecto inhibitorio del
secretoma hUCESC sobre la capacidad invasiva de los fibroblastos sinoviales: la
regulacion de cadherina-11, la modulacién de la via PI3K/AKT y la accion de TIMP-1y
TIMP-2. Dado el conocimiento disponible sobre las caracteristicas del secretoma de
hUCESC, hemos decidido centrar nuestra evaluacion en la tercera opcion, considerando
la inhibicion de la actividad invasiva a través de los inhibidores tisulares de
metaloproteasas (TIMP-1/TIMP-2).

5.6 DISCUSION DEL OBJETIVO 6

El ensayo de invasion se realiz6 sobre Matrigel que presenta una composicién con
un 60% de laminina, un 30% de colageno IV y un 8% de entactina. La entactina es una
molécula puente que interactia con la laminina y el coladgeno IV y contribuye a la
organizacion estructural de estas moléculas de la matriz extracelular. Las MMPs
degradan tanto los colagenos como la laminina, entre otros. Nuestro estudio de valoracién
de presencia de factores catabolicos en los fibroblastos sinoviales nos demuestra la
presencia de un aumento de la expresion en fibroblastos sinoviales estimulados
(replicando un ambiente inflamatorio) tanto de MMP-3 y la MMP-13 de una forma
estadisticamente significativa, principalmente en sinovial artrésica. Por otra parte,
constatamos que el secretoma de hUCESC reduce la expresion de esos dos factores de
forma estadisticamente significativa. La literatura nos indica que el secretoma de
hUCESC contiene TIMP-1y TIMP-2.

Los resultados obtenidos en la experimentacion con la inmunoprecipitacion de
TIMP-1 y TIMP-2 muestran que, al bloquear estas proteinas, se anula el efecto del
secretoma en la invasion de los fibroblastos, corroborando que el secretoma de hUCESC
presenta en su composicion dichas proteinas inhibidoras de MMPs ya descrito en los
estudios previos (Sendon-Lago et al., 2019). La invasion celular requiere que las células
invasoras atraviesen la membrana extracelular (MEC) para migrar hacia otros tejidos. Las

MMPs facilitan este proceso al degradar componentes de la MEC, creando un camino por
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el cual las células pueden invadir tejidos adyacentes. Tal y como sefialan estudios previos,
la secrecion de MMP-3 y MMP-13 se ve inhibida por TIMP-1 y TIMP-2 (Fraile et al.,
2022; Lozito & Tuan, 2011), lo que nos lleva a deducir que el contenido de TIMP-1y
TIMP-2 en el secretoma de hUCESC sea el motivo por el que el secretoma inhibe la

secrecion de estas MMPs en los fibroblastos sinoviales.

La trascendencia del efecto inhibidor de la invasion de los fibroblastos, asi como
de su proliferacién en artrosis, obtenido con la aplicacion del secretoma de hUCESC abre
la puerta a su aplicacion futura como tratamiento para frenar el proceso de inflamacion,
rigidez y destruccion condral que empeora la calidad de vida de los pacientes que
presentan artrosis. Por otra parte, comprender los mecanismos mediante los cuales el
secretoma de células madre actta a nivel celular facilita una aplicacion mas fundamentada

de sus posibles beneficios terapéuticos.
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5.7 DISCUSION GENERAL

Tras el analisis de los resultados obtenidos en nuestro estudio creemos que se
puede afirmar que el secretoma de hUCESC presenta capacidad de inhibicion de
proliferacion de fibroblastos activados y de inhibicion de invasion de fibroblastos
activados en artrosis. Asi mismo, presenta actividad inhibitoria de la inflamacion sinovial,
de la produccion de fibrosis sinovial y de la destruccion condral. Podrian por tanto jugar
un papel preventivo y terapéutico en la artrosis de rodilla al actuar sobre los fibroblastos
sinoviales y sobre los mediadores de la inflamacién y de la degradacion celular

implicados en la fisiopatologia de la artrosis.

Durante mucho tiempo, la artrosis se ha entendido como un proceso degenerativo,
atribuible principalmente a factores como la edad, los traumatismos o enfermedades
reumaticas o infecciosas que comprometen la integridad del cartilago articular. Sin
embargo, en la actualidad se reconoce cada vez mas el papel critico de la inflamacion
recurrente en el desarrollo de esta enfermedad (Knights et al., 2023; Sanchez-Lopez et
al., 2022). Este proceso inflamatorio desencadena un ciclo continuo de inflamacion,
degradacion del cartilago y afectacion del hueso subcondral, que con el tiempo da lugar
a una progresiva destruccion de la arquitectura articular y, consecuentemente, a una

limitacion funcional y deterioro en la calidad de vida del paciente.

Se ha identificado el tejido sinovial como el principal iniciador y perpetuador de
esta inflamacion cronica. Ademas, la fibrosis resultante de la proliferacion de fibroblastos
sinoviales y la degradacion del cartilago, facilitada por la invasion sinovial, contribuyen
de manera significativa al deterioro tanto estructural como funcional de la articulacion

afectada por artrosis.

Este estudio concluye por tanto que el secretoma de hUCESC presenta una
potencial triple accion terapeutica frente a la artrosis, con capacidad para inhibir la
inflamacidn, reducir la proliferacion de fibroblastos sinoviales y limitar su invasion en el

tejido articular.

138



Discusion

El uso del secretoma derivado de células madre se encuentra en la vanguardia de
la investigacion terapéutica para diversas patologias (da Silva et al., 2023; Faria et al.,
2023; Joshi et al., 2023; Margiana et al., 2024; Partan et al., 2023; Trigo et al., 2024).

En el caso de la artrosis, el tratamiento con células madre se ha propuesto como
una alternativa terapéutica prometedora (Giorgino et al., 2023; R. Huang et al., 2020;
Shang et al., 2023; Tan et al., 2024). Este enfoque tiene el objetivo de frenar la progresion
de la artrosis y mitigar la limitacion funcional que provoca, lo cual representa una
transformacion en el paradigma del tratamiento convencional. Tradicionalmente, el
manejo de la artrosis se ha centrado en el control de los sintomas a medida que estos se
presentan, recurriendo eventualmente a la reseccion del tejido articular dafiado y su
reemplazo con una protesis biocompatible. Sin embargo, la protetizacion implica la
pérdida irreversible de la articulacion natural, lo que compromete la posibilidad de
recuperar una funcion fisioldgica plena. Aunque las protesis suelen aliviar los sintomas y
restaurar parcialmente la mecénica articular, la intervencion no estd exenta de
complicaciones, incluyendo el riesgo de alteraciones biomecanicas que limitan el rango
de movimiento, inestabilidad protésica por desgaste del tejido éseo circundante y la
necesidad eventual de reemplazos adicionales. Asimismo, la posibilidad de infeccién
protésica representa un riesgo significativo que conlleva un tratamiento complejo y

prolongado.

Ante estas limitaciones, la medicina regenerativa ha emergido como un cambio
de paradigma en el tratamiento de las enfermedades degenerativas articulares. Aunque
aln se encuentra en etapas iniciales de desarrollo, este enfoque terapéutico bioldgico
busca no solo el alivio de los sintomas, sino la interrupcién de los mecanismos
patogénicos subyacentes, ofreciendo una alternativa mas conservadora y favorable para

la biologia del paciente.

En nuestro estudio, nos centramos en uno de los tres tejidos clave en la patogénesis
de la artrosis. Aunqgue el tejido sinovial desempefia un rol principal en la inflamacion
asociada a esta patologia, tanto el cartilago articular como el hueso subcondral son
componentes criticos en su desarrollo. La degradacion progresiva y exposicion del
cartilago, junto con la formacion de osteofitos en el hueso subcondral, contribuyen
significativamente a la pérdida de movilidad articular y al deterioro funcional. Esta
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limitacion en la movilidad se agrava por la rigidez generada a través de la fibrosis
promovida por los fibroblastos sinoviales. Nuestro estudio del efecto del secretoma se ha
centrado solamente en el tejido sinovial, pero deja una via abierta al estudio de su efecto
en el cartilago y el hueso subcondral, areas de interés complementarias al analisis

desarrollado en esta tesis.

La degradacion del cartilago articular, facilitada por la accién de MMPs presentes
en la articulacién artrésica, constituye una diana potencial para la intervencion con
secretoma de hUCESC. Los hallazgos de este estudio demuestran la capacidad del
secretoma para inhibir la secrecién de MMPs, lo que sugiere una prometedora via para el

control de la degradacion del cartilago en la artrosis.

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo y considerando el potencial
efecto terapéutico del secretoma de hUCESC sobre los fibroblastos, es relevante explorar
otras posibles aplicaciones del secretoma en patologias del sistema musculoesquelético.
En particular, dado el efecto antitumoral documentado del secretoma de hUCESC en
estudios previos (Eir6 et al., 2014), los sarcomas de partes blandas representan una
interesante linea de investigacion, ya que en ellos los Fibroblastos Asociados al Cancer
(CAF) estén directamente implicados en un mal prondstico (Umakoshi et al., 2024). Esto
sugiere gue el secretoma podria tener un rol potencial como tratamiento coadyuvante en

este tipo de tumores.
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5.7 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A la vista de los resultados obtenidos, el uso del secretoma de células madre de

cervix uterino humano (hUCESC) presenta un gran potencial terapéutico en el

tratamiento de la artrosis, asi como una serie de ventajas en su aplicacion frente a otros

tratamientos de células madre en términos de seguridad inmunoldgica al tratarse de un

tratamiento alogénico, pero sin exposicion a la inmunidad celular.

Sin embargo, hemos detectado las siguientes limitaciones en este trabajo de tesis

doctoral:

En este estudio, se utilizaron fibroblastos sinoviales humanos provenientes de
pacientes adultos, la mayoria de los cuales presentaban artrosis avanzada. Estos
casos fueron més prevalentes en pacientes mayores de 60 afios, lo que result6 en
gue muchas muestras, aunque inicialmente viables en cultivo, fueran finalmente
descartadas debido a una proliferacion celular muy lenta 0 a una disminucion
progresiva de la misma por senescencia. Del mismo modo, en fibroblastos
sinoviales de tejido sinovial normal, obtenidos principalmente de pacientes mas
jévenes, también se observO un porcentaje significativo de muestras con
crecimiento celular reducido, lo cual nos llevo a su exclusion del estudio. Aunque
consideramos que el uso de fibroblastos sinoviales obtenidos directamente de
donantes permitiria obtener resultados mas representativos y aplicables a la
poblacién general, la utilizacién de lineas celulares de laboratorio podria haber

mitigado algunas de las dificultades técnicas encontradas.

Para identificar a los pacientes tratados mediante artroscopia que participarian en
el estudio, se utilizd la escala de Outerbridge. Reconocemos que la escala de
Outerbridge presenta limitaciones, incluyendo variaciones en la interpretacion
entre diferentes observadores y en el mismo observador. Aunque no existe un
sistema de clasificacion de la artrosis que supere la precision de un estudio
histoldgico, este procedimiento no era ético emplearlo en los pacientes sometidos
a artroscopia. Por otro lado, aunque las escalas radioldgicas disponibles en la

literatura son mas comunmente utilizadas, también presentan limitaciones en
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cuanto a la concordancia diagnostica, que en algunos casos podrian imponer
restricciones aun mayores que las observadas con la escala empleada en nuestro

estudio.

En el analisis por gPCR, se evaluaron varios marcadores inflamatorios
comunmente reconocidos en la literatura por su relevancia en la fisiopatologia de
la artrosis. Sin embargo, debido a limitaciones presupuestarias, no fue posible
incluir otros marcadores igualmente importantes, como IL-8, IL-18 y IFN-y, que

también han sido relacionados como relevantes en el contexto de la artrosis.

El estudio se centrd en las células mas abundantes de la sinovial, los fibroblastos
sinoviales, debido a su papel en la fisiopatologia de la artrosis. No obstante,
reconocemos la importancia de otras células menos frecuentes en la sinovial,
como los macréfagos y los linfocitos T, que desempefian un papel crucial en la
progresion de la enfermedad. El estudio adicional de estas células podria
proporcionar una vision mas completa sobre el potencial terapéutico del

secretoma evaluado en el tratamiento de la artrosis.
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5.8 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

- Estudiar el efecto del secretoma de hUCESC en distintos estadios de artrosis,
estratificando entre una fase inicial, una intermedia y una avanzada. De esta forma
conocer en qué momento de la evolucion de la enfermedad el tratamiento es mas

efectivo y evitar aplicarlo en fases en que no responda suficientemente.

- Evaluar el efecto del secretoma de hUCESC en otros marcadores inflamatorios
como IL-8, IL-18 e IFNy, reconocidos factores implicados en la fisiopatologia de

la artrosis.

- Estudiar el efecto del secretoma de hUCESC sobre las células inmunitarias
presentes en el tejido sinovial durante la artrosis (macréfagos y linfocitos

sinoviales).

- Estudiar el efecto del secretoma de hUCESC en artrosis in vivo en un modelo

animal.

- Estudiar el efecto de secretoma de hUCESC en un modelo de Artritis Reumatoide
(AR). Conocida la capacidad de inhibicién del secretoma observado sobre la IL-
15, citocina de reconocida importancia en la fisiopatologia de la AR, poder

plantear una linea terapéutica complementaria al tratamiento de AR actual.

- Investigar el efecto del secretoma de hUCESC en patologias tumorales del aparato
locomotor, particularmente en sarcomas de partes blandas, donde los Fibroblastos
Asociados a Cancer desempefian un papel significativo en la patogenia.
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Los fibroblastos sinoviales de pacientes con artrosis presentan una diferencia
estadisticamente significativa comparado con los fibroblastos sinoviales de
pacientes sanos en la expresion de IL-1p, siendo mayor en artrosis. No se observan
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de 1L-6, IL-15, de IL-
17A, TNF-0, TLR-4, MMP-3 y MMP-13.

. Tras la estimulacion con IL-1B, se observa un incremento estadisticamente
significativo en la expresién de IL-1p, IL-6, IL-15, TNF-a, MMP-3 y MMP-13
en los fibroblastos sinoviales de pacientes con artrosis, un incremento en la
expresion de IL-6, IL-15, TNF-a y MMP-3 en los fibroblastos sinoviales de
pacientes sanos, y una reduccion estadisticamente significativa en la expresion de

TLR-4 tanto en pacientes sanos como en pacientes con artrosis.

El secretoma de hUCESC provoca una disminucion estadisticamente significativa
en la expresion de la citocina proinflamatoria IL-15, y de las metaloproteasas
destructoras de cartilago MMP-3 y MMP-13 en los fibroblastos de pacientes con

artrosis.

El secretoma de hUCESC inhibe de forma estadisticamente significativa la
proliferacion de los fibroblastos estimulados con IL-1p, tanto en pacientes sanos

como en pacientes con artrosis.

El secretoma de hUCESC disminuye de forma estadisticamente significativa la
capacidad invasiva de los fibroblastos sinoviales estimulados con IL-1f, tanto en

pacientes sanos como en pacientes con artrosis.

El bloqueo de los inhibidores de metaloproteasas TIMP-1 y TIMP-2 en el
secretoma de hUCESC disminuye de forma estadisticamente significativa el
efecto de inhibicion de la capacidad invasion de los fibroblastos sinoviales
estimulados con IL-1p, tanto en pacientes Sanos como en pacientes con artrosis,

actuando como parte del mecanismo de accion del secretoma.
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ANEXO 1

DOCUMENTO INFORMADO DE TOMA DE MUESTRA SINOVIAL
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12 de Junio del 2014

i » NHC:
| Fundacion Nombre:
Hospital de Jove
D.N.I: N.S.S.

Este documento sirve para que usted, o quien le represente, dé su consentimiento para participar
en el estudio de investigacion titulado: “Efecto de las células madre mesenquimales del cérvix
uterino sobre el comportamiento de los fibroblastos asociados a las artropatias en articulaciones
sinoviales”, englobado en el proyecto de investigacion “Estudio preclinico de la potencialidad
terapedutica de las células madre mesenquimales de cérvix uterino”, cuyo investigador principal es
el Dr. Francisco José Vizoso Pifieiro de la Fundacion Hospital de Jove, y que consiste en investigar
aspectos importantes sobre el comportamiento de los fibroblastos articulares en las artropatias
inflamatorias y degenerativas. Usted ha sido diagnosticado/a de una patologia articular, y
proximamente se sometera a una intervencién quirdrgica por ese motivo en el Hospital de Jove.
Esa intervencién consistiréa en una artroscopia, o un reemplazo articular. A usted se le ha facilitado
informacién sobre el procedimiento quirdrgico y habra tenido que firmar un consentimiento
informado. Ahora, mediante este documento nosotros le informamos acerca de la naturaleza y
objetivos de la investigacion que pretendemos llevar a cabo con una muestra del tejido sinovial de

la articulacién a intervenir si usted finalmente nos lo autoriza mediante su firma.

El proyecto esta aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica Regional del Principado de

Asturias y por la Comision de Investigacion de la Fundacion Hospital de Jove.

De su rechazo no se derivara ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del resto de la

atencion recibida.

El hecho de firmarlo ahora no le obliga a usted a participar en el estudio de investigacion

anteriormente citado. Puede usted retirar este consentimiento cuando lo desee.

Antes de firmar, es importante que lea despacio la informacion siguiente. Diganos si tiene alguna

duda o necesita mas informacién. Le atenderemos con mucho gusto.

INFORMACION

Destino de las muestras de tejido obtenidas en la intervencién guirurgica

Los tejidos que se extirpan (tejido sinovial) se desechan en su mayor parte y son en ocasiones
analizados en el Servicio de Anatomia Patologica de cara a obtener informacién adicional de la
artropatia que presenta que oriente hacia la conveniencia y/o tipo de tratamiento complementario a
la cirugia. Para estos analisis se utiliza una parte de los tejidos obtenidos en el acto quirdrgico. La
parte restante se elimina o se almacena en el mismo laboratorio.

Naturaleza de la investigacién

Lo que le solicitamos es utilizar una pequefa parte de los tejidos extirpados para realizar en ella
investigaciones que nos ayuden a comprender el papel que desempefian los fibroblastos que estan

relacionadas con la artropatia que causa la dolencia.

INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO “EFECTO DE LAS
CELULAS MESESNQUIMALES DEL CERVIX UTERINO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LOS FIBROBLASTOS
ASOCIADOS A LAS ARTROPATIAS EN ARTICULACIONES SINOVIALES”
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. » NHC:
: s
| Fundacion Nombre:
Hospital de Jove
D.N.l.: N.S.S.:

Ahora lo que pretendemos en esta investigacion es determinar las caracteristicas de los
fibroblastos que participan en las patologias articulares, a partir de la muestra de tejido sobrante y
estudiar la respuesta de los mismos frente a células madre mesenquimales del cérvix uterino y sus
derivados en terapias anti-inflamatorias y regenerativas.

Confidencialidad

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de los pacientes incluidos en el estudio,
solo tendran acceso a los mismos el investigador y su equipo de colaboradores, asi como las
autoridades sanitarias y/o miembros del Comité Etico de Investigacién Clinica. El tratamiento de los
datos de caracter personal requeridos en este estudio se tratara de acuerdo con la Directiva
95/46/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995, relativa a la proteccion
de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de los datos personales, y a la Ley
Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y su
normativa de desarrollo, entre la que se encuentra el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre,
por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley Organica 15/1999, de 13 de

diciembre, de proteccién de datos de caracter personal.

Costes / Compensacion

Ninguno de estos procedimientos supondra un coste o molestia adicional a lo ya mencionado.

INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO “EFECTO DE LAS

CELULAS MESESNQUIMALES DEL CERVIX UTERINO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LOS FIBROBLASTOS
ASOCIADOS A LAS ARTROPATIAS EN ARTICULACIONES SINOVIALES”
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o NHC:
| Fundacion Nombre:
Hospital de Jove
D.N.l.: N.S.S.:

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Datos del representante legal (si es necesario)

Nombre y apellidos:

Caracter con el que interviene (padre, madre, tutor, etc.): DNI:

Datos del profesional gue interviene en el proceso de informacién y/o consentimiento

i Nombre y apellidos:

Consentimiento

Manifiesto que: he sido informado/a por el médico, de la naturaleza de la investigacién que se
pretende realizar con una muestra de tejido sinovial de mi articulacién, doy mi consentimiento para
que la muestra sobrante del tejido sinovial extraido en la intervencion quirdrgica y que no se
utilizara para el diagndstico anatomopatoldgico, en vez de ser destruido pueda ser utilizadas para
la investigacion que se indica en este documento, he leido y comprendido la informacién anterior,
he podido preguntar y aclarar todas mis dudas, estoy satisfecho/a con la informacién recibida y sé
que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

Por eso he tomado consciente y libremente la decisién de autorizarla.

En Jove a, de ___de
Firma del paciente / Representante Legal Firma del Profesional
Revocacion
Yo, D/DAa , de forma libre y

consciente he decidido retirar el consentimiento para que con mi muestra del tejido sinovial se continde con el

procedimiento del que se me ha informado, que doy en esta fecha por finalizado

En Jove a, de de

Firma del paciente / Representante Legal Firma del Profesional

INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO “EFECTO DE LAS

CELULAS MESESNQUIMALES DEL CERVIX UTERINO SOBRE EL COMPORTAMIENTO DE LOS FIBROBLASTOS
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