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El coldgeno

Capitulo 1

El colageno

El coldgeno es la proteina mas abundante del reino animal. Estd presente en todos los phyla
de metazoos estudiados y se encuentra en précticamente todos los érganos y tejidos, a los
Que proporciona el armazén que les da forma y consistencia estructural. En los animales
grandes, el colageno puede llegar a suponer un tercio de la masa total de proteinas.

El coldgeno constituye la mayor parte de la masa organica de la piel, los tendones, los va-
sos sanguineos, los huesos, el cartilago, la cornea, el humor vitreo del ojo, los dientes y las
membranas basales. Las fibras de coldgeno forman la matriz de los huesos, sobre la que pre-
cipitan los constituyentes minerales; estas fibras constituyen la mayor parte de los tendones y
son el principal componente de la piel. Basicamente, el coldgeno mantiene unidas las células
de la mayoria de los animales. Al comienzo de la evolucion, la naturaleza tuvo que resolver la
siguiente cuestion: (como pueden las células sostenerse entre si para llegar a constituir un
organismo multicelular? La respuesta principal a esta pregunta fue la formacién de las fibras
de coldgeno extracelulares.

La importancia del coldgeno queda patente por su alta concentracién en todos los 6rga-
nos, con porcentajes por peso de tejido, en algunos de los tejidos y drganos més representa-
tivos del ser humano, del 74% en la piel, 64% en la cornea, 50% en el cartilago, 23% en el
hueso cortical entero, 12-24% en la aorta, 10% en el pulmén y 4% en el higado [1].

Existen mds de veinte tipos de proteinas de la familia del coldgeno en el cuerpo humano
con funciones y estructuras diferentes. El coldgeno estd especialmente concentrado en los
tejidos que soportan peso, fundamentalmente el cartilago y los huesos. Las duras estructuras
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del hueso y de los dientes, que se parecen al cemento, contienen coldgeno y un polimero de
fosfato célcico. También existe coldgeno concentrado en altas proporciones en las partes del
organismo qQue transmiten fuerza, como los tendones, donde el coldgeno forma haces de
fibras con una gran resistencia a la traccion. El colageno también aparece en abundante can-
tidad en lugares como la dermis o las fascias (ldminas que recubren los musculos) donde
sirven para proteger, o cuando es necesario un material Que resista la traccion o los cambios
de volumen. Finalmente, el coldgeno constituye practicamente un esqueleto de microfibrillas
Que sostiene la estructura de todos los érganos y visceras del organismo, es decir, Que en-
contramos pequenas fibrillas de coldgeno en el higado, en el bazo, en el pulmén, en fin, no
hay ninguna viscera Que no tenga un armazon de coldgeno.

En general, el coldgeno aparece como un material altamente ordenado. En algunos luga-
res, las fibras de colageno se disponen en forma estrictamente paralela. El ejemplo mas tipico
es el de los tendones, en los que las fibrillas de coldgeno se disponen en haces paralelos
alineados con el eje longitudinal, Que coincide con la direccion del esfuerzo. Los vasos san-
guineos mantienen su forma tubular gracias a que las fibras de coldgeno se disponen alrede-
dor de la pared formando redes helicoidales elasticas. En otros tejidos como la dermis, el
coldgeno forma fibras que se entrelazan sin mucha cohesién y se extienden en todas direccio-
nes, lo cual permite la oposicion a las tracciones ejercidas desde multiples direcciones. En la
cérnea, el coldgeno estd tan perfectamente organizado en haces paralelos que es casi cristali-
no y, por tanto, transparente.

El conocimiento de la estructura molecular, la biosintesis, el ensamblaje y la regeneracion
del coldgeno resulta de gran importancia para lograr entender muchos pasos del desarrollo
embrionario, asi como procesos patoldgicos ligados con enfermedades humanas. La explora-
cion de la expresion y la funcién de diferentes tipos de coldgenos también contribuye a un
mejor entendimiento de enfermedades basadas en defectos moleculares del coldgeno como
condrodisplasias, osteogénesis imperfecta, sindrome de Ehlers-Danlos o epidermolisis bullo-
sa. Ademds, la degradacion del coldgeno y los defectos en su metabolismo son factores im-
portantes en el curso de enfermedades como la artrosis y la osteoporosis [2]. Un profundo
conocimiento de las propiedades de los diferentes tipos de coldgenos puede aportar grandes
beneficios en la terapia de estas enfermedades.

Estructura y composicion de aminodcidos del colageno

La unidad bésica de la fibra de coldgeno es la molécula de tropocoldgeno (actualmente se
tiende a sustituir este término por el de mondmero de coldgeno). EI mondmero de coldgeno
tiene la forma de una varilla, de unos 300 nm de longitud y solamente 1'S nm de didmetro.
Esta molécula estd compuesta por tres hélices polipeptidicas levogiras (denominadas cadenas
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), cada una de ellas con aproximadamente mil residuos, enrolladas entre si formando una
superhélice dextrdgira (figura 1.1). Como las hélices polipeptidicas y la superhélice de tropo-
coldgeno estén enrolladas en sentidos opuestos, la superhélice se encarga de evitar el desen-
rollamiento de las tres cadenas polipeptidicas. Este mismo principio se emplea en la construc-
cion de los cables de acero que se utilizan en los puentes colgantes y en otras estructuras ue
requieren fibras fuertes y ligeras.

(b} {ch (d)

Figura 1.1. Estructura del colageno. La hélice del colageno posee una estruc-
tura secundaria especial que sélo se encuentra en esta proteina. La pauta heli-
coidal de su triple cadena es completamente distinta a la de la hélice a. Faltan los
puentes de hidrégeno dentro de la cadena. En cambio, cada una de las tres héli-
ces del colageno se estabiliza por repulsion estérica de los anillos de pirrolidina
pertenecientes a los residuos de hidroxiprolina. Los anillos de pirrolidina se sepa-
ran unos de otros cuando la cadena polipeptidica adopta la forma helicoidal, lo
cual la hace mucho mas abierta que la hélice a fuertemente enroscada. (a) La
secuencia repetitiva del tripéptido Gly—X-Y adopta una estructura helicoidal levo-
gira con tres residuos por vuelta. (b) Modelo de esferas de la hélice de colageno
mostrada en (a). (c) Tres de estas hélices se enrollan entre ellas de forma dex-
trogira. La molécula con estructura cuaternaria de tres cadenas resultante se co-
noce como tropocolageno. (d) Superhélice de tres cadenas del colageno vista
desde un extremo, en una representacion de bolas y varillas.

Una hélice polipeptidica de coldgeno da una vuelta completa cada 3'3 residuos y su paso de
rosca es de 0'3 1 nm. Las tres hebras estdn unidas entre ellas mediante puentes de hidrogeno.
Los donadores de hidrégeno son los grupos peptidicos -NH— de los residuos de glicina y los
aceptores son los grupos peptidicos -CO— de los aminoécidos de otras hebras. Los grupos
hidroxilo de los residuos de hidroxiprolina también participan en la unién por puentes de
hidrégeno.
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Las tres cadenas a tienen sus extremos alineados y, aunque la forma helicoidal se extiende
a lo largo de la mayoria de la molécula, hay regjones en los extremos amino y carboxilo ter-
minales, que implican a unos 15-20 aminodcidos, que no son helicoidales. Estas regiones,
conocidas como telopéptidos, son susceptibles de proteolisis, mientras que la triple hélice es
resistente al ataque de la mayorfa de enzimas proteoliticas y en la forma nativa sélo es digeri-
da por colagenasas especificas.

La molécula de coldgeno posee una composicion de aminodcidos caracteristica e inusual
(tabla 1.1), pues una tercera parte de sus aminodcidos son residuos de glicina y una cuarta
parte, prolina. Ademds, muchos residuos de prolina y de lisina estdn modificados covalente-
mente, dando lugar a 4-hidroxiprolina (Hyp), 3-hidroxiprolina y 5-hidroxilisina (Hyl) (figura
[.2). Hay que resaltar que en el codigo genético no aparecen codificadas ni la hidroxiprolina
ni la hidroxilisina, estos aminoécidos se incorporan en las cadenas polipeptidicas como prolina
y lisina y son hidroxilados después de haber sido sintetizado el coldgeno. En realidad, los
polipéptidos del coldgeno estédn formados por una secuencia Que se repite de forma regular e
ininterrumpida, en la Que aparece un residuo de glicina cada tercer aminoécido. Esta secuen-
cia se puede escribir como (Gly—X-Y),, donde X es con frecuencia prolina, Y es con frecuen-
cia 4-hidroxiprolina y n ~ 340.

H -
AN N
Hzfli CH— COOH Hzc/ “cH- cooH
HG————CH, H,C————CH
I
OH OH
4-Hidroxiprolina 3-Hidroxiprolina
OH NH,

[ |

NH;— CH, —CH— CH;— CH,— C—H
|
COOH

5-Hidroxilisina

Figura 1.2. Aminoacidos derivados presentes en el colageno. En el cédigo
genético no aparecen codificadas ni las hidroxiprolinas ni la hidroxilisina. Estos
aminoacidos proceden de la hidroxilacién de residuos de prolina y lisina, una vez
que éstos se han incorporado a la cadena que esta siendo sintetizada.
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Tabla 1.1. Composicién de aminoacidos del colageno tipo | de piel
humana [3]. El colageno es rico en glicina (33% de sus aminoacidos), prolina
(13%), y en los aminoacidos derivados, 4-hidroxiprolina (9%) y 5-hidroxilisina
(0'6%). Los residuos de glicina aparecen repetitivamente una vez cada tres
posiciones en la forma Gly—X-Y, donde X e Y son aminoacidos distintos a la
glicina, frecuentemente prolina y 4-hidroxiprolina, respectivamente. Por lo tan-
to, las secuencias Gly—Pro-Y y Gly—X—Hyp (donde la X y la Y representan
cualquier aminoéacido) se repiten en tandem varios cientos de veces a lo largo

de la cadena polipeptidica.

Residuos / 1.000 residuos

Aminoacidos Colageno al a2
Ala 110 115 105
Arg 51 50 51
Asp 45 43 47
Glu 73 77 68
Gly 330 333 337
Hys 4’8 3 97
lle 95 6’6 14’8
Leu 24’3 19’5 301
Lys 26'9 300 216
Met 6'2 49 52
Phe 12 12’3 117
Pro 128 135 120
Ser 35'6 36’8 351
Thr 17’5 16’5 192
Tyr 2’8 21 4'6
Val 24’4 20’5 33’3
3-hidroxiprolina 11 0’8 09
4-hidroxiprolina 93 91 82
5-hidroxilisina 58 4’4 7’6

Como las cadenas de tropocoldgeno forman hélices con tres residuos por vuelta, cada tercer

residuo de una de las hélices se sita muy cerca de las otras dos cadenas. Estos contactos tan

proximos, que se dan a lo largo del eje central de la triple hélice, dejan un espacio tan pe-
Quefio que solamente puede adaptarse alli el dtomo de hidrégeno que constituye la cadena
lateral de la glicina; cualquier otra cadena lateral mas voluminosa separaria las tres hebras de

la molécula de tropocoldgeno. Este cruzamiento intercatenario explica la necesidad absoluta

de que en cada tercera posicién de una cadena polipeptidica de coldgeno se halle un resto de
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glicina. También precisa que las tres cadenas polipeptidicas se hallen alternadas de modo que
los restos Gly, X e Y, de las tres cadenas, se encuentren a niveles semejantes (figura 1.3), de
manera Que los enlaces de hidrogeno intercatenarios se establecen entre los hidrogenos ami-
dicos de los residuos de glicina de una cadena y el oxigeno carbonilico de un residuo, nor-
malmente la prolina, en la posicion X del triplete (Gly-X-Y) de una cadena adyacente. El
pequefio tamafio de la glicina otorga a este residuo un papel esencial no sélo en el coldgeno,
sino también en otras muchas proteinas como el citocromo c.

Los residuos de prolina son también vitales para la estructura del tropocolageno. Los ani-
llos de pirrolidina de los residuos de prolina se repelen entre si por impedimentos estéricos,
situdndose en la superficie de la molécula, y forzando a la cadena polipeptidica a formar una
hélice levogira muy estirada y delgada.

Figura 1.3. Importancia de la glicina en la estructura de la molécula de
colageno. Este esquema representa una proyeccion descendente del eje de
la triple hélice del polimero (Gly—Pro—Pro),, analogo al colageno, contemplada
desde su extremo carboxilo. Los restos de cada cadena Gly—X-Y se hallan al-
ternados verticalmente de modo tal que un resto Gly, un X y un Y de cadenas
diferentes se hallan al mismo nivel a lo largo del eje de la hélice. Las lineas
discontinuas representan enlaces de hidrogeno entre cada grupo NH de glici-
na y el oxigeno del resto X siguiente situado en una cadena vecina. Cada ter-
cer residuo de cada cadena debe ser glicina ya que no hay espacio cerca del
eje de la hélice para la cadena lateral de cualquier otro residuo. Gracias al pe-
quefio tamafio de su cadena lateral, un residuo de glicina puede adoptar mu-
chas conformaciones que estarian estéricamente prohibidas para otros ami-
noacidos. Las cadenas laterales voluminosas de los restos de prolina estan si-
tuadas sobre la periferia de la triple hélice en donde no se hallan obstaculiza-
das espacialmente.
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En otras proteinas raramente se encuentran residuos de hidroxiprolina y de hidroxilisina.
{Por qué se hallan entonces en el coldgeno? Se ha demostrado que estos aminoécidos espe-
ciales no se incorporan al coldgeno durante la sintesis proteica, sino que se producen gracias
a la accion de dos enzimas. Un residuo de prolina se convierte en otro de hidroxiprolina
gracias a la accion de la prolil hidroxilasa, en presencia de a-cetoglutarato, Fe’*, O, y acido
ascorbico (figura 1.4). El carbono J de un residuo de lisina puede ser hidroxilado en una
reaccion catalizada por la enzima lisil hidroxilasa dando un residuo de hidroxilisina en una
reaccion muy similar a la hidroxilacion de los residuos de prolina.

i
|
e C— N
Il
HzC/ [ VT
o
H2C CH2
Prolina
0;, a-cetoglutarato
Fe2+, acido ascorbico
Praolil
hidroxilasa
CO,, succinato
0 (8]
H I o) N—C—n °
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e CH- G~ H,C CH—C— Nww
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H207(|3H H?iCHz
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3-Hidroxiprolina 4-Hidroxiprolina

Figura 1.4. Conversion de la prolina en hidroxiprolina. La hidroxilacion
de residuos especificos de prolina por la prolil hidroxilasa se lleva a cabo
en presencia de a-cetoglutarato. La prolil hidroxilasa activa la molécula de
oxigeno. Un atomo de oxigeno se une a la prolina; el otro aparece en una
molécula de succinato que se forma como producto de la reaccién a partir
del o-cetoglutarato. El acido ascorbico (vitamina C) actua como agente
reductor en la reaccion.

Existen evidencias de que los grupos hidroxilo de los residuos de hidroxiprolina confieren
estabilidad a la triple hélice del coldgeno formando enlaces de hidrégeno entre las diferentes
cadenas. Asi, por ejemplo, en condiciones en las que se inhibe la hidroxilacion de la prolina
(como cuando hay una deficiencia de vitamina C), la formacion de hélices de coldgeno resulta
impedida. Cuando el coldgeno se sintetiza en condiciones en las que se inhibe la prolil
hidroxilasa, pierde su conformacién nativa, es decir Que se desnaturaliza a 24 °C, mientras
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Que el coldgeno normal se desnaturaliza a 39 °C, por lo que no se forma la triple hélice a la
temperatura corporal normal.

La hidroxilacién de los residuos de lisina tiene una funcion diferente de la que tiene la de
los residuos de prolina. Es necesaria para Que tenga lugar el extenso entrecruzamiento que se
produce en las fibras de coldgeno mientras se ensamblan en el espacio extracelular. A dife-
rencia de la hidroxiprolina, Que sdlo se encuentra en las regjones helicoidales de la molécula,
la hidroxilisina estd presente tanto en la region helicoidal como en las pequefias regiones no
helicoidales terminales, donde tiene un importante papel en la formacién de puentes cruzados
intermoleculares.

Algunos de los residuos de hidroxilisina de las moléculas de colageno poseen hidratos de
carbono unidos covalentemente. La cantidad de carbohidratos unidos al coldgeno varia entre
un 0’4 y un 12% del peso, dependiendo del origen tisular del colageno. La unidad de hidrato
de carbono que se encuentra con més frecuencia en el coldgeno es un disacérido formado
por un residuo de glucosa que estd unido por un enlace glicosidico (a1 —2) a un residuo de
galactosa (figura 1.5). El residuo de galactosa estd acoplado al grupo hidroxilo de un residuo
de hidroxilisina por un enlace glicosidico S. Estos azlicares se unen al coldgeno gracias a la
accion sucesiva de dos enzimas, una galactosil transferasa y una glucosil transferasa. Aunque
la funcién de estos disacaridos en la molécula de coldgeno es todavia desconocida, se cree
Que intervienen dirigiendo la ordenacion de las fibrillas.

H O
Residuo de hidroxilisina H | Il
s N— C — Cow
I
CH,
Residuo de  CH,OH |
galactosa z CH,
——0 |
HO O—C—H
H |
OH H CH,
H H |
NH;
H
CH20H
H 0 H
H
OH H
OH o
H OH

Residuo de glucosa
Figura 1.5. Estructura del hidrato de carbono que se une al colageno. Un

disacarido de residuos de glucosa y galactosa aparece frecuentemente unido
al grupo hidroxilo de los residuos de hidroxilisina.

10



El coldgeno

En el coldgeno la resistencia de la estructura estd aumentada por el enrollamiento de va-
rias cadenas helicoidales formando una superhélice, de un modo muy similar a como las
cuerdas se enrollan para formar un cable mas resistente. La direccion de la hélice en el enro-
llamiento de orden superior es opuesta al giro de las cadenas polipeptidicas individuales, con
lo que se consigue una conformacion qQue permite el empaquetamiento més intimo posible
entre las multiples cadenas polipeptidicas. El estrecho empaquetamiento de la triple hélice del
coldgeno proporciona una gran fuerza de tension, sin ninguna capacidad de estiramiento. Las
fibras de colageno pueden soportar hasta 10.000 veces su propio peso, llegando a tener més
fuerza de tensién que un cable de acero de idéntica seccién. Al igual que las formas retorci-
das de una cuerda, las cadenas extendidas y retorcidas polipeptidicas del coldgeno convierten
una fuerza de tension longitudinal en una fuerza de compresion lateral que se soporta con
mayor facilidad sobre la casi incompresible triple hélice.

Ademds, las moléculas de tropocoldgeno se asocian para formar microfibrillas. La resis-
tencia de estas estructuras se refuerza también gracias a entrecruzamientos covalentes entre
las cadenas polipeptidicas y entre superestructuras adyacentes. Los enlaces que contribuyen a
dar resistencia y rigidez a las moléculas de colageno no son solamente los puentes de hidré-
geno entre las hélices polipeptidicas de la triple hélice, sino que aparecen también enlaces
covalentes entre las cadenas y entre las triples hélices de tropocoldgeno que forman las mi-
crofibrillas. A diferencia de la mayoria de las proteinas, Que estan entrecruzadas por puentes
disulfuro, las moléculas de colédgeno, que no poseen residuos de cisteina, estan entrecruzadas
a través de las cadenas laterales de lisina e hidroxilisina Que han sido modificadas covalente-
mente por accion de la enzima lisil oxidasa.

La enzima lisil oxidasa convierte algunos grupos e-amino de las cadenas laterales de lisina
o hidroxilisina en d-aldehidos (figura 1.6). El aminodcido resultante se conoce como al-/isina
Que permite una gran variedad de entrecruzamientos entre los monémeros de coldgeno. La
cadena lateral con el grupo J-aldehido de un residuo de al-lisina sufre espontaneamente reac-
ciones de adicion nucleofilica con grupos e-amino no modificados de otras lisinas en una
cadena adyacente, formando bases de Schiff que pueden originar puentes cruzados por unién
covalente (figura 1.6).

También puede ocurrir Que dos J-aldehidos de la cadena lateral de al-lisina reaccionen
por condensacion alddlica y se genere otro tipo de entrecruzamiento covalente (figura 1.7).
Ademds, el aldol de al-lisina también puede reaccionar con histidina y formar aldolhistidina
(figura 1.8). Este dltimo puede reaccionar con 5-hidroxilisina para formar una base de Schiff
(un enlace imina), con lo que se enlazan transversalmente cuatro cadenas laterales. Estas
uniones covalentes pueden establecerse entre cadenas dentro de la estructura superhelicoidal
o bien entre moléculas de colageno superhelicoidales adyacentes en una fibrilla de coldgeno.
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Figura 1.6. Oxidacion de un residuo de lisina por la lisil oxidasa y su condensa-
cién con otro residuo de lisina para formar un enlace cruzado entre los monéme-
ros de colageno. Las uniones del colageno se inician por oxidaciéon de algunas de las
cadenas laterales de la lisina e hidroxilisina bajo la acciéon de una oxidasa dependiente
de cobre. Los grupos aldehido asi formados participan en una variedad de reacciones
que conducen a la unién covalente de los monémeros de coladgeno y la formacién de fi-
bras insolubles.
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Figura 1.7. Enlace de entrecruzamiento del colageno via condensacién al-
dolica entre dos residuos de al-lisina.
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La importancia del entrecruzamiento mantenido por puentes cruzados covalentes en la fun-
cién normal del coldgeno estd demostrada por el latirismo, enfermedad que aparece en los
humanos y en otros animales como consecuencia de la ingestion regular de semillas de Lathy-
rus odoratus (guisante de olor). Entre los sintomas de esta enfermedad se encuentran serias
anormalidades de los huesos, las articulaciones y los grandes vasos sanguineos, Que ocurren
como consecuencia de un aumento de la fragilidad de las fibras de coldgeno. El agente cau-
sante del latirismo es el f-aminopropionitrilo, Que inactiva a la lisil oxidasa al unirse covalen-
temente a su sitio activo. Ello ocasiona una notable reduccién de los enlaces entrecruzados
en el coldgeno de los animales afectados.
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Figura 1.8. Ruta biosintética para la formacion de enlaces transversales por las
cadenas laterales de lisina, 5-hidroxilisina e histidina en el colageno. Los grupos
aldehido formados por la oxidaciéon de las cadenas laterales de lisina o hidroxilisina
pueden participar en una gran variedad de reacciones. Una de ellas es la condensa-
cion alddlica seguida de la eliminacion de agua. Si uno de los dos aldehidos implica-
dos en la condensacion deriva de la hidroxilisina y el otro de la lisina, se forman dos
productos isoméricos de condensacion. El producto de la condensacién alddlica puede
reaccionar mas tarde: un grupo imidazol de la cadena lateral de una histidina puede
adicionarse al doble enlace carbono-carbono y (antes o después de esta reaccion)
otra cadena lateral de la lisina puede formar una base de Schiff con el aldehido libre.
En otros casos, las bases de Schiff simples (aldiminas) se forman entre grupos alde-
hido y grupos €-amino. Si existe otro grupo hidroxilo adyacente puede isomerizarse a
cetoaminas. En esta reaccion suelen estar implicados dos residuos de hidroxilisina,
uno de los cuales esta glicosilado.
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Biosintesis y ensamblaje del colageno

La biosintesis de las cadenas a del tropocoldgeno y su ensamblaje para generar fibras de
coldgeno transcurre en una secuencia de etapas bien ordenadas que ilustran a la perfeccion el
proceso de maduracién de una proteina a través de la modificacién quimica. Se trata de un
complejo proceso que requiere de al menos ocho enzimas especificas y varias enzimas ines-
pecificas. La mayor parte de la informacion acerca de la biosintesis y ensamblaje del colageno
proviene de estudios sobre la biosintesis del coldgeno tipo I, que probablemente sirve como
paradigma para el resto de los coldgenos.

1. Estructura del procolageno

Todos los coldgenos se sintetizan en forma de un precursor intracelular conocido como pro-
coldgeno [4-7], formado por polipéptidos (cadenas pro-o) que son significativamente mds
grandes que las cadenas a de las fibrillas extracelulares. Los primeros estudios indicaron que
la molécula de procoldgeno diferia del coldgeno monomérico en que la proteina era soluble
bajo condiciones fisioldgicas, estaba compuesta por polipéptidos de mayor peso molecular
qQue las cadenas a y era convertida en una proteina similar al coldgeno mediante el tratamien-
to con pepsina, lo Que sugerfa la presencia de secuencias de aminoécidos con una conforma-
cion diferente a la de la triple hélice, ya que la triple hélice de coldgeno sdlo puede ser ataca-
da por la accién de colagenasas especificas.

Las cadenas a, Que se asociardn posteriormente para generar la molécula de tropocoldge-
no, se sintetizan en la luz del reticulo endoplasmico rugoso de las células, con largos extre-
mos amino y carboxilo no helicoidales que deben ser eliminados para constituir la molécula
de colageno. Estas terminaciones extra se conocen como propéptidos o extensiones peplidi-
cas y estan constituidas por unos 100 residuos en el extremo amino terminal y unos 300
residuos en el extremo carboxilo terminal.

Las extensiones peptidicas tienen una composicién més tipica de proteinas globulares que
el resto de la cadena a, pues contienen azlicares Que no estdn presentes normalmente en el
coldgeno y es particularmente significativo su contenido en cisteina o cistina, residuos no
presentes en los mondmeros de coldgeno tipo I y tipo Ill. Estos residuos permiten que las
extensiones carboxilo terminales permanezcan unidas mediante puentes disulfuro, lo que
asegura Que las tres cadenas se mantengan juntas mientras el procoldgeno se convierte en
colageno (figura 1.9).
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Extensiones peptidicas
amino terminales

Tres cadenas
pro-a

Las procolageno peptidasas
hidrolizan las extensiones
peptidicas

Procolageno Tropocolageno

Puentes
disulfuro

Extensiones peptidicas
carboxilo terminales

Figura 1.9. Formacion de la molécula de tropocolageno. El colageno se sinte-
tiza en la luz del reticulo endoplasmico de las células, en forma de un precursor
conocido como procolageno. Las tres cadenas pro-oa del procolageno son mas
largas que las cadenas o del tropocoldgeno, pues contienen largos extremos
amino y carboxilo terminales conocidos como propéptidos o extensiones peptidi-
cas. Las extensiones peptidicas carboxilo terminales de las cadenas pro-a con-
tienen residuos de cisteina, que forman puentes disulfuro intercatenarios que
ayudan a que las tres cadenas se alineen correctamente para formar la triple
hélice (las cadenas pro-a que carecen de extensiones peptidicas no se asocian
correctamente in vitro). Después, las procolageno peptidasas extracelulares
hidrolizan las extensiones peptidicas, generando asi la molécula de tropocolage-
no.

2. Hidroxilacion de prolina y de lisina

Una vez sintetizadas, las moléculas de procoldgeno sufren varias modificaciones postraduc-
cionales. Los residuos de prolina y de lisina de la molécula de procolageno son hidroxilados
para dar 4-hidroxiprolina, 3-hidroxiprolina y S-hidroxilisina (figura 1.2). Estas modificaciones
ocurren mientras las cadenas peptidicas alin estan unidas a los ribosomas del reticulo endo-
pldsmico rugoso.

Aunque la hidroxiprolina supone alrededor del 10% de los residuos de la molécula de co-
ldgeno, y la hidroxilisina alrededor del 0°5-4%, dependiendo del origen del coldgeno, los
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RNA mensajeros no portan codones para estos aminodcidos. La hidroxiprolina y la hidroxilisi-
na no son, por lo tanto, introducidos en la molécula mediante los pasos usuales de sintesis de
polipéptidos, sino qQue son sintetizados por hidroxilacién de los residuos de prolina y lisina
qQue han sido previamente incorporados en las cadenas polipeptidicas. Las enzimas que catali-
zan estas reacciones son especificas de secuencia: la prolil 4-hidroxilasa y la lisil hidroxilasa
acttan solamente sobre los restos Y de las secuencias Gly—X-Y, mientras que la prolil 3-
hidroxilasa actta sobre los restos X, pero sélo si la 'Y es hidroxiprolina.

Dado que el coldgeno es la proteina méas abundante de los vertebrados, la prolil hidroxila-
sa (EC 1.14.11.2), que esté implicada en la formacion de aproximadamente una décima parte
del total de aminodcidos del coldgeno, tiene una funcion fisioldgica de gran importancia [8].
La prolil hidroxilasa necesita grupos sulfhidrilos libres para actuar. La reaccion necesita hierro
y la sintesis de una molécula de hidroxiprolina va acompafiada por la descarboxilacién este-
Quiométrica de a-cetoglutarato para dar 4cido succinico y diéxido de carbono (figura 1.4). El
oxigeno del grupo hidroxilo procede del oxigeno molecular. El ascorbato también es necesa-
rio en esta reaccion.

La reaccion en la que la lisina es hidroxilada durante la biosintesis de coldgeno es similar a
la de la hidroxilacion de la prolina. Se ha aislado una lisil hidroxilasa Que usa los mismos co-
factores que la prolil hidroxilasa: oxigeno molecular, a-cetoglutarato, idn ferroso y un agente
reductor como el ascorbato. La reaccion de hidroxilacion implica la descarboxilacion este-
Quiométrica del a-cetoglutarato a succinato y CO,, asi como la necesidad de que existan
grupos sulfhidrilos libres, tal y como ocurre con la prolil hidroxilasa.

La lisina hidroxilasa se encuentra unida a la membrana del reticulo y asociada casi exclusi-
vamente a las fracciones microsomales rugosas obtenidas de células sintetizadoras de coldge-
no. Esta localizacidon es coherente con los andlisis que demuestran que la hidroxilacion de la
lisina, como la de la prolina, normalmente comienza a medida que las cadenas pro-a estdn
siendo ensambladas en los polirribosomas unidos a membrana.

En los coldgenos que forman fibras, aproximadamente el 50% de los residuos de prolina
contienen un grupo hidroxilo en la posicion 4, y el grado de hidroxilacién de la prolina de-
pende de la especie animal. Los organismos que viven a temperaturas ambientales mas bajas
muestran un grado mds bajo de hidroxilacion. La presencia de 4-hidroxiprolina es esencial
para la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares y de esta forma contribuye a la
estabilidad térmica del dominio de triple hélice y a la integridad del monémero y la fibra de
colageno.

El grado de hidroxilacién de lisina también varia en funcién del tejido y del tipo de colage-
no. Los residuos de hidroxilisina son capaces de formar entrecruzamientos intermoleculares
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estables entre moléculas de coldgeno en fibras, y ademés representan lugares de unién de
carbohidratos.

Es interesante el hecho de que a medida que aumenta la edad del animal, disminuye la
hidroxilacion de la lisina en el coldgeno tipo I recién sintetizado, mientras que la hidroxilacion
de prolina permanece inalterada. En este contexto, se ha prestado especial atencién al cambio
en el grado de hidroxilacion de la lisina de los telopéptidos no helicoidales amino-terminales
de las cadenas a. Estos residuos, Que tienen un papel importante en la formacion eventual de
los puentes intermoleculares que estabilizan las fibrillas extracelulares, se encuentran parcial-
mente hidroxilados (mas del 50%) en tejidos embrionarios y neonatales, pero durante el desa-
rrollo tiene lugar un descenso en la hidroxilacién de estos residuos, especialmente en el cola-
geno de la piel.

3. Glicosilacion de la hidroxilisina

Tras la hidroxilacion tiene lugar la adicion de azicares sobre los residuos de hidroxilisina. Los
principales monosacéridos presentes en los coldgenos de vertebrados son la galactosa y la
glucosa [9]. La glicosilacién también tiene lugar en la luz del reticulo endoplésmico. Las uni-
dades de galactosa son transferidas a algunos grupos hidroxilo de las cadenas laterales de las
hidroxilisinas y los grupos glicosilo son transferidos posteriormente a algunos de los grupos
galactosilo (figura 1.5).

En la sintesis de estos glicidos estan implicadas dos enzimas, la UDP-galactosil-colageno
transferasa y la UDP-glucosil-coldgeno transferasa, cuya presencia ha sido demostrada en
varios tejidos conectivos. Ambas enzimas parecen requerir un cofactor metélico bivalente que
suele ser el Mn**; ademds, la activacién por ditiotreitol y la inhibicion por p-mercuribenzoato
indican que los grupos sulfhidrilos libres estdn presentes en los centros activos de ambas
enzimas.

Aunque no se conoce el papel de los carbohidratos en el colageno, algunos autores pien-
san que la glicosilacion puede intervenir para prevenir una incorrecta asociacién de las molé-
culas de procolageno.

4. Ensamblaje de la triple hélice

Las extensiones peptidicas carboxilo-terminales tienen una funcién esencial en el ensamblaje
de las tres cadenas a para formar los monémeros de coldgeno. La estructura globular de las
extensiones carboxilo-terminales se estabiliza mediante enlaces disulfuro que se forman entre
las tres cadenas. La formacién de la triple hélice estd precedida por el alineamiento de los
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dominios carboxilo-terminales de las tres cadenas pro-a, desde donde se inicia la formacion
de la triple hélice que progresa hacia el extremo amino-terminal a modo de cremallera.

La relacion entre la formacién de puentes disulfuro entre las cadenas pro-a y el ensambla-
je de la triple hélice fue sugerida en primer lugar en estudios sobre la biosintesis de colédgeno
de la membrana basal de células del ojo del embrién de pollo. Las células contenian en su
interior cadenas pro-a, pero sélo una pequefia proporcion tenia la conformacién de triple
hélice como lo demostraba su resistencia a la accién de la pepsina. Ademds, s6lo una minima
fraccién de las cadenas pro-a estaba unida por puentes disulfuro. Por el contrario, todo el
procoldgeno secretado por estas células estaba unido por puentes disulfuro y tenfa conforma-
cion de triple hélice. Estos resultados sugerian que la sintesis de puentes intercatenarios y la
formacion de la triple hélice sélo tenfan lugar justo antes de que la proteina fuese secretada.
En experimentos posteriores llevados a cabo con células de tendén y de cartilago se observo
una estrecha relacion entre el tiempo en qQue aparecian los puentes intercatenarios y el tiempo
en que la proteina adquirfa su conformacion helicoidal. Estos experimentos, junto con estu-
dios que indicaban que los puentes disulfuro intercatenarios facilitaban la renaturalizacion de
la triple hélice tras la desnaturalizacion térmica, apoyaban la hipétesis de que los puentes
disulfuro intercatenarios debian estar presentes a lo largo de las extensiones de cadenas pro-
a para que estos polipéptidos llegaran a ser una triple hélice a una velocidad adecuada.

El plegamiento de los tres polipéptidos para formar la triple hélice del coldgeno debe ser
posterior a la hidroxilacién y a la glicosilacion, debido a que las hidroxilasas y las transferasas
son incapaces de actuar sobre sustratos helicoidales. Las cadenas de procoldgeno se agrupan
formando haces de tres cadenas en la luz de las vesiculas del aparato de Golgi. Tres molécu-
las de procoldgeno enrollan sus regiones centrales formando una triple hélice, mientras que
las regiones amino y carboxilo terminales se pliegan formando estructuras proteicas globula-
res (figura 1.9). Los polipéptidos del colageno se asocian répidamente, in vitro e in vivo, para
formar una triple hélice de colageno. Por el contrario, los polipéptidos extraidos del coldgeno
maduro sélo se reasocian, cuando lo hacen, tras un periodo de varios dias. Las extensiones
peptidicas evitan también la formacién prematura de moléculas de tropocoldgeno y de fibras
de colageno en el interior de las células, contribuyendo a la seleccion y alineamiento de los
tres polipéptidos del coldgeno, para que estos se plieguen correctamente.

La formacion y el plegamiento de las cadenas de procoldgeno depende de la presencia de
otras enzimas como la peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPI) y chaperonas especificas del
colageno como la HSP47.
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5. Secrecion del procolageno

Después del ensamblaje, las moléculas de procoldgeno son empaquetadas en el aparato de
Golgi en granulos de secrecion y son secretadas a la matriz extracelular (figura 1.10).

6. Procesamiento del procolageno

Tras la secrecion, las moléculas de procoldgeno son procesadas. Las procoldgeno peptidasas,
Que se encuentran en la matriz extracelular, eliminan las extensiones peptidicas de los haces
de procoldgeno: un péptido de 35 kDa del extremo carboxilo terminal y un péptido de 20
kDa del extremo amino terminal, dejando sélo la triple hélice de tropocoldgeno con aproxi-
madamente 1.000 residuos (figura 1.9). Ambas enzimas pertenecen a una familia de metalo-
proteasas dependientes de Zn**. Los individuos que carecen de estas enzimas poseen molé-
culas de coldgeno incorrectamente formadas, sufren de fragilidad en la piel y poseen articula-
ciones excesivamente flexibles. Un defecto congénito de la aminoprocoldgeno peptidasa en
vacas y ovejas provoca dermatosparaxis, una enfermedad caracterizada por una piel extrema-
damente fragil. En el hombre existe una enfermedad anéloga, el sindrome VII de Ehlers-
Danlos, que estd provocada por una mutacién en uno de los polipéptidos del procoldgeno
Que inhibe la eliminacion enzimética del aminopropéptido. Las moléculas de colageno nor-
malmente se agregan de forma esponténea para formar fibrillas de coldgeno. Sin embargo, las
micrografias electrénicas de la piel dermatosparaxica muestran fibrillas de coldgeno escasas y
desorganizadas. La retencién de los aminopropéptidos del coldgeno interfiere aparentemente
con la formacion correcta de las fibrillas (el gen de la dermatosparaxis fue introducido en
algunas variedades de ganado vacuno porque los heterocigotos producen una carne mas
tierna).

7. Formacion de microfibrillas

Una vez eliminadas las extensiones peptidicas se producen moléculas de tropocoldgeno que
se agregan para formar microfibrillas insolubles. Las fibras de coldgeno inmaduras, o microfi-
brillas, se forman por agregacion espontanea de las moléculas de tropocoldgeno en la matriz
extracelular, cerca de la superficie de las células, lo cual sugiere que los propéptidos también
poseen un importante papel en la prevencion de la formacién de fibrillas en el interior de las
células.

Este proceso de autoensamblaje se cree Que es un fenémeno puramente fisico-quimico,
en el Que no interviene ninguna enzima auxiliar. La capacidad de autoensamblaje vendria
determinada por la estructura del coldgeno. Los mondmeros de coldgeno se agregan en fibras
de cinco bandas y subsecuentemente en fibras mayores (figura 1.11), y esta estructura se
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mantiene por interacciones hidrofébicas y electrostaticas de los distintos monémeros de cold-

geno.
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Figura 1.10. Biosintesis y ensamblaje de una fibra de colageno. (a) Sintesis de las
cadenas pro-o en el reticulo endoplasmico rugoso. (b) Hidroxilacion de residuos de pro-
lina y de lisina. (¢) Union de los residuos de azucares. (d) Formacién de puentes disulfu-
ro intracatenarios, ensamblaje de las tres cadenas pro-a y formacion de la triple hélice.
(e) Secrecion de la triple hélice (procolageno) al exterior de la célula. (f) Eliminaciéon de
las extensiones peptidicas de la molécula de procolageno por la accién de las procola-
geno peptidasas y formacion de la molécula de tropocolageno. (g) Agregacion de las
moléculas de tropocolageno y formacién de la microfibrilla (ver figura 1.11). (h) Agrega-

cion de las microfibrillas y formacién de la fibra de colageno (ver figura 1.12).
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Figura 1.11. Diagrama de la disposicion escalonada de las moléculas de
tropocolageno en una microfibrilla. El colageno esta formado por moléculas
de tropocolageno (mondmeros de colageno) empaquetadas juntas para formar
fibras. Los monémeros se disponen alineados uno junto a otro de modo escalo-
nado para formar la fibra de colageno. Cada mondmero esta desplazado del ad-
yacente aproximadamente un quinto de su longitud. En la preparaciéon microsco-
pica, el depédsito de metales pesados en los huecos que se forman en los extre-
mos de los mondmeros genera las bandas oscuras que se observan en las mi-
crografias electronicas de las fibras de colageno (figura 1.12). El ancho de la
banda oscura es 35 nm. El conjunto de una banda clara y una oscura mide 67
nm.

8. Formacion de entrecruzamientos y agrupacion de las microfibrillas

La dltima parte de la sintesis del coldgeno es el entrecruzamiento de las triples hélices de
tropocoldgeno, y la estabilizacion de las fibrillas mediante la formacion de enlaces covalentes
o puentes cruzados, constituyéndose las fibras maduras de colageno. Muchas de las propie-
dades del tejido conectivo y del hueso, tales como la fuerza de tensioén y la capacidad de
soportar 6rganos adyacentes, son el resultado de los entrecruzamientos intermoleculares del
colageno [10].

La reaccién que inicia la formacién de estos puentes intermoleculares es la desaminacion
oxidativa de residuos de lisina o hidroxilisina, catalizada por la enzima extracelular lisil oxidasa
(EC 1.4.3.13) (figura 1.6). Los aldehidos producidos se condensan con otros residuos de
lisina, hidroxilisina o hidroxilisina glicosilada, estratégicamente colocados, para formar enlaces
al-imina o ceto-imina que confieren a las fibrillas una alta resistencia a la tension (figuras 1.7 y
1.8).

La lisil oxidasa es una amino oxidasa especifica Que cataliza la formacién de e-aldehidos
reactivos en el colageno y en la elastina a partir de ciertos residuos de lisina e hidroxilisina.
Tras la formacion de estos aldehidos, al-lisina e hidroxi-al-lisina, ocurren espontdneamente
otras reacciones Que conducen a la formacion de entrecruzamientos intra e intermoleculares
[1'1,12]. En el colédgeno, la al-lisina y la hidroxi-al-lisina forman bases de Schiff con los grupos
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g-amino de ciertos residuos de lisina e hidroxi-lisina, para formar los principales entrecruza-
mientos intermoleculares, 6'-deshidro-5-hidroxi-lisino-norleucina y 6'-deshidro-5,5'-di-
hidroxi-lisino-norleucina (de DHLNL). Dos residuos de al-lisina también pueden formar un
entrecruzamiento intramolecular mediante condensacion alddlica, tanto en el colageno como
en la elastina (figura 1.7). La piridinolina se forma por la condensacién no enzimédtica de
hidroxi-lisina y de DHLNL.

La piridinolina es necesaria para la resistencia a la tensién normal del cartilago y del hue-
so. Sin embargo, algunos autores han demostrado que cantidades excesivas de piridinolina
hacen que el tejido conectivo se endurezca, provocando el envejecimiento de las fibras de
colageno [13]. Ademds, se ha demostrado que la formacién de piridinolina aumenta en coba-
yas sometidas a una dieta pobre en 4cido ascorbico, lo que sugiere que el acido ascorbico
debe ayudar a prevenir la formacién y acumulacion excesiva de piridinolina evitando la rigidez
anormal del cartilago. También se ha demostrado que el 4cido ascérbico disminuye la reac-
cion oxidativa de la lisina, controlando los cambios que se producen en los entrecruzamientos
del coldgeno con la edad [14]. Por tanto, el 4cido ascérbico ayuda a regular la formacién de
piridinolina, es decir, aumenta la hidroxilacién intracelular e inhibe la oxidacion extracelular de
los residuos del coldgeno, protegiendo a los tejidos conectivos de la rigidez debida al exceso
de piridinolina. Ademds, el dcido ascérbico también es importante en el metabolismo del
tejido conectivo, pues es un cofactor de la lisil hidroxilasa y la prolil hidroxilasa en la hidroxi-
lacion de los residuos de lisina y prolina en la molécula de colageno.

La microscopia electronica del colageno pone de manifiesto la existencia de unas bandas
claras y oscuras que se repiten de forma regular y que son perpendiculares al eje de la fibra
(figura 1.12). Estas bandas son debidas a la disposicion escalonada de las moléculas de tro-
pocolageno dentro de la fibra. Cada molécula esta desplazada de la molécula vecina en el haz
un Quinto de su longitud total, de tal forma que sélo se da un solapamiento completo a inter-
valos de cinco moléculas (figura 1.11). Esta disposicién probablemente aumenta al maximo la
resistencia a la traccion del agregado. Las bandas oscuras en las micrografias electronicas
tienen un ancho de 35 nm; el conjunto de una banda clara y oscura mide 67 nm. La distancia
entre el extremo carboxilo terminal de una molécula y el extremo amino terminal de la si-
guiente es de 35 nm. En los huesos, este espacio resulta de gran importancia en el proceso
de calcificacion. El hueso contiene una fase organica, principalmente coldgeno, y una fase
inorganica, principalmente hidroxiapatita, Cas(PO,);OH. Durante la formacién del hueso, los
cristales iniciales de hidroxiapatita se forman a intervalos de 680 A. Esta observacion sugjere
qQue las regiones espaciadas de las fibrillas de coldgeno actlian como sitios de formacion de
nicleos de mineralizacion del hueso.
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Figura 1.12. Micrografia electrénica de fibras intactas de colageno. Una fotografia
de microscopia electronica del colageno muestra claramente el patrén periddico de cada
una de las fibras de colageno. A. Vision general. B. Detalle.

El grado de entrecruzamiento del colageno aumenta con la edad del animal. Por ello la carne
de los animales més viejos es mas dura que la de los jovenes. En realidad, las moléculas indi-
viduales de coldgeno sélo pueden extraerse de los tejidos de animales muy jévenes.

Las fibras de coldgeno estan orientadas de diferente forma en los distintos tipos de tejidos
de modo que reflejan ampliamente la funcién de los mismos. Asi, los tendones (los ‘cables’
Que unen los mésculos a los huesos), la piel (una cubierta protectora exterior resistente a la
agresion) y el cartilago (Que desempefia la funcion de resistir la carga) deben soportar la ten-
sion predominante en una, dos o tres dimensiones respectivamente, y las fibrillas componen-
tes de su coldgeno se hallan dispuestas de acuerdo con su funcion especifica. En los tendo-
nes, las fibras de coldgeno tipo I se alinean paralelas unas a las otras y forman haces de fibras,
mientras Que en la piel y el cartilago, la orientacién es més aleatoria con la formacién de una
compleja red de fibrillas entrelazadas.

Los coldgenos tipo I, Il y IIl forman fibrillas con estructuras similares. Sin embargo, otros
coldgenos son mayores o menores y se agregan de diferentes maneras. Una parte resistente a
la pepsina de las moléculas de colageno tipo V se parece a los colagenos tipo I, Il y Ill, pero
contiene un segmento adicional no coldgeno en el extremo amino terminal. Los coldgenos
tipo V y Xl son componentes cuantitativamente minoritarios de la matriz extracelular pero se
cree Que proporcionan un nicleo alrededor del cual se forman las fibrillas de coldgeno tipo |
y lII. Los coldgenos tipo IX, XII, XIV y XVI contienen interrupciones en la hélice que provo-
can giros, sitios flexibles y zonas de mayor susceptibilidad proteolitica. Probablemente su
funcién sea la de unir las fibrillas de coldgeno a otros componentes de la matriz extracelular.
El coldgeno tipo IV de la membrana basal forma una red no fibrilar en la cual las moléculas de
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400 nm de longjtud se agregan a través de sus extremos: cuatro moléculas se mantienen
juntas a través de sus extremos amino terminales, mientras Que los dominios carboxilo termi-
nales conectan pares de moléculas. El coldgeno tipo IX también es un proteoglicano con una
cadena de glicosaminoglicano unida a uno de sus dominios no helicoidales. Ademds, se une
covalentemente al coldgeno tipo Il mediante un puente de hidroxipiridina.

Los fibroblastos del tejido conjuntivo determinan por si mismos el tamafio y la organiza-
cion de las fibrillas de colageno. Estas células pueden expresar uno o mas genes que codifican
los diferentes tipos moleculares de procoldgeno fibrilar y también pueden regular la disposi-
cién de las moléculas después de su secrecion. Ademds, estas células pueden determinar, en
su entorno mas inmediato, la geometria y las propiedades de las fibrillas ejerciendo un control
sobre el orden en el que los propéptidos amino y carboxilo terminal son escindidos secuen-
cialmente, secretando diferentes tipos y cantidades de otras macromoléculas matriciales junto
con el colageno, o regulando la formacién de las fibrillas de coldgeno mediante su estrecha
asociacién con la membrana plasmatica. Finalmente, el coldgeno presentara mayor o menor
nimero de puentes cruzados en funcién de las fuerzas de traccion a Que se vaya a someter.

Existe otra via mediante la cual las células secretoras de coldgeno pueden determinar la
organizacién espacial de la matriz Que producen. Los fibroblastos acttian sobre el coldgeno
Que han secretado ejerciendo tracciones y desplazandose sobre ellas, colaborando en su
compactacién en ldminas y en la formacién de fibras. Este papel mecanico que asumen los
fibroblastos en la conformacién de las matrices de coldgeno se ha demostrado claramente en
los cultivos celulares. Cuando los fibroblastos se cultivan en una placa en la que existe una
matriz gelificada de fibrillas de coldgeno distribuidas al azar, las células tiran de la matriz,
ejerciendo traccion sobre el coldgeno situado a su alrededor y provocando la contraccion del
gel hasta que alcanza una pequefa fraccién de su volumen inicial; mediante actividades simi-
lares, un grupo de fibroblastos puede rodearse de una cdpsula de fibras de coldgeno densa-
mente empaquetadas y orientadas en circunferencia.

Cuando dos pequefos fragmentos de tejido embrionario, Que contienen fibroblastos, se
colocan separados sobre un gel de coldgeno, éste tiende a organizarse en forma de una es-
trecha banda de fibras alineadas Que conectan ambos explantes (figura 1.13). A continuacion,
los fibroblastos migran a partir de dichos explantes a lo largo de las fibras de coldgeno. En
consecuencia, los fibroblastos ejercen una influencia sobre la alineacion de las fibras de cola-
geno y, reciprocamente, las fibras de coldgeno afectan a la distribucion de los fibroblastos.
Probablemente, los fibroblastos juegan un papel similar en la generacion de un ordenamiento,
de largo alcance, sobre la matriz extracelular del organismo —por ejemplo, colaborando en la
formacién de tendones y ligamentos, o en la de las densas y resistentes [dminas de tejido
conjuntivo Que encapsulan y unen la mayoria de los érganos.
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Figura 1.13. Micrografia de la region situada entre dos fragmentos de un
corazon embrionario de pollo (rico tanto en fibroblastos como en fibras
musculares) que han crecido en cultivo sobre un gel de colageno duran-
te cuatro dias. Obsérvese la densa lamina de fibras de colageno que se ha
formado entre los explantes [15].

Tipos de colageno y distribucion tisular

El nombre de ‘coldgeno’ [del griego koAAa (cola) y yevvaum (engendrar)] se utiliza como un
término genérico para denominar proteinas Que forman una triple hélice caracteristica de tres
cadenas polipeptidicas. Todos los miembros de la familia del coldgeno forman estas estructu-
ras supramoleculares en la matriz extracelular, aunque su tamao, funcién y distribucion tisu-
lar varfa considerablemente. De esta forma, se han descrito hasta 26 tipos de coldgenos ge-
néticamente distintos.

Por lo tanto, los coldgenos pueden ser considerados como una familia de proteinas. La
principal subclasificacién de los coldgenos se basa en los tipos ‘fibrilar’ y ‘no fibrilar’. Los
colagenos fibrilares forman fibrillas caracteristicas Que son rapidamente identificadas por sus
estriaciones transversales y proporcionan la tension requerida para mantener unidos a los
tejidos. El coldgeno no fibrilar forma una estructura reticular Que sirve como armazén para la
union de células epiteliales y endoteliales o como barrera de filtracién en tejidos como el
rifidn. La diferencia mds importante entre el coldgeno no fibrilar y el fibrilar es que los moné-
meros del primero contienen grandes unidades globulares, lo que implica Que los monémeros
de coldgeno no fibrilar se autoensamblan formando estructuras mds complejas que las que se
encuentran ordinariamente dispuestas en el coldgeno fibrilar.

Los coldgenos de los tipos I, 11 y Ill son los principales coldgenos fibrilares. El tipo I se en-
cuentra en muchos tejidos conectivos, entre los que se incluyen la piel, los huesos, los ten-
dones y los ligamentos. El tipo Il es el principal tipo de coldgeno del cartilago hialino. El tipo
Il es menos abundante que los tipos I y Il, pero se pueden encontrar pequefias cantidades en
los tejidos que contienen el tipo I, con excepcion del hueso y el tenddn, y representa aproxi-
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madamente la mitad del coldgeno total en los principales tejidos del sistema cardiovascular,
como las vélvulas cardiacas y las principales arterias. El tipo V se encuentra en varios tejidos,
particularmente en vasos sanguineos y entre las células musculares lisas.

El coldgeno tipo IV es el principal colageno no fibrilar del cuerpo y es el mayor constitu-
yente de las membranas basales. El tipo VI y otra familia de colagenos menores se encuentran
en pequenas cantidades en diversos tejidos.

A pesar de la gran diversidad estructural entre los diferentes tipos de coldgeno, todos los
miembros de esta familia tienen una caracteristica comdn: la triple hélice dextrégira compues-
ta de tres cadenas a. Esta triple hélice puede estar compuesta por tres cadenas idénticas
(homotrimeros) como en los coldgenos II, 1II, VII, VIII, X y otros, o por dos o més cadenas
diferentes (heterotrimeros) como en los coldgenos de los tipos I, IV, V, VI, IX y XI. Asi, las
moléculas de colageno tipo I presentes en tejidos como el hueso, el tendén, la dermis madu-
ra, la cornea y la dentina contienen dos tipos de cadenas a, la a1 (1) y la ¢2(I), en una propor-
cion de 2:1. Por esta razon, la composicion de este coldgeno debe ser designada como
[l (D],a2(1) (tabla 1.2). Por el contrario, el coldgeno tipo Il presente en el cartilago estd
formado por moléculas que contienen tres cadenas a idénticas, designadas como al(ll), que
difieren de las cadenas a1 (l) y a2(l) en su composicion de aminodcidos y en su secuencia. Un
tercer tipo de coldgeno intersticial (colageno tipo Ill) estd compuesto por tres polipéptidos
idénticos, cadenas aI(1ll), Que difieren en su estructura primaria de las cadenas a descritas
arriba. El coldgeno tipo IV también es un homotrimero compuesto por tres polipéptidos idén-
ticos de estructura primaria caracteristica; la cadena a se designa a1(IV) y el coldgeno como

[l (IV)];.

El tamafio de la parte helicoidal varia considerablemente entre los diferentes tipos de co-
ldgeno. La repeticion Gly-X-Y es el motivo predominante en los coldgenos que forman fibras
(tipos I, II, 1Il) lo que da lugar a la formacién de dominios helicoidales de 300 nm de longitud
—unos 1.000 residuos—. En otros tipos de coldgeno, estos dominios son mucho més peque-
fios o contienen interrupciones en la triple hélice. Asi, los coldgenos tipo VI o X contienen
triples hélices de alrededor de 200 6 460 aminodcidos, respectivamente.

Ademés de las diferencias en la estructura primaria de los coldgenos derivados de varios
tejidos, el andlisis de la composicién de aminodcidos demuestra que existen diferencias en su
contenido en hidroxilisina y, en menor medida, en hidroxiprolina. Asimismo, existen variacio-
nes en el contenido total de gldcidos unidos a la hidroxilisina, tanto entre coldgenos de dife-
rentes tipos genéticos, como dentro de un Unico tipo genético, particularmente el tipo I.

Estas variaciones en la secuencia primaria y en las modificaciones secundarias pueden dar
lugar a un gran nimero de moléculas de coldgeno diferentes, cada una de las cuales puede
formar estructuras con diferente organizacion arquitecténica y diferente funcion.
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Tabla 1.2. Tipos de colagenos. Tabla en la que se muestran los principales tipos de colage-
nos, su composicion molecular, los genes que los codifican, su localizaciéon gendémica y su
distribucion tisular. Las moléculas de colageno estan formadas por tres cadenas a. Las diferen-
tes cadenas en una molécula se distinguen mediante nimeros arabigos, mientras que los dife-
rentes tipos de colageno se distinguen mediante numeros romanos entre paréntesis. La familia
mas abundante y extendida de colagenos, que llega a suponer alrededor del 90% del colageno
total, esta representada por los colagenos formadores de fibrillas. Los colagenos tipo | y tipo V
contribuyen a formar la matriz estructural del hueso y los colagenos de tipo Il y XI contribuyen
fundamentalmente a formar la matriz fibrilar del cartilago articular. El colageno tipo IV, que
posee una triple hélice mas flexible, se asocia formando redes restringidas a las membranas
basales. El colageno microfibrilar tipo VI posee gran cantidad de puentes disulfuro y contribuye
a la formacién de redes de filamentos entremezclados con otras fibras. Los FACIT (del inglés,
Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triplehelices), como los colagenos de los tipos IX,
XIl'y X1V, se asocian como moléculas individuales con grandes fibras de colageno y presumi-
blemente juegan un papel en la regulacion del diametro de las fibras de colageno. Los colage-
nos de los tipos VIl y X forman redes hexagonales mientras que otros (tipos XlIl y XVII) cruzan
las membranas celulares.

Tipo Composicion molecular Genes (localizacion genémica) Distribucion tisular

Colagenos formadores de fibras

[a1()]2 a2(1) COL1A1 (17921.31-g22) La mayoria de tejidos
conectivos: hueso,
COL1A2 (7922.1) tendon, ligamentos,
piel, pulmon, cornea,
sistema vascular.

Il [a1(ID]s COL2A1 (12913.11 - q13.2) Cartilago, humor vi-
treo, cérnea embriona-
ria, nucleo pulposo

1 [a1(1N]s COL3A1 (2931) Piel, pared vascular,
fibras reticulares de la
mayoria de tejidos
(pulmén, higado, ba-
zo, etc.)

\% al(V), a2(V), a3(V) COL5A1 (9g34.2 — gq34.3) Pulmén, cérnea, hue-
S0, membranas feta-
COLSAZ (2931) les; siempre junto al
COL5A3 (1p13.2) colageno tipo |

Xl a1 (XI) a2(XI) a3(XI) COL11A1 (1p21) Cartilago, humor vitreo
COL11A2 (6p21.3)
COL11A3 = COL2A1

Colagenos de las membranas basales

\Y% [a1(IV)]> a2(IV); a1- a6 COL4A1 (13934) Membranas basales
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COL4A2 (13q34)
COL4A3 (2436-937)
COL4A4 (2436-937)
COL4A5 (Xg22.3)
COL4AB6 (Xp22.3)

Colagenos microfibrilares

VI al(V1),a2(V1),a3(Vl)

COL6A1 (21q22.3)
COLBA2 (21q22.3)
COL6A3 (2937)

Dermis, cartilago,
placenta, pulmones,
paredes vasculares,
discos intervertebrales

Fibras de anclaje

VIL [al(VID]s

COL7A1 (3p21.3)

Piel, uniones dermis-
epidermis, mucosa
oral, cérvix

Colagenos formadores de redes hexagonales

VI [a1(VIID]2 a2(VIII) COL8A1 (3gq12 -q13.1) Producido por células
endoteliales y varias
COL8AZ (1p34.3 - p32.3) lineas celulares tumo-
rales
X [a3(X)]s COL10A1 (6921 — g22.3) Zona hipertréfica del
cartilago
Colagenos FACIT

IX a1(IX)a2(1X)a3(IX)

X1 el (XD

XIV [l (XIV)]3

XIX  [a1(XIX)]3

XX [a1(XX)]s

XXI [a1(XXI)]3

COL9A1 (6q13)
COL9A2 (1p33 — P32.2)
COL12A1 (6q12 — q13)

COL9A1 (823)

COL19A1 (6912 — q14)

COL21A1 (6p12.3 — 11.2)

Cartilago, humor vi-
treo, cérnea

Pericondrio, ligamen-
tos, tendones

Dermis, tendones,
pared vascular, pla-
centa, pulmones,
higado

Rabdomiosarcosoma
humano

Epitelio corneal, piel
embrionaria, cartilago
esternal, tendones

Pared de los vasos
sanguineos
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Colagenos transmembrana

XIII [a1(XIID]3 COL13A1 (10g22) Epidermis, foliculos
pilosos, endomisio,
intestino, condrocitos,
pulmones, higado

XVIL [a1(XVID)]s COL17A1 (10924.3) Uniones dermis—
epidermis

Multiplexinas

XV [a1(XV)]s COL15A1 (9921 — g22) Fibroblastos, células

musculares lisas,
rindn, pancreas

XVI [a1(XVD)]3 COL16A1 (1p34) Fibroblastos, querati-
nocitos, amnion
XVIHI - [a1(XVIID]3 COL18A1 (21922.3) Pulmones, higado

Basandonos en su estructura y organizacion supramolecular, los diferentes coldgenos se pue-
den agrupar en coldgenos formadores de fibrillas, colagenos asociados a fibrillas (FACIT, del
inglés Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple-helices), coldgenos formadores de
redes, fibrillas de anclaje, coldgenos transmembrana, coldgenos de las membranas basales y
otros con funciones unicas (tabla 1.2).

Colagenos I, I, 1ll, V y XI -los colagenos formadores de fibrillas

Todos estos coldgenos son similares en tamafio y se caracterizan por tener grandes dominios
de triple hélice con alrededor de 1.000 residuos de aminodcidos o 330 repeticiones —
Gly—X-Y— por cadena. Ademas, son sintetizados como grandes precursores, Que necesitan
ser procesados hasta coldgenos mediante la intervencion de las procoldgeno peptidasas. Por
dltimo, estos coldgenos se caracterizan por su capacidad para ensamblarse formando agrega-
dos supramoleculares altamente orientados con una estructura caracteristica, la tipica organi-
zacién de fibras escalonadas con didmetros de entre 25 y 400 nm (figura I.11). En el mi-
croscopio electronico, las fibrillas se definen por un patrén de bandas caracteristico con una
periodicidad de aproximadamente 67 nm (llamada periodo D) debido a la disposicion escalo-
nada de los monémeros de coldgeno individuales (figura 1.12).

El coldgeno tipo I es el coldgeno més abundante y estudiado de esta familia. Constituye
més del 90% de la masa orgénica del hueso y es el principal colageno de los tendones, la piel,
los ligamentos, la cérnea y muchos tejidos conectivos intersticiales con excepcion del cartila-
go hialino, el cerebro y el humor vitreo. La triple hélice del coldgeno tipo I es un heterotrime-
ro formado por dos cadenas idénticas al(l) y una cadena a2(l). Las fibras helicoidales, in
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vivo, suelen encontrarse entremezcladas con las fibras de colédgeno tipo Il (en la piel y las
fibras reticulares) o coldgeno tipo V (en el hueso, los tendones y la cérnea). En la mayoria de
organos, y fundamentalmente en los tendones, el colageno tipo | proporciona rigidez a la
tension y, en el hueso, es responsable de las propiedades biomecénicas relacionadas con la
resistencia a la carga y la tension.

El coldgeno tipo Il es el componente caracteristico y predominante del cartilago hialino.
En comparacion con el coldgeno tipo 1, las cadenas de coldgeno tipo Il muestran un conteni-
do en hidroxilisina mayor, asi como residuos de glucosa y galactosa Que median la interaccion
con proteoglicanos, otro componente tipico de la matriz del cartilago hialino. El coldgeno
tipo Il forma una red de fibrillas entre las que se encuentran moléculas de proteoglicanos, y el
aumento de la hidratacion del cartilago articular observado en modelos experimentales de
artrosis posiblemente se deba a un debilitamiento de esta red [16]. Sin embargo, no es exclu-
sivo del cartilago, donde representa un 80% del coldgeno total, ya que también se encuentra
en el cuerpo vitreo, el epitelio de la cdrnea, la notocorda, el nicleo pulposo de los discos
intervertebrales y el epitelio embrionario. La triple hélice del colageno tipo Il estd formada por
tres cadenas al(ll) formando una molécula homotrimérica de tamafo y propiedades biome-
canicas similares a las del coldgeno tipo I. En el cartilago también se encuentran colagenos
tipo IX y XI, los cuales se cree que acttian limitando el didmetro de las fibrillas de coldgeno
tipoIl'a 15-50 nm.

El coldgeno tipo Ill es un homotrimero de tres cadenas al(lll) y estd ampliamente distri-
buido en todos los tejidos que contienen coldgeno tipo | excepto en el hueso y en los tendo-
nes. Es un componente importante de las fibras reticulares en el tejido intersticial de los pul-
mones, el higado, la dermis, el bazo y los vasos sanguineos.

Los colagenos de los tipos V y Xl son heterotrimeros formados por tres cadenas a dife-
rentes (a1, a2 y a3). Hay Que destacar que la cadena a3 del colageno tipo Xl esta codificada
por el mismo gen que la cadena a1 del coldgeno tipo Il y sélo difiere de ésta por el grado de
glicosilacion e hidroxilacion. El coldgeno tipo V forma agregados con los colagenos tipo I y llI
y contribuye a la formacién de la matriz orgénica del hueso, el estroma de la cérnea y la ma-
triz intersticial de misculos, higado, pulmones y placenta. El colédgeno tipo XI se distribuye
ampliamente en el cartilago articular junto al colageno tipo Il. Estos coldgenos parecen situar-
se en el centro de las fibras y no en su superficie. Asi, el coldgeno tipo V podria funcionar
como una estructura central de las fibras, con los coldgenos I y Ill polimerizando alrededor
de este eje central. El coldgeno tipo XI parece formar el niicleo de las heterofibras de colége-
no tipo Il.
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Colagenos IX, XIl y XIV -los colagenos FACIT

Los tipos IX, XII, XIV, XVI, XIX y XX pertenecen al grupo de coldgenos conocido como
FACIT (Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helices). Estos colagenos no for-
man fibras por si mismos, pero se encuentran asociados a la superficie de las fibras formadas
por otros coldgenos. Las estructuras de estos coldgenos se caracterizan por presentar peque-
flos dominios coldgenos interrumpidos por varios dominios no coldgenos que actiian a modo
de bisagras.

Al contrario Que la triple hélice, que es una estructura altamente conservada, los dominios
no coldgenos estdn caracterizados por una mayor diversidad estructural y funcional entre las
diferentes familias y tipos de coldgeno. Las interrupciones de la estructura helicoidal pueden
ocasionar flexibilidad intramolecular y permitir una rotura proteolitica especifica. Las triples
hélices nativas estan caracterizadas por su resistencia a proteasas como la pepsina, la tripsina
o la quimiotripsina y s6lo pueden ser degradadas por diferentes tipos de colagenasas especifi-
cas. La colagenasa A (MMP-1) o colagenasa intersticial, es expresada por una gran variedad
de células y se cree que estd implicada en la regeneracion tisular, como por ejemplo durante
la curacién de heridas. La MMP-8 (colagenasa B) es muy especifica de los granulocitos neu-
tréfilos y, por ello, se cree que estd implicada en la destruccion tisular durante los procesos
inflamatorios agudos. La MMP-/3 (colagenasa C) es expresada por los condrocitos hipertro-
ficos, asi como por los osteoblastos y osteoclastos, por lo que se cree que interviene en la
remodelacion del cartilago y el hueso.

El colageno tipo IX se distribuye juntamente con el coldgeno tipo Il en el cartilago y en el
cuerpo vitreo. La molécula de colageno tipo IX es relativamente corta, alrededor de 200 nm
de longitud, y consiste en tres dominios de triple hélice salpicados entre cuatro dominios
globulares (NCI, NC2, NC3 y NC4, por No Coldgeno) [17]. Las tres cadenas [(al(IX),
a2(IX) y a3(IX)] son diferentes y estdn conectadas mediante puentes disulfuro. El colédgeno
tipo IX del cartilago humano se encuentra covalentemente unido al coldgeno tipo Il y a otras
moléculas de coldgeno tipo IX [18]. Las moléculas de colageno tipo IX se localizan de mane-
ra periddica a lo largo de la superficie de las fibras de colageno tipo Il en sentido antiparalelo.
Esta interaccion estd estabilizada mediante puentes derivados de lisina.

La caracteristica mas inusual del coldgeno tipo IX es Que a veces aparece como proteogli-
cano, en el Que una tnica cadena del glicosaminoglicano dermatén sulfato se encuentra cova-
lentemente unida a un residuo de serina del dominio NC3 de la cadena a2(IX) [19-21]. El
dominio globular NC4 de a1(IX) tiene un pl aproximado de 10, por lo que es probable que
este dominio se una a las cadenas écidas de glicosaminoglicanos de la matriz del cartilago,
mientras Que la cadena de glicosaminoglicano del colageno IX puede estabilizar su interac-
cién con el coldgeno tipo II.
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El colageno tipo XII es un coldgeno cuantitativamente secundario presente en tejidos co-
nectivos densos ricos en coldgeno tipo I como los tendones y los ligamentos. La molécula
estd formada por tres cadenas al(XIl), cada una de las cuales tiene dos dominios de triple
hélice, uno de ellos fuertemente homoélogo al coldgeno tipo IX, y también posee un dominio
globular similar al NC4 del coldgeno tipo IX. El coldgeno tipo XII es el coldgeno de mayor
tamafio en los vertebrados conocido hasta el momento. La mayoria de su secuencia esta for-
mada por varios dominios globulares, y los dominios colagenosos comprenden menos del 8%
de la molécula completa, por lo Que se cuestiona Que esta proteina deba ser incluida en la
familia del coldgeno.

El coldgeno tipo XIV, también se encuentra en la piel y en los tendones. Es mas parecido
al coldgeno tipo XlI en la triple hélice y en los dominios no coldgenos cercanos.

La funcion de estos coldgenos, asi como la del coldgeno tipo XIX y XX es practicamente
desconocida.

Colageno VI —un colageno microfibrilar

El coldgeno tipo VI es un coldgeno fibrilar relativamente ubicuo, constituido por tres cadenas
a diferentes [a1(V1), a2(V1), a3(VI)] con pequefios dominios de triple hélice y terminaciones
globulares. Las fibras primarias forman, en primer lugar, dimeros antiparalelos, en los que las
moléculas estdn solapadas en la mayor parte de su longitud y luego los dimeros se asocian de
forma paralela para formar tetrameros. Tras la secrecion a la matriz extracelular, los tetrdme-
ros de coldgeno tipo VI se unen en sus extremos formando microfibrillas filamentosas, las
cuales se asocian para constituir fibras con bandas de 110 nm de periodicidad, distintas a las
de los coldgenos fibrilares.

Colagenos VIl y X —colagenos de cadena corta

Los coldgenos tipo VIII y tipo X son denominados coldgenos de cadena corta. El colageno
tipo X es un componente caracteristico del cartilago hipertrofico de la placa de crecimiento
fetal y juvenil, en costillas y vértebras. Es un coldgeno homotrimérico con un largo extremo
carboxilo terminal y un corto dominio amino terminal. Los experimentos /n vitro han indicado
qQue sus fibras se asocian formando redes hexagonales. La funcién del coldgeno tipo X no esta
determinada; se cree que estd implicado en la osificacién endocondral y la calcificacién de la
matriz. De hecho, las mutaciones en el gen COLIOAI son las causantes de la enfermedad
conocida como condrodisplasia metafiseal tipo Schmid, en la Que se encuentra impedida la
osificacion endocondral en la placa de crecimiento metafiseal, lo Que provoca una deficiencia
en el crecimiento y deformidades esqueléticas con miembros mds cortos.
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El coldgeno tipo VIII presenta una estructura altamente homdloga a la del colageno tipo
X, pero muestra una distribucion distinta y, por lo tanto, se cree que puede tener diferentes
funciones. Este coldgeno es producido por células endoteliales y se ensambla formando redes
hexagonales como en la membrana de Descemet del endotelio de la cérnea.

Colageno IV —el colageno de las membranas basales

Las membranas basales son estructuras delgadas (30-40 nm), bastante amorfas, qQue se en-
cuentran en la matriz extracelular bajo las capas de células epiteliales y endoteliales, adyacen-
tes a sus membranas plasmaticas, en la interfase con el mesénquima, o alrededor de tipos
celulares particulares como el misculo, la grasa o los nervios. Sus funciones son proporcio-
nar soporte a las capas celulares, servir como filtros moleculares (por ejemplo en el gloméru-
lo), actuar como barreras selectivas al paso de células inflamatorias o tumorales, y proporcio-
nar sustratos para la adhesion, el crecimiento y la diferenciacion celular. Entre los principales
componentes macromoleculares de las membranas basales se encuentra el colageno tipo IV.

La estructura de la molécula de coldgeno tipo IV difiere en varios aspectos de los colage-
nos fibrilares. En primer lugar, la region central de triple hélice del coldgeno tipo IV es
aproximadamente un 25% mas larga que la de los coldgenos fibrilares con aproximadamente
1.400 aminodcidos, y estd interrumpida en varias posiciones por pequefias secuencias sin
estructura triple helicoidal. Las posiciones de las interrupciones estdn conservadas en varias
especies y se corresponden con sitios de mayor flexibilidad estructural. En segundo lugar,
durante su formacion, el coldgeno tipo IV no sufre los procesos proteoliticos explicados arri-
ba (figura 1.9), de forma que conserva los propéptidos; las moléculas secretadas interaccio-
nan a través de sus dominios no degradados, formando una red laminar estratificada.

Se han identificado hasta seis cadenas a, al(IV)-a6(lV), Que se asocian de distinta forma
para constituir moléculas heterotriméricas. La forma predominante estd representada por el
heterotrimero [a1(IV)],a2(IV) que forma redes en la mayoria de membranas basales embrio-
narias y adultas.

En la regi6n amino terminal de la molécula (llamada /S por su coeficiente de sedimenta-
cion) existe otra region triple helicoidal separada de la triple hélice principal por un rizo. Otra
diferencia con los coldgenos fibrilares es la presencia de glicosilaciones en las regiones de
triple hélice (tanto en la regién 7S como en la hélice principal) y el mayor grado de hidroxila-
cion. En el extremo carboxilo terminal de la molécula de coldgeno tipo IV hay un gran domi-
nio globular (Ilamado AVC/), de alrededor de 230 residuos de aminodcidos, Que muestra una
pequeiia homologfa en su secuencia con el propéptido C de los coldgenos fibrilares.

La asociacion del coldgeno tipo IV para formar estructuras reticulares implica interaccio-
nes intermoleculares Que estdn mediadas por los dominios 7S y NC1. Los dominios NCI de
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moléculas adyacentes se unen covalentemente para formar un dimero. Los dominios 7S tam-
bién se asocian, mediante interacciones estabilizadas por puentes disulfuro y otros enlaces
covalentes intermoleculares, para formar un tetrdmero en el Que dos pares de moléculas anti-
paralelas se solapan unos 30 nm. Un nivel adicional de asociacién implica uniones laterales
en las regiones de la triple hélice principal en las Que también esta implicado NCI1.

El coldgeno tipo VII se encuentra muy préximo a las membranas basales, bajo el epitelio
escamoso estratificado (por ejemplo, en la unién dermis-epidermis de la piel) donde forma
fibras de anclaje, estructuras simétricas de alrededor de 750 nm de longitud que unen la
membrana basal a las placas de anclaje de la matriz extracelular. EI coldgeno tipo VII tiene la
mayor region de triple hélice de los coldgenos de vertebrados y una forma de autoasociacién
exclusiva. La molécula consiste en una region triple helicoidal de aproximadamente 420 nm
de longitud, con una pequefia region globular en un extremo (probablemente el extremo
carboxilo terminal), el cual parece ser eliminado proteoliticamente durante el ensamblaje
intermolecular, y una gran estructura en tridente en el otro extremo. Al igual que el colageno
tipo IV, la region triple helicoidal del coldgeno tipo VII contiene varias interrupciones no
helicoidales. Las moléculas se asocian para formar dimeros antiparalelos estabilizados por
puentes disulfuro y con un pequefio solapamiento en el pequefio extremo globular. Luego,
los dimeros se asocian para formar la estructura de anclaje.

Enfermedades del colageno

El coldgeno se encuentra en précticamente todos los tejidos y es la proteina mas abundante
en los seres humanos. El funcionamiento fisiolégico de determinados érganos depende en
gran medida de la estructura normal del colageno, por lo que los problemas que puedan
ocurrir durante su sintesis y cualquier causa Que produzca una estructura andmala del cold-
geno puede provocar disfunciones de los érganos cardiovasculares (aneurisma adrtico y arte-
rial y mal funcionamiento de las valvulas cardiacas), huesos (fragilidad y propension a las frac-
turas), piel (cicatrizacion defectuosa y distension inusual), articulaciones (hipermovilidad y
artritis) y ojos (dislocacion del cristalino). Estas enfermedades pueden ser consecuencia de
defectos en los genes del coldgeno, modificacion postraduccional anormal del coldgeno,
deficiencia de cofactores necesarios para las enzimas que llevan a cabo la modificacion pos-
traduccional del coldgeno, o simplemente escasez de aminoécidos esenciales necesarios para
su sintesis.

Cualquier proteina principal del cuerpo puede estar asociada a varios problemas genéti-
cos. En el caso del coldgeno, la posibilidad de que se produzcan mutaciones dafiinas estd
aumentada por la existencia de un gran niimero de genes que codifican més de veinte tipos
de coldgenos que son expresados en diferentes tejidos. Se conocen enfermedades humanas

35



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

resultado de defectos en la sintesis, secrecién o estructura de los coldgenos tipo I, II, 1II, IV,
VII, IX, X y XI. Otros defectos implican a la lisil hidroxilasa y la aminoprocoldgeno peptidasa.
La lista de las enfermedades genéticas del coldgeno incluye varias formas especificas de os-
teogénesis imperfecta, el sindrome de Ehlers-Danlos y otras alteraciones relacionadas (tabla
[.3). A pesar de que estas patologfas son relativamente raras constituyen paradigmas para la
comprension de las enfermedades del tejido conectivo mds comunes, puesto Que muchas
enfermedades degenerativas exhiben anomalias del coldgeno en los tejidos afectados; son
ejemplos de tales tejidos el cartilago en la artrosis, el fibroso en las placas ateroescleréticas
de las arterias humanas, y el 6seo en la osteoporosis.

Tabla 1.3. Enfermedades causadas por mutaciones en los genes del cola-
geno o por deficiencias en la actividad de enzimas de la sintesis del cola-
geno [22]. ?En algunos pacientes, ® demostrado en ratones transgénicos, ° se-
cundario a una anormalidad en el metabolismo del cobre.

Gen o enzima

Enfermedad

COL1A1; COL1A2

Osteogénesis imperfecta
Osteoporosis®
Sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIA, VIIB

COL2A1 Varias condrodisplasias
Artrosis®
COL3A1 Sindrome de Ehlers-Danlos tipo IV

Aneurisma aértico®

COLA4A3; COL4A4

Sindrome de Alport

COL4A5

Sindrome de Alport

COL4A5 y COL4AG

Sindrome de Alport

COL7A1

Epidermolisis bullosa

COL9A1 Artrosis”

COLS9A2 Displasia epifiseal

COL10A1 Condrodisplasia metafiseal de Schmid
COL11A2 Sindrome de Stickler

Lisil hidroxilasa

Sindrome VI de Ehlers-Danlos

Lisil oxidasa

Sindrome de Menkes®
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Osteogénesis imperfecta

Las mutaciones en el gen que codifica el coldgeno tipo I, Que constituye la principal proteina
estructural en la mayor parte de los tejidos humanos, normalmente producen osteogénesis
imperfecta (enfermedad de los huesos frdgiles o huesos de cristal). Se han caracterizado alre-
dedor de 80 mutaciones en los genes del procoldgeno I. La gravedad de esta enfermedad
depende de la naturaleza y posicion de la mutacion; incluso el cambio de un solo aminoécido
puede tener consecuencias letales. Todos los cambios de aminodcidos Que se producen en la
region de la triple hélice del coldgeno tipo I dan lugar a anormalidades, indicando que la
integridad estructural de esta region es esencial para la correcta funcién del coldgeno. La
mayor parte de estas mutaciones son cambios de una base en los codones de glicina, lo que
demuestra la estricta necesidad de glicina cada tercera posicion en la triple hélice de coldge-
no.

A pesar de que la presencia de huesos fréagiles es lo més caracteristico de la osteogénesis
imperfecta, se sabe que esta enfermedad involucra a muchos otros tejidos ricos en coldgeno
tipo I, como los ligamentos, los tendones, las fascias, las esclerdticas y los dientes. La osteo-
génesis imperfecta afecta a uno de cada 10.000 individuos, con caracteristicas clinicas que
van desde la baja estatura, deformidades 6seas, pérdida de audicion y escleréticas azuladas.

Existen varios tipos de esquemas para la clasificacion de las osteogénesis imperfectas, el
més comUn es el esquema de cuatro tipos principales propuesto por Sillence y cols. [23], que
se basa en su presentacion clinica en lugar de en su etiologia. En esta clasificacion, el tipo I es
la forma mds comn y leve. Se conoce también como enfermedad de Ekman Lobstein, sin-
drome de van der Hoeve o enfermedad de Adair Djghton. Se caracteriza por poseer huesos
moderadamente fragiles (alrededor del 10% de los lactantes afectados presentan ya algunas
fracturas desde el nacimiento), estatura normal o casi normal, escleréticas azuladas, posible
pérdida de audicién unilateral, posible dentinogénesis imperfecta (dientes grisaceos y débiles
con propension a la caries) y mdltiples fracturas. Por lo general, la mayor parte de las fractu-
ras ocurren antes de la pubertad.

El tipo 11, también conocido como enfermedad de Vrolik, es la forma mas severa de la en-
fermedad; se manifiesta con reiteradas fracturas, las cuales pueden estar presentes desde la
etapa intrauterina y severas deformaciones, pequefa estatura, el tejido conectivo es tan fragil
qQue la enfermedad es usualmente letal en el nacimiento. La piel es fina, fragil y en ocasiones
se desgarra durante el parto.

El tipo Il es una forma moderadamente severa, Que se manifiesta con gran cantidad de
fracturas, pequefia estatura, escleréticas azuladas y deformidades dseas.

El tipo IV es una forma muy variable caracterizada por propension a las fracturas, esclerd-
ticas blancas o casi blancas y pequefia estatura. Los pacientes que padecen este tipo de os-
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teogénesis imperfecta tienen marcadas deformaciones 6seas y generalmente no pueden cami-
nar; también pueden presentar dentinogénesis imperfecta.

En la forma severa de osteogénesis imperfecta el coldgeno tipo I contiene cadenas a1 que
carecen de unos 100 residuos o tiene una cadena a2 mds corta. En otros casos una cisteina,
arginina u otro aminodcido ha sustituido a la glicina en la region triple helicoidal de una cade-
na al. Algunos pacientes poseen deleciones en las cadenas pro-a2 del coldgeno tipo I lo que
ocasiona que la cadena sea incorporada en el coldgeno sin que se haya eliminado el péptido
amino-terminal o carboxilo-terminal dando una proteina con poca estabilidad. En otros casos,
las sustituciones de aminodcidos en la cadena a2 provocan la formacion de cadenas con
excesivas modificaciones postraduccionales. Algunas veces, la cadena a2 no es incorporada
en la triple hélice y el colageno tipo | formado contiene tres cadenas al.

Existe una correlacién entre la posicion de la mutacion en la molécula de coldgeno tipo I y
la severidad de la osteogénesis imperfecta. Normalmente las mutaciones cercanas al extremo
carboxilo terminal son letales, mientras que el fenotipo es mds leve cuando la mutacion tiene
lugar en el extremo amino terminal. La razén de esto es que la formacién de la triple hélice
procede en forma de cremallera desde el extremo carboxilo terminal hasta el amino terminal.
Cualquier mutacién que interfiera con el plegamiento puede desestabilizar potencialmente la
triple hélice y las regiones amino terminales a la mutacién pueden permanecer més tiempo en
conformacién no helicoidal y por tanto sufrir mas modificaciones postraduccionales (dado que
las hidroxilasas y las glicosiltransferasas sélo son activas en cadenas no helicoidales). La exten-
sion de tales sobremodificaciones es inversamente proporcional a la distancia de la mutacién
del extremo carboxilo terminal. Un hallazgo frecuente en las osteogénesis imperfectas es que
el procolageno tipo | estd muy modificado; por ejemplo, el procoldgeno presenta un alto
contenido en hidroxilisina e hidroxilisina glicosilada. La explicacion més probable para estas
observaciones es que las cadenas pro-a tengan cambios en su estructura que retrasen el
tiempo de enrollamiento para formar la triple hélice. Cualquier condicion que retrase la for-
macion de la hélice producird per se una alteracion estructural, ya que el plegamiento en una
triple hélice normal termina y limita la extension de las modificaciones postraduccionales.

La severidad del fenotipo también depende de la naturaleza del aminodcido que sustituye
a la glicina. La mayoria de mutaciones disminuyen la temperatura de fusion (temperatura a la
Que se produce la disociacion de la estructura cuaternaria de la triple hélice de coldgeno)
unos pocos grados, pero esto es suficiente para desnaturalizar la triple hélice a temperaturas
fisioldgicas y por tanto impedir que el coldgeno se exporte a la matriz extracelular. Entonces,
las moléculas desnaturalizadas se acumulan dentro de las células y son degradadas lentamen-
te, por lo Que se produce menos matriz extracelular.
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Dermatosparaxis

La dermatosparaxis es una enfermedad que se presenta en el ganado y se caracteriza porque
la piel se vuelve extremadamente fragil. Las cadenas de coldgeno se encuentran desorganiza-
das y carecen de la capacidad para formar fibras. La procolédgeno peptidasa que elimina el
péptido del extremo amino terminal de las cadenas de procoldgeno es aparentemente defec-
tuosa. Una enfermedad similar en humanos es el sindrome de Ehlers-Danlos, que en muchos
casos estd acompanado de dislocaciones articulares recurrentes y curvatura de la columna
vertebral. La procoldgeno peptidasa estd en muchos casos ausente. En otros casos una per-
sona sintetiza una cadena pro-a2 anormal Que es resistente al ataque de la peptidasa porque
existe una delecion en la diana habitual de esta enzima. En otros casos, el coldgeno se forma
en pequefas cantidades y es degradado rapidamente. Algunos individuos carecen de la lisil
hidroxilasa y otros tienen un defecto en el procesamiento del mRNA y sintetizan cadenas pro-
o2 mas cortas.

Sindrome de Ehlers-Danlos

El sindrome de Ehlers-Danlos (SED) agrupa a un conjunto heterogéneo de trastornos del
tejido conectivo, caracterizados por hiperlaxitud articular, hiperextensibilidad de la piel, fragi-
lidad de los tejidos, vasos sanguineos que se deterioran facilmente y, en pocas ocasiones,
ruptura de 6rganos internos. El sindrome de Ehlers-Danlos ha sido clasificado en nueve tipos
diferentes basados principalmente en sus manifestaciones clinicas (tabla |.4). Algunas formas
son causadas por defectos genéticos para los procolagenos tipo I y IlI, otras por defectos en
las enzimas requeridas para el procesamiento del procoldgeno tipo I.

El tipo IV del sindrome de Ehlers-Danlos es una enfermedad rara pero severa, ya que
puede estar asociada con problemas cardiovasculares e incluso ruptura de grandes arterias y
organos. Debido a la fragilidad capilar, los pacientes que sufren esta enfermedad se caracteri-
zan por presentar moretones frecuentes, a veces sin causa aparente. Entre otros problemas
vasculares destacan el prolapso de la vélvula mitral y condiciones més graves como aneuris-
mas cerebrales y rupturas arteriales. En este tipo de SED por lo general las articulaciones no
son hipermovibles. Estos enfermos tienen sélo hiperlaxitud en las pequefias articulaciones de
las manos. Son capaces de extender las articulaciones de los dedos més alla de lo normal.
Como también tienen fragilidad de la mayorfa de los tejidos, pueden tener otras complicacio-
nes como problemas de columna, varices, hernias, escoliosis, pie plano, tendencia a la artro-
sis y osteoporosis a temprana edad, etc. Todos los pacientes presentan aparentemente un
defecto en el procolageno tipo Ill.

Un grupo de variantes tiene velocidad reducida de sintesis de cadenas pro-al(lll) en fi-
broblastos cultivados. En otro grupo las cadenas de pro-al(lll) son sintetizadas a velocidad
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normal, pero la secrecion de procoldgeno tipo llI estd disminuida. Por analogia con los defec-
tos vistos en la osteogénesis imperfecta, estas variantes probablemente involucren cambios en
la estructura primaria de las cadenas pro-a|(lll), Que evitan o retrasan el enrollamiento de las
cadenas en una triple hélice y por lo tanto interfieren en la secrecion normal de colageno.
Esta conclusion esté sustentada por la observacién de que los fibroblastos de algunos pacien-
tes presentan cisternas ampliamente dilatadas en su reticulo endoplasmico rugoso. En otra
variante los fibroblastos secretan cantidades normales de procoldgeno tipo Ill, pero la protei-
na contiene cadenas normales de pro-al(Ill) y cadenas pro-a(lll) con movimiento electrofo-
rético mas lento, a causa de una alteracion en la secuencia de aminoacidos de la cadena. El
procolageno tipo lll Que contiene cadenas anormales es, habitualmente, sensible a la diges-
tion por proteasas y por lo tanto se puede degradar rapidamente /n vivo.

Tabla 1.4. Clasificacion del sindrome de Ehlers-Danlos segun las manifestaciones
clinicas y el modo de herencia.

. Hipermovilidad ~ EXtensibili- o i Contu- Otros Heren
Tipo . dad de la R . L *
articular piel dad siones sintomas cia
Marca- Hernias, ruptura
| Marcada Marcada da Marcadas prematura de las AD
membranas fetales
I} Marcada Moderada Ausente M%da(-:;ra- AD
1} Marcada Minima Minima Minimas AD
I Ruptura de grandes
Limitada a las . : L
v articulaciones Minima Marca- Marcadas art(_arla_s € intestino; AD o
- da piel fina y trama AR
pequefas ;
venosa prominente
\" Minima Moderada Mode- Modera- XR
rada das
Ruptura ocular;
esclerodticas azules
Modera-

Vi Moderada Moderada Leve das y otras anormalida- AR
des oculares; a
veces escoliosis

Vil Marcada Moderada Mode- Modera- Dislocaciones multi- AR o
rada das ples AD
Vil Moderada Moderada Mode- Modera- Periodontitis avan- AD
rada das zada
Diverticulos en la
vejiga con ruptura
IX Leve Leve Ausente  Ausentes espontanea: hernias XR o
y anormalidades AR
esqueléticas, laxitud
cutanea

*AD: autosémico dominante; AR: autosémico recesivo; XR: ligado al cromosoma X.
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El tipo Ill del sindrome de Ehlers-Danlos es uno de los mas frecuentes. Para muchos au-
tores se conoce como el Sindrome de Hipermovilidad Articular. En él predomina la laxitud
articular, pero no siempre es generalizada.

Lo caracteristico del tipo VI del sindrome de Ehlers-Danlos son los cambios oculares que
con frecuencia conducen a la ruptura ocular. Son comunes también las deformidades esque-
Iéticas severas y la hiperextensibilidad de la piel. En algunos casos se ha encontrado deficien-
cia en la enzima lisil hidroxilasa y un contenido disminuido de hidroxilisina en el colageno tipo
I de la piel y otros tejidos. El bajo contenido en hidroxilisina explica las manifestaciones clini-
cas, ya qQue este residuo es necesario para la formacién de puentes transversales de coldgeno
mas estables.

El tipo VII del sindrome de Ehlers-Danlos se caracteriza por la laxitud de las articulacio-
nes, Que es lo suficientemente severa como para producir dislocaciones de las rodillas y luxa-
ciones irreductibles de las caderas.

En la forma VIIA los propéptidos N no se separan completamente del procoldgeno tipo I a
causa de una deficiencia en la aminoprocolageno peptidasa. El procoldgeno parcialmente
procesado que contiene propéptido N forma fibrillas, pero éstas son delgadas y con morfolo-
gla irregular.

El defecto molecular que presenta el tipo VIIB del sindrome es una alteracion estructural
de la cadena pro-a2(l) qQue evita la escision realizada por la aminoprocolageno peptidasa. La
consecuencia de este defecto es la persistencia de coldgeno parcialmente procesado que
contiene propéptido N de la cadena pro-a2(]).

En el subtipo VIIC, las mutaciones disminuyen la actividad de la enzima procoldgeno ami-
no peptidasa.

Todas las variantes del tipo IX se caracterizan por presentar bajos niveles de cobre y ce-
ruplasmina en el suero, pero con niveles elevados de cobre en la mayoria de las células. Los
bajos niveles extracelulares de cobre probablemente disminuyan la formacién de los puentes
cruzados a causa de que la enzima catalizadora de esta reaccion (la lisil oxidasa) requiere la
presencia de este mineral. Los pacientes con este trastorno suelen presentar diverticulos en la
vejiga con rotura espontdnea, hernia inguinal, moderados cambios cutdneos y anormalidades
esqueléticas.

El tipo V del sindrome de Ehlers-Danlos es un trastorno moderadamente severo en el que
se han encontrado deficiencias en la lisil oxidasa en muchos pacientes; sin embargo, otras
familias no presentan defecto alguno en esta enzima.
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Latirismo

Algunos sintomas similares a los descritos en pacientes con sindrome de Ehlers-Danlos se
observan en el latirismo, una enfermedad producida cuando los animales ingieren semillas de
Lathyrus odoratus, el guisante de olor comdn. Dado que estas semillas también forman parte
de la dieta de algunas personas, se han descrito casos de latirismo en humanos, en los que se
observa la curvatura de la columna vertebral y la ruptura de la aorta. El problema bioquimico
es la presencia de f-cianoalanina y su producto de descarboxilacion f-aminopropionitrilo.
Aunque el modo de accién no se conoce con certeza, este compuesto es un inhibidor de la
lisil oxidasa, enzima esencial en el entrecruzamiento del coldgeno y de la elastina.

Escorbuto

El escorbuto es una enfermedad carencial consecuencia de la deficiencia de vitamina C en la
dieta. La vitamina C (4cido ascorbico) es un nutriente esencial de la dieta del hombre y otras
pocas especies (primates, cobayas, algunos murciélagos y el perro dalmata) que carecen de la
enzima L-gulonolactona oxidasa (EC 1.1.3.8), que es la dltima enzima en la ruta de biosinte-
sis del 4cido ascorbico a partir de la glucosa.

El 4cido ascorbico, ademds de actuar como un potente antioxidante, es esencial para la
formacion normal del coldgeno, debido a que es un cofactor de la prolina hidroxilasa y la
lisina hidroxilasa, que catalizan la conversién de prolina en 4-hidroxiprolina (o 3-
hidroxiprolina) y de lisina en 5-hidroxilisina, respectivamente. Estas dioxigenasas requieren
Fe?* para catalizar la hidroxilacion de estos residuos en el coldgeno. La funcién del acido
ascorbico es proveer electrones para mantener en su estado ferroso al hierro que se encuen-
tra en el sitio catalitico de las hidroxilasas y de esta forma estimular a la enzima.

Una vez terminados los procesos postraduccionales de hidroxilacion y glicosilacién se
forma la triple hélice de procolageno. La estabilizacién de ésta se logra mediante los diferen-
tes puentes de hidrégeno que se forman entre las tres cadenas, los que se pueden establecer
entre los grupos amino de los residuos de glicina y los grupos carbonilos de los residuos de
la otra cadena, o bien entre los grupos hidroxilos de los residuos de hidroxiprolina y las mo-
léculas de agua. De esta forma aparecen las interacciones cooperativas, ya Que cada puente
de hidrégeno es débil por si solo, pero unidos logran la estabilizacién de la triple hélice.

Debido a esta funcion de los residuos de hidroxiprolina, la estabilidad térmica de la triple
hélice esta correlacionada con el contenido de aminodcidos (Pro e Hyp) en el colageno. La
temperatura de fusion del coldgeno es aquella en la que se pierde la mitad de la estructura
helicoidal y por tanto constituye un criterio de estabilidad. Se ha visto que la temperatura de
fusion de un polipéptido artificial con la secuencia poli—(Gly—Pro—Pro) es de 24 °C, mientras
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qQue la del poli—(Gly—Hyp—Pro) es de 58 °C, lo cual demuestra que la triple hélice estd mar-
cadamente estabilizada por la hidroxilacion.

En condiciones normales, se forma la triple hélice después de la hidroxilacién y entonces
tiene lugar una rdpida secrecion del procoldgeno. La inhibicion de la formacion de la hidroxi-
prolina, ya sea por la omision del ascorbato o por adicion de a,a’-dipiridil (sustancia que
forma quelatos con el hierro) a un cultivo celular o de 6rganos conduce a un descenso en la
secrecion del colageno.

Por esta razon, se supone Que la deficiencia de vitamina C en la dieta produce fundamen-
talmente una disminucion en la sintesis de procolédgeno y una reduccién en la hidroxilacion de
los residuos de prolina y lisina, obteniéndose una molécula menos estable a la temperatura
corporal normal [24], lo Que explica muchas de las manifestaciones clinicas de la enfermedad.
En el escorbuto, las procadenas a son defectuosas y no pueden formar la triple hélice, por lo
Que son degradadas inmediatamente. En consecuencia, debido a la pérdida progresiva del
colageno normal preexistente en la matriz, los vasos sanguineos adquieren una extremada
fragilidad produciéndose la rotura de capilares que conduce a la aparicién de abundantes
equimosis (moretones). Ademds, existe un defecto en la cicatrizacién de las heridas y se ob-
serva inflamacion de las encias con pérdida de piezas dentarias, asi como inflamacién y dolor
articular. Ello indica que en estos tejidos la degradacion y la sustitucion del colageno son
relativamente répidas.

Durante mucho tiempo el escorbuto fue una enfermedad de origen desconocido tipica de
la tripulacién de los barcos y se le atribuian los més curiosos origenes, como por ejemplo,
Que era un mal debido a la sangre corrompida, se le echaba la culpa al frio de los mares e
incluso a la madera verde de los barcos. Fue descrita por primera vez por Plinio al hablar de
los soldados de Germanico en Flandes y més tarde por Estrabon en los ejércitos de Galio en
Arabia, llegando a convertirse en una de las enfermedades epidémicas en la Edad Media que
sufrfan los navegantes que hacifan grandes travesias en barco.

En 1498, la flota del portugués Vasco de Gama sufrié el escorbuto doblando el cabo de
Buena Esperanza. En aquella época, a partir del comienzo de los largos viajes trasatlanticos,
ninglin marino se salvaba de esta enfermedad. Los navegantes espafioles la llamaron ‘la peste
de las naos’, los portugueses la conocian como ‘mal de Loanda’ y los ingleses ‘peste del
mar’. Ante el desconocimiento general de la época, surgieron numerosos y curiosos trata-
mientos con el fin de atajar la enfermedad, como el de suministrar sal, acido fosférico, mos-
taza, etc., a los marineros afectados, e incluso realizarles transfusiones con sangre de anima-
les.

Los que verdaderamente se dieron cuenta del origen de la enfermedad, sin que sirviera de
mucho en su momento, fueron Juan Federico Beachstrom, qQuien en la ciudad de Thorn (Po-
lonia) en 1743 observé que tras una epidemia de escorbuto que produjo més de 5.000 vic-
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timas, ésta desapareci6 al rendirse la plaza por lo Que dedujo que era por la falta de frutas y
verduras frescas, que era lo Unico que escaseaba en la ciudad. También John Pringue en
1763 lleg6 a la misma conclusion al observar el campo de prisioneros franceses de Sising-
hurst-Castle en el condado de Kent.

Fue James Lind, médico de la marina inglesa, Quien en 1747 descubrio6 el remedio del es-
corbuto. Este médico escogié a doce marineros afectados por la enfermedad e hizo seis gru-
pos de dos marineros cada uno, a los que les suministré seis tratamientos diferentes para
observar su evolucion. Lind descubrié que sélo la pareja a la que se le suministraba zumo de
limén y naranja como parte de la dieta evolucionaba favorablemente en su enfermedad. Aun-
Que aln no se tenia identificado el agente causal de la enfermedad, si Que se conocia su re-
medio.

El descubrimiento de la vitamina C y su relacion con el escorbuto se produjo en el siglo
XX por el bioquimico Albert Szent-Gydrgy (Premio Nobel de Medicina en 1937). En 1928,
Albert Szent-Gyorgy aisl6 el acido ascérbico de la naranja, el limén, la col y la capsula supra-
rrenal y lo obtuvo en forma cristalina, demostrando que su administracion a cobayas, a las
Que se habia inducido experimentalmente el escorbuto las curaba de la enfermedad. La de-
nominacion de 4cido ascorbico otorgada a la vitamina C proviene justamente del vocablo
inglés ‘a-scurvy’ que literalmente significa ‘sin escorbuto’.

La vitamina C provoca un aumento de la transcripcion, traduccion y estabilidad del mRNA
del procolageno en una amplia variedad de tipos celulares [24]. Ademds, en estudios realiza-
dos en cobayas se ha visto que la sintesis de coldgeno disminuye un 50% después de tres
semanas bajo una dieta libre de ascorbato. Por otra parte, en el cartilago de las cobayas es-
corbuticas la sintesis de proteoglicanos disminuye al mismo tiempo que la sintesis de coldge-
no. Esta disminucién de la sintesis del colageno estd acompafada por un descenso en la con-
centracion del mRNA del procoldgeno tipo II, mientras que en el hueso este efecto ocurre en
el mRNA del procoldgeno tipo I.

La importancia del ascorbato en la cicatrizacion de las heridas ha sido reconocida desde
hace afios. Dado que los humanos dependen de fuentes dietéticas de ascorbato, la deficiencia
es comUn en personas mayores asi como en personas enfermas o debilitadas. Tales pacientes
necesitan un suplemento de ascorbato para una 6ptima cicatrizacion de sus heridas [25].

La informacion acerca de estas enfermedades del coldgeno hace posible pensar que las
enfermedades més comunes del tejido conectivo son ‘multifactoriales’ y que comprenden
tanto componentes genéticos como ambientales [26].

De hecho, existen muchas razones que explican por qué las mutaciones en genes del co-
ldgeno podrian estar involucradas, como factores contribuyentes, en enfermedades relativa-
mente comunes en la edad adulta y ancianos. Una es la consideracion general de los tipos de
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mutaciones en los genes del colageno. Desde el ejemplo de unos pocos pacientes con osteo-
génesis imperfecta letal se podria pensar que en un extremo habria mutaciones en genes del
procoldgeno tipo I incompatibles con la vida. En el otro extremo es posible que un detallado
examen de genes de distintos individuos revele ‘mutaciones neutrales’; por ejemplo, cambios
en los genes que modifiquen la secuencia de aminodcidos de la proteina pero que no tengan
efectos sobre su normal funcionamiento. Entre estos dos extremos, de alguna manera, es
posible Que se encuentren mutaciones Que tengan efectos sutilesy reqQuieran un largo tiempo
para manifestarse. Se pueden imaginar rdpidamente mutaciones que no tengan manifestacio-
nes aparentes durante la infancia y la juventud. Sin embargo, esas mutaciones podrian produ-
cir modificaciones en el tamafio o en otras caracteristicas de las fibrillas de coldgeno que
hagan al tejido conectivo mds o menos adaptable de lo normal para soportar las tensiones de
30 6 40 afos de confrontacion con el medio. Estas mutaciones predispondrian a un individuo
a sufrir una lenta manifestacion de enfermedades crénicas como osteoporosis o artrosis [26].
De hecho, los defectos en el coldgeno estén relacionados con multitud de problemas esque-
Iéticos incluyendo algunos casos de osteoartrosis; la proteolisis de la red de colageno forma
parte del proceso de destruccion del cartilago y el dafio articular en esta enfermedad.
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Capitulo 2

El cartilago articular

El tejido cartilaginoso

El tejido cartilaginoso es una modalidad especializada de tejido conjuntivo de consistencia
bastante rigida, Que actda como soporte de los tejidos blandos, reviste superficies articulares
donde amortigua los choques, facilita los deslizamientos y es esencial para la formacion y el
crecimiento de los huesos largos.

Al'igual que el resto de tejidos de la serie del conjuntivo, el cartilago estd formado por un
conjunto de células —los condrocitos— y una abundante matriz extracelular (figura 2.1). Los
condrocitos contribuyen relativamente poco al volumen total del cartilago, normalmente alre-
dedor del 10% o menos, y las principales propiedades funcionales del cartilago, como su
rigidez, durabilidad o su capacidad para distribuir cargas estdn directamente relacionadas con
la estructura y las propiedades de su matriz extracelular. EI componente mayoritario de la
matriz es el agua, junto a una elaborada red de macromoléculas, entre las que se incluyen
colagenos, proteoglicanos y proteinas no coldgenas, Que organizan y mantienen el agua en la
matriz. La funcién de las células es producir estas macromoléculas y renovarlas para mantener
la matriz en estado normal.

En el embridn, los esbozos de los cartilagos aparecen en el mesénquima. Durante el desa-
rrollo embrionario de los vertebrados, las células mesenquimatosas se redondean, retraen sus
prolongaciones citoplasméticas y se multiplican rdpidamente formando conglomerados. Las
células asi formadas tienen un citoplasma muy baséfilo y reciben el nombre de condroblastos.
A continuacion, estas células empiezan a sintetizar matriz extracelular, lo que las separa unas
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de otras. La diferenciacion de las células cartilaginosas procede del centro hacia la periferia,
de modo que las células mds centrales presentan ya las caracteristicas de condrocitos, mien-
tras Que las més periféricas siguen siendo condroblastos tipicos.

Figura 2.1. Microfotografia del cartilago con tincion de hematoxilina-
eosina en la que se observa la escasa proporcion de células de este teji-
do y la alta proporcién de matriz extracelular. Los condrocitos se disponen
formando los llamados grupos isogénicos.

El' mesénquima que rodea la zona en la Que se desarrolla el cartilago se mantiene estrecha-
mente unido al cartilago que se estd formando y se transforma en una capa de tejido conjun-
tivo denso conocida como pericondrio. En la parte externa de este mesénquima, las células
mesenquimatosas tienden a diferenciarse en fibroblastos y formar fibras colagenas (capa fibro-
sa del pericondrio). En la parte interna del pericondrio, situada junto al tejido cartilaginoso,
las células mesenquimatosas no se diferencian en fibroblastos, sino que quedan en estado
relativamente indiferenciado, conservando su capacidad de formar condroblastos y condroci-
tos. Esta capa de células se denomina capa condrdgena del pericondrio y es caracteristica del
cartilago joven, ya que, en la vida adulta, el pericondrio parece reducirse a su capa fibrosa.

Una vez constituido el cartilago, éste puede crecer de dos maneras diferentes: mediante
crecimiento intersticial_y crecimiento aposicional.

El crecimiento intersticial se produce por division mitdtica de los condrocitos preexisten-
tes, formdndose asi grupos de células, denominados grupos isogénicos, Que pueden ser axia-
les (alineados) o coronarios (dispuestos en circulo), dependiendo de que el crecimiento sea
en una direccién o en varias respectivamente. Los grupos isogénicos estdn formados por
condrocitos que inicialmente estdn en contacto, ya Que provienen de un mismo condrocito
Que se dividié por mitosis. Los nuevos condrocitos Que se forman por este mecanismo pue-
den originar cada vez mayor proporcién de sustancia intercelular. Con el crecimiento poste-
rior, las células de los grupos isogénicos van Quedando separadas entre si por una franja de
sustancia intercelular. La formacién de nuevos condrocitos, con la consiguiente produccion
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de sustancia intercelular en el interior del cartilago, hace que éste aumente de volumen de
dentro hacia fuera.

El segundo mecanismo en virtud del cual el cartilago puede aumentar de volumen es el
Que se denomina crecimiento por aposicion o acrecion. El crecimiento aposicional tiene lugar
a partir de las células del pericondrio que se transforman en condroblastos y después en
condrocitos, rodedndose de sustancia intercelular. Por este mecanismo se deposita una nueva
capa de cartilago debajo del pericondrio y en la superficie del tejido cartilaginoso. Ademds,
como las células profundas del pericondrio se dividen antes de diferenciarse, su nimero ape-
nas disminuye en este proceso, por lo Que Quedan muchas en reserva por si es necesario un
crecimiento adicional por este mecanismo. Cuando hay una fractura o solucién de continui-
dad del cartilago, observamos una neoformacion de tejido cartilaginoso a expensas del peri-
condrio, Que empieza por formar un tejido rico en fibras, del tipo del fibrocartilago que se
diferencia después hasta quedar constituido el cartilago.

En los dos casos, los nuevos condrocitos formados producen luego fibrillas coldgenas y
proteoglicanos, de modo que el crecimiento real es mucho mayor que el producido por el
aumento en el nimero de células. El crecimiento intersticial es menos importante y préctica-
mente sélo tiene lugar en las primeras fases de vida del cartilago. A medida que la matriz se
hace cada vez mas rigida y densa, el crecimiento intersticial deja de ser viable, y el cartilago
pasa a crecer (inicamente por aposicion.

El tejido cartilaginoso es avascular —no tiene vasos sanguineos ni linfaticos—, por lo que
debe nutrirse a través de los capilares del pericondrio o mediante difusion pasiva desde el
liquido sinovial de las cavidades articulares. Dado que los cartilagos carecen de capilares
sanguineos, la oxigenacién de los condrocitos es muy deficitaria, viviendo estas células con
bajas tensiones de oxigeno. El tejido cartilaginoso degrada la glucosa principalmente por
glicolisis anaerdbica, con formacién de écido lactico como producto final.

Para atender a las diversas necesidades funcionales del organismo, los cartilagos se clasifi-
can en tres tipos: a) el cartilago hialino, que es el Que se encuentra con mds frecuencia y cuya
matriz posee delicadas fibrillas formadas principalmente de coldgeno tipo II; b) el cartilago
eléstico, que posee pocas fibras de coldgeno (principalmente tipo Il) y abundantes fibras de
elastina, y c) el cartilago fibroso que presenta una matriz constituida principalmente por fibras
de coldgeno de tipo I.

El cartilago hialino

El cartilago hialino es el encontrado con mas frecuencia, y por consiguiente el mds estudiado,
(figura 2.2). Forma el primer esqueleto del embridn que, posteriormente, es sustituido por un
esqueleto dseo. En la vida adulta persiste en la pared de las fosas nasales, la trdquea, los
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bronquios, en el extremo ventral de las costillas y recubriendo las superficies articulares de los
huesos. Ademds, entre la didfisis y la epifisis de los huesos largos en crecimiento se observa
el disco epifisario de cartilago hialino, responsable del crecimiento del hueso en longitud.

Su nombre se debe a que, a simple vista, tiene un aspecto blanco-azulado, vidrioso (fya-
Jos, vidrio) y traslicido. Este aspecto se debe por completo a las caracteristicas especiales de
su matriz extracelular.

Figura 2.2. Cartilago hialino. El cartilago hialino se caracteriza por una ma-
triz homogénea que envuelve a los condrocitos. El pericondrio rodea al carti-
lago hialino. Los condrocitos se forman en el pericondrio y, a medida que ma-
duran, van profundizando en el tejido y secretando la matriz en la que quedan
atrapados. Los grupos isogénicos resultan de la repetida division celular.

El coldgeno constituye alrededor del 40% de los componentes organicos de la matriz cartila-
ginosa. Estd formado principalmente por fibrillas de coldgeno tipo Il que se disponen como
una red laxa en toda la matriz del cartilago hialino. Los principales glucosaminoglicanos son
acido hialurénico y proteoglicanos de condroitin y qQueratdn-sulfato. En la matriz cartilagino-
sa, el dcido hialurénico se asocia con los proteoglicanos, por medio de proteinas de enlace
formando agregados de gran tamafio. Los proteoglicanos interaccionan con el coldgeno me-
diante uniones entre los grupos sulfato de los glucosaminoglicanos y los grupos bésicos del
colageno. Esta asociacion es responsable de la resistencia del cartilago a las presiones. El alto
contenido de agua de solvatacion unida a los grupos negativos de los glucosaminoglicanos
actGia como un muelle biomecanico que absorbe los choques, lo que es de gran importancia
funcional, especialmente en los cartilagos articulares. En el caso del cartilago hialino, la matriz
extracelular esta constituida por un 60-70% de agua.

Ademids de coldgeno y proteoglicanos, la matriz contiene importantes glucoproteinas co-
mo la condronectina, responsable de la adherencia de los condrocitos a la matriz cartilagino-
sa.
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Los condrocitos secretan colageno y proteoglicanos a la matriz, la cual se renueva cons-
tantemente; presentan los orgdnulos tipicos para esta actividad, es decir, un reticulo endo-
pldsmico rugoso y un aparato de Golgi bien desarrollados.

Todas las piezas del cartilago hialino, excepto el cartilago articular, estdn envueltas por
una capa de tejido conjuntivo, en su mayor parte denso —el pericondrio—, cuya integridad es
fundamental para la vida del cartilago. Ademds de ser una fuente de nuevos condrocitos para
el crecimiento, el pericondrio es responsable de la nutricion del cartilago, de su oxigenacion y
de la eliminacién de los restos metabdlicos, porque en €l se localizan los vasos sanguineos y
linfaticos, inexistentes en el tejido cartilaginoso.

El cartilago fibroso o fibrocartilago

El cartilago fibroso o fibrocartilago no existe en el hombre més que en los discos interverte-
brales, en la sinfisis del pubis, en los puntos de insercién de los tendones y en los meniscos.

Es un tejido con caracteristicas intermedias entre el conjuntivo denso y el cartilago hialino.
La matriz intercelular, muy parecida a la del cartilago hialino, se caracteriza por la abundancia
de fibras coldgenas, pero en este caso se trata de coldgeno tipo I. Frecuentemente los con-
drocitos forman hileras alargadas (figura 2.3) y las fibras de coldgeno tipo I constituyen haces
Que, O siguen una orientacion aparentemente irregular entre los condrocitos, o una disposi—
cién paralela a lo largo de hileras de condrocitos, dependiendo de la direccién de la fuerza
qQue actda sobre el fibrocartilago, ya que los haces coldgenos suelen disponerse paralelamente
a las tracciones ejercidas sobre ellos.

Figura 2.3. Cartilago fibroso o fibrocartilago. En esta variedad de tejido car-
tilaginoso los condrocitos son méas escasos y mas pequefios que en el cartila-
go hialino o en el cartilago elastico, y suelen disponerse formando hileras.
Ademas, no hay grupos isogénicos ni pericondrio.

51



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

El cartilago elastico

La estructura del cartilago eldstico es parecida a la del cartilago hialino aunque incluye, ade-
més de fibras de colageno tipo Il, una abundante red de fibras eldsticas que se contindian con
las del pericondrio. Ademds, hay mayor densidad celular que en el cartilago hialino. Las fibras
de coldgeno abundan sobre todo bajo el pericondrio, donde hay menos fibras elésticas.

El cartilago eldstico es poco abundante. Se encuentra en lugares en los Que se necesita un
tejido resistente pero muy eldstico, como en el pabellén de la oreja, en la trompa de Eusta-
qQuio, en la epiglotis y en el cartilago cuneiforme de la laringe.
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Figura 2.4. Cartilago elastico. Este cartilago se caracteriza por su mayor

contenido en fibras elasticas y una mayor densidad celular con respecto a
otras variedades de tejido cartilaginoso.
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Las articulaciones sinoviales o diartrosis

La funcién de las articulaciones es proporcionar movilidad y estabilidad a los segmentos 6seos
qQue se relacionan en ellas. Las articulaciones humanas se clasifican, en general, segin la am-
plitud de movimiento que permiten. De esta forma se distinguen tres tipos de articulaciones:
las articulaciones inméviles (sinartrosis), las levemente méviles (anfiartrosis) y las moviles
(diartrosis). Otra clasificacion las ordena baséndose en la naturaleza del tejido conectivo pre-
sente en la articulacion. Las dos clasificaciones se relacionan porque los huesos constituyen-
tes de las articulaciones inmdviles o levemente moviles estdn conectados por tejido cartilagi-
noso (sincondrosis) o por tejido conectivo fibroso (sindesmosis); mientras Que los componen-
tes 0seos de las articulaciones moviles estan, aunque revestidos por cartilago, separados
completamente, y contienen entre ellos la cavidad articular revestida por la membrana sinovial
(articulaciones sinoviales).
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Las articulaciones fijas o sinartrosis no permiten practicamente ningtin tipo de movimiento
a los segmentos dseos involucrados. Se encuentran por lo general en el crdneo donde las
placas dseas que confluyen para articularse estdn unidas por elementos fibrosos o cartilagino-
S0s.

Las articulaciones semimdviles o anfiartrosis estan caracterizadas por la presencia de dis-
cos aplanados de fibrocartilago que conectan las superficies articulares. Dichas articulaciones
se ubican entre las vértebras, la articulacién tibioperonea inferior y la sinfisis pubiana.

Las articulaciones sinoviales comprenden la mayoria de articulaciones del cuerpo y se ca-
racterizan por el amplio rango de movimientos casi sin friccién. Las articulaciones sinoviales
también reciben el nombre de diartrosis (d, separado; arthrom, articulacién) porque los dos
huesos que las constituyen estén separados por un espacio, e/ espacio articular o cavidad de
la articulacion. Estas articulaciones estén formadas por varios tejidos, entre los que se inclu-
yen la cdpsula articular, los ligamentos, los meniscos, el hueso subcondral, el tejido sinovial y
el cartilago articular hialino (figura 2.5).

Cuadriceps
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Bursa

Fémur
Patela
Membrana sinovial
Cartilago
Liquido sinovial articular
Grasa
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Cartilago articular

Peroné Tenddn patelar

Tibia

Figura 2.5. Esquema de una articulacion sinovial o diartrosis. El cartilago articu-
lar cubre los extremos de ambos huesos permitiendo que el desplazamiento de las
superficies 0seas se realice con un bajo coeficiente de friccion. La cara interna de la
capsula de la articulacion esta formada por la membrana sinovial que secreta el li-
quido sinovial en la cavidad articular. Este liquido sinovial actia como un lubricante,
facilitando el movimiento, y como una sustancia nutritiva para el cartilago articular
adyacente. En algunas articulaciones sinoviales un disco intraarticular de fibrocarti-
lago, el menisco, divide la cavidad de la articulacion parcial o completamente.
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El tejido que mds contribuye a las funciones de las articulaciones diartrodiales es el carti-
lago articular, pues permite el deslizamiento de las superficies 6seas sin que se produzca
friccion entre ellas.

El movimiento de las superficies cartilaginosas, la una sobre la otra, proporciona la movili-
dad articular, pero las articulaciones deben tener también estabilidad para prevenir movimien-
tos en planos anormales o una friccion excesiva al soportar peso. La estabilidad es proporcio-
nada por la configuracién dsea de la articulacién y los misculos que la controlan. Ademds,
existen estructuras accesorias Que ayudan a mantener la integridad de la articulacion, como
son la cdpsula fibrosa y los ligamentos.

La capsula fibrosa esta formada por tejido conectivo que reviste totalmente a la articula-
cion y se inserta en el hueso, usualmente cerca de las superficies articulares. Estd constituida
por laminas de fibras de coldgeno que van desde el periostio de un hueso al del otro. Es
relativamente poco elastica, gracias a lo cual contribuye a mantener la estabilidad de la articu-
lacion.

Los ligamentos de una articulacion representan engrosamientos de la capsula en forma de
cordones formados por fibras de colageno paralelas. Cerca de las inserciones, la estructura
de los ligamentos se modifica y pasa a constituir fibrocartilago.

Aunque existe alguna variacion, segln el sitio Que se estudie, los ligamentos articulares y
la cdpsula son muy uniformes en su aspecto histoldgico, composicién quimica y organizacién
tisular. Estas estructuras estdn formadas principalmente por haces paralelos o fasciculos de
coldgeno, con escasa poblacion de fibroblastos. Existen vasos sanguineos entre los fasciculos
fibrosos e incluso puede aparecer alguna fibra nerviosa. El coldgeno de los ligamentos y de la
capsula es principalmente de tipo I, similar, pero no idéntico en su composicién bioquimica,
grado de glicosilacion y formacion de puentes transversales, al encontrado en la dermis y en
el hueso. El didmetro de las fibras de coldgeno varia entre 150 y 1.500, y ocasionalmente se
dispone entre ellas alguna fibra elastica. El conjunto de las proteinas fibrosas (coldgeno y
elastina) constituye mas del 90% del peso seco del tejido; el resto esta formado fundamen-
talmente por proteoglicanos. Los ligamentos y las cpsulas de los mamiferos estén hiperhidra-
tados con un contenido de agua cuya estimacion llega aproximadamente al 70%.

La capa mds interna de la cdpsula articular constituye la membrana sinovial, que reviste
toda la articulacién excepto en el cartilago articular. Estd abundantemente provista de vasos
sanguineos, linfaticos y nervios. Este plexo de vasos sanguineos que nutre la membrana sino-
vial es responsable de la transferencia de los constituyentes de la sangre a la cavidad articular,
y de la formacién del liquido sinovial. El liquido sinovial es un ultrafiltrado o dializado de la
sangre secretado por las células sinoviales, qQue contiene acido hialurénico, y que es respon-
sable de la nutricion del cartilago articular y de la lubricacién de la articulacion, reduciendo
las fricciones entre los extremos dseos. Todos los componentes del liuido sinovial, excepto
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el 4cido hialurénico, derivan del plasma que circula por los capilares de la membrana sinovial.
La entrada de sustancias en el liquido sinovial y su salida dependen de las dimensiones mole-
culares. Los cristaloides difunden rapidamente en ambas direcciones; esto es importante para
el tratamiento de las enfermedades articulares, ya que los farmacos solubles administrados a
un paciente pueden alcanzar rapidamente sus liquidos sinoviales. Los gases también difunden
rapidamente en ambas direcciones. Las proteinas abandonan el liquido sinovial siguiendo la
via linfatica. Las particulas formes tienen que eliminarse por fagocitosis. Aunque las células
sinoviales tienen cierta capacidad fagocitica, la mayor parte de la fagocitosis corre a cargo de
los macréfagos. El 4cido hialurénico, gracias a su elevada viscosidad, confiere su carécter
gelatinoso al liquido sinovial normal, convirtiéndolo en el lubricante ideal de las superficies
articulares. Esta sustancia, cuyo peso molecular promedio excede el millén de daltons, es
responsable del flujo tixotropico caracteristico del liuido sinovial (cuanto mds viscoso, mds
lento fluye).

Ciertas articulaciones del organismo tienen dentro de sus cavidades porciones discoides
fibrocartilaginosas completas o incompletas, planas, triangulares o de forma algo irregular,
conocidas como meniscos. Los meniscos aparecen normalmente sélo en las articulaciones de
la rodilla, temporomandibular, esternoclavicular, radiocubital distal y acromioclavicular. Los
andlisis de los tipos de articulaciones que contienen meniscos muestran Que son basicamente
articulaciones tipo ‘bisagra’ que ademds rotan. Para lograr este tipo de movilidad, los bordes
de la bisagra han sido redondeados, y son los meniscos los que ocupan dichos huecos. Los
meniscos actlian como ‘arandelas’ en las articulaciones, aumentando el 4rea de contacto y la
estabilidad. Los meniscos soportan carga y también actdan como absorbentes de la tension.

La placa subcondral sobre la que se asienta el cartilago calcificado es més fina que el hue-
so cortical de la mayoria de las dreas y puede contener una cantidad variable de sistemas de
Havers maduros. La distribucion de estos sistemas parece ser paralela a la articulacion en vez
de paralela al eje mayor del hueso.

El cartilago articular

El cartilago articular es una variedad de cartilago hialino que recubre las superficies 6seas en
las articulaciones diartrodiales, y en gran medida es el responsable del movimiento, practica-
mente sin friccion, de las superficies articulares una contra la otra. Aunque tan sélo tiene
unos pocos milimetros de grosor (2-4 mm), posee una sorprendente resistencia a la compre-
sion, una gran elasticidad, asi como una excepcional habilidad para distribuir cargas. Esto
proporciona una superficie con una inigualable baja friccion, que puede ser deformada y re-
cuperar su forma original, absorber los impactos y soportar fuerzas de cizallamiento, y a
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pesar de ello resistir el desgaste hasta un grado notable. Asi se consigue minimizar los picos
de estrés sobre el hueso subcondral.

El cartilago articular varia en grosor, densidad celular, composicién y propiedades meca-
nicas en una misma articulacion, entre articulaciones y entre especies; sin embargo, en todas
las articulaciones sinoviales tiene los mismos componentes, la misma estructura general y
desarrolla las mismas funciones. A simple vista, el cartilago articular adulto parece ser un
tejido inerte. Sin embargo, el estudio detallado de la morfologia y la biologia del cartilago
articular adulto demuestra Que es un tejido elaborado, con una estructura altamente ordena-
da, y con una gran variedad de interacciones entre los condrocitos y la matriz Que permiten el
mantenimiento del tejido.

El cartilago articular no tiene vasos sanguineos, linfaticos o nervios en su interior. La falta
de vasos sanguineos es una apreciable ventaja funcional. En condiciones fisioldgicas, el carti-
lago puede ser comprimido hasta un nivel del 40% de su altura original; si lo atravesaran los
vasos, Quedarfa inutilizado. De acuerdo con la velocidad de difusion del tejido y los requeri-
mientos metabdlicos de las células, se ha calculado que el grosor méximo del cartilago que
asegura la viabilidad de los condrocitos es de 6 mm.

Algunos autores no hacen distinciones entre este cartilago y el hialino; sin embargo, el
cartilago articular presenta algunas caracteristicas propias. Consta de cuatro capas:

— Superficial: capa mds externa con condrocitos aplanados y pequefios, dispuestos
paralelamente a la superficie articular.

— Capa de transicion: células redondeadas u ovaladas dispuestas al azar.

— Capa medial: células grandes y casi totalmente redondas, distribuidas en columnas
perpendiculares a la superficie.

— Capa de cartilago calcificado: en la que la sustancia intercelular se encuentra calci-
ficada. Durante el periodo de crecimiento esta capa es sustituida de manera mds o menos
constante por hueso, en tanto que las células cartilaginosas de las capas superiores proliferan
por mitosis. A continuacién viene la ldmina dsea subcondral, resultante de la osificacion del
cartilago calcificado.

Ademés, el cartilago articular no estd cubierto por pericondrio, de modo qQue su creci-
miento sélo puede ocurrir por el mecanismo intersticial, y éste parece estar limitado al perio-
do de crecimiento del esqueleto.
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Composicion del cartilago articular

Como otros tejidos conectivos, el cartilago articular estd formado por células y matriz extra-
celular, constituida por agua y un esqueleto de macromoléculas y, como otros tejidos conec-
tivos, el cartilago articular debe sus propiedades mecanicas a su matriz extracelular. En los
tejidos parenquiméticos, mas del 95% del volumen del tejido estd formado por células, mien-
tras Que en los tejidos conectivos, y en particular en el cartilago articular, mas del 95% de su
volumen estd compuesto por matriz extracelular. Los condrocitos son el tnico tipo de célula
y contribuyen muy poco al volumen total del tejido: menos del 5% del volumen del cartilago
articular adulto; en otras especies, especialmente en animales pequefios como los ratones,
ratas y conejos, la densidad celular es muy superior a la de los humanos. Cada condrocito
puede considerase como una unidad funcional desde el punto de vista metabdlico, separada
de otras células vecinas, y responsable de la sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular
Que lo rodea.

Condrocitos

En el cartilago articular normal sélo existe un dnico tipo celular: el altamente especializado
condrocito (figura 2.6). Los condrocitos de las distintas zonas del cartilago difieren en tama-
fo, forma y probablemente actividad metabdlica. En la zona superficial se encuentran aplas-
tados y paralelos a la superficie; en la zona de transicién son mds o menos ovoides y orienta-
dos al azar; en la zona perpendicular o radial, suelen ser mas voluminosos y redondeados, y
se disponen en cortas columnas. Todos contienen los orgdnulos necesarios para la sintesis de
la matriz, incluyendo el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi. Normalmente también
contienen filamentos intracitoplasméticos, lipidos, glucégeno y vesiculas secretoras y al menos
algunos condrocitos tienen pequefios cilios Que se extienden desde la célula hacia la matriz.
Estas estructuras deben tener un papel en la percepcién de cambios mecénicos en la matriz.

Como otros tejidos cartilaginosos, los cartilagos articulares son avasculares y alinféticos.
En los animales adultos, los condrocitos se alimentan de los nutrientes del fluido sinovial, los
cuales, para llegar a las células, deben atravesar una doble barrera de difusion: primero el
tejido sinovial y el fluido sinovial y luego la matriz del cartilago. Esta dltima barrera es bastan-
te selectiva, con respecto al tamafio, la carga y otras caracteristicas como la configuracién
molecular. La naturaleza de este sistema deja a los condrocitos con una baja concentracion
de oxigeno en comparacion con la de otros tejidos, por lo que estas células dependen princi-
palmente del metabolismo anaerdbico.
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Figura 2.6. Micrografia electrénica de condrocitos del cartilago. El nucleo
es fuertemente basofilo, mide de 2 a 4 micras y se situa excéntricamente. El
reticulo endoplasmico rugoso es prominente y forma grandes cisternas. Con-
tiene un aparato de Golgi bien desarrollado, aunque este hecho esta condicio-
nado por el momento funcional del cartilago, asi como por la longevidad del
condrocito. El glucégeno se deposita en pequefios focos periféricos o en
grandes lagunas.

Los condrocitos individuales son muy activos metabdlicamente (poseen una alta actividad
glicolitica), pero la actividad metabdlica total del tejido es baja debido a la baja densidad
celular. Aunque las células no lleguen a suponer mas del 5% del cartilago no estdn carentes
de importancia, pues son las responsables del mantenimiento de la matriz extracelular. La
principal y quizds la Unica funcién del condrocito es la sintesis y mantenimiento de la matriz.
La sintesis de coldgeno tipo I, agregados de proteoglicanos y proteinas no-colagenas especi-
ficas, asi como la organizacién de estas moléculas para formar una matriz cartilaginosa, son
caracteristicas Que permiten distinguir a los condrocitos maduros de otras células.

Matriz extracelular

Las propiedades bioldgicas y mecénicas del cartilago articular estan directamente relacionadas
con la composicion y estructura de una matriz extracelular altamente organizada, la cual pue-
de ser considerada como una red macromolecular formada por dos componentes mayorita-
rios: el colageno, qQue constituye aproximadamente el 60% del peso seco del cartilago, y los
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proteoglicanos qQue suponen un 25-35%. En realidad, la mayor parte del peso fisioldgico del
cartilago articular corresponde al agua unida a los proteoglicanos que llega a alcanzar casi el
80% del peso del cartilago.

Células ~ Otros
Proteoglicanos 3% 3%

9%

Colageno
15%

Figura 2.7. Representacion esquematica de la composicién molecular del
cartilago articular. El agua es el componente mayoritario. Del resto de com-
ponentes el colageno supone mas del 50%. Otro importante constituyente del
cartilago articular en términos de funcionalidad son los proteoglicanos, las
principales moléculas que atrapan agua en la matriz del cartilago.

Fluido tisular

El liquido tisular supone un 60-80% del peso himedo del cartilago articular y estd compuesto
por agua, intercambiable con el liquido sinovial, con gases disueltos, pequefias proteinas,
metabolitos y una alta concentracién de cationes para equilibrar las cargas negativas de los
proteoglicanos. El alto contenido en agua diferencia al cartilago de la mayoria de tejidos co-
nectivos, proporcionando efectos esenciales para las propiedades materiales del tejido y parti-
cipando en la lubricacion de la articulacion.

El volumen, concentracién, organizacién y comportamiento de este fluido tisular depende
de su interaccién con las macromoléculas estructurales de la matriz, especialmente los gran-
des agregados de proteoglicanos Que ayudan a mantener el fluido en la matriz y la concentra-
cién de electrolitos en el fluido. Dado que estas moléculas tienen un gran ndmero de grupos
sulfato y carboxilo cargados negativamente, que atraen iones cargados positivamente y repe-
len iones cargados negativamente, aumentan la concentracion de iones positivos como el
sodio y disminuyen la de iones negativos como el cloruro. EI aumento en la concentracion
total de iones inorganicos provoca un aumento en la osmolaridad del tejido. La red de cold-
geno resiste la presion osmotica provocada por los iones inorgénicos asociados con los pro-
teoglicanos. Si estas macromoléculas no mantuviesen y organizasen el liquido tisular e impi-
diesen que fluya a través de la matriz, el cartilago perderia su facultad para resistir la compre-
sion, asi como su capacidad para contribuir a la lubricacion de la articulacion. Como las célu-
las dependen de la difusion de nutrientes y metabolitos a través de la matriz, la funcién de los
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condrocitos también depende de la interaccién del liquido tisular y de las macromoléculas de
la matriz.

Macromoléculas estructurales

Las macromoléculas estructurales del cartilago articular constituyen un 20-40% del peso
himedo del tejido e incluyen colagenos, proteoglicanos y proteinas no-coldgenas. El coldge-
no supone aproximadamente un 50-60% del peso seco del cartilago, los proteoglicanos un
25-35% y las protefnas no coldgenas un 15-20%. La red de coldgeno fibrilar proporciona al
cartilago su forma y fuerza de tension. Los proteoglicanos y las proteinas no-coldgenas se
unen a la red de coldgeno o Quedan mecénicamente atrapados en ella y el agua llena los hue-
cos de este esqueleto molecular. Algunas proteinas no coldgenas favorecen la organizacion y
estabilizacién de este soporte macromolecular, mientras Que otras ayudan a los condrocitos a
unirse a las moléculas de la matriz.

El cartilago articular también contiene otros materiales en pequefias cantidades. Aproxi-
madamente del 5 al 6% del tejido estd en forma de constituyentes inorgénicos, la mayoria de
los cuales son sales de calcio (fundamentalmente hidroxiapatita). Los lipidos y la lisozima
representan cada uno el 1% del peso seco.

Coldgenos

El principal componente estructural del cartilago articular es el coldgeno tipo Il, pues supone
un 90-95% del total del coldgeno presente en este tejido. Ademds, existen otros coldgenos
cuantitativamente minoritarios, el coldgeno tipo IX (1% del total del coldgeno del cartilago),
tipo XI (3%) y en menor cantidad los tipos VI (menos del 1%) y X, éste dltimo restringido a
las zonas hipertrofica y calcificada de la placa de crecimiento y la capa calcificada del cartilago
articular maduro.

El coldgeno tipo Il estd organizado en forma de una compleja red tridimensional que
constituye el esqueleto del cartilago y le confiere su gran capacidad de tension y fuerza, asi
como la habilidad de mantener su forma y volumen bajo presién, y contribuye a la cohesién
del tejido al retener mecanicamente a los proteoglicanos.

La molécula de coldgeno tipo Il se compone de tres cadenas al(Il) idénticas, codificadas
por el gen COL2AI, que se sintetizan y secretan como precursores solubles en forma de
procoldgeno. Después de que se eliminen los péptidos de sus extremos amino y carboxilo
terminal por dos amino y carboxilo-proteasas respectivamente, se unen para formar las fibras
triple helicoidales que se incorporan a la red de coldgeno. Entre las moléculas de la familia
intersticial de colagenos (tipos I, Il y IlI), el coldgeno tipo Il es el mas resistente a la accion
degradativa de la colagenasa de los mamiferos.
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La gran importancia del coldgeno tipo Il en la fisiologia del cartilago se refleja en las con-
secuencias de las mutaciones del gen COL2AI, que originan alteraciones que van desde
muertes intrauterinas, como la acondrogenesia tipo I, hasta displasias espondiloartropaticas
con muy poca repercusion [27]. En estudios realizados en cartilagos de personas con muta-
ciones en este gen, se ha encontrado una gran proporcion de las moléculas o (1l) alteradas,
qQue se unen entre si formando fibrillas e incorpordndose a la red, pero provocan una altera-
cién estructural o metabdlica de la matriz extracelular, Que en algunos casos se debe a un
aumento de susceptibilidad de estas fibras a las proteasas que no atacan a las fibras de cola-
geno Il normales [28]. En muchos casos, estas alteraciones en el gen COL2A1 provocan la
aparicion temprana de artrosis.

El colageno tipo IX es un heterotrimero compuesto por tres cadenas codificadas por ge-
nes distintos [al(IX)a2(IX)a3(IX)], cada una de ellas con cuatro dominios no coldgenos
(NCI-NC4) y tres dominios coldgenos (COL1-COL3) [17]. Una o posiblemente dos cadenas
de condroitin sulfato parecen estar localizadas el dominio NC3 de la cadena a2, por lo que el
colageno tipo IX se puede incluir también en el grupo de los proteoglicanos [20,21,29]. Las
moléculas de colageno tipo IX se unen covalentemente, entre si y a la superficie de las fibras
de colageno Il en direccién antiparalela, y asi funcionan como puente de unién entre molécu-
las de coldgeno y entre éstas y componentes no coldgenos de la matriz, aumentando la esta-
bilidad mecénica de la red tridimensional y la resistencia a los ataques enzimaticos, por lo Que
las mutaciones Que originan alteraciones en esta conformacién provocan importantes conse-
cuencias en la fisiologfa articular [28]. Los ratones transgénicos Que carecen del gen del cold-
geno tipo IX acaban desarrollando una degeneracion del cartilago, similar a la observada en la
artrosis humana.

El coldgeno tipo XI representa solamente el 2-3% del coldgeno presente en el cartilago
adulto. Estd compuesto por moléculas derivadas de tres genes [al (XI)a2(XI)a3(XI)]. Se loca-
liza en el corazén de las fibrillas de coldgeno tipo Il y se cree que estd implicado en la inicia-
cion de la formacion de las fibrillas, controlando la organizacion de las fibras de coldgeno 11,
modulando su crecimiento lateral y limitando el diametro de las fibras [29]. El coldgeno tipo
XI se une al condrocito y puede actuar controlando el procesamiento y la formacién de fibri-
llas de coldgeno tipo Il en la superficie celular. Los ratones deficientes en coldgeno tipo XI no
pueden formar una red de coldgeno funcional.

El coldgeno tipo VI parece formar una parte importante de la matriz Que rodea directa-
mente a los condrocitos —matriz pericelular— y ayuda a mantenerlos sujetos a la matriz. El
colageno tipo X sélo aparece cerca de los condrocitos en la zona hipertréfica del cartilago, lo
qQue sugiere su papel en la mineralizacién del cartilago.
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Proteoglicanos

Los condrocitos también sintetizan proteoglicanos, los cuales, junto con el coldgeno tipo II,
constituyen los dos componentes principales de la matriz del cartilago articular. Los proteo-
glicanos del cartilago son macromoléculas constituidas por monémeros formados por una
proteina lineal central, a la Que se unen covalentemente muchas cadenas laterales de gluco-
saminoglicanos, fundamentalmente el condroitin 6-sulfato, el condroitin 4-sulfato y el quera-
tan sulfato [30,3 1] (figura 2.8).

NHCOCH,

Condroitin
sulfato

CQueratan
sulfato

j ——‘__JCadenas
% de GAGs
D

Figura 2.8. Modelo diagramatico de la estructura de un monémero de
proteoglicano del cartilago. Cada mondmero esta constituido por un centro
proteico lineal al que se unen de forma covalente muchas cadenas laterales
de glucosaminoglicanos.

El condroitin sulfato y el queratdn sulfato son polimeros lineales compuestos por residuos
glicosidicos. Pertenecen al grupo de polisacéridos denominados glucosaminoglicanos o mu-
copolisacdridos hallados en la sustancia fundamental de muchos tejidos conectivos. Los glu-
cosaminoglicanos estdn compuestos por dos residuos glicosidicos diferentes que se alternan
en la cadena polisacaridica (figura 2.9). Uno de los residuos es un amino-azicar en el que el
grupo hidroxilo del carbono 2 de la glucosa o la galactosa es reemplazado por un grupo
amino acetilado; por lo tanto, en los glucosaminoglicanos un residuo glicosidico es la hexo-
samina N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina. El otro residuo glicosidico es general-

02



El cartilago articular

mente el dcido glucurénico, en el que el carbono 6 de la glucosa lleva un grupo carboxilo, y
en ocasiones la galactosa (figura 2.9).

La estructura de la unidad repetitiva del condroitin 6-sulfato se muestra en la figura 2.9.
El condroitin 6-sulfato estd compuesto por aproximadamente 40 6 60 unidades repetitivas
Que constan de dcido glucurénico que alterna con N-acetilgalactosamina. La N-
acetilgalactosamina tiene un grupo éster sulfato en el carbono 6. Las cadenas de condroitin
sulfato estdn unidas covalentemente a los residuos de serina del centro proteico a través de

un trisacarido neutro de galactosa—galactosa—xilosa.

e fﬂ—r _ W S \/

/l NHCOCH3
Condroitin 6-sulfato Queratan sulfato
CH20H CHz0H

o, N—v o ¢
\/ NHCOCH3 OH \ NHCOCHz

Dermatan sulfato Acido hialurénico

E o
e e

Heparina

Figura 2.9. Principales unidades de glucosaminoglicanos presentes en las moléculas
de proteoglicanos. La unidad repetitiva del disacarido del condroitin 6-sulfato consta de aci-
do glucurénico y N-acetilgalactosamina 6-sulfato; la del queratan sulfato es de galactosa y
N-acetilglucosamina 6-sulfato; la del dermatan sulfato es de acido idurdnico y
N-acetilgalactosamina; la del acido hialurénico estad formada por acido glucurénico y
N-acetilglucosamina; la de heparina por acido glucurénico sulfatado y glucosamina 6-sulfato.

La estructura de la unidad repetitiva de queratdn sulfato puede verse en la figura 2.9. El que-
ratdn sulfato estd formado por residuos de galactosa que alternan regularmente con residuos
de N-acetilglucosamina. El queratan sulfato posee grupos éster sulfato en el carbono 6 de los
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residuos de N-acetilglucosamina y alguno o muchos de los residuos de galactosa también
pueden estar sulfatados. Las cadenas de queratén sulfato constan de aproximadamente 10 a
20 unidades repetitivas covalentemente unidas a residuos de treonina o serina del centro
proteico a través de una N-acetilgalactosamina.

La caracteristica mds importante de la estructura Quimica del condroitin sulfato y del que-
ratdn sulfato es que las unidades repetitivas tienen grupos carboxilo o sulfato cargados nega-
tivamente muy poco espaciados, por lo que los glucosaminoglicanos constituyen largas cade-
nas de cargas negativas Que repelen otras moléculas cargadas negativamente y que atraen
cationes.

El centro proteico del mondmero de proteoglicano consta de tres regiones o dominios
globulares. La regién amino terminal contiene dos de estos dominios globulares, G1 y G2,
separados por un dominio interglobular. Entre el dominio G2 y el otro dominio globular
denominado G3 y situado en el extremo carboxilo terminal se encuentra la region interglobu-
lar a la Que se unen los glicosaminoglicanos. Junto al dominio G2 se encuentra la region rica
en Queratdn sulfato. Entre esta region y el domino G3 se encuentra la region rica en condroi-
tin sulfato. Varios mondmeros de agrecano se unen al dcido hialurénico a través de sus domi-
nios G, region de union al dcido hialurénico, para formar enormes agregados que qQuedan
atrapados en la red de coldgeno.

Los mondmeros de proteoglicanos de los diferentes cartilagos varian mucho en cuanto a
su peso molecular y su composiciéon quimica, especialmente en las cantidades relativas de
condroitin sulfato y queratdn sulfato. Incluso los monémeros de proteoglicanos del mismo
cartilago pueden variar en longitud y en composicién. Sin embargo, un promedio representa-
tivo de mondmeros de proteoglicanos tendria un centro proteico cuyo peso molecular seria
aproximadamente de 200.000 y mediria alrededor de 300 nm. A este centro proteico estari-
an unidas en angulo recto aproximadamente 100 cadenas laterales de condroitin sulfato, cada
una de ellas de 50 a 60 nm de largo. Las cadenas de queratén sulfato, con un peso molecular
de 5.000 a 10.000 y de 10 a 20 nm de largo, estarian también unidas al centro proteico. El
mondmero de proteoglicano entero alcanzaria aproximadamente los 2-3 millones de daltons
de peso molecular.

En la matriz del cartilago articular, la mayoria de proteoglicanos se asocian constituyendo
agregados de alto peso molecular formados por la asociacién no covalente de monémeros de
proteoglicano, 4cido hialurénico y proteinas de unién denominados agrecanos. Estos grandes
agregados de proteoglicanos representan el 90% del total de proteoglicanos del cartilago. La
arquitectura molecular de uno de estos agregados se muestra en la figura 2.10. El acido
hialurénico es una cadena polisacaridica lineal formada por la repeticién de unidades de acido
glucurénico y acetilglucosamina que constituye la columna filamentosa del agregado a la que
se unen los monémeros de proteoglicano. Una proteina de unién de bajo peso molecular
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forma también parte del agregado. Esta proteina estabiliza la asociacién entre los monémeros
y el 4cido hialurénico, y parece intervenir dirigiendo el montaje de los agregados. La forma-
cién de estos agregados ayuda a anclar los proteoglicanos en la matriz, previniendo su des-
plazamiento durante la deformacién del tejido, y ayudan a organizar y estabilizar la relacion
entre los proteoglicanos y la red de coldgeno.

Queratan sulfato

Condroitin sulfato Proteinas

de unién

Proteina
central

Figura 2.10. Esquema de un agregado de proteoglicanos del cartilago
(agrecano). La columna filamentosa del agregado es el acido hialurénico. Los
monoémeros de proteoglicano de tamafo variable se disponen a intervalos re-
gulares en los dos lados de la cadena de acido hialurénico. Un extremo del
centro proteico del mondémero de proteoglicano presenta una conformacion
globular y contiene la region de enlace al acido hialurénico. El otro extremo del
centro proteico presenta una conformacion extendida y tiene los lugares de fi-
jacién para el condroitin sulfato y el queratan sulfato.

Los agregados de proteoglicanos de diferentes tejidos varian mucho de tamafio y composi-
cion debido a diferencias en la longitud de las cadenas de écido hialurénico, y a diferencias
de tamafio, composicién quimica y cantidad de mondmeros de proteoglicano unidos al dcido
hialurénico. Incluso los agregados de proteoglicanos aislados de un cartilago en particular
son marcadamente variables. De cualquier manera, un agregado de proteoglicano representa-
tivo del cartilago articular consta de mas de 100 mondmeros de proteoglicanos (cada uno de
dos millones de daltons de peso molecular) unidos no covalentemente mediante proteinas de
unién a una cadena de 4cido hialurénico de 4.000 nm de longitud, con un peso molecular
superior a los 200 millones de daltons.

Los proteoglicanos son moléculas hidrofilicas que, debido a su alto contenido en grupos
cargados negativamente, tienden a expandirse en solucién, y cuando se encuentran en un
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volumen menor de solucién resisten la compresion, confiriéndole al cartilago la capacidad de
deformacion reversible, es decir, su elasticidad [32]. El volumen de solucién ocupado por los
agregados de proteoglicanos in vitro es mucho mayor que el hallado en el cartilago in vivo,
donde la malla circundante de fibras coldgenas limita la expansion de los agregados. Los
agregados en el cartilago /n vivo muestran fuerzas eldsticas Que estan equilibradas por fuerzas
de traccion de las fibras coldgenas. Cuando el cartilago articular se halla sujeto a una fuerza
de compresion, el agregado es temporalmente comprimido en una extension menor y el carti-
lago elimina agua en ese momento desde su interior. Cuando la fuerza cesa, el agregado se
expande, simultaneamente el cartilago articular capta agua y el volumen de éste aumenta
hasta que las fibras coldgenas impiden un mayor aumento de volumen. Este movimiento de
agua hacia dentro y hacia fuera de estos agregados de proteoglicanos proporciona las pro-
piedades eldsticas del cartilago.

Por lo tanto, la capacidad del cartilago para soportar las grandes presiones generadas du-
rante la carga reside en las complejas interacciones entre los distintos componentes de la
matriz extracelular. La elevada concentracion de proteoglicanos, con su enorme capacidad
para almacenar moléculas de agua, hace Que cuando se ejerce una presion sobre el cartilago,
aunque ésta se produzca de manera instantdnea, la deformacién del tejido ocurra gradual-
mente, a medida que las moléculas de agua se desplazan desde el interior de los proteoglica-
nos hacia la superficie articular. Cuando la fuerza cesa, estas moléculas de agua vuelven a su
localizacion inicial, atraidas por la estructura del cartilago. Esta capacidad de amortiguacion,
ejercida por los proteoglicanos, hace que las fuerzas lleguen parcialmente disipadas y frena-
das a la red de colageno, que es la responsable final del mantenimiento de la estructura tridi-
mensional del cartilago, gracias a su gran resistencia fisica a la tension. Un factor esencial en
el mantenimiento de las propiedades de esta red de coldgeno es el efecto aglutinador de
otras moléculas (proteoglicanos, otros coldgenos, otras proteinas de la matriz extracelular,
etc.) sobre el colageno tipo Il. La alteracion de estas delicadas interacciones intermoleculares
puede ser un factor importante en la patogénesis de la artrosis [33].

Ademas de los grandes agregados de proteoglicanos o agrecanos, en el cartilago articular
también se encuentran pequefos proteoglicanos, entre los Que se incluyen la decorina, el
biglicano y la fibromodulina. Estos pequefios proteoglicanos tienen nicleos proteicos mas
pequefios Que las moléculas de agrecanos y, a diferencia de éstos, no llenan un gran volumen
tisular ni contribuyen directamente al comportamiento mecanico del tejido; en lugar de eso se
unen a otras macromoléculas y probablemente ejerzan algin tipo de influencia en la funcién
celular. La decorina y la fibromodulina se unen al coldgeno tipo Il y juegan un papel en la
organizacion y estabilizacion de la red de coldgeno tipo Il. El biglicano y la decorina se con-
centran en la matriz pericelular e interactan con el coldgeno tipo VI [34,35].
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Profteinas no coldgenas

Las proteinas no coldgenas del cartilago articular no son tan conocidas como los coldgenos y
los proteoglicanos. Hay una gran variedad de estas moléculas en el cartilago articular normal,
pero sélo han sido estudiadas unas pocas. Al menos algunas de estas moléculas parecen
ayudar a organizar y mantener la estructura macromolecular de la matriz. La ancorina /I, una
proteina presente en la superficie del condrocito, puede ayudar a mantener a los condrocitos
unidos a la red de colageno de la matriz [36]. La proteina oligomérica del cartilago COMP
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein), una proteina de la familia de la trombospondina, se
concentra principalmente en la matriz territorial del condrocito y parece estar presente sélo
en el cartilago y tener la capacidad de unirse a otros componentes de la matriz, principalmen-
te coldgeno tipo Il y tipo IX. Esta molécula puede tener valor como marcador de la renova-
cion del cartilago y la progresion de la degeneracion de este tejido en pacientes con artrosis
[37.38]. La proteina que une al coldgeno tipo Il con los condrocitos es la condronectina, que
constituye un puente entre la red fibrilar y las integrinas de la superficie celular que intervie-
nen en la mecanotransduccién, permitiendo de esta forma a la célula responder a cambios en
la matriz.

También se han descrito en muy pequefias cantidades proteasas, inhibidores de proteasas,
factores de crecimiento, citoquinas y otras pequefias moléculas importantes en la homeostasis
y la integridad articular.

Claramente, la integridad de la matriz del cartilago depende de muchas interacciones in-
termoleculares, por lo que la pérdida de cualquiera de ellas puede conducir al debilitamiento
de la matriz, Que podria acabar desencadenando un proceso artrésico.

Estructura del cartilago articular

La composicion, organizacion y propiedades mecénicas de la matriz, la morfologia celular y,
probablemente, la funcién celular, varfan de acuerdo con la profundidad desde la superficie
articular. La composicion, organizacion y funcion de la matriz también varia de acuerdo con
la distancia desde la célula.

Zonas del cartilago articular

Los cambios morfoldgicos en los condrocitos y en la matriz desde la superficie articular hasta
el hueso subcondral hacen posible identificar cuatro capas o zonas, denominadas zona super-
ficial 0 zona I, zona de transicién o zona Il, zona media o zona lll y la zona de cartilago cal-
cificado 0 zona IV, siendo la I la zona mas alejada del hueso subcondral y en contacto directo
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con la cavidad articular, y la zona IV donde se encuentra la region de osificacion (figura
2.11).

La matriz extracelular de las diferentes zonas difiere con respecto a su concentracién de
agua, proteoglicanos, coldgeno y tamafio de los agregados. Las células de las distintas zonas
se diferencian no sélo en forma, tamafio y orientacion con respecto a la superficie articular,
sino también en su actividad metabdlica.

Figura 2.11. Corte histolégico del cartilago articular con tincién de hema-
toxilina-eosina. La zona mas alejada del hueso y en contacto con la cavidad
articular recibe el nombre de zona supefficial, en la que los condrocitos se dis-
ponen aplanados y paralelos a la superficie articular. A continuacion se en-
cuentra la zona tangencial, con células dispuestas al azar. La ultima capa de
cartilago no calcificado se denomina zona medial. La capa del cartilago articu-
lar mas cercana al hueso subcondral recibe el nombre de zona de cartilago
calcificado, pues su matriz extracelular esta fuertemente mineralizada.

Zona superficial

La superficie de la articulacién estd cubierta por una ldmina acelular de fibras de coldgeno
paralelas a la superficie de la articulacion. Esta porcion de la zona superficial, a menudo iden-
tificada como /dmina clara o ldmina splendens, contribuye en el establecimiento de las pro-
piedades mecdnicas del tejido e influye en el movimiento de moléculas hacia dentro y hacia
fuera del cartilago. Estas fibrillas proporcionan a esta zona més resistencia a la tensién que las
zonas profundas. La eliminacion de esta capa aumenta la permeabilidad del tejido; la disrup-
cion o reestructuracion de la densa matriz de coldgeno de la zona superficial es uno de los
primeros cambios estructurales detectables en la degeneracion experimental del cartilago
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articular, lo que sugiere que las alteraciones en esta zona pueden contribuir al desarrollo de
la artrosis al perturbar el comportamiento mecénico del tejido. Las fibrillas de coldgeno den-
samente empaquetadas también crean una especie de piel para el cartilago articular que pue-
de limitar la entrada de grandes moléculas como anticuerpos u otras proteinas y la salida de
grandes moléculas del cartilago. Actuando como una barrera al paso de grandes moléculas
entre el liquido sinovial y el cartilago, esta [dmina de la zona superficial puede aislar efectiva-
mente al cartilago del sistema inmune. Asi, la disrupcion de esta zona no sélo puede alterar la
estructura y las propiedades mecanicas del cartilago articular, sino también liberar moléculas
del cartilago que estimulen una respuesta inmune o inflamatoria.

Bajo esta [dmina acelular, nos encontramos con la mayor densidad celular del cartilago ar-
ticular. Los condrocitos son relativamente pequefios y elipsoidales y se orientan con su eje
mayor paralelo a la superficie articular. Esta organizacion también refleja la orientacion tan-
gencial de los haces de fibras de colageno. Los condrocitos sintetizan una matriz con una alta
concentracion de coldgeno y una baja concentracion de proteoglicanos en comparacién con
otras zonas del cartilago.

Zona transicional

Como su nombre indica, la zona transicional muestra caracteristicas intermedias entre las de
la zona superficial y la medial. En esta zona las células son més grandes que las de la zona
superficial y adquieren morfologia esferoidal; ademds, tienen una mayor concentracién de
orgénulos, reticulo endopldsmico y membranas de Golgi. Se distribuyen aleatoriamente en
una matriz en la que las fibras de coldgeno se disponen de forma oblicua. La matriz contiene
fibrillas de coldgeno de gran didmetro, una alta concentracién de proteoglicanos y menor
concentracion de agua y colageno que la matriz de la zona superficial.

Zona medial

En esta zona las células aumentan aln mas de tamafio, son esferoidales y tienden a alinearse
en columnas perpendiculares a la superficie de la articulacion. Esta forma de agrupamiento
refleja la prevalencia de una direccion radial en las fibras de colédgeno. Esta zona contiene las
fibrillas de colageno de mayor didmetro, la mayor concentracion de proteoglicanos y la menor
concentracion de agua.

Zona de cartilago calcificado

En la zona calcificada, la matriz extracelular estd fuertemente mineralizada, siendo rica en
hidroxiapatita. Las células en esta zona son mds pequefias que las de la zona medial y su
reticulo endoplésmico y aparato de Golgi estan poco desarrollados.
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Las fibras coldgenas de la region basal del cartilago articular se disponen verticalmente,
conectando el cartilago articular con el hueso subyacente, previniendo asi su destruccion
durante el movimiento de la articulacion.

Regiones de la matriz

La matriz extracelular, sintetizada y mantenida por los condrocitos, presenta tres regiones,
seglin su localizacion respecto al condrocito y su composicion de macromoléculas: region
pericelular, territorial e interterritorial. Estas tres regiones estan presentes en las tres zonas
del cartilago no calcificado [39].

Region pericelular

La matriz Que rodea al condrocito se conoce como matriz pericelular. Esta region es rica en
proteoglicanos, mientras que presenta muy poco o nada de coldgeno fibrilar. EI coldgeno tipo
VI es el principal coldgeno presente. De hecho, en el cartilago articular hialino, el colageno
tipo VI esta concentrado en la matriz pericelular. Este se une a integrinas de la membrana del
condrocito. Ademds, se une a otras proteinas de la matriz pericelular tales como decorina,
fibromodulina y condronectina. Por lo tanto, el coldgeno tipo VI se cree que actlia como
puente de union entre la matriz territorial del cartilago y los condrocitos. Las extensiones
citoplasmicas de los condrocitos se proyectan a través de la matriz pericelular hasta la matriz
territorial.

Region territorial

Una envoltura de matriz territorial rodea la matriz pericelular individual de cada condrocito y,
en algunas localizaciones, a pares de condrocitos y sus matrices pericelulares. En la zona
medial, una matriz territorial rodea cada columna de condrocitos.

Las finas fibrillas de coldgeno de la matriz territorial mds cercanas a la célula parecen ad-
herirse a la matriz pericelular. A cierta distancia de las células, se cruzan e intersectan en
varios 4ngulos, formando una cesta fibrilar alrededor de las células. Esta cesta colagenosa
puede proporcionar proteccion mecdnica a los condrocitos durante la carga y deformacion
del tejido. La frontera entre las matrices territorial e interterritorial estd marcada por un au-
mento abrupto de las fibrillas de coldgeno, y por una transicién de las mismas desde la orien-
tacién en forma de cesta a una disposicion més paralela.

Tanto en la region pericelular como en la territorial, los proteoglicanos se unen al coldge-
no, siendo éstos de menor tamafio que los de la region interterritorial [39].
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Region interterritorial

La matriz interterritorial constituye la mayor parte del volumen del cartilago articular maduro
y contiene fibrillas de coldgeno de mayor didmetro. A diferencia de las fibrillas de coldgeno de
la matriz territorial, éstas no estdn organizadas alrededor de los condrocitos y cambian su
orientacion con respecto a la superficie articular 90 grados desde la zona superficial hasta la
zona medial. En la zona superficial, las fibrillas tienen un didmetro relativamente pequefio y
generalmente se encuentran paralelas a la superficie articular; en la zona transicional, las
fibrillas interterritoriales adquieren angulos més oblicuos con respecto a la superficie articular;
y. en la zona medial, generalmente se disponen perpendicularmente (o radialmente) a la su-
perficie articular.

Sintesis y renovacion del cartilago articular

Como ya se ha mencionado, la principal y Quizés la tnica funcién del condrocito es la sintesis
'y mantenimiento de la matriz del cartilago. Si no hay mitosis en el cartilago articular del adul-
to, debe asumirse que sus condrocitos, en su mayor parte, tienen una vida muy prolongada, y
compensan cualquier desgaste que ocurra mediante la produccion de sustancia intercelular
durante toda la vida. Se ha demostrado que el nimero de células en el cartilago articular
disminuye en relacion con la cantidad de sustancia intercelular durante la vida. Como el carti-
lago articular se mantiene, esto sugiere Que todo desgaste es compensado por las células que
persisten mediante produccion de més sustancia intercelular.

Este mantenimiento del tejido cartilaginoso a lo largo de la vida es posible gracias a la es-
trecha interdependencia entre los condrocitos y la matriz que los rodea. Los condrocitos no
presentan contactos célula-célula y se rodean con su propia matriz extracelular, por lo que
esta ausencia de comunicacion intercelular sugiere un grado de independencia de cada con-
drocito, influido més por las sefiales de la matriz para la sintesis de macromoléculas y por
sefiales de factores solubles para la degradacion de la matriz Que por sefales de otros con-
drocitos.

La matriz protege a los condrocitos del dafio mecénico durante el uso normal de la articu-
lacién, ayudando a mantener su forma y fenotipo. Los nutrientes, sustratos para la sintesis de
moléculas de la matriz, los productos de desecho metabdlico y las moléculas que ayudan a
regular la funcion celular, como las citoquinas y los factores de crecimiento, pasan a través de
la matriz y en algunos casos son almacenados en ella. Los tipos de moléculas que pueden
atravesar la matriz y la velocidad a la cual pueden hacerlo dependen de la composicion y
organizacién de la misma, principalmente la concentracién, composicion y organizacion de
los grandes proteoglicanos. La matriz también actta como transductor de sefiales para los
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condrocitos. Transmite sefiales respondiendo a la carga mecanica de la superficie articular y
los condrocitos responden a estas sefiales alterando la matriz. Se desconocen los detalles de
cémo el trabajo mecanico de las articulaciones influye en la funcion de los condrocitos, pero
la deformacion de la matriz produce sefiales mecanicas, eléctricas y fisicoquimicas, Que pue-
den desempefar un papel importante en la estimulacion de las células. La compresion de la
superficie articular deforma la matriz y puede deformar directamente a los condrocitos. La
deformacion de la matriz produce un flujo de fluido tisular y de los iones unidos a los grupos
cargados de las macromoléculas de la matriz. Este flujo altera la densidad de carga alrededor
de las células y produce un potencial. Los cambios en la densidad de carga en la matriz alte-
ran el equilibrio osmético de Gibbs-Donnan y los gradientes de presion osmética. Este flujo
del liquido tisular puede también acelerar el flujo de nutrientes y metabolitos a través de la
matriz.

El' mantenimiento de la superficie articular requiere el recambio de las macromoléculas de
la matriz. Tedricamente, si estdn adecuadamente estimulados, unos pocos condrocitos pue-
den tanto sintetizar como destruir grandes édreas de cartilago. Los estudios sobre el metabo-
lismo del cartilago han demostrado un alto grado de sintesis y degradacion de los materiales
de la matriz. Especificamente, estudios con marcadores radiactivos han demostrado que por
lo menos una pequefia parte de los proteoglicanos sufre un recambio de répida velocidad. El
colageno es también sintetizado localmente por las células cartilaginosas, pero es considera-
blemente mas estable que los proteoglicanos [40]. Para llevar a cabo este recambio, las célu-
las deben ser capaces de percibir los cambios en la composicién de la matriz Que son debidos
a la degradacion de macromoléculas, y deben responder sintetizando los tipos y cantidades
apropiadas de macromoléculas. Los condrocitos también producen una proporcion significati-
va de moléculas degradadoras de la matriz, tales como miembros de la familia de las metalo-
proteasas —como la colagenasa y la estromelisina— asi como enzimas de la familia ADAMTS
(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) como las agrecanasas, tanto
en situaciones normales como bajo condiciones patoldgicas. Ademds, los condrocitos son
una fuente de muchas citoquinas y factores de crecimiento de relevancia en la activacion y
desactivacion de los procesos anabdlicos y catabdlicos en el cartilago. De hecho, muchos de
ellos parecen ser activos en una forma paracrina e incluso autocrina en el cartilago articular.

La actividad y funcién de los condrocitos del cartilago articular durante el crecimiento es-
Quelético es diferente a la Que ocurre tras la conclusion del crecimiento. En los individuos en
crecimiento, los condrocitos producen nuevo tejido para aumentar y remodelar la superficie
articular; en individuos maduros, los condrocitos no cambian sustancialmente el volumen del
tejido, sino que reemplazan las macromoléculas de la matriz Que han sido degradadas, y
reorganizan la superficie articular. En un principio el cartilago se forma a partir de células
mesenquimales indiferenciadas Que se agrupan y sintetizan coldgeno, proteoglicanos y protei-
nas no-coldgenas. El tejido comienza a ser reconocible como cartilago cuando una acumula-

72



El cartilago articular

cién de matriz extracelular separa las células y éstas adoptan una forma esférica. Durante la
formacion y crecimiento del cartilago articular, la densidad celular es alta y las células alcan-
zan su maximo nivel de actividad metabdlica, mientras que los condrocitos proliferan rapida-
mente y sintetizan grandes volimenes de matriz extracelular. Con la maduracion esquelética,
decaen la actividad metabdlica de las células, la sintesis de matriz y la division celular. Una
vez completado el crecimiento esquelético, la mayoria de los condrocitos probablemente no
volveran a dividirse, pero contintan sintetizando coldgeno, proteoglicanos y proteinas no-
colagenas. Esta continua actividad biosintética sugiere que el mantenimiento del cartilago
articular requiere la continua reestructuracion del esqueleto de macromoléculas de la matriz.

Envejecimiento del cartilago articular

Las propiedades de tension del cartilago articular alcanzan un maximo a la edad de 30 afios.
Después comienzan a deteriorarse progresivamente en articulaciones como las rodillas y las
caderas. Con la edad, la capacidad de las células para sintetizar algunos tipos de proteoglica-
nos y coldgenos, y su respuesta a los estimulos —entre los que se incluyen factores de creci-
miento— disminuye. Estos cambios relacionados con la edad deben limitar la capacidad de las
células para mantener el tejido contribuyendo de esta forma a la degeneracion del cartilago
articular.

El envejecimiento modifica las fibrillas de coldgeno con la acumulacion de productos de
glucosilacién no enzimdtica que aumentan la rigidez de la red de coldgeno [41]. Ademds
existen evidencias de dafios en el coldgeno en la superficie articular, extendiéndose con la
edad mas profundamente en el cartilago y mas hacia fuera en las regiones territorial e interte-
rritorial, lejos de los condrocitos.
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Capitulo 3

La artrosis

La degeneracion o la pérdida progresiva de la estructura y la funcién normal del cartilago
articular es la principal causa del sindrome clinico de la artrosis, también conocida como
osteoartrosis, enfermedad degenerativa de la articulacion, artritis degenerativa y artritis hiper-
trofica [42].

La artrosis es una afeccion comin de las diartrosis y, en cierta medida, de las articulacio-
nes anfiartrodiales, caracterizada por un deterioro predominantemente no inflamatorio, y
pérdida progresiva y generalizada de cartilago articular, junto con el sobrecrecimiento, la
remodelacion y la esclerosis del hueso subcondral en las superficies articulares y los mérgenes
de la articulacion y, en muchos casos, la formacién de quistes de hueso subcondral y osteofi-
tos marginales. Estos cambios en la articulacion sinovial van acompafados de la presencia de
signos y sintomas de dolor, rigidez articular, restriccion de la movilidad, crepitacion con el
movimiento, efusiones articulares y deformidad.

El sufijo itis, utilizado en los términos artritis degenerativa y artritis hipertrofica, implica
Que la enfermedad tiene un componente inflamatorio. Sin embargo, aunque la evidencia de
sinovitis es frecuente, la inflamacién no es un componente principal de la enfermedad, por lo
qQue el término artrosis refleja con mas precision la patogénesis de este trastorno.

La artrosis puede aparecer en cualquier articulacion del organismo pero ocurre con mds
frecuencia en las zonas sujetas a una carga mayor como las rodillas, la cadera y la columna,
aunque las articulaciones de los dedos y la articulacién en la base del pulgar, a menudo tam-
bién resultan afectadas. La prevalencia de la artrosis sintomética de rodilla en la poblacion
adulta espafola es del 10'2%. La artrosis de otras articulaciones como los hombros, los co-
dos o las mufiecas es poco frecuente y cuando aparece, suele ser consecuencia de un trauma-

75



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

tismo, o de otra enfermedad articular anterior como la artritis, o de un uso indebido de las
articulaciones. (Por qué la artrosis se desarrolla preferentemente en unas articulaciones y no
en otras? Se ha propuesto que una posible explicacion podria ser que las articulaciones mds
propensas a sufrir una enfermedad degenerativa fuesen aquéllas Que han sufrido un cambio
evolutivo en su funcién recientemente —articulaciones fundamentalmente relacionadas con la
locomocién bipeda y con la habilidad manual—, sin que haya transcurrido tiempo suficiente
para Que se adapten a su nueva funcion adecuadamente [43]. Esta interpretacién nos parece
interesante, pues es cierto Que el desarrollo de esas dos propiedades en la especie humana ha
sido muy rdpida y muy intensa, en comparacién con el resto de la evolucién. Sin embargo,
esto explicaria por Qué aparece con mds intensidad en esos puntos y por Qué esos puntos son
més débiles, pero queda por explicar cudl es el origen del problema general, pues la artrosis
existe también en animales salvajes con mucha anterioridad a la aparicién del hombre.

La artrosis se desarrolla con frecuencia sin Que exista una causa conocida (artrosis prima-
ria o idiopdtica) y, menos frecuentemente se desarrolla como resultado de una lesion, infec-
cién, o una variedad de enfermedad hereditaria, metabdlica o neuroldgica (artrosis secunda-
rig) (tabla 3.1) [42,44].

La artrosis ha estado presente desde los origenes del hombre; de hecho ha afectado a
otros animales antes de que el hombre y sus ancestros hubieran aparecido, como lo demues-
tra la presencia de osteofitos en esqueletos de dinosaurios de los géneros Diplodocus, Cera-
tosaurus y Platycarpus Que vivieron hace 150-100 millones de afos [45,46]. El primer ejem-
plo conocido de artrosis mdltiple en un vertebrado f6sil fue hallado en un esqueleto de un
Platycarpus, Que Vivio hace unos cien millones de afos [46]. Este esqueleto estd expuesto en
el Museo de Historia Natural de la Universidad de Kansas.

Se han encontrado restos de individuos neandertales, fundamentalmente en el yacimiento
de La Chapelle-aux-Saints (Francia), Que muestran lesiones osteoartrdsicas en la articulacion
de la cadera, en la temporo-maxilar y en las falanges [47,48]. Asimismo, se han descubierto
lesiones artrésicas en restos humanos del Paleolitico Superior y del Neolitico [47,49] y en los
restos fosiles humanos del yacimiento de Atapuerca [50]. También se han encontrado lesio-
nes osteoartrdsicas en los antiguos egipcios y en los indios precolombinos de América [51-
54].

En la actualidad, la artrosis se ha convertido en uno de los principales problemas mundia-
les de salud. El envejecimiento progresivo de la poblacion, especialmente en paises industria-
lizados, agrava este problema, dado que la edad es el factor de riesgo mas importante en la
progresion de la enfermedad. El dolor articular y la pérdida de movilidad se encuentran entre
las causas més frecuentes de deterioro en las personas mayores y de mediana edad [42]. Los
procesos reumdticos son la segunda causa de episodios de baja laboral, después de las infec-
ciones respiratorias agudas, encabezadas por los sintomas gripales, pero las enfermedades
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reumdticas son las primeras en los dias de duracion de la baja laboral, siendo la artrosis la
patologia especifica que ocasiona un mayor nimero de bajas laborales y también un mayor
nimero total de dias [5S]. El 35% de los pacientes atendidos en las consultas de medicina
general son de origen reumdtico y también tienen ese origen entre el 65 y el 80% de los
pacientes Que consultan con los traumatélogos.

Tabla 3.1. Causas conocidas de degeneracion articular (artrosis secundaria) [42].

Causa

Posible mecanismo

Fractura intraarticular

Impacto de alta intensidad en la
articulacién

Lesiones de los ligamentos

Displasia de la articulacion y el
cartilago

Necrosis aséptica

Acromegalia

Enfermedad de Paget

Sindrome de Ehlers-Danlos

Enfermedad de Gaucher

Sindrome de Stickler

Infeccién de la articulacion
Hemofilia
Hemocromatosis

Ocronosis

Enfermedad por deposicion de
pirofosfato calcico

Artropatia neuropatica

Dafio en el cartilago articular y/o incongruencia de la articu-
lacion

Dario en el cartilago articular y/o en el hueso subcondral

Inestabilidad de la articulacion

Forma anormal de la articulacién y/o del cartilago articular

La necrosis del hueso conduce al colapso de la superficie
articular y a la incongruencia de la articulaciéon

Sobrecrecimiento del cartilago articular produce incon-
gruencia articular y/o cartilago anormal

Alteracion o incongruencia de la articulacion debido a re-
modelacion 6sea

Inestabilidad de la articulacion

Necrosis 6sea o fracturas patolégicas conducen a incon-
gruencia de la articulacion

Desarrollo anormal de la articulacién y/o del cartilago articu-
lar

Destruccién del cartilago articular
Multiples hemorragias articulares
Mecanismo desconocido

Deposicion de polimeros de acido homogentisico en el
cartilago articular

Acumulacion de cristales de pirofosfato calcico en el cartila-
go articular

Pérdida de propiocepcion

Aunque alin no se hayan descubierto medicamentos que sean capaces de alterar el curso de
la artrosis, se estd invirtiendo mucho esfuerzo y dinero para obtener avances en nuestro co-

nocimiento de la enfermedad que se espera que puedan ayudar a prevenirla, retardarla o
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procurar su remisién en un futuro. Sin embargo, hemos de decir que la investigacion farma-
coldgica en este sentido se estd preocupando casi exclusivamente en buscar medicamentos
para combatir el dolor y/o la inflamacion, pero no en combatir la causa del problema.

Sintomas y signos de artrosis

Los principales sintomas de la artrosis son el dolor y la rigidez articular. Ademas, existe una
merma en la libertad de las superficies articulares para moverse entre ellas con facilidad, asi
como una pérdida de estabilidad articular. Estos sintomas comienzan gradualmente y la pro-
gresion es lenta. Al principio el dolor aparece cuando se exige esfuerzo a la articulacion en-
ferma, bien sea de movimiento o de carga, mientras Que desaparece con el reposo, pero con
el tiempo, y a medida que la artrosis se va haciendo més severa, el minimo movimiento pro-
duce dolor y éste suele permanecer incluso con el reposo o el descanso nocturno.

El cartilago articular es aneural y consecuentemente no es una fuente de dolor, por lo Que
éste procede de estructuras no cartilaginosas intra y periarticulares, como el hueso subcon-
dral, los ligamentos, la capsula articular, la sinovia, los tendones o las fascias.

La rigidez articular es habitual y dura pocos minutos, siempre menos de media hora, lo
Que ayuda a distinguir esta artropatia de otras como la artritis reumatoide y otras enfermeda-
des inflamatorias del tejido conectivo, en las que la rigidez suele ser mas prolongada. Cuando
estd presente, la rigidez articular es més notable al levantarse por las mafianas o tras un pe-
riodo de actividad.

En casos de enfermedad severa o avanzada el paciente puede quejarse de un sonido cru-
jiente al mover la articulacién, que indica que el cartilago estd desgastado y se mueve hueso
contra hueso sin ninguna proteccién. Con la progresion de la enfermedad, el paciente nota
una limitacién en el movimiento.

En ocasiones, debido al reposo y a la falta de ejercicio, los masculos que rodean la articu-
lacién se atrofian, mientras ue en otras el dolor y las deformidades 6seas producen contrac-
turas musculares. En ambos casos, la alteracion de los misculos produce mas dolor, trastor-
nos en la movilidad normal de la articulacion y mayor tendencia a la progresion de la enfer-
medad.

Otros de los sintomas de la osteoartrosis son el agrandamiento, hinchazén y deformidad
de la articulacién provocados por el crecimiento de los extremos del hueso. Efectivamente, en
las articulaciones de los dedos de las manos puede aparecer este fendmeno (figura 3.1), asi
como en las rodillas, lo Que provoca que los dedos se desvien y que las piernas se arqueen
hacia fuera o hacia dentro.
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Algunos enfermos con artrosis pueden notar episodios de hinchazén y derrame en las ar-
ticulaciones, con acumulacién de liquido, pues aunque la membrana sinovial no suele resultar
afectada en la artrosis, en determinados momentos de la evolucion de la enfermedad y en
ciertos lugares, puede irritarse y originar un cierto grado de inflamaci6n.

Ademas de estos sintomas generales, se pueden distinguir sintomas especificos en funcién
de la articulacion afectada. De esta forma, la artrosis en los dedos de las manos se caracteriza
por la presencia de pequefios bultos duros (nédulos), que se denominan nddulos de Heber-
den si aparecen en las articulaciones interfalangicas distales y nddulos de Bouchard, si apare-
cen en las articulaciones interfaldngicas proximales (figura 3.1), y Que son consecuencia del
crecimiento del hueso subcondral. Son més frecuentes en mujeres y hay tendencia a que
estén presentes en varios miembros de la misma familia. Aparecen primero en una articula-
cién y progresivamente se van extendiendo a las demds de manera bilateral. Los pacientes
notan dolor e inflamacién que va siendo menor a medida Que van apareciendo los nédulos.
Cuando la deformacién se completa suelen desaparecer todas las molestias. Generalmente
s6lo crean un problema estético y funcional, ya que la articulacién puede quedar ligeramente
flexionada o desviada hacia los lados.

Figura 3.1. Radiografia de la mano derecha de un paciente con artrosis. En
esta radiografia puede observarse la presencia de los nddulos de Heberden, en
las articulaciones interfalangicas distales, y los nédulos de Bouchard, en las arti-
culaciones interfalangicas proximales, producidos por el crecimiento anémalo del
hueso subcondral.

La artrosis del pulgar, también conocida como rizartrosis, es més frecuente en mujeres Que
en hombres y se caracteriza por la presencia de una deformidad en la base del pulgar; suele
provocar dolor, sobre todo al realizar labores manuales, dificultando asi el uso normal de la
mano, fundamentalmente en los movimientos de prension.

En la artrosis de la cadera aparece dolor en la ingle y en la region interna del muslo. A ve-
ces el dolor puede sentirse en la rodilla sin tener ninguna molestia en la ingle (es lo que lla-
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man dolor referido). Si la artrosis es importante puede existir dolor nocturno o dificultad para
flexionar la pierna en movimientos Que aparentemente no requieren un gran esfuerzo (como
abrocharse los zapatos o ponerse los calcetines), asi como cojera al caminar.

La artrosis de la rodilla produce dolor en la parte anterior o interna de la rodilla que pre-
domina al subir y bajar las escaleras y al levantarse de una silla. Puede acompanarse de chas-
Quidos durante la marcha y si es severa provoca cojera.

Epidemiologia

La artrosis es la alteracion osteoarticular mas frecuente en el mundo [55] y la que genera un
mayor gasto sanitario. Su prevalencia estd basada en la presencia de cambios articulares de-
generativos sintomdticos y asintométicos radiograficos, siendo estos dltimos los considerados
como criterio mds fiable en la actualidad [56]. Los cambios radiograficos artrésicos aparecen
en mas del 50% de la poblacion a partir de los 65 afios y en el 80% de la poblacion con 75
anos o mas [55].

Factores de riesgo

Se piensa en la actualidad que la artrosis es una enfermedad multifactorial y heterogénea con
multiples mecanismos patogénicos implicados en su desarrollo y progresion (figura 3.2).
Nosotros pensamos Que debe revisarse esta conclusién, pues no estd basada en un conoci-
miento causal del desarrollo y progreso de la enfermedad, sino en suposiciones basadas en
un espectro amplio de manifestaciones, y en la suposicion de que manifestaciones diferentes
deben obedecer a causas diferentes, y es posible Que exista una causa dnica, general, Que
pueda manifestarse de forma diferente por motivos estocésticos, dependiendo de las interac-
ciones particulares Que puedan existir en el desarrollo del problema.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha sugieren que existen determinados factores
Que aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad. Estos factores pueden agruparse en tres
clases: factores sistémicos no modificables, factores sistémicos con alguna posibilidad de
modificacion, y factores locales, que si son modificables (tabla 3.2) [S5].

La edad en la que puede presentarse la artrosis secundaria depende de su causa, por lo
Que puede aparecer en jovenes e incluso en nifios, asi como en ancianos. Sin embargo, existe
una estrecha relacion entre la prevalencia de la artrosis primaria y la edad; de hecho, la edad
es el factor que més influye sobre la aparicion de esta patologia [42]. Todos los grados de
artrosis radiogréfica de las extremidades aumentan proporcionalmente con la edad, desde
menos de un 5% en personas menores de 25 afos, hasta mds del 80% entre los individuos
mayores de 75 afos de edad [42,56]. El desgaste de la articulacién producido por su uso
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continuado durante afios, junto con una menor capacidad de regeneracién de los tejidos al
aumentar la edad, son factores que influyen en este aumento de la incidencia de la enferme-
dad con el envejecimiento.

Tabla 3.2. Factores de riesgo asociados a la artrosis [55]. Hasta hoy en dia
estos son los principales factores de riesgo asociados a la artrosis; sin embar-
go, los resultados de esta Tesis cambian este panorama haciendo que una
nutricion inadecuada pueda ser reconocida como el principal factor etiolégico
de la artrosis.

e GRUPO 1. Factores sistémicos no modificables
— Edad
— Sexo
— Raza
e GRUPO 2. Factores sistémicos con posibilidad de modificacién
— Predisposicién genética
— Factores metabdlicos-endocrinos, incluyendo condrocalcinosis
e GRUPO 3. Factores locales con posibilidad de modificacion
— Obesidad
— Estrés mecénico
— Sedentarismo
— Alteraciones 6seas congénitas con disfunciones articulares

— Enfermedades articulares inflamatorias

Antes de los 50 afos, la prevalencia de la artrosis en la mayorfa de articulaciones es mayor en
hombres que en mujeres; sin embargo, después de esta edad, la relacion hombre-mujer se
invierte, siendo las mujeres el principal grupo de riesgo en la prevalencia e incidencia de la
artrosis de rodilla y de manos [57,58].

Dentro de las muchas causas que pueden provocar la artrosis, los factores hereditarios
han sido implicados desde las primeras descripciones de la enfermedad debido a la asociacion
familiar de muchos de estos procesos; sin embargo, en muchos casos no es facil separar el
componente o la predisposicion genética de otros factores ambientales como son la dieta, la
obesidad o la sobrecarga mecénica [28]. De hecho, una persona puede tener predisposicién
genética a padecer la enfermedad, pero sélo la desarrollara si confluyen otros factores de
riesgo [57,59].

Los genes relacionados con el desarrollo de artrosis hereditarias son los que codifican las
moléculas presentes en mayor cantidad, principalmente los coldgenos y los proteoglicanos
[28]. El coldgeno es el componente méds numeroso de la matriz extracelular y las interaccio-
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nes entre los distintos tipos de coldgenos del cartilago articular son fundamentales para la
conservacion de las propiedades biomecanicas del tejido. Su arquitectura es muy compleja y
cualquier minima modificacion, como el cambio de una base en el gen que lo codifica, puede
originar moléculas no funcionales —fenémeno conocido como suicidio del procoldgeno— o
alteraciones morfoldgicas importantes [28]. Estos datos se ven corroborados por la evidencia
de que ciertas alteraciones en los genes de los coldgenos tipo I y tipo Ill, los més importantes
del tejido conectivo, originan enfermedades hereditarias como la osteogénesis imperfecta o el
sindrome de Ehlers-Danlos. Existen evidencias de Que mutaciones en el gen del procoldgeno
tipo Il (COLZA1), el precursor de la principal proteina del cartilago, estdn asociadas con
artrosis primaria generalizada [60]. En estudios realizados en cartilagos de personas con
mutaciones en este gen, se ha encontrado una gran proporcién de moléculas alteradas en el
tejido lesionado que se unen entre si formando fibrillas, capaces de incorporarse a la red,
pero Que provocan una alteracién estructural o metabdlica de la matriz extracelular, Que en
algunos casos se debe a un aumento de la susceptibilidad de estas fibras a las proteasas que
no atacan a las fibras de coldgeno tipo Il normales. Asimismo se han encontrado mutaciones
en los genes que codifican los proteoglicanos que también podrian estar implicadas en el
desarrollo del proceso artrdsico.

La obesidad se reconoce como un importante factor de riesgo para la artrosis de caderas
y rodillas, ya que el exceso de peso puede conducir a la sobrecarga y degeneracion del carti-
lago articular [61]. Se ha comprobado que en personas obesas, la pérdida de peso puede
reducir notablemente el riesgo de padecer artrosis [43,57].

El exceso de uso de una articulacion también puede propiciar el desarrollo de artrosis
temprana o en lugares poco frecuentes. Las investigaciones sobre los efectos del ejercicio
fisico sobre las articulaciones indican que una actividad regular y moderada no provoca o
acelera el desarrollo de la artrosis en articulaciones normales, sino mas bien todo lo contra-
rio, el movimiento articular estimula la sintesis de la matriz, mientras Que la ausencia de mo-
vimiento causa su degradacion y, en algunos casos, la degeneracion de la articulacion. Sin
embargo, a pesar de la importancia de la actividad fisica para el mantenimiento del cartilago
articular, algunos tipos de movimientos repetitivos aceleran el desarrollo de la enfermedad
degenerativa de la articulacion. De esta forma, en trabajadores con sobrecargas fisicas impor-
tantes y mantenidas es més frecuente la aparicién de artrosis [28,42,57]. Ademds, se ha
demostrado que la participacién en ciertos deportes de competicion aumenta el riesgo de
padecer la enfermedad, sobre todo deportes en los que existe un sobreesfuerzo articular,
como es el caso del hombro en jugadores de balonmano o las rodillas en futbolistas [S7].

Cuando la forma de una articulacién o de un miembro no es la normal, por ejemplo cuan-
do las piernas estdn torcidas o cuando una pierna es mas larga que la otra, se produce un
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desgaste mayor en toda la articulacion o en la parte de ella Que soporta més peso y existe un
mayor riesgo de padecer artrosis.

El dafio articular es otro de los factores de riesgo aceptados. Cuando se producen fractu-
ras, golpes importantes o inflamaciones de diversa indole en una articulacion, la recuperacién
nunca es completa y el cartilago tiene predisposicion a alterarse pronto.

Parece que existe una relacion inversa entre la densidad dsea y el riesgo de padecer os-
teoartrosis [62,63]. Se ha visto que las mujeres con artrosis tienen mas hueso y el hueso es
significativamente mas rigido y duro, tiene mayor fuerza a la compresién y mas osteocalcina
[63].

Un importante factor Que puede contribuir a la patogénesis de la artrosis es la dieta [64].
La deficiencia y/o el desequilibrio nutricional, obesidad y diabetes, pueden resultar en trastor-
nos metabolicos y sistémicos que aumentan la susceptibilidad a padecer artrosis debido a sus
efectos directos sobre el cartilago [64]. Se ha comprobado que la acumulacién de productos
glicosilados puede afectar negativamente a la renovacion del cartilago [65] y que las deficien-
cias vitaminicas (vitaminas B,, B, B, y E) provocan dafios metabolicos en el cartilago articu-
lar [66]. Las evidencias indican que la exposicion continuada a agentes oxidantes contribuye
al desarrollo de muchas enfermedades degenerativas, incluida la artrosis. Més atn, los con-
drocitos son potentes fuentes de especies reactivas de oxigeno, que pueden afectar negativa-
mente a la estructura e integridad del coldgeno y provocar la despolimerizacion del 4cido
hialurénico del fluido sinovial [57,67-69]. Dado que los micronutrientes antioxidantes pue-
den proteger frente al dafo tisular, se ha propuesto que una alta ingesta de estos micronu-
trientes podria proteger frente a la artrosis [60,64,70]. De hecho, se ha observado una re-
duccion en el riesgo de osteoartrosis en personas con una ingesta alta de vitamina C compa-
rada con la de otras personas con una ingesta inferior de esta vitamina [S7,71]. Ademds de
ser un antioxidante, la vitamina C desarrolla funciones bioquimicas que pueden resultar de
importancia clinica en el tratamiento de la enfermedad artrésica [71]. En primer lugar, la
vitamina C es necesaria para la hidroxilacion postraslacional de los residuos de prolina y lisina
en el procoldgeno, una modificacién esencial para la estabilizacién de las fibrillas maduras de
coldgeno; también parece ser necesaria en el transporte de grupos sulfato durante la sintesis
de glucosaminoglicanos [72]; ademds, es capaz de estimular la sintesis de coldgeno tipo Il en
condrocitos de cartilago articular en cultivo [73].

Ademads, los niveles bajos de vitamina D pueden dificultar la capacidad del hueso para
responder Optimamente al proceso artrésico y predisponer a su progresion. La vitamina D
también debe ejercer algln efecto directo sobre los condrocitos del cartilago artrésico, pues
se ha observado que éstos desarrollan receptores para la vitamina D [74]. Se ha demostrado
qQue el riesgo para la progresion de la enfermedad aumenta en personas con una baja ingesta
de vitamina D y que niveles adecuados de vitamina D protegen frente a la artrosis [57,71].
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Por lo tanto, se acepta en general que una dieta bien equilibrada, pobre en grasas y mo-
derada en hidratos de carbono junto a suplementos nutricionales, vitaminas o minerales esen-
ciales puede resultar beneficiosa para individuos susceptibles de sufrir una enfermedad articu-
lar degenerativa [64]. Més aun, los suplementos nutracéuticos condroprotectores pueden
aportar en un futuro estrategias para la prevencion, tratamiento y cura de la artrosis [64]. Se
considera Que un nutracéutico es un alimento o parte de €l Que proporciona beneficios médi-
cos o saludables incluyendo la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad [75].

Predisposicién Factores
genética mecanicos
‘ »
Edad > D - Ejercicio,
e ocupacion
k] »
Desequilibrio Factores
hormonal metabdlicos

Figura 3.2. Factores que predeterminan la susceptibilidad a padecer ar-
trosis. Cualquier combinacion de factores mecanicos, nutricionales, bioquimi-
cos, ambientales, sistémicos y genéticos podria estar implicada en la forma-
cion de lesiones iniciales; sin embargo, los factores causales de la artrosis se
desconocen.

La articulacion artrdsica

La artrosis es una enfermedad articular muy compleja que afecta principalmente al cartilago
articular, aunque también al hueso subcondral y, secundariamente, a otras estructuras que
rodean la articulacion como la membrana sinovial, la cdpsula articular o los ligamentos, e
incluso a los misculos implicados en el movimiento de la articulacion (figura 3.3).

Degeneracion del cartilago articular en la artrosis

Parece claro Que aunque las alteraciones en la capsula, la sinovia y el hueso subcondral estdn
presentes en las articulaciones artrésicas, los cambios principales y mayoritarios se producen
en el cartilago articular hialino. De hecho, la mayoria de investigadores considera la osteoar-
trosis como una enfermedad del cartilago.
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Figura 3.3. Anatomia de una articulaciéon de rodilla sana y artrésica. Obsérvese la
pérdida de cartilago articular en la articulacién artrésica, asi como la formacion de osteo-
fitos y la deformacion de los bordes 6seos.

La pérdida progresiva del cartilago en la artrosis tiene lugar en varias fases consecutivas: la
disrupcion o alteracion de la matriz extracelular; la respuesta condrocitica a la lesion del teji-
do, mediante la cual las células intentan reparar la matriz extracelular dafiada; y la disminu-
cién de la respuesta sintética condrocitica y la pérdida progresiva del tejido [42,76-80] (tabla

3.3).

Tabla 3.3. Etapas en el desarrollo y la progresion de la degeneracion del cartilago
articular en la artrosis [42]. Una de las primeras caracteristicas del cartilago artrésico
es la alteracién de su matriz. Cuando los condrocitos detectan esta alteracion intentan
reparar el dafio aumentando la sintesis de colageno y proteoglicanos. Si la reparacion
fracasa o es incompleta, el dafo progresara conduciendo a la degeneracion del cartila-

go articular.

Etapa

Descripcidon

l. Disrupcién o
alteracion de la
matriz del cartilago

Il. Respuesta de los
condrocitos a la
disrupcion o alte-
racion de la matriz

Ill. Disminucién en
la respuesta de los
condrocitos

Disrupcién o alteraciéon del marco macromolecular de la matriz
asociada con un aumento en la concentracion de agua que puede
ser originado por dafios mecanicos, degradaciéon de macromolécu-
las de la matriz o alteraciones en el metabolismo de los condroci-
tos. La concentracion de agrecanos y el grado de agregacion de los
proteoglicanos decae y la red de colageno resultada dafiada.

Cuando los condrocitos detectan una disrupcion o alteracion de su
matriz responden aumentando su tasa metabdlica y proliferativa. Su
respuesta puede restaurar el tejido, mantenerlo en estado alterado
o aumentar el volumen de cartilago. Pueden mantener un nivel
aumentado de actividad durante afios.

El fallo de la respuesta condrocitica para restaurar o mantener el
tejido conduce a la pérdida irremediable del cartilago articular.
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En la primera etapa de la artrosis la red macromolecular de la matriz del cartilago es des-
estabilizada o alterada a nivel molecular y el contenido de agua aumenta. Disminuye la agre-
gacion de proteoglicanos, la concentracion de proteoglicanos y la longitud de las cadenas de
glucosaminoglicanos, al mismo tiempo que aumenta el contenido de agua y la integridad de la
red de coldgeno resulta alterada [81-83]. Estos cambios aumentan la permeabilidad —la faci-
lidad con la que el agua y otras moléculas se mueven a través de la matriz— y disminuyen la
rigidez de la matriz, lo Que puede aumentar la vulnerabilidad del tejido a cualquier dafio me-
canico. Estos mismos cambios en la estructura molecular y la composicion del cartilago ocu-
rren después de lesiones articulares Que conducen a la pérdida o disrupcién de las macromo-
léculas de la matriz [83].

Se cree que esta primera fase puede ocurrir como resultado de una variedad de dafios
mecanicos como fuertes impactos o cargas de la articulacion, la aceleracion en la degradacion
de macromoléculas de la matriz como resultado de un proceso inflamatorio o como resultado
de cambios metabdlicos en el tejido, que interfieren con la capacidad de los condrocitos para
mantener la matriz [42].

El primer signo visible de la degeneracion caracteristica de la artrosis es la fibrilacion de la
superficie del cartilago articular [42,84] a medida que las fibras de coldgeno van siendo da-
fiadas [81] (figura 3.4). Con el tiempo aparecen grietas verticales y fisuras que llegan a ser
progresivamente mas profundas, proporciondndole al cartilago una apariencia irregular, fibri-
lada.

Figura 3.4. Cambios histologicos durante la degradacion del cartilago arti-
cular en la artrosis. El cartilago articular normal (a) esta constituido fundamen-
talmente por matriz extracelular, con muy pocos condrocitos. El primer cambio
histologico de la degeneracion del cartilago visible desde la superficie es el des-
hilachamiento o fibrilaciéon de la zona superficial (b). Ademas, la zona superficial
pierde la mayor parte de los proteoglicanos (c: tincion con azul de toluidina para
los glucosaminoglicanos). A medida que la enfermedad progresa, las irregulari-
dades de la superficie se convierten en grietas, la mayor parte de la superficie ar-
ticular se vuelve aspera e irregular y la fibrilacién se extiende mas profundamente
en el cartilago hasta que las fisuras alcanzan el hueso subcondral (d). A medida
que las fisuras del cartilago se hacen mas profundas, los picos superficiales de
cartilago fibrilado se rasgan, liberando fragmentos en el espacio articular y dismi-
nuyendo la viscosidad y el grosor del cartilago (d).
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Los primeros cambios se producen sin ue el paciente note ning(in sintoma, ya que el car-
tilago, al no estar inervado, no tiene capacidad para producir dolor. En esta fase el cartilago
todavia puede recuperarse y la enfermedad es potencialmente reversible.

La segunda etapa comienza cuando los condrocitos detectan el dafio en el tejido (altera-
ciones en la osmolaridad, en la densidad de carga o en la tension), y liberan mediadores que
estimulan una respuesta celular, Que consiste tanto en la estimulacién de la actividad cataboli-
ca como de la anabolica [42]. Este estado hipermetabdlico es interpretado como un intento
de los condrocitos por reparar el dafio en la matriz extracelular.

En esta segunda etapa del desarrollo de la artrosis, la respuesta de reparacion —el aumen-
to en la sintesis de macromoléculas de la matriz— contrarresta los efectos catabdlicos de las
proteasas y puede, en algunos casos, restaurar el tejido. La respuesta reparadora puede durar
afios, y en algunos pacientes puede revertir el curso de la artrosis al menos temporalmente
[85]. Por esta razon, la degeneracion de la superficie articular no es uniformemente progresi-
va y la velocidad de la degeneracion varia dependiendo del individuo y de la articulacion afec-
tada. A veces la degeneracion ocurre rdpidamente, pero en la mayoria de las articulaciones la
enfermedad progresa lentamente durante muchos afios, aunque puede estabilizarse e incluso
disminuir espontdneamente, con una restauracion, al menos parcial, de la superficie articular y
una disminucion de los sintomas. Sin embargo, cuando el cartilago desaparece totalmente, la
enfermedad pasa a ser severa y el proceso se hace irreversible. En este estado, los condroci-
tos no son capaces de reemplazar los componentes de la matriz.

El fallo en la estabilizacion o restauracién del tejido conduce a la tercera etapa en el desa-
rrollo de la artrosis: una pérdida progresiva de cartilago articular asi como una disminucién
de la respuesta anabdlica de los condrocitos.

Parece ser que los condrocitos pierden su capacidad para restablecer los proteoglicanos
perdidos cuando la red de coldgeno esta alterada o interrumpida, o cuando el ndmero de
células viables se reduce hasta el punto de que las células remanentes no pueden sintetizar
suficiente matriz como para reparar el dafio. Cuando esto ocurre, el deterioro de la superficie
articular puede progresar hasta la fibrilacion y la fragmentacion del cartilago articular. A me-
dida que progresa el deterioro de la matriz, los fragmentos de cartilago se desgarran, dejando
las zonas mas profundas expuestas. Finalmente, se pierde el cartilago quedando expuesto el
hueso subcondral (figura 3.3).

Alteraciones en otros tejidos de la articulacion artrésica

A medida que desaparece el cartilago articular, el hueso que estd debajo reacciona. Entre las
alteraciones del hueso subcondral que acompanan a la degeneracion del cartilago se incluye
el aumento en la densidad del hueso subcondral (esclerosis subcondral). En el periodo final
de la enfermedad, el cartilago articular ha desaparecido por completo, dejando una superficie
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0sea desnuda. La remodelacién del hueso junto a la pérdida del cartilago articular cambia la
forma de la articulacion y puede llevar a un acortamiento, deformidad e inestabilidad del
miembro implicado.

En la mayoria de articulaciones sinoviales, el crecimiento de nédulos prominentes osteo-
condrales conocidos como osteofifos (también llamados osteocondrofitos o condro-
osteofitos) acompafa a los cambios en el cartilago articular y en el hueso subcondral (figura
3.5). Estas prominencias fibrocartilaginosas y dseas se forman normalmente a partir de tejido
asociado con la sinovia o a partir de células progenitoras del pericondrio [86], desarrolldndo-
se alrededor de la periferia de la articulacion (osteofitos marginales), en la interfase cartilago-
hueso (osteofitos centrales), pero también pueden aparecer a lo largo de las inserciones de la
capsula articular (osteofitos capsulares). Aunque se desconoce el significado funcional de los
osteofitos, se consideran como un intento de reparacion de la articulacion osteoartrésica [84]
Que podria ayudar a estabilizar las articulaciones afectadas [87].

Figura 3.5. Radiografia de la mano de un paciente con artrosis
en la que se aprecian claramente los osteofitos.

La localizacion de los osteofitos es caracteristica de cada articulacion. En las articulaciones
interfaldngicas distales, los osteofitos (nddulos de Heberden) son prominentes en las caras
dorsal y palmar de ambas superficies articulares. En la articulacion metacarpofaldngica del
dedo gordo del pie el osteofito se sitlia en el margen medial de la articulacion (hallux valgus).
En la cadera, aunque los osteofitos estdn presentes alrededor de todo el margen de la articu-
lacién, existe un gran osteofito caracteristico en la superficie medial de la articulacién que se
extiende hasta la fovea.

La pérdida de cartilago articular también provoca cambios secundarios en tejidos como la
membrana sinovial, los ligamentos, la capsula articular y los misculos que mueven la articula-
cién implicada. La membrana sinovial se engrosa y produce un liquido sinovial alterado. Los
fragmentos aislados de cartilago que se han soltado y que flotan libres en la cavidad articular
pueden originar una inflamacién de la membrana (sinovitis) y 1a produccion de sustancias que
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al pasar a la cavidad articular aceleran la destruccién del cartilago. Los estudios histolégicos
han demostrado que existe similitud entre la respuesta inflamatoria de algunos casos de artro-
sis severa y la observada en la artritis reumatoide. Sin embargo, en la artrosis la inflamacion
sinovial es el resultado de la rotura del cartilago, mientras que en la artritis reumatoide la
inflamacion sinovial es la causa de la rotura del cartilago.

Bajo condiciones normales la membrana sinovial es responsable de la nutricion del cartila-
go articular. Por lo tanto, es de esperar que la membrana sinovial inflamada y llena de cicatri-
ces de la articulacion artrésica funcione defectuosamente en relacion con la membrana sino-
vial de una articulacion sana. El fluido sinovial normal, un dializado del plasma al que las
células sinoviales afiaden 4cido hialurénico, es viscoso y de color amarillo palido. El volumen
de este fluido, incluso en grandes articulaciones, es pequefio. El examen del liquido sinovial
es de gran ayuda en el diagnéstico de la artrosis, en la determinacion tanto de su causa como
de la etapa de la enfermedad, pues el liuido sinovial se veré alterado cualquiera que sea la
causa de la artrosis.

En la artritis inflamatoria, hay un aumento en el volumen de liuido sinovial y el contenido
en 4cido hialurénico disminuye apreciablemente conduciendo a un tipico descenso en la vis-
cosidad. Sin embargo, en las formas degenerativas de artrosis, la cantidad de 4cido hialuréni-
co aumenta, lo que produce un liquido sinovial extremadamente viscoso. Algunas veces se
observa un aumento de volumen, aunque no en el mismo grado que el observado en la artri-
tis reumatoide.

El uso disminuido de la articulacion dolorida y una limitacién en el rango de movimiento
origina la pérdida de masa muscular o a la atrofia muscular. En muchos casos, se desarrollan
tendinitis y bursitis acompafando a la enfermedad, tal vez por la sobrecarga mecénica de la
articulacion.

Caracteristicas bioquimicas y metabdlicas del cartilago artrésico

Cambios en el contenido de agua

Los proteoglicanos son los responsables de retener agua en la matriz extracelular del cartilago
articular; sin embargo, a pesar de que la concentracion de proteoglicanos se encuentra signi-
ficativamente reducida en el cartilago artrdsico, existe un aumento en la concentracion de
agua, asi como un aumento en la avidez con la que el tejido retiene agua al compararlo con
tejidos normales [32,77,88|.

Se han propuesto diferentes explicaciones a este aumento temprano en el contenido acuo-
so en el cartilago enfermo. La més aceptada es que estd provocado por la rotura de la red de
colageno y la consiguiente exposicion de los proteoglicanos captadores de agua. El tratamien-
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to del cartilago normal con colagenasa produce un cambio similar, lo Que apoya la idea de
qQue las anormalidades intrinsecas en la red de coldgeno deben ser una parte muy significativa
de la lesion artrosica [89].

Cambios en los proteoglicanos

Varios autores [90-93] han descrito que el cartilago articular pierde proteoglicanos durante el
proceso artrdsico y que esta disminucion en la concentracion de proteoglicanos parece ser
directamente proporcional a la severidad de la enfermedad.

Como explicamos mas arriba, los proteoglicanos del cartilago, que consisten en una pro-
teina central y cadenas laterales de glucosaminoglicanos, se encuentran normalmente como
agregados constituidos por subunidades que estdn unidas de forma no covalente a sitios
especificos de una larga cadena de acido hialurénico en una interaccién que es estabilizada
por proteinas de union. En la artrosis, el cartilago pierde agregados de proteoglicanos au-
mentando la proporcién de mondémeros de proteoglicanos [94,95].

Otros cambios importantes en la estructura bioquimica de los proteoglicanos del cartilago
articular incluyen: acortamiento de la proteina central de la subunidad de proteoglicanos,
acortamiento de las cadenas de glucosaminoglicanos y disminucion en el tamafio del polimero
de 4cido hialurénico.

Cambios en el colageno

En el cartilago articular, la red de colageno es el componente clave Que mantiene la estructu-
ra tridimensional del tejido. En particular, la zona superficial del cartilago articular contiene
fibras de coldgeno orientadas paralelas a la superficie articular Que ejercen gran influencia en
la calidad biomecanica del cartilago.

En los primeros estudios en los que se determiné la concentracion de colageno en el teji-
do normal y artrésico [76,90,96] no se encontré una alteracion significativa en la cantidad de
coldgeno por unidad de peso de tejido o por unidad de DNA, lo que sugeria que la concen-
tracion de coldgeno en el cartilago artrésico permanecia invariable. Sin embargo, actualmente
se acepta que la degradacion del coldgeno tipo Il es una caracteristica fundamental de la
artrosis [79,82,97-102].

Muchos estudios han destacado la degradacion temprana de los agrecanos en el cartilago
articular osteoartrdsico, y una posterior degradacion del coldgeno tipo II; sin embargo, los
estudios mas recientes han cuestionado este hecho proporcionando evidencias de que la
degradacion del coldgeno del cartilago es una de las primeras alteraciones estructurales en la
artrosis [82,103-109]. De hecho, actualmente se considera que la activacion de las vias de

90



La artrosis

degradacion proteolitica del coldgeno tipo Il es tan rédpida como la de los agrecanos y otros
componentes de la matriz del cartilago [82,98,100,109,110]. Sin embargo, no existe ain un
acuerdo sobre la secuencia de eventos que conduce a la degradacion del cartilago en la os-
teoartrosis [1 11].

Las primeras alteraciones en el coldgeno tipo Il, al igual que las de los proteoglicanos,
ocurren en la zona superficial del cartilago, al mismo tiempo que ésta sufre fibrilacion, exten-
diéndose progresivamente a medida qQue progresa la enfermedad, hacia las zonas intermedia y
profunda del cartilago (98,100, 112]. El dafio inicial siempre se observa con més intensidad
alrededor de los condrocitos, y mas moderadamente en la region territorial, lo que sugiere
Que en la mayoria de los casos esta degradacion estd mediada por el condrocito [98-100].

La degradacion del coldgeno tipo Il en la artrosis implica un aumento en la actividad de la
colagenasa [40,97,113] y un aumento en la sintesis de moléculas de la matriz, incluido el
colageno tipo I, en un intento de reparacion del cartilago dafado [76,79,97,112,114-117]
(tabla 3.4). Sin embargo, las moléculas recién sintetizadas estdn a menudo dafiadas [101],
comprometiendo cualquier intento de reparacion de la matriz del cartilago.

Tabla 3.4. Cambios en la tasa de degradacion y sintesis del colageno tipo Il a lo
largo del curso de la artrosis [118].

OA temprana OA intermedia OA tardia

Degradacion de colageno tipo Il M M 2
Sintesis de colageno tipo Il ™ 1 !

También se ha descrito un aumento en el contenido de coldgenos menores, Que raramente
estdn presentes en el cartilago articular, como los tipos I y Il [119-122], lo que sugiere la
existencia de una alteracion en el patrén normal de sintesis de coldgeno por parte de los
condrocitos en la artrosis. Ademas, se ha demostrado que los condrocitos articulares huma-
nos del cartilago afectado por artrosis expresan procoldgeno tipo IIA [123]. Existen dos for-
mas de procoldgeno tipo II. El tipo IIA incluye un dominio globular de 69 aminoécidos, rico
en cisteina, ausente en el tipo IIB. El tipo 1B del procoldgeno se expresa en gran cantidad por
los condrocitos bien diferenciados, formando la red de colageno del cartilago articular adulto.
Por el contrario, el tipo IIA se expresa en el cartilago inicial [124] y puede expresarse mds
tarde en el cartilago hipertrdfico.

También se han observado que existen variaciones en los coldgenos de tipo V, VI, IX, X y
Xl en la artrosis, lo que podria explicar algunas caracteristicas de la enfermedad y quizés su
influencia en el contenido de agua y la distribucion de proteoglicanos en el cartilago articular.
Existe un aumento en la sintesis y la degradacion del colageno tipo VI de la matriz pericelular,
lo que puede impedir las interacciones célula-matriz, y la célula puede perder su proteccion
frente a fuerzas de compresion. Las alteraciones en el coldgeno tipo VI también pueden influir
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en el aumento en la actividad sintética y proliferativa de los condrocitos Que conduce a la
formacion de las agrupaciones de células tipicas del cartilago osteoartrésico.

Existe también un aumento en la degradacion del colageno tipo I (principal componente
estructural del hueso, ~90% de la matriz organica) [125] y un aumento en su tasa de sinte-
sis, fundamentalmente en la zona subcondral [126].

Finalmente, la degradacion de colageno y proteoglicanos conduce a la pérdida neta de es-
tas moléculas. Se ha sugerido que si pudiera prevenirse el dafio al coldgeno y pudiera promo-
verse su reparacion, entonces seria posible que el cartilago se reparara a si mismo, pues el
cartilago artrésico tiene una gran capacidad para renovar el componente proteoglicano de la
matriz extracelular [98,127].

Cambios en otros materiales

Existe un considerable nimero de datos Que demuestran un aumento en el contenido de
cristales de pirofosfato célcico [128-130] en el cartilago artrésico, asi como una acumulacion
de fibronectina de 10 a 40 veces superior en la matriz extracelular del cartilago articular y en
el liquido sinovial artrésico con respecto a los controles sanos [131-135], fundamentalmente
en la region pericelular de la zona superficial [135].

Enzimas de degradacion del cartilago articular

Quizds uno de los temas més controvertidos en el analisis bioquimico del cartilago en la ar-
trosis es el estudio de la actividad metabdlica del tejido comparada con la del tejido normal.
La idea de que la artrosis consiste en un proceso de desgaste del cartilago hizo pensar en un
primer momento que las células presentaban una actividad anabdlica disminuida. Sin embar-
go, diversos estudios demuestran que el cartilago de las articulaciones osteoartrésicas huma-
nas es considerablemente mds activo metabdlicamente que el cartilago articular normal
[93,136,137]. A pesar de la pérdida global de componentes de la matriz extracelular del
cartilago, su sintesis se encuentra aumentada, al menos en los estadios iniciales de la enfer-
medad, dado que los condrocitos intentan reparar la matriz dafiada aumentando su actividad
anabdlica; posteriormente, cuando la artrosis se hace suficientemente intensa, la capacidad de
los condrocitos para la sintesis proteica disminuye. Sin embargo, se desconoce si estos pro-
cesos degradativos son eventos primarios o una reaccion secundaria.

De esta forma se postula que la destruccion del cartilago en la artrosis se debe a un des-
equilibrio entre los procesos de degradacion y de renovacion de la matriz extracelular, de
manera Que los procesos anabdlicos se hacen relativamente ineficientes en comparacién con
los catabdlicos. Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el Que se desarrolla la artro-
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sis, existen amplias evidencias de que las metaloproteasas (MMPs, del inglés Matrix Metallo-
proteinases), en especial las colagenasas, estdn implicadas en la patogénesis de la enfermedad
[97,98,101,115,138].

Las metaloproteasas son consideradas como las principales enzimas implicadas en la reno-
vacion de la matriz extracelular del cartilago tanto bajo condiciones fisioldgicas como patold-
gicas [139] debido a que son capaces de degradar todos sus componentes. Ademds, se han
relacionado con la enfermedad artrésica dado que su expresion y sintesis aumenta en pacien-
tes enfermos [140-142].

Las metaloproteasas (MMPs) constituyen una familia de endopeptidasas dependientes de
zinc. Actualmente se conocen hasta 25 metaloproteasas que pueden ser clasificadas en cinco
grupos principales, de acuerdo con la especificidad por su sustrato, su estructura primaria y
su localizacion celular: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y MT-MMPs (del
inglés, Membrane-Type Matrix Metalloproteinase) (tabla 3.5).

Las colagenasas (colagenasa-1 o MMP-1, colagenasa-2 o MMP-8 y colagenasa-3 o
MMP-13) son las Gnicas proteasas de vertebrados capaces de iniciar la degradacion de la
triple hélice del coldgeno a pH neutro. La rotura se produce en un Unico punto de la triple
hélice proximo al extremo N-terminal, originando dos fragmentos, uno de ellos del 75% de la
longitud original del colédgeno y el otro de un 25% [143]. A temperatura fisioldgica, la triple
hélice rota se desnaturaliza siendo susceptible al ataque de otras proteasas entre las Que se
incluyen gelatinasas y estromelisinas [139].

Se han encontrado niveles aumentados de muchas metaloproteasas en el cartilago os-
teoartrésico, entre las que se incluyen MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-13 y MMP-14, asi
como otras enzimas proteoliticas como agrecanasa-| y agrecanasa-2 [84]. Sin embargo, se
desconoce qué proteasas son realmente cruciales para la degradacion de los componentes de
la matriz del cartilago, aunque la MMP-13 es un firme candidato para explicar la degradacion
primaria de las fibrillas de colageno [97,102,110,138,144]. Se ha demostrado que MMP- 13
se expresa fundamentalmente en el cartilago artrésico [97,101,138,142,145-148] existien-
do una relacion directa entre la degradacion del coldgeno y los niveles de MMP-13 [97,101],
ademds posee mas actividad colagenolitica sobre el colageno tipo Il Que otras colagenasas
como MMP-1 [149].

La colagenasa MMP-13 es la que probablemente interviene en la patologia de la artrosis
degradando las fibras de colageno més alejadas de la célula en la matriz territorial e interterri-
torial [100], mientras Que la MMP-1 es més importante Que la MMP-13 en una minorfa de
pacientes y se cree Que estd mas implicada en la degradacion del colageno que estd siendo
sintetizado [100].
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Tabla 3.5. Metaloproteasas de la matriz (MMPs) y sus sustratos [139]. Las MMPs
pueden ser clasificadas en cinco grupos principales, de acuerdo con la especificidad por
su sustrato, estructura primaria y localizacion celular: colagenasas, gelatinasas, estro-
melisinas, matrilisinas y MT-MMPs. Sin embargo, existen algunas MMPs, tales como la
elastasa de macréfagos (MMP-12), estromelisina-3 (MMP-11), MMP-19, enamelisina
(MMP-20), CA-MMP (MMP-23) y epilisina (MMP-14), que no parecen caer en ninguna
de estas categorias. Ademas, algunas enzimas, tales como MT1-MMP (MMP-14), que
presenta actividad colagenolitica y esta asociada a membrana, podria ser clasificada en
mas de una categoria. En negrita se resaltan las principales MMPs implicadas en la de-
gradacion de la matriz del cartilago en la osteoartrosis.

MMP Enzima PM PM Sustratos
latente activa

Colagenos |, 11, III, VI, VIll y X,
gelatina, agrecano, proteina de
union de los proteoglicanos,

caseina, proMMP-2, proMMP-9

MMP-1 Colagenasa-1 55.000 45.000

Colagenos |, IV, V, VII, X, Xl y
X1V, gelatina, elastina, fibronecti-
na, agrecano, proteina de union,
proMMP-9, proMMP-13

MMP-2 Gelatinasa A 72.000 66.000

Colageno lll, IV, IX 'y X, gelatina,
agrecano, proteina de unién,
MMP-3 Estromelisina-1 57.000 45.000 fibronectina, elastina, proMMP-1,
proMMP-7, proMMP-8, proMMP-
9, proMMP-13

Colageno IV y X, gelatina, agre-
Matrilisina-7 cano, proteina de union, fibro-
MMP-7 | (PUMP-1) 28.000  19.000 Lo itina, proMMP-1, proMMP-2,

proMMP-9

MMP-8 | Colagenasa-2 75000 58000  Colagenol Il il V, Vil, Vill y X,
gelatina, agrecano, fibronectina
Colageno IV, V, VII, Xy XIV,
MMP-9 | Gelatinasa B 92.000 86.000 gelatina, elastina, agrecano,
proteina de union, fibronectina

Colageno I, IV y V, gelatina,
agrecano, elastina, proteina de
union, fibronectina, proMMP-1,
proMMP-8

MMP-10 | Estromelisina-2  57.000 44.000

MMP-11 | Estromelisina-3 51.000 44.000 Inhibidor de la proteasa-ay

Metaloelastasa 45.000/ Colageno IV, gelatina, elastina,

54.000 fibronectina, vitronectina, lamini-

MMP-121 e macrofagos 22000 o
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MMP-13

MMP-14

MMP-15

MMP-16
MMP-17

MMP-18

MMP-19

MMP-20

MMP-21

MMP-22
(MMP-
27)

MMP-23

MMP-24

MMP-25

MMP-26

MMP-28

Colagenasa-3

MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP
MT4-MMP

Colagenasa de
Xenopus

Enamelisina

XMMP (Xeno-
pus)

CMMP (polio)

CA-MMP

MT5-MMP

MT6-MMP, leu-
colisina

Matrilisina-2,
endometasa

Epilisina

60.000

66.000

72.000

64.000
57.000

55.000

54.000

54.000
70.000

52.000

63.000

28.000

59.000
(55.000)

48.000

56.000

60.000

52.000
53.000

42.000

45.000

22.000
53.000

43.000

45.000

56.000

Colageno |, Il, il y IV, gelatina,
agrecano, tenascina

Colageno |, Il y Ill, gelatina, elas-
tina, fibronectina, vitronectina,
agrecano, proteoglicanos de
dermatan sulfato, MMP-2, MMP-
13

proMMP-2, gelatina, fibronectina,
laminina

proMMP-2

Colageno 1V, gelatina, laminina,
tenascina, fibronectina, agreca-
no, COMP

Gelatina

proMMP-2, proMMP-9, gelatina

Colageno 1V, gelatina, fibronecti-
na

Colageno 1V, fibronectina, gelati-
na, proMMP-9

Caseina

Las gelatinasas tienen una gran especificidad y pueden contribuir, junto con las colagenasas, a

la degradacion de los colagenos fibrilares [44,150] y otras moléculas de la matriz extracelular

como la fibronectina. Estudios sobre la expresién de metaloproteasas han demostrado que la

expresion de gelatinasa es més pronunciada en las zonas superficiales del cartilago donde se

observa la degradacion de coldgeno tipo Il [150].

Las estromelisinas (estromelisina-1 [MMP-3] y estromelisina-2 [MMP-10]) tienen uno de

los mas amplios espectros de sustratos de las MMPs y pueden degradar la mayoria de com-

ponentes de la matriz extracelular, tales como la gelatina, la fibronectina, la elastina o el agre-
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cano [151-153]; la proteina de unién [152]; y, ademds, la MMP-3 puede romper el dominio
no helicoidal amino telopeptidico del coldgeno tipo Il [154], asi como coldgenos de los tipos
IV, V, VIl y IX. Sin embargo, la principal funcion de la estromelisina en los tejidos conectivos
es la activacion de las colagenasas.

Tanto la estromelisina, como las colagenasas y las gelatinasas son sintetizadas y secretadas
en forma de precursores inactivos Que para ser totalmente activadas (en el caso de la estro-
melisina) o parcialmente activadas (en el caso de la colagenasa) deben sufrir la rotura de su
region amino terminal por una proteasa como la plasmina. La total activacion de la colagena-
sa, sin embargo, precisa una rotura adicional por la estromelisina en su extremo carboxilo
terminal [155,156].

Las proteasas ADAMTSs (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin mo-
tifs) también estdn implicadas en la patogenia de la artrosis. Entre sus sustratos se incluyen
componentes de la matriz del cartilago como el coldgeno, los agrecanos, la decorina o la
fibromodulina. Se han identificado hasta 19 tipos de ADAMTs en humanos, de las cuales el
cartilago normal las expresa todas exceptuando las ADAMTs-7 y -8 [157]. Al igual que las
MMPs, las ADAMTs juegan un papel fundamental en la renovacién de agrecanos del cartila-
g0 humano normal asi como en su degradacion en el cartilago osteoartrésico [158].

Las proteasas responsables de la degradacion del coldgeno tipo Il y de la degradacion del
agrecano en la artrosis son diferentes; pues aunque la mayoria de metaloproteasas son capa-
ces de degradar el agrecano son mucho menos eficientes degradando este sustrato que de-
gradando coldgeno, asi como menos potentes qQue las agrecanasas degradando agrecano. Las
metaloproteasas de la matriz son principalmente responsables de la rotura del colageno tipo
I, mientras que las agrecanasas, ADAMT-4 y ADAMT-S, han sido implicadas en la degrada-
cion del agrecano [159,160].

Regulacion de las enzimas de degradacion del cartilago articular

La expresion y la sintesis de las enzimas implicadas en el catabolismo de la matriz extracelular
parecen estar sometidos a una estricta regulacion, que puede resultar comprometida en el
cartilago osteoartrésico provocando un desequilibrio en la homeostasis de este tejido.

Se han caracterizado varios inhibidores de metaloproteasas que acttan /n vivo, TIMPs (6-
tiosina monofosfato): TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. TIMP-1 y TIMP-2 son capaces
de inhibir la actividad de la mayoria de metaloproteasas conocidas por lo Que desempefian un
importante papel en el mantenimiento del equilibrio entre la sintesis de matriz extracelular y
su degradacion [161-163]. Se ha demostrado que estos productos inhiben el crecimiento
tumoral y la metastasis gracias a su actividad sobre las MMPs [163].
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Existe un estrecho equilibrio entre la actividad metaloproteasa y los niveles de TIMP en el
cartilago sano. En condiciones normales existe un exceso de TIMP sobre las metaloproteasas,
mientras Que en la artrosis, la concentracion de TIMP no estd aumentada en el mismo grado
qQue la de proteasas; de hecho, existen resultados Que demuestran que la cantidad de inhibi-
dor se encuentra disminuida en el cartilago osteoartrdsico [140], lo Que puede conducir a un
desequilibrio en el que las proteasas escapan al control del inhibidor y se produce una degra-
dacién excesiva de la matriz. Esta hipdtesis puede ofrecer una explicacién razonable de por
Qué el tejido llega a dafarse en la artrosis, mientras ue en los tejidos normales, las mismas
enzimas solo dan cuenta de la renovacion normal de la matriz [140].

Ademds, tanto la estromelisina, como las colagenasas y las gelatinasas son sintetizadas y
secretadas como enzimas latentes Que para ser activadas necesitan la intervencion de la plas-
mina. El plasmin6geno, precursor de esta enzima, es una serin proteasa presente en el plasma
y en el liquido sinovial. El activador tisular del plasmindgeno (TPA) es responsable de la con-
version del plasmindgeno en plasmina. El regulador que previene esta activacion en el cartila-
go es el inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI 1) [164].

Por lo tanto, el equilibrio homeostatico del sistema descansa en al menos dos inhibidores:
TIMP [161] y PAI-1 [164], los cuales sirven para limitar la actividad degradativa de las meta-
loproteasas neutras activas y del activador del plasmingeno, respectivamente.

La liberacion de proteasas por parte de los condrocitos también estd regulada en gran
parte por citoquinas como la interleuquina- 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral-o (TNF-a).
Existen amplias evidencias que implican a estas citoquinas como importantes agentes en la
etiopatogénesis de la enfermedad [33,44,165]. La IL-1 es una citoquina Que activa la cascada
degradativa en el cartilago provocando una dréstica pérdida de los componentes de la matriz,
hasta el punto de que uno de los nombres iniciales de esta citoquina fue /actor catabdlico del
cartilago o catabolina. La IL-1 es sintetizada activamente por condrocitos artrdsicos y también
ha sido identificada en la membrana sinovial de pacientes enfermos. De manera similar el
TNF-a estd presente tanto en los condrocitos como en los sinoviocitos de la artrosis. La IL-1
estimula la sintesis de las siguientes enzimas en el cartilago: estromelisina latente, gelatinasa
latente, colagenasa latente [41,44,99,138,145,149,158,166-169] e inhibe la sintesis de los
principales componentes del cartilago: coldgeno y proteoglicanos [44,120,170]. La tabla 3.6
recoge las principales funciones de las citoquinas y los factores de crecimiento implicados en
el metabolismo del cartilago.

En condiciones normales, la homeostasis cartilaginosa se mantiene por la accién de los
factores de crecimiento, IGF-1, FGF y TGF-£ fundamentalmente, Que aseguran la reposicién
de la matriz extracelular lentamente degradada en estas condiciones. Sin embargo, ante el
efecto de un posible agente inductor de artrosis, ya sea fisico —sobrecarga biomecanica arti-
cular, traumatismo, etc.— o qQuimico —microcristales, metabolitos toxicos como acido homo-
gentisico, escasez de nutrientes, etc.—, el equilibrio metabdlico se desplazaria a favor de la
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degradacion cartilaginosa por efecto de proteasas liberadas por los condrocitos. Esto es con-
secuencia de la accién sobre los condrocitos de citoquinas como la IL-1 y el TNF-a, produ-
cidas por ellos mismos. En estadios iniciales es posible que la accion reparadora de los facto-
res de crecimiento IGF-1, FGF y TGF-f pueda restablecer la integridad del tejido, pero ante
la continuacién del estimulo negativo, estos factores de crecimiento serian incapaces de fre-
nar el proceso degenerativo del cartilago.

Tabla 3.6. Efecto de las citoquinas sobre el metabolismo del cartilago
[33]. Entre las citoquinas mas estudiadas por su posible funcién en el me-
tabolismo cartilaginoso se encuentran la IL-1, el TNF-a y los factores de
crecimiento de células mesenquimales TGF-4, IGF-1 y FGF. En azul se
resaltan las principales citoquinas implicadas en la degradacion del carti-
lago durante el proceso artrésico.

Citoquina Prollferaf:lon Sintesis MEC Metaloproteasas
condrocitos
IGF ++ ++ -
FGF +++ + -
TGF-8 +++ ++ -
IL-1 - - +
TNF-a - - +

También se ha demostrado que el dafio oxidativo debido a la sobreproduccién de 6xido nitri-
co y otras especies reactivas de oxigeno puede estar implicado en la patogénesis de la artrosis
[67.69,171-173]. Los condrocitos son capaces de producir radicales libres como el éxido
nitrico (NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS) [57,67,69,174]. Este estrés oxidativo
afecta a la longitud de los telémeros y la capacidad de replicacién de los condrocitos [172],
asi como a la produccion de proteoglicanos [172] y coldgeno [173]. Esta capacidad del NO
para inhibir la sintesis de los dos principales constituyentes macromoleculares de la matriz
cartilaginosa lo convierten en un agente potencialmente poderoso en la patologia del cartilago
en la artrosis y otras enfermedades articulares.

Criterios diagnosticos

Actualmente el diagnostico de la artrosis se lleva a cabo mediante el analisis de los sintomas y
signos descritos por el paciente —dolor, rigidez, inflamacion, etc.— y, fundamentalmente,
mediante evidencias radiograficas como la disminucion del espacio articular, debida a la pér-
dida de cartilago, la presencia de osteofitos y la esclerosis del hueso subcondral (tabla 3.7).
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Tabla 3.7. Correlacion entre las lesiones estructurales de la artrosis y la ima-
gen radiografica.

Lesién estructural Imagen en radiologia

Degradacion del cartilago Disminucion del espacio articular
Compactacion del hueso Hueso articular mas blanco y eburnizado
Crecimiento del hueso marginal Osteofito

Engrosamiento de la membrana sinovial | Aumento de las partes blandas

En 1950 se realizaron los primeros estudios de poblacion general para evaluar la prevalencia
de la artrosis por Lawrence y Kellgren y son estos autores los que, en 1957, establecieron
unos criterios radiogréficos que han sido ampliamente utilizados hasta la actualidad y que
permiten distinguir cinco grados de enfermedad artrdsica (tabla 3.8). En el grado O la articu-
lacién no muestra cambios morfolégicos degenerativos con una superficie no fibrilada y re-
flectante; las articulaciones de grado | presentan minima fibrilacién; las articulaciones de
grado 2 tienen profundas fisuras y/o surcos en el cartilago y pequefios osteofitos; las articula-
ciones de grado 3 presentan abundantes fisuras, prominentes osteofitos y un 30% o menos
de la superficie de cartilago articular erosionada; las de grado 4 tienen osteofitos prominentes
y mas del 30% de la superficie articular erosionada hasta el hueso subcondral.

Tabla 3.8. Criterios radiograficos de la artrosis segun la escala de Kellgren-
Lawrence [55].

Grado Criterios
0 Normal
1 Dudosa disminucién del espacio articular; posibles osteofitos
2 Osteofitos definidos; posible disminucion espacio articular
3 Osteofitos mpderados, Qisminucién del espacio articular, discreta es-
clerosis, posible deformidad de los contornos 6seos
4 Grandes osteofitos, notable disminucion del espacio articular, esclero-

sis severa, deformacioén definida de los contornos éseos

Sin embargo, aunque la radiografia sigue siendo la técnica de uso preferente para el diagnds-
tico de la artrosis, presenta varias limitaciones. Cuando existe evidencia radioldgica de artro-
sis ya ha ocurrido un dafio significativo en la articulacion, por lo Que los cambios precoces del
cartilago, del hueso subcondral y los bordes articulares no se observan en las radiografias
[43]. Otros métodos para detectar pérdida focal de cartilago son la artrografia con medio de
contraste, ya casi en desuso, y la artroscopia, pero son técnicas invasivas Que rara vez se
utilizan en la préctica clinica. Actualmente, se tienden a utilizar métodos de diagnéstico por
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imagen tales como la resonancia magnética nuclear (RMN) o la tomografia axial computeriza-
da (TAC).

Por otro lado, gracias al mayor entendimiento de los procesos moleculares involucrados
en esta patologia, cada vez se tiende mas al empleo de marcadores bioquimicos en el
diagndstico de la artrosis. Mientras ue se necesita un intervalo de | 6 2 afios para observar
cualquier cambio significativo en las radiografias, los marcadores bioquimicos pueden propor-
cionar evidencias de cambios en la articulacion en tan s6lo unos pocos meses [79,82,100,
106,107,175,176]. Ademids, existe un gran potencial en el uso de marcadores bioquimicos
para identificar pacientes con alto riesgo de padecer la enfermedad, diagnosticar la enferme-
dad en una etapa temprana, determinar su severidad y monitorizar el efecto de cualquier
tratamiento.

Los marcadores moleculares son fragmentos de algdn constituyente de la matriz del carti-
lago —como la piridinolina, que es uno de los principales productos resultantes del entrecru-
zamiento del coldgeno— o enzimas o citoquinas Que intervienen en su metabolismo —como
MMPs—, que son liberados a los fluidos corporales durante el proceso de sintesis y regenera-
cion tisular, y pueden ser detectados mediante inmunoensayos. La velocidad de renovacion
de la matriz del cartilago, normalmente muy baja, aumenta en la artrosis, asi como en las
lesiones articulares [97,112]. Este aumento en la velocidad de recambio tisular implica la
liberacién de moléculas y fragmentos moleculares en el liquido sinovial, la sangre y la orina,
Que pueden ser detectados con técnicas analiticas de rutina [82].

La especificidad tisular deberia ser una de las principales caracteristicas de un marcador
bioquimico. Ademds, un buen marcador bioquimico también debe especificar si estd teniendo
lugar la degradacion o la sintesis de la molécula en cuestion (tabla 3.9). Dado que la pérdida
de cartilago articular es el resultado de un aumento en la velocidad de degradacion de cold-
geno tipo Il [97,99,100,105] y esta molécula, ademds de ser la proteina mds abundante en
el cartilago, es practicamente exclusiva de este tejido, la determinacién de su sintesis y degra-
dacion puede resultar de gran utilidad en el diagnéstico de la enfermedad. Afortunadamente,
se han desarrollado inmunoensayos para detectar productos de la degradacion y la sintesis
del coldgeno tipo Il en fluidos corporales como la sangre, la orina o el liquido sinovial.

Durante la sintesis del coldgeno y antes de su incorporacién en la matriz del cartilago, los
propéptidos carboxilo y amino terminales son eliminados en reacciones catalizadas por enzi-
mas especificas y liberados hacia el liquido sinovial y la sangre. Por esta razén se cree que los
niveles séricos de estos propéptidos son un buen indice de la tasa de sintesis de coldgeno
[79,106,177]. Varios autores [79,106,176,177] han demostrado que los niveles séricos del
propéptido carboxilo terminal se encuentran aumentados en pacientes con osteoartrosis,
excepto en las etapas mds avanzadas.
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Para determinar la degradacion del colageno tipo Il se han desarrollado inmunoensayos
Que reconocen epitopes de dominios de triple hélice desnaturalizados [100] o productos
resultantes del entrecruzamiento del coldgeno, como la piridinolina —compuesto derivado de
lisina o hidroxilisina que liga los cruces de las cadenas del coldgeno maduro— o secuencias
del extremo carboxilico del telopéptido, como CTX-2 [105-107,175,178]. Mediante estas
técnicas se ha demostrado que existe un aumento en la velocidad de degradacion del colage-

no tipo Il tras lesiones articulares (menisco y/o ligamento cruzado anterior) y en la osteoar-
trosis [82,97,98,105,106,178].

Para determinar la precision de estos marcadores bioquimicos se suelen correlacionar con
el grado de destruccion articular mediante la escala de Kellgren-Lawrence (tabla 3.8). Uno de
los Que mejor correlacién muestra es CTX-II [105,175], un epitope especifico derivado del
telopéptido carboxilo del coldgeno tipo Il. Los niveles de CTX-II aumentan significativamente
en enfermedades en las que la velocidad de renovacion del cartilago estd aumentada, tales
como la artrosis y la artritis reumatoide [106], y estos niveles se correlacionan con las lesio-
nes radiograficas, el dolor y la funcién articular en pacientes con artrosis de rodilla
[105,106,179].

Tabla 3.9. Potenciales marcadores bioquimicos de artrosis [179].

Especificidad

Marcadores

tisular

Proceso detectado

Propéptidos N/C del colageno

Entrecruzamientos de piridinolina

Telopéptidos N/C del colageno

Hueso (tipo I)
Cartilago (tipo I1)
Sinovia (tipo |,
)

Hueso (tipo )
Cartilago (tipo I1)

Formacioén de cola-
geno

Degradacién del
colageno

Degradacién de

Sinovia (tipo |, colageno

)
Epitopos del colageno tipo Il generados tras la Carti Degradacion de

. artilago 7
actuacion de la colagenasa colageno
Fosfatasa alcalina del hueso Hueso Formacién
Osteocalcina Hueso Formacién
Si o Hueso (subcon- . o
ialoproteina 6sea dral) Mineralizacion

Fragmentos de proteoglicano Cartilago Degradacién
Queratan sulfato (5D4, AN9P1) Cartilago Degradacion
Condroitin sulfato Cartilago Degradacion
COMP Degradacion
Hialuronano Sinovia Inflamacién
YKL-40 Inflamacién sinovial
CRP Inflamacién sinovial
MMPs y TIMPs Inflamacién sinovial
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Otros marcadores de artrosis incluyen marcadores de la renovacién de los proteoglicanos
[142,180-185]; marcadores de inflamacién sinovial, tales como la proteina C reactiva (CRP)
[186], hialuronano [187,188], metaloproteasas (MMPs) e inhibidores de proteasas (TIMPs)
[99.149]; y marcadores de la renovacion dsea, tales como la sialoproteina 6sea (BSP) [179]
(tabla 3.9).

Tratamiento de la artrosis

La artrosis no tiene cura en la actualidad. Hasta hoy en dia sdlo se dispone de tratamiento
sintomatico para la artrosis. Los tratamientos utilizados estdn encaminados simplemente a
aliviar los sintomas y el dolor, pero no reparan el dafio producido en el cartilago articular ni
influyen en la progresion de la enfermedad [189)].

Tratamiento no farmacoldgico

El tratamiento no farmacoldgico consiste en terapia fisica y cambios en el estilo de vida de los
pacientes, Que provoQuen una disminucion de la carga sobre la articulacion. A los pacientes
con artrosis se les recomienda, en primer lugar, corregir, cuando sea posible, los factores
desencadenantes o agravantes. En este sentido es importante procurar no someter a las arti-
culaciones a sobrecargas qQue pueden ocasionar un aumento del dolor. En la artrosis de los
miembros inferiores es necesario limitar el uso de las articulaciones (paseos largos, carreras,
cargar peso, etc.), pero nunca es recomendable la inmovilidad. El uso de bastones o muletas
en el lado sano puede ayudar a reducir el peso Que soportan las articulaciones. Asimismo, se
recomienda eliminar o atenuar la obesidad, cuando ésta esta presente, para ayudar a reducir
la progresion de la artrosis por sobrecarga [43].

Se recomienda que el paciente aprenda que es preferible usar la articulacion, que prote-
gerla evitando toda actividad, ya que el movimiento suave favorecerd la correcta distribucion
del liquido sinovial mejorando asi la nutricion del tejido. Se le recomienda que realice ejerci-
cios ligeros a diario, con objeto de mantener la masa muscular y el rango de movilidad de la
articulacion afectada.

Los tratamientos con frio y calor pueden aliviar el dolor y la sensacion de rigidez articular,
al menos temporalmente. Al levantarse por las mafanas, se recomienda realizar un masaje
con el chorro de agua caliente en las zonas afectadas para eliminar la sensacion de rigidez. El
frio local puede aliviar el dolor en algunas personas.
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Cirugia

En pacientes con artrosis avanzada e incapacitante se llegan a practicar procedimientos Qui-
rargicos como:

a) La artroplastia (reemplazo total o parcial de la articulacion deteriorada por una prote-
sis artificial); Que ha evolucionado espectacularmente en los dltimos afios gracias a las mejo-
ras en los materiales de friccion y los disefios de las protesis.

b) La cirugfa artroscopica (para eliminar el cartilago artificial fibrilado y deshilachado de-
jando una superficie articular lisa).

c) La osteotomia (cambio en la alineacién de un hueso para aliviar la tensién sobre la ar-
ticulacion).

d) Perforacién o abrasion del hueso subcondral (penetracién del hueso subcondral para
interrumpir vasos sanguineos y estimular la proliferacién de células y la formacién de tejido de
reparacion fibrocartilaginoso).

e) El lavado articular (evacuacion de detritus intraarticulares y particulas de microcrista-
les, dilucion de las enzimas degradantes del cartilago, asi como de citoquinas implicadas).

Tratamiento farmacoldgico

El tratamiento farmacoldgico de la artrosis es de tipo sintomédtico. Los medicamentos que
habitualmente se recetan para el tratamiento de la artrosis son analgésicos y antiinflamatorios,
qQue persiguen aliviar el dolor y reducir la duracién de la rigidez, pero no pueden corregir ni
detener el proceso artrésico progresivo, y menos atn revertirlo.

Los analgésicos, fundamentalmente el paracetamol, la aspirina y similares, se utilizan para
tratar el dolor de poca intensidad en las etapas iniciales de la enfermedad. Si el dolor del
paciente no se resuelve con analgésicos se le suelen recetar antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) mas especificos. Sin embargo, nosotros pensamos que estos medicamentos no son
adecuados para tratar la artrosis, pues no se trata de una patologia inflamatoria sino degene-
rativa, y la inflamacién es una manifestacion de la respuesta inmune Que acontece cuando se
ha desencadenado el problema degenerativo. Asimismo, existen varios trabajos Que demues-
tran el efecto téxico de muchos AINE sobre el cartilago, que pueden acelerar la degradacion
del cartilago articular, produciendo un empeoramiento anatémico de la enfermedad
[190,191].

La artrosis es una enfermedad de una alta incidencia y de un coste socioeconémico eleva-
do. Por estos motivos, paralelamente al tratamiento sintomatico, realizado con analgésicos
y/o AINE, se mantiene una investigacion acelerada, en busca de farmacos capaces de alterar
su curso. Los recientes avances en el entendimiento de la fisiopatologia de la artrosis han
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conducido a la exploracién de nuevos enfoques en el tratamiento de esta enfermedad, como
son los inhibidores de metaloproteasas, inhibidores de citoquinas (diacereina), inhibidores de
la sintesis de 6xido nitrico y antioxidantes, promotores del crecimiento de los condrocitos y el
hueso, trasplantes e injertos de cartilago, terapia génica, etc. [192].

Actualmente se tiende a diferenciar entre firmacos modificadores de los sintomas y firma-
cos modificadores de la estructura (STMOAD:s, del inglés Structure Modifying OA Drugs),
existiendo un gran interés sobre los farmacos condroprotectores, capaces de prevenir, retar-
dar y reparar las lesiones morfolégicas del cartilago humano.

Tratamiento nutracéutico

Desde la década de 1990 hay un creciente interés por los llamados agentes antiartrésicos,
entre los que se incluyen el sulfato de glucosamina, el condroitin sulfato (CS), el piascledine
(una mezcla de aceites insaponificables de soja y aguacate) y el 4cido hialurénico, clasificados
como agentes modificadores de la enfermedad de accion lenta y considerados como nutra-
céuticos o suplementos nutritivos.

La glucosamina es un amino monosacdrido sintetizado a partir de la glucosa, precursor de
la biosintesis de glucosaminoglicanos en el cartilago articular. Tanto los grandes agregados de
proteoglicanos (agrecanos) como los pequefios proteoglicanos no agregados (biglicano, de-
corina y fibromodulina) del cartilago articular estdn compuestos por grandes cadenas de glu-
cosaminoglicanos.

La base para la utilizacion de nutracéuticos es la provision de precursores de la matriz del
cartilago en cantidades en exceso para favorecer la sintesis de matriz y la reparacion del carti-
lago articular. Los suplementos con sulfato de glucosamina han sido prescritos para tratar la
artrosis desde la década de los 80 [64]. Existe, sin embargo, en la actualidad, una profunda
controversia sobre el uso de la glucosamina. Diversos estudios parecen demostrar que la
glucosamina se absorbe y difunde por diferentes 6rganos y tejidos, con una especial predis-
posicion por el cartilago articular, donde puede ser efectiva en la estimulacién de la sintesis
de proteoglicanos, la reduccién del dolor articular y la mejora de la movilidad articular [193].
Sin embargo, hay estudios recientes ue parecen demostrar lo contrario. Nosotros pensamos
Que el tratamiento con glucosamina no puede ser muy eficaz, porque carece de suficiente
soporte tedrico, y tampoco ha aportado los resultados esperados, y nos inclinamos a pensar
qQue la principal causa de la artrosis probablemente no esté en la dificultad del cartilago para
fabricar glicasaminoglicanos, sino en la fabricacién del coldgeno. En la seccién del estudio
tedrico (capitulo 7) justificamos esta hipétesis, y en el capitulo 10 presentamos una revision
critica del tratamiento de glucosamina.
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Hipotesis generales de la investigacion bioquimica

Capitulo 4

Hipotesis generales de la investigacion

bioquimica

Una teorfa, en general, es un conjunto de axiomas que definen un sistema abstracto. Una
teoria cientifica es més especifica, pues se propone explicar una parte Que se considera im-
portante o trascendente del funcionamiento de la Naturaleza, como, por ejemplo la termodi-
ndmica, la mecanica cudntica, la teorfa cinético-molecular de los gases, la geometria plana de
Euclides, o la teorfa de probabilidades.

Un modelo es una teorfa ‘menor’, mas simple, mds concreta, Que sélo pretende explicar
un determinado aspecto de la Naturaleza. Ejemplos de modelos clasicos en Bioquimica son el
modelo de cinética enzimética de Michaelis y Menten, y el modelo del operén de Jacob y
Monod. La diferencia entre una teoria y un modelo es, pues, solamente que la teoria es mas
general, y mds ambiciosa, mientras Que el modelo es mds particular. Ademas, a diferencia de
una teorfa, un modelo siempre se propone la explicacion o la descripcién tedrica de un as-
pecto concreto de la Naturaleza, no puede ser totalmente abstracto, sino que sus elementos
siempre tienen un significado fisico.

Hipotesis y axiomas

Los axiomas son proposiciones Que se aceptan a priori, sin mas justificacion, y sirven como
punto de partida para construir el razonamiento l6gico que constituye el desarrollo de la
teorfa. En un modelo, los axiomas se suelen denominar Ajpdtesis, de manera que la Unica
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diferencia entre hipétesis y axiomas es la misma que las Que hemos sefialado que hay entre
modelos y teorias. La definicién de los axiomas o hipétesis constituye la formalizacion o defi-
nicion de la teorfa. Cuando, en el desarrollo de una teorfa se analizan casos particulares,
dentro del dmbito general definido por los axiomas, la descripcion de las nuevas condiciones
se hace mediante proposiciones adicionales (siempre mds restrictivas) Que también se deno-
minan hipétesis. Las hipotesis son, siempre, proposiciones restrictivas Que se imponen para
estudiar casos particulares.

En la matematica pura, los axiomas son simplemente proposiciones Que definen un siste-
ma abstracto delimitado por un marco tedrico y no necesitan ninguna justificacion. Asi, no
hay en principio ninguna restriccion sobre Qué axioma debe o no estar en la teorfa, ni tiene
sentido tratar de refutarlo.

En principio, los axiomas deben cumplir siempre las tres condiciones que exponemos a
continuacién. Cuando se trata de una teorfa cientifica han de cumplir una cuarta condicién
Que exponemos mds abajo:

(@) Tienen que ser consistentes. Ninguno de ellos puede establecer una proposicion que
entre en conflicto con cualquier otro.

(b) Deben ser independientes. Tiene que ser posible eliminar cualquiera de ellos sin
hacer ninguna modificacion en los restantes.

(c) No pueden ser repetitivos. Si se eliminase un axioma, el sistema deberia uedar libre
de la restriccion correspondiente.

Axiomas de las teorias cientificas

Los axiomas son siempre restricciones del sistema abstracto —como /as reglas del juego-, y
asi, la teorfa debe tener siempre una formulacion lo més abstracta posible. En la matemética
pura, los axiomas se imponen ‘arbitrariamente’ sin necesidad de justificarlos. En una ciencia
de la Naturaleza, como la biologfa, la bioquimica, la biofisica o la medicina, el concepto de
teorfa es el mismo desde un punto de vista formal (puramente matemético), es decir, un con-
junto de proposiciones Que marcan el punto de arranque para una investigacion posterior. Sin
embargo, como el desarrollo de estas ciencias intenta hacer un progreso, no en el desarrollo
de sistemas abstractos, sino en el conocimiento de la Naturaleza, los axiomas deben formar
parte del método cientifico, y por tanto deben tener otra condicion adicional:

(d) Los axiomas de una teoria cientifica no deben ser sdlo proposiciones abstractas, sino
propiedades reales del sistema, establecidas como consecuencia de observaciones empiricas.
Por lo tanto, cualquier teorfa cientifica —cualquier investigacion cientifica— debe apoyarse en
resultados obtenidos en una investigacion previa, para constituir sus hipétesis de trabajo.
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Es propdsito general de la investigacion tedrica encontrar una explicacion racional de los
axiomas. Cuando eso se consigue, el axioma deja de ser una proposicién impuesta arbitraria-
mente, y Queda convertido en teorema. También un axioma puede ser, o no, sustituido por
otro més general, y la teoria antigua pasa a ser un caso particular de otra mds general.

En la investigacion cientifica, los axiomas de la teoria, precisamente por no estar impues-
tos arbitrariamente, sino porque ya pretenden ser en si mismos abstracciones de resultados
empiricos previos, no se aceptan incondicionalmente, sino Que siempre se intenta probarlos
con nuevas pruebas experimentales, ya sea para confirmarlos del mismo modo que se han
formulado, para analizar su extensién y campo de aplicacion real, o para encontrar su explica-
cién como consecuencia de otros més generales, pues la rueda del conocimiento de la figura
4.1 deberia girar sin descanso. Sin embargo, cuando una teoria estd muy formalizada y muy
desarrollada, este objetivo llega a considerarse poco menos qQue inalcanzable, y pocos o nadie
se dedican a la investigacion de los axiomas fundamentales de la Ciencia (por ejemplo, encon-
trar la explicacion del primer principio de la termodindmica). La Ciencia avanza lentamente
porque muy pocos buenos cientificos se dedican a investigar problemas realmente trascen-
dentes.

Una forma de progresar en la investigacion de una teoria es tratar de eliminar un axioma y
explorar cémo quedaria la teorfa sin esa restriccion, pero cuando un cientifico trata de hacer
algo asi, no significa Que no esté de acuerdo con tal axioma o que pretenda refutarlo, sino
simplemente que se propone analizar como podria ser la teoria sin esa restriccion. En 1829
Nicolai Lobachevski, profesor de Mateméticas de la Universidad de Kazan (Rusia) demostré
qQue la eliminacion del quinto axioma de Euclides (el axioma de las paralelas) no destruye la
geometria, sino que da lugar a las geometrias curvas, Que son, sin embargo, tan consistentes
como las euclideas. Pero no es que Lobachevski no estuviese de acuerdo con el planteamien-
to inicial de Euclides, sino que pretendia investigar cdmo podria ser la geometria si se pudie-
se quitar esa restriccion. Después se vio Que esa nueva geometria tenia grandes aplicaciones
practicas, por ejemplo, para calcular distancias y dngulos sobre la superficie esférica de la
Tierra, o en el universo de Einstein, pero no era ése el proposito de Lobachevski, porque
esos problemas no preocuparon hasta el siglo XX. Sin embargo, Lobachevski fue acusado de
hereje de la Ciencia, y fue expulsado de su universidad. Gauss habia llegado a las mismas
conclusiones que Lobachevski pero no se atrevié a publicarlas, y sélo las reconocié cuando,
méds tarde, todos aceptaron esas conclusiones. Cuando se comprueba qQue un axioma deter-
minado puede suprimirse sin Que se desbarate la teoria original, esto significa haber encon-
trado la explicacion de ese axioma, pues lo Que antes era una proposicion obligatoria Que se
imponia sin més explicacién, ahora pasa a ser una determinada propiedad que puede aceptar-
se, 0 no, pero Que al no ser obligatoria no necesita justificarse.
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Proposiciones, teoremas y demostraciones

En mateméticas, la demostracion de un teorema es inalterable porque es un resultado teérico,
basado en unas hipétesis de partida y logrado sélo con el empleo de técnicas deductivas que
siguen un razonamiento estrictamente ldgico. Si mds adelante se descubre una segunda de-
mostracion del mismo teorema, usando otra linea de razonamiento diferente, u otra herra-
mienta matemética, no por ello queda més reforzado el resultado anterior, sino que lo nuevo
Que se ha logrado es poco més que una curiosidad. Pero en una ciencia de la Naturaleza,
cuando la demostracion de una proposicién tiene un componente empirico, siempre Queda
reforzada por nuevos trabajos experimentales cuyos resultados sean consistentes con los
anteriores.

La demostracion de una propiedad de la Naturaleza se lleva a cabo con técnicas experi-
mentales, necesariamente diferentes de las demostraciones matemdticas. {Puede hablarse
entonces de ‘demostracion’ en el mismo sentido Que en matematicas? ¢Puede un Unico resul-
tado experimental demostrar una teorfa, como una sola prueba deductiva demostrar un teo-
rema? (Cudntos resultados serfan necesarios para demostrarla?

Para contestar a estas preguntas hay que reflexionar otra vez sobre el método cientifico,
representado en la figura 4.1. Si la construccion de una teoria es una improvisacion para
explicar unos resultados experimentales, no puede decirse, en absoluto, Que esos resultados
demuestren la teorfa. Pero otra cosa muy distinta es ue el desarrollo de la teorfa produzca
una conclusién Que se puede comprobar en el laboratorio; entonces, si el resultado del expe-
rimento es positivo, si puede considerarse Que es una demostracién, pues la proposicion no
es una consecuencia del laboratorio, sino una prediccion de la teorfa.

El trabajo de esta Tesis se sustenta en varias proposiciones. En primer lugar, presentare-
mos lo Que consideramos que son los axiomas generales de la investigacion bioquimica. Des-
pués presentaremos las hipétesis especificas de nuestra investigacion. Estas hipétesis nos
llevan a desarrollar un trabajo tedrico, cuyas conclusiones son predicciones que nos llevan al
trabajo experimental, Que constituye la segunda parte de este trabajo.

Axiomas generales de la investigacion bioquimica

1. El método cientifico.— EI método cientifico debe ser la principal hipétesis de trabajo de
cualquier disciplina cientifica, y por ello la primera de este trabajo. Es una hipétesis tan evi-
dente que podria parecer innecesario recordarla aqui. Sin embargo, hemos considerado per-
tinente recordarla, porque existe la tendencia cada vez mas extendida de encasillar una inves-
tigacion —e incluso a un investigador— como ‘edrico’ o como ‘experimentalista’. El método
cientifico nos ensefia Que esta clasificacion no tiene sentido. Una investigacion cientifica no
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puede pretender ser exclusivamente tedrica o exclusivamente experimental —aunque eso sea
practica muy extendida, por desgracia—, pues una investigacion cientifica consiste en una
continua interaccion entre el empirismo y la teorfa, como puede verse en la figura 4.1, y no
puede nunca dejar fuera a ninguna de estas partes. En el curso de este trabajo hemos procu-
rado ser fieles a este principio, de forma que cada tipo de resultado pudiese ser criticado por
la otra parte y ser til a su desarrollo.

El método cientifico

Sintesis

Construccion de
una teoria
| Abstraccion

Sistematizacion

[

Induccién

- 9

Predicciones

!Ebservacidn <— [xperimentacion |

[Recopilacién de datos empiricos
| reproducibles y verificables

Andlisis

Figura 4.1. Esquema del método cientifico. EIl método cientifico consiste en
una interaccién continua entre la abstraccion tedrica y la comprobacion empirica,
dando vueltas a esta rueda —que deberiamos llamar rueda general del conoci-
miento—, hasta que la concordancia entre la teoria y la realidad sea lo mas ajus-
tada posible. Los resultados empiricos pueden ser observaciones directas de la
Naturaleza, pero es mas frecuente que se hayan obtenido en el laboratorio traba-
jando con sistemas reducidos, y siempre deben usarse para construir o modificar
la teoria; la cual siempre debe estar basada en los resultados empiricos y debe
explicarlos todos; y el desarrollo matematico de la teoria debe originar prediccio-
nes comprobables en el laboratorio [194].

2. La evolucién biolégica.— La evolucion biolégica es la ley fundamental de la biologfa y,
como tal, debe ser considerada como una hipétesis imprescindible en cualquier trabajo sobre
esta parte de la ciencia. El genetista norteamericano Theodosius Dobzhanski expres6 esta
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idea en 1973 con su famosa proposicion ‘Nada en biologia tiene sentido si no es a la luz de
la evolucion’ [195]. Esta maxima debe marcar el pensamiento biol6gico, y el quehacer de
toda investigacion bioldgica. Todo el contenido de la biologia deberia revisarse con arreglo a
este principio. Pero este principio no deberia ser considerado como un deber duro que hay
Que cumplir, sino més bien, como una hipétesis de trabajo Que debe hacer més facil el razo-
namiento, el estudio y la investigacion.

3. La selecci6n natural.— La seleccién natural darwiniana es el mecanismo bésico de la evo-
lucion bioldgica [196-199]. Hay tres caracteristicas de la seleccion natural Que interesa des-
tacar aqui:

(@) Mecanismo de optimizacion. La seleccién natural es un algoritmo de bisqueda répida

y muy eficaz —el Gnico que se ha comprobado que funciona—, Que permite encontrar el méxi-
mo de la funcién de optimizacion en un tiempo muy corto [196]. La seleccién natural tam-
bién explica el origen de la vida, ya que si no existiese este algoritmo de blsqueda tan eficaz,
la aparicion de la vida habria sido imposible. La seleccién natural produce la optimizacién de
un sistema complejo para un determinado propdsito, Que en ultima instancia significa una
ventaja reproductora. Esta hipdtesis establece una reciprocidad e identidad entre seleccion
natural y optimizacion de forma que la una puede ser reconocida a partir de la otra.

(b) Igualdad de optimizacién. Una estructura, un érgano o una funcién, cuya construccién

depende de un conjunto de genes independientes, se optimiza al mismo nivel en cada una de
sus partes. Nunca puede ocurrir Que una parte alcance un grado de optimizacién superior a
las demas. Esta hipétesis dice que si un conjunto se ha optimizado para conseguir una de-
terminada funcion, el grado de optimizacién conseguido en cada una de sus partes debe ser
igual. El fundamento de esta hipotesis es muy obvio. Las diferentes partes de una estructura
no pueden tener un grado distinto de optimizacion, porque la optimizacién de la parte mas
lograda no podria cumplir su funcién si fallan las demés, de forma que la presion de seleccion
para su ajuste fino no habria tenido razén de ser existiendo otras més prioritarias sin atender.
Es la aplicacion biolégica del proverbio que dice que de nada sirve Que haya eslabones muy
fuertes en una cadena mientras siga habiendo uno débil.

(c) La seleccion natural no sigue un plan estratégico. La seleccion natural se diferencia de
la seleccion artificial en Que produce la optimizacion de un sistema complejo en todo su con-

junto, es decir, optimiza una funcién compleja con todas sus variables para el propésito bio-
l6gico global —que en dltima instancia siempre significa maximizar la descendencia con capa-
cidad reproductora—, y su mecanismo estd basado en la competencia. A diferencia de ello, la
seleccion artificial es un fenémeno totalmente programado desde fuera, donde la especie es
manipulada individualmente, seleccionando qué individuos se van a reproducir y cuéles no,
con un criterio impuesto por motivos ajenos al de la capacidad de supervivencia de la especie
viviendo en libertad (es decir, teniendo que soportar las condiciones de competencia), y por
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tanto al margen de la organizacion bioldgica global del individuo. Por este motivo, la selec-
cion artificial no puede producir estructuras optimizadas en un sentido bioldgico global, sino
estructuras mas dotadas para una conveniencia especifica del criador, pero por lo general,
poco Utiles para la supervivencia fuera de los cuidados del propio seleccionador. La eleccion
arbitraria de un cardcter como pauta selectiva para reproducirse no garantiza en absoluto la
persistencia espontdnea de la especie.

La seleccion natural, al ocuparse de resolver el problema presente, sin ninguna prevision
de futuro, puede provocar que ciertas estructuras o funciones Queden atrapadas en un calle-
jon sin salida con muy mal arreglo, y eso puede ser la causa de extinciones masivas. Asi ha
ocurrido con la Rubisco, cuyo mecanismo de fijaciéon de CO, no estaba programado para
trabajar en las condiciones de la atmdsfera actual, y en esta Tesis veremos otro caso muy
similar que afecta a la sintesis del coldgeno.

4. Oportunismo.— El oportunismo es una ley de la evolucién, también formulada por Darwin
en su descripcion de los pinzones de las islas Galdpagos. Consiste en Que una estructura Que
ya existia, Que se habia seleccionado para una determinada funcion, se aprovecha para un
propdsito diferente. Véase una descripcion mas detallada de esta ley y ejemplos de su aplica-
cioén en el metabolismo en [199-202].

5. Termodindmica.— La termodindmica es la ley fisico-quimica general més importante para
comprender la Biologia. Es una ley general de evolucion segln la cual los sistemas evolucio-
nan espontdneamente hacia un aumento de entropia Que suele implicar una diversificacién de
las especies y, en general, de todas las estructuras [202].

6. Filogenia de las especies biolégicas.— Todas las especies biolégicas, actuales y extingui-
das, tienen un origen filogenético comin, y tienen por tanto una relacion de parentesco.
Cuando se desea estudiar una propiedad bioldgica de una especie, siempre es posible encon-
trar otra muy proxima filogenéticamente, Que pueda usarse como modelo experimental de la
primera. Esta hipétesis es la base de la generalizacion de las leyes bioldgicas, descubiertas y
estudiadas inicialmente en un caso particular, para luego aplicarlas en casos més generales.
Representa el fundamento de usar un animal como un modelo experimental de otro. En parti-
cular, esta hipotesis es la base de la medicina experimental, pues establece la unidad de orga-
nizacién funcional y estructural de los seres vivos, desde sus aspectos mds macroscopicos
hasta el complejo mundo microscépico del metabolismo celular. El parentesco filogenético
entre la especie diana y su modelo experimental hace que ni siquiera sea necesario qQue se
trate siempre de individuos del mismo p/y/um. No hay que olvidar que las leyes de la heren-
cia, Que se aplican perfectamente en el hombre, fueron descubiertas por Mendel en el guisan-
te. En esta Tesis hemos utilizado tejidos de ratén y de bévido como modelos animales para
deducir propiedades de los tejidos humanos.
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7. El soporte quimico de las funciones biolégicas.— Una hipétesis general de este trabajo,
Que también deberia aceptarse como axioma fundamental de la Biologia, es que cualquier
actividad macroscdpica de los seres vivos esta soportada uimicamente por un sistema meta-
bdlico especifico. De acuerdo con esta hipotesis, el disefio de un sistema bioquimico debe
estar en buena concordancia con su funcién fisiologica. Esto debe considerarse como un
axioma fundamental en la Biologfa, ya que todos los aspectos de la vida estdn basados en las
reacciones qQuimicas. Esta hipdtesis, llevada a su Gltimo extremo, dice Que no puede haber
biologia sin Quimica.

Esta hipdtesis no significa que el metabolismo pueda explicarlo todo, es decir, que los se-
res vivos sean exclusivamente sistemas Quimicos. Hay muchas funciones y propiedades de los
sistemas bioldgicos en los que intervienen procesos puramente fisicos (sin modificaciones de
estructuras covalentes), como por ejemplo la difusion de sustancias a través de membranas, o
la propagacion de la despolarizacion a lo largo de la membrana celular, pero esta hipétesis
dice que cualquiera de estos procesos no es independiente de algin proceso metabdlico. La
Quimica no explica toda la vida, pero no hay funcion bioldgica independiente de la quimica.

No es necesario expresar una hipdtesis equivalente que haga alusion a un soporte fisico,
pues todo lo que existe tiene un obvio soporte fisico. De acuerdo con esta proposicion el
estudio del metabolismo es un método muy directo para estudiar las propiedades de los seres
Vivos.

8. Estudios en los sistemas reducidos.— Siempre es posible encontrar un sistema més simple
Que el organismo entero /n vivo donde pueda demostrarse una determinada propiedad ma-
croscopica (fisioldgica). Esta hipétesis es la base de la experimentacion bioquimica, y abre la
puerta hacia el trabajo del laboratorio in vitro.

Es obvio que los sistemas bioldgicos se dafian severamente cuando se rompen las células
o los tejidos para llegar a obtener modelos experimentales de extractos in vitro, y que ese
dafio puede hacer que se pierdan ciertas propiedades del sistema completo original. Y tam-
bién se distorsiona el sistema original cuando se separan las células de un tejido y se hacen
crecer aisladas en un medio /n vitro. Esta proposiciéon no afirma que cualquier propiedad
general pueda demostrarse en cualquier fragmento del sistema original, sino que siempre es
posible encontrar un cierto fragmento del original —un sistema mas simple, experimentalmen-
te accesible, con menos variables externas— donde esa propiedad pueda estudiarse con un
grado satisfactorio de aproximacion.

El nacimiento de la Bioquimica ‘dindmica’ (el estudio del metabolismo) esta marcado por
el famoso experimento de Eduard Buchner en la Universidad Humboldt de Berlin, en 1897,
cuando demostrd que un extracto de levaduras, libre de células, era capaz de realizar la fer-
mentacion completa transformando glucosa en etanol. Aquel experimento marcé un hito en la
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historia de la Biologfa, y abri6 la puerta al campo de la experimentacién con extractos /n vitro.
El experimento de Buchner acab6 definitivamente con la doctrina del vitalismo, que ya estaba
muy mal parada desde la sintesis quimica de la urea por Woéhler, casi setenta afios antes, pero
amenazaba con despertar la doctrina del reduccionismo, pues como ha comentado muy acer-
tadamente Asimov, el experimento de Buchner causé tal impacto, que demostrar que un
homogeneizado de levaduras fuese capaz de producir la transformacion completa de glucosa
en etanol, era como si se hubiese demostrado que un homogeneizado de neuronas fuese
capaz de pensar. El comentario caricaturesco de Asimov es un recurso retérico para ridiculi-
zar la corriente reduccionista Que amenazaba con resurgir.

Esta hipdtesis no es reduccionista, y no debe, por tanto, interpretarse como la aceptacion
del reduccionismo. El reduccionismo es una doctrina totalmente descartada en el paradigma
fundamental de la biologia, segtn la cual el funcionamiento de un sistema complejo se puede
explicar como la suma del funcionamiento independiente de sus partes. El reduccionismo es
una doctrina errénea porque no tiene en cuenta la principal caracteristica de los sistemas
bioldgicos, como sistemas complejos Que son: las interacciones entre sus partes. Esta hipote-
sis no es reduccionista, pues no afirma que un sistema reducido pueda exhibir la funcién que
le corresponde en el sistema completo con idéntica extension, sino que tal funcion macroscé-
pica puede demostrarse en el sistema reducido, con un cierto grado de aproximacion; es
decir, que la funcién que exhibe el sistema completo puede reconocerse y demostrarse, y en
consecuencia estudiar muchos de sus aspectos, en un sistema reducido. La hipétesis no afir-
ma qQue en un determinado sistema reducido pueda estudiarse todo lo que le concierne en el
sistema completo, sino que para estudiar cualquier funcién del sistema completo siempre
puede encontrarse un sistema reducido donde sea posible ese estudio.

El trabajo con sistemas reducidos es inherente a toda investigacion cientifica, pues es la
tnica forma de controlar las variables externas (independientes) y saber cudles operan en cada
mecanismo. El trabajo con el sistema completo es muy limitado, por muy sofisticadas que
sean las técnicas no invasivas de andlisis, y por eso es imprescindible el trabajo con sistemas
reducidos, pues la principal razén formal para reducir el sistema no es sélo poder analizar su
resultado, sino ante todo poder controlar las variables; y una de las grandes cualidades que
tiene la bioquimica es la gran facilidad que tiene para trabajar con sistemas reducidos. La
mayor parte de la doctrina actual de la bioquimica, si no toda, se ha logrado trabajando con
sistemas reducidos.

En esta Tesis nos hemos propuesto estudiar la influencia de diversos factores nutritivos en
la formacion del colageno en varios tejidos. Para ello, hemos utilizado sistemas reducidos en
los Que podemos reproducir in vitro la biosintesis y secrecién de coldgeno: los cultivos de
células animales —fibroblastos de ratén y condrocitos articulares bovinos.

9. Concordancia bioquimica y biofisica.— Tiene que existir concordancia entre todas las
partes bioquimicas y biofisicas de los sistemas bioldgicos. No pueden obtenerse resultados
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contradictorios estudiando partes diferentes del sistema entero por separado. Esto nos permi-
te estudiar una pequefia parte del metabolismo para demostrar un determinado efecto, y
también dice que si se estudia una propiedad determinada mediante dos experimentos dife-
rentes, los resultados que se obtengan no pueden ser contradictorios.

Existirdn, obviamente, partes mas representativas Que otras de un proceso dado, en las
cuales puedan descubrirse més facilmente las propiedades que se estudian, pero no pueden
existir sistemas inconsistentes; es decir, el andlisis de una parte reducida del sistema completo
no puede producir resultados que contradigan los que se hayan obtenido en otro sistema
experimental, més simple o mas complejo.

Este axioma debe servir también como control experimental. Si estudiando dos sistemas
reducidos se llegase a resultados contradictorios, ello significaria que los modelos experimen-
tales no son correctos. Por el contrario, si los resultados son consistentes, se refuerza el valor
de los modelos. Por ello es muy conveniente, cuando se trabaja con sistemas reducidos,
buscar diferentes sistemas experimentales para comprobar la validez de los resultados. Asi, el
cumplimiento de esta hipétesis refuerza la anterior.
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Capitulo 5

Objetivos y Modelos experimentales

Objetivos tedricos

La principal hipdtesis de este trabajo es que la artrosis puede ser una enfermedad carencial,
sea en sentido absoluto, como lo es el escorbuto con la vitamina C, o bien que la carencia de
alglin nutriente especifico pueda ser una importante causa desencadenante de la enfermedad.

La segunda hipdtesis es que el material cuya fabricacién debe padecer més esta carencia
es el colageno (no los proteoglicanos, como piensan otros investigadores). De acuerdo con
esta proposicion, la causa original de la artrosis (que afecta a los condrocitos) podria ser la
misma qQue la de otros problemas degenerativos o similares que estarian afectando a otros
tejidos, como la incapacidad de reparar ciertas lesiones fisicas o la osteoporosis. En principio,
pensamos que la causa podria ser la carencia de algin aminodcido, por lo que nos propone-
mos como principal punto de partida, revisar el concepto de aminoécidos esenciales.

1. Revision del concepto de aminoacidos esenciales

El primer objetivo tedrico es una revision del concepto de aminoécidos esenciales. En la lite-
ratura hay abundantes datos empiricos que demandan que la lista de los ocho esenciales
clasicos (valina, leucina, isoleucina, treonina, lisina, metionina, fenilalanina y triptéfano) debe
ampliarse. En general se sugiere Que deben afadirse la arginina, la histidina, la tirosina y la
cisteina, y hay algunos datos que sugieren que la glicina también podria ser considerada un
aminodcido esencial. Sin embargo, esas sugerencias se han hecho basandose exclusivamente
en observaciones empiricas. El estatus de los ocho esenciales clasicos citados arriba tiene una
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base tedrica: se conoce el mecanismo qQue los hace esenciales, Que es, simplemente, Que sus
rutas de biosintesis no son operativas en animales. No ocurre asi con los otros cinco citados.
Entonces, este tema se encuentra en una situacion sin salida, pues la investigacion empirica ya
no puede avanzar mds, sino seguir repitiendo los mismos datos. Falta una explicacion tedrica,
y nosotros nos hemos propuesto Que ese andlisis sea uno de los objetivos de esta Tesis.

Nuestras conclusiones en este punto son, pues, exclusivamente tedricas; es decir, proce-
den de estudios cualitativos y cuantitativos sobre la estructura del metabolismo. La conclusion
es que la lista de aminoécidos esenciales debe ampliarse afiadiendo varios mds, por diferentes
motivos, y presentamos, como base principal de esta conclusion, lo que hemos llamado la
‘teoria de los puntos débiles del metabolismo .

2. Estudio del caso particular de la glicina

La glicina constituye un caso muy especial, dentro de los ‘nuevos aminoécidos esenciales’ Que
definimos aqui. Las primeras consideraciones teéricas lo sitian como aminoécido esencial
condicionado. Esto significa que su disponibilidad esta condicionada a otros procesos meta-
bolicos. Es preciso, pues, un estudio tedrico cuantitativo sobre la importancia de esos otros
procesos, a fin de calcular su disponibilidad real. La conclusién de este estudio demuestra
Que la necesidad de glicina se hace mas acuciante a medida Que aumenta la cantidad de cold-
geno en la estructura del cuerpo, en relacién con otros procesos, como la biosintesis de
acido drico o la sintesis de porfirinas; pero esas relaciones pueden ser directas o inversas,
segln explicamos en el capitulo 7. La conclusion general es que la necesidad nutritiva de
glicina es mucho mayor en los vertebrados, y especialmente en los vertebrados de gran tama-
flo Que en los animales pequefos, y practicamente inexistente en los insectos.

Objetivos experimentales

En este trabajo nos hemos propuesto llevar a la practica los principales resultados de la teo-
ria; es decir, si el estudio tedrico demuestra Que un determinado aminoacido debe ser consi-
derado esencial, y es un aminodcido importante para la sintesis de coldgeno, procederemos a
estudiar su influencia sobre las células fabricadoras de coldgeno en un rango determinado de
concentraciones, siempre compardndolo con otros no esenciales ‘absolutos’ (véase capitulo
7) Que podremos usar como control.

No obstante, nuestra intencién también es obtener datos tedricos y empiricos por separa-
do. No sdlo hacer los experimentos que pida la teorfa, sino también probar el efecto de nu-
trientes no previstos por la teorfa, sea para Que sirvan de control a aquéllos, o para descubrir
efectos nuevos, no previstos por la teorfa, pues de la misma forma que los datos experimenta-
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les deben poner a prueba las predicciones tedricas, también pueden ser una fuente indepen-
diente de informacién para descubrir nuevos aspectos que no estaban previstos en la teoria, y
asi contribuir a su desarrollo y generalizacion.

El principal objetivo experimental de esta Tesis —como principal conclusién del estudio
teérico— ha sido analizar el efecto de la glicina sobre la biosintesis de coldgeno. Nosotros
consideramos que los tres aminodcidos més caracteristicos de la estructura del colageno son
la glicina, la prolina y la lisina. Los dos primeros son los més abundantes, mientras Que la
lisina, aunque no mds abundante que muchos otros, es también muy caracteristico ya que,
como la prolina, se modifica covalentemente en el seno de la proteina, y su incorrecta
hidroxilacién, por motivos de escasez durante la sintesis, puede provocar alteraciones en la
estructura del colageno. Hay acuerdo general entre los distintos autores sobre la importancia
de estos tres aminodcidos. La caracteristica diferencial de nuestro planteamiento es Que noso-
tros consideramos (basandonos en las conclusiones tedricas) que la glicina es un nutriente
esencial, cuya necesidad se manifiesta especificamente en la sintesis de coldgeno, muy por
encima de otros requerimientos metabdlicos, por motivos de cantidad.

Por este motivo, el objetivo central de esta Tesis es estudiar la influencia de estos nutrien-
tes —y en especial, la glicina— sobre la sintesis de coldgeno.

1. Modelos experimentales

Los primeros objetivos experimentales de esta Tesis son de tipo metodoldgico: la puesta a
punto del cultivo de células animales /n vifro, y las técnicas adicionales para el desarrollo de
estos modelos. Esto ha supuesto la apertura de una linea experimental totalmente nueva en
nuestro grupo de investigacion. Hemos tenido que instalar un laboratorio completo de culti-
vos de células, con todo el equipamiento necesario, y poner a punto todas las técnicas de
cultivos, controles del crecimiento y controles de la sintesis de coldgeno. Pretendemos con
esto abrir nuevas lineas en la investigacion del metabolismo, para el trabajo futuro de nuestro
grupo.

El principal objetivo del estudio experimental de esta Tesis era comprobar la principal
conclusién del estudio tedrico, que es que a efectos practicos, la glicina debe ser considerada
un aminodcido esencial, y puesto Que se consume masivamente en la biosintesis de coldgeno,
su carencia podria limitar mucho el funcionamiento normal de este proceso, provocando el
deterioro de la matriz extracelular. Por tanto, el principal objetivo experimental era compro-
bar esta conclusion tedrica en el laboratorio, comparandola con otras posibilidades (otros
aminodcidos) cuyo efecto seria interesante para compararlo con el de la glicina, como contro-
les.

La primera condicion que habia que cumplir para investigar en esta linea, y por ello, el
primer objetivo experimental que habia que cubrir era definir un sistema experimental en el

119



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

Que se pudieran controlar rigurosamente las condiciones ambientales —y en particular los
nutrientes Que se habrian de aportar al sistema—, y en el que se pudiera cuantificar la sintesis
de colageno bajo diversas condiciones, siempre asegurando que tal sistema fuese representa-
tivo de lo qQue ocurre en el ser humano.

Nos hemos decidido por los cultivos de células animales como modelo experimental. Los
sistemas desarrollados de esta forma presentan muchas ventajas obvias para el propésito de
esta investigacion. La primera ventaja es Que son homogéneos (muy limpios), pues estan for-
mados por células iguales, de manera que no hay problema en atribuir a cada tipo de célula
una actividad metabdlica determinada, como puede ocurrir con determinados homogeneiza-
dos de drganos o tejidos. Ademds, al ser sistemas /n vitro, son faciles de manipular, se pue-
den desarrollar bajo diferentes condiciones, afiadiendo diversos nutrientes al medio, con la
certeza de poder observar su efecto directo sobre la actividad metabdlica de las células. Y no
solo se puede estudiar la influencia de los nutrientes sobre la actividad metabdlica, sino tam-
bién su influencia sobre el crecimiento. En fin, presentan muchas ventajas para el propésito
de este trabajo. Los inconvenientes es Que son sistemas mucho més frégiles y vulnerables, y
se necesita extremar todas las precauciones de esterilidad y limpieza para evitar contamina-
ciones. Requieren, pues, un montaje experimental especial, con un laboratorio especifico sélo
para desarrollar estos experimentos, qQue reina condiciones extremas de limpieza y esterili-
dad, y el experimentador ha de tener mucha experiencia para trabajar, conociendo bien todas
las caracteristicas peculiares de estos sistemas. Para nosotros, la principal dificultad era que
habia qQue empezar desde el principio, montando un laboratorio completo de cultivos de
células, poner a punto las técnicas especificas de cultivo de los tipos de células objeto de
nuestro interés, y las técnicas de valoracion del coldgeno. Esto ha supuesto una gran inver-
sion econdémica, de tiempo y de esfuerzo personal, ya que fue preciso adquirir todo el mate-
rial necesario para instalar un laboratorio de cultivos celulares: cabina de flujo laminar, incu-
bador de CO,, microscopio invertido, autoclave, instrumentos sofisticados especificos como
el contador de células y analizador de viabilidad, el lector de microplacas, la microcentrifuga,
y otro material més sencillo, como aspiradores, agitadores, bafios, bomba de vacio; finalmen-
te, el gasto importante de consumibles, como frascos de cultivos, botellas de vidrio autocla-
vables, pipetas estériles desechables, etc. Hemos tardado varios afios en conseguir que todo
esto estuviese puesto a punto, funcionando y produciendo resultados, y en esta Tesis presen-
tamos los primeros obtenidos en esta linea.

2. Cultivos de fibroblastos in vitro

El sistema experimental bésico Que hemos desarrollado para estudiar la sintesis de coldgeno
es el cultivo de fibroblastos, incluyendo las técnicas de valoracion del crecimiento celular, y
las técnicas de valoracion del coldgeno producido por estas células. La combinacion de estas
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técnicas nos permite disponer de un modelo experimental muy completo, que puede ser, en
principio, representativo de otros tejidos. En efecto, debe entenderse que este sistema no es
sélo un modelo experimental para comprobar la actividad del tejido conjuntivo, sino que,
como pretendemos estudiar la influencia de nutrientes sobre la capacidad de las células para
fabricar coldgeno, podriamos sacar conclusiones generales sobre otros tejidos.

Siendo el cultivo de fibroblastos un sistema vivo productor de coldgeno, podriamos, en
principio, usarlo como modelo que simula la actividad de cualquier otro tipo de células pro-
ductoras de coldgeno, aunque, por supuesto, siempre es nuestra intencion afiadir mas mode-
los experimentales a nuestra investigacion, a fin de comprobar la extensién de estos resulta-
dos. Por ello, otro objetivo de esta Tesis ha sido extender el estudio inicial de fibroblastos al
cultivo de condrocitos, y trataremos en el futuro, de hacerlo también con osteoblastos.

El sistema bdsico experimental es el cultivo primario de fibroblastos obtenidos de fetos de
raton CD-1. Nuestras células proceden de ratones normales y sanos (Que no arrastran ningin
gen mutado ni tienen malformaciones ni enfermedades). Las células se cultivan en un medio
estandar (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) que reproduce las condiciones nutritivas del
liquido intersticial normal, y que permite la adicién de productos complementarios cuya in-
fluencia en el crecimiento celular y en la produccién de coldgeno pretendemos estudiar.

Hemos de decir que el poner a punto estas técnicas nos ha permitido un avance impor-
tante en nuestros estudios sobre el metabolismo /n vitro, pasando de los extractos de homo-
geneizados celulares, a los cultivos de células intactas. Por esta razon, resulta obvio que los
objetivos iniciales de este trabajo hayan sido de tipo metodoldgico, pues hemos tenido que
montar un laboratorio de cultivos celulares y desarrollar las técnicas necesarias para el cultivo
de células animales, la valoracion de su crecimiento, y la cuantificacion de la produccion de
colageno.

3. Cultivos de condrocitos in vitro

El cultivo de condrocitos articulares era otro objetivo importante de este trabajo, ya que este
sistema debe ser un modelo més directo del metabolismo del cartilago (objetivo final de esta
Tesis). De hecho, muchos autores consideran qQue el cultivo de condrocitos es un excelente
modelo experimental para estudiar la fisiologia de este tejido, pues los condrocitos en cultivo
son capaces de sintetizar los componentes de la matriz extracelular del cartilago y reproducen
con mucha exactitud las caracteristicas del tejido de origen. El cultivo de condrocitos exige
técnicas diferentes a las del cultivo de fibroblastos, que complican mucho el abordaje experi-
mental. Para empezar, su aislamiento es més dificil; el rendimiento a partir del tejido original
es menor —se obtienen menos células—; no hacemos subcultivos, para evitar Que los con-
drocitos se desdiferencien; su crecimiento es més lento; y los condrocitos fabrican un colage-
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no (tipo I1) distinto del de los fibroblastos (tipo I), por lo que hay que utilizar kits de anticuer-
pos diferentes para su valoracion.

4. Cuantificacion del colageno producido por las células en cultivo

Una vez qQue estaba en marcha el laboratorio de cultivos celulares, con las técnicas de cultivos
de células /n vitro puestas a punto, el siguiente objetivo era cuantificar la produccién de cold-
geno. Debiamos elegir y poner a punto varias técnicas (siempre mejor Que una sola) para
cuantificar el colageno, a fin de poder estudiar la influencia de los factores nutritivos sobre
esta actividad. Teniendo en cuenta los distintos tipos de coldgeno producidos por los fibro-
blastos y los condrocitos, la capacidad que tiene cada célula de segregarlo al exterior, y la
naturaleza soluble o insoluble de los mismos, hemos elegido y llevado a cabo varias técnicas
diferentes para valorar el coldgeno. Los fibroblastos fabrican principalmente coldgeno tipo I,
Que secretan al medio donde queda solubilizado; los condrocitos fabrican principalmente
colageno tipo Il que secretan al medio y queda formando parte de la matriz extracelular en la
monocapa de células —ademas, sintetizan algo de coldgeno soluble que secretan al medio de
cultivo.

Para cuantificar la biosintesis y secrecién del coldgeno producido por los fibroblastos y los
condrocitos en cultivo se han utilizado diversos métodos descritos con detalle en el capitulo
8. Hemos utilizado, en primer lugar, un ensayo colorimétrico para cuantificar el coldgeno en
disolucién, basado en la unién del colorante rojo Sirio al coldgeno liberado por los fibroblas-
tos y los condrocitos al medio de cultivo. Ademds, el colageno tipo Il producido por los con-
drocitos y que queda retenido en la monocapa de células ha sido valorado mediante un ensa-
yo inmunoenzimatico (ELISA).

5. Efecto de la glicina y de otros nutrientes sobre el crecimiento celular y
sobre la sintesis de colageno

Una vez que habiamos conseguido cultivar células productoras de coldgeno —fibroblastos y
condrocitos— y cuantificar el coldgeno producido por dichos cultivos, el siguiente objetivo
era investigar si las células cultivadas en el medio estdndar podrian trabajar mejor si se les
suministra més cantidad de los nutrientes apropiados —aminoécidos esenciales, y en especial,
glicina—, estudiando también la influencia de otros nutrientes como control. En principio, hay
dos tipos de respuestas Que nos interesa estudiar: el crecimiento celular y la fabricacion de
coldgeno, y nuestro propdsito es determinar la influencia de cada nutriente sobre cada una de
ellas, en los dos tipos de células.
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En principio, se trata de comprobar si la glicina es capaz de estimular la sintesis de cola-
geno sin alterar la morfologia, el fenotipo, ni la velocidad de crecimiento de los fibroblastos o
los condrocitos articulares (valorada con respecto al control sin adicion de glicina).

Para desarrollar este objetivo hemos tratado los cultivos de fibroblastos y condrocitos arti-
culares con distintas concentraciones de glicina y seguidamente determinamos la biosintesis y
secrecion de coldgeno por las células en cultivo.

Ademés de la glicina, hemos probado el efecto de otros aminoécidos (prolina, lisina, iso-
leucina y 4cido aspartico) sobre la sintesis y secrecion de coldgeno por las células cultivadas,
en intervalos determinados de tiempo, y con distintas concentraciones. Es importante resaltar
qQue, aparte de la glicina y la prolina, utilizamos tanto aminodcidos claramente esenciales,
como la lisina y la isoleucina, como otros Que no lo son, en absoluto, como el 4cido asparti-
co. Nos interesaba comprobar si lo Que podia influir en el cultivo era el hecho de afadir una
fuente adicional de esqueletos carbonados, o si realmente lo que importaba era la cadena
especifica de cada aminoécido. Para ello hemos modificado la concentracion de los nutrien-
tes, objeto de interés, en el medio de cultivo, comprobando si asi se producen variaciones en
el crecimiento y en la produccion de coldgeno.

Como hemos sefialado arriba, nuestros experimentos han sido dirigidos por las conclusio-
nes tedricas, pues entre los miles de nutrientes y metabolitos Que participan en el metabolis-
mo humano siempre Que hemos probado alguno es porque habia una razén tedrica consis-
tente detrds. Esto es una constante en nuestra linea de investigacion, que al reducir el campo
de experimentacién nos permite reducir costes y tiempo. Como también hemos sefialado
arriba, hemos hecho experimentos con nutrientes que la teoria no define como esenciales, y
Que podemos usar como control, o incluso para probar la teorfa con experimentos indepen-
dientes.
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Capitulo 6

Hipotesis especificas de este trabajo

Aparte de las hipotesis generales para la investigacion bioquimica expuestas en el capitulo 4,
este trabajo se sustenta sobre un conjunto de hipdtesis especificas que debemos precisar.

Concepto de enfermedades degenerativas

Antes de exponer las hipétesis relativas a la practica clinica de nuestros resultados, debemos
precisar el concepto de enfermedades degenerativas. Entendemos por enfermedades degene-
rativas aquéllas que retnen las dos condiciones siguientes:

(@) Se producen espontdneamente, sin la intervencion de un agente causal obvio, sea
externo (infeccioso, téxico o traumatico)—, o interno (genético, como el daltonismo, la
hemofilia, glucogenosis o la galactosemia).

(b) Se produce el deterioro de alguna estructura o funcion organica que va empeorando
progresivamente.

Ejemplos de enfermedades degenerativas tipicas son: la artrosis, la diabetes de tipo 2, la
obesidad, la hipertension —en general las distintas patologias que se suelen agrupar bajo la
denominacion de sindrome metabdlico. Un grupo importante dentro de esta clase son las
enfermedades neurodegenerativas, entre las Que estan la enfermedad de Alzheimer y la escle-
rosis mdltiple. Se excluyen de esta definicion las enfermedades autoinmunes y el cancer.

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan porque en ellas ocurre una reaccién apa-
rentemente incontrolada del sistema inmune, Que ataca a un 6rgano o a un tejido —en gene-
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ral, a una estructura orgdnica—, provocando la carencia o la debilidad de la funcién corres-
pondiente. Una de las enfermedades autoinmunes mas tipicas es la diabetes de tipo I; esta
enfermedad se produce porque el sistema inmune ataca a las células /5 del pancreas ocasio-
nando una mutilacién que priva al individuo de la gldndula secretora de insulina. La esclerosis
mdltiple se considera una enfermedad autoinmune debido a que se trata de un proceso en el
cual hay una destruccion progresiva de la mielina del cerebro y de la médula espinal, causada
por un ataque del sistema inmune. De todas formas, en muchos casos se desconoce el moti-
vo por el cual el sistema inmune deja de reconocer una estructura propia y la ataca. No hay
Que descartar Que al conocer mejor los mecanismos de su etiologfa, se descubra que el fe-
némeno de la autoinmunidad no sea la causa sino una consecuencia de un proceso degenera-
tivo provocado por otras causas Que hoy nos son desconocidas.

Excluimos también el cancer de este grupo porque el cdncer es una enfermedad diferente,
Que no puede clasificarse con ninguna otra. Una caracteristica inherente a las enfermedades
degenerativas es que las células afectadas se van deteriorando, siendo cada vez mas débiles,
con una merma progresiva de su funcion, pero el cancer no es asi. Una célula cancerosa no
es ya una célula especializada de un tejido, sino una célula indiferenciada, transformada, que
ha perdido muchas de las caracteristicas originales, y que en la mayoria de los casos no se
puede reconocer la estirpe celular de la que procede; ademds, las células cancerosas no son
débiles, ni su actividad se va deteriorando progresivamente, sino que son células extremada-
mente resistentes, muy invasivas y agresivas Que van desplazando a las de otros tejidos y
agrediendo gravemente las estructuras Que encuentran a su paso. El cincer es ciertamente
una enfermedad completamente diferente de todas las demds, que necesita un grupo especial
de clasificacion.

De todas formas, hay que tener en cuenta que la Biologia es la ciencia de lo complejo.
Por eso, las clasificaciones deben considerarse méds bien como abstracciones —puntos extre-
mos de referencia—, y hay que contar con que puede existir una amplia gama de casos inter-
medios. Asi, ocurre con frecuencia Que alguna de las enfermedades no degenerativas es, a su
vez, la causa desencadenante de un proceso degenerativo. Por ejemplo, una infeccién bacte-
riana puede causar el deterioro de cartilagos o tendones, originando un proceso reumatico
Que luego puede seguirse agravando aunque se elimine la infeccién. También, una lesién
fisica, o el abuso de un determinado ejercicio —préctica normal en los deportes de alta com-
peticion— puede ser causa de que aparezcan con el tiempo procesos artrésicos en rodillas
(fatbol), tobillos (baloncesto), brazos y hombros (tenis, baseball), etc. Consideraremos esos
casos también dentro de nuestra definicién, como enfermedades degenerativas. Por otra
parte, también es posible que algunas de las hipdtesis que definimos aqui como especificas
para las enfermedades degenerativas puedan ser de aplicacién para otras fuera de este grupo.
Eso, obviamente, no invalida las hipdtesis; al contrario, les da mayor rango de validez.

126



Hipdbtesis especificas de este trabajo

Una vez descartadas las causas citadas arriba podriamos preguntarnos ¢cudl es la causa de
las enfermedades degenerativas? Puede haber causas internas ‘remotas’ (como predisposicio-
nes genéticas) o externas como la alimentacion, y otros hdbitos de vida, que no provoquen la
aparicion inmediata de la enfermedad (en cuyo caso la relacion directa seria obvia), pero que
hagan mas vulnerable al organismo aumentando la probabilidad de que se desencadene un
proceso degenerativo.

Hipétesis sobre las enfermedades degenerativas

Hemos de insistir en que las hipédtesis no son proposiciones Que describan propiedades gene-
rales de los sistemas, sino proposiciones restrictivas que delimitan el sistema, y qQue siempre
uno de los objetivos de la Ciencia es revisar sus propias hipotesis. Nuestro enfoque en este
trabajo se basa en una serie de hipdtesis que relacionan las enfermedades degenerativas con
el metabolismo. Vamos a enfocar el estudio de las enfermedades degenerativas, y su posible
tratamiento a través de sus posibles causas metabdlicas. Nuestro enfoque es, pues, diferente
de otros como el tratamiento mediante trasplantes de células madre, y cualquier otro tipo de
cirugia, y del uso de farmacos antiinflamatorios, terapia génica, etc.

HI. En las enfermedades degenerativas hay un desajuste metabdlico, cuyas consecuencias

macroscépicas son las manifestaciones visibles de la enfermedad— Esta hipotesis afirma que
en todas las enfermedades degenerativas hay algin problema metabélico que consiste en un
desajuste, una falta de acuerdo entre dos o mds reacciones del metabolismo, Que provoca
que falte o Que se acumule algln metabolito intermedio. Esta hipotesis puede parecer muy
fuerte, pero realmente no lo es tanto, pues no es sino la aplicacion de la hipotesis general
namero 7 (pag. 114) que dice que ‘toda actividad macroscdpica de los seres vivos estd so-
portada qQuimicamente por un sistema metabolico especifico’; por tanto, no es aventurado
afirmar que un trastorno observable macroscopicamente qQue no obedezca a una causa
directa, sino que se vaya manifestando progresivamente sea la consecuencia de un trastorno
metabdlico.

El desajuste metabdlico consiste en la falta de coordinacién entre al menos dos reacciones
enzimdticas, lo Que produce la acumulacion o la escasez de algin producto intermedio, y
esto l6gicamente provoca, o bien problemas de escasez de suministro dejando en condicio-
nes precarias a una ruta, o bien la excesiva acumulacién de un producto, que puede ser causa
de intoxicaciones, produciendo, en cualquier caso, trastornos estructurales y funcionales en el
organismo.

Las enfermedades genéticas clasificadas en el grupo de ‘errores congénitos del metabo-
lismo’ tienen una clara causa genética, pero son, sin embargo, un buen ejemplo para com-
prender este concepto. Estas enfermedades, se deben siempre a la pérdida de una enzima
por causa de una mutacion qQue inhabilita el gen correspondiente, o Que causa una alteracion
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estructural tal Que afecta gravemente la funcién de la enzima [203,204]. Asi, al perderse la
enzima o disminuir su afinidad por el substrato, o su capacidad catalitica o su capacidad de
regulacion, o cualquier otro aspecto de su funcién, se pierde, o se deteriora gravemente, la
funcién metabdlica correspondiente, y esto produce una situacion grave Que tiene muy mala
solucién. Tales enfermedades tienen cierto parecido con las degenerativas que estudiamos
aqui. La diferencia es que en éstas la pérdida de la funcién metabdlica no es tan brusca como
en aquéllas, sino que se va perdiendo progresivamente y las manifestaciones macroscépicas
se van agravando con el tiempo. Las enfermedades genéticas del metabolismo pueden consi-
derarse, pues, casos extremos de enfermedades degenerativas.

La diabetes de tipo 2 es una enfermedad degenerativa tipica. Esta enfermedad se caracte-
riza porque las células cuyo transporte de glucosa es sensible a la insulina (musculo, corazén
y adiposo) van perdiendo esa sensibilidad y no responden a ese estimulo, y esto provoca
profundas alteraciones metabdlicas que se manifiestan en una serie de sintomas macroscépi-
cos (sintomas observables) que definen la enfermedad.

De todas formas, no debe olvidarse que, como ya hemos dicho en el capitulo 4, las hipo-
tesis para una ciencia como la Biologfa, y en particular, las hipotesis del trabajo experimental,
no son proposiciones establecidas o demostradas formalmente (en cuyo caso serfan teore-
mas), ni axiomas qQue deban aceptarse obligatoriamente, sino mas bien puntos de partida que
acotan el campo de una investigacion. Establecer una hipdtesis de partida significa fijar el
campo en el Que se va a desarrollar la investigacion. Las hipétesis deben ser razonables, es
decir, debe haber suficientes indicios empiricos o tedricos previos que justifiquen su estable-
cimiento, porque asi queda determinado el campo especifico de la investigacion. Es decir, la
formalizacion de las hipétesis de partida obliga a un andlisis previo de los precedentes para
fijar los puntos de partida y el rumbo de la investigacion. Y, siempre, uno de los objetivos de
toda investigacion cientifica debe ser verificar las hipdtesis con los propios resultados.

En principio podemos suponer dos tipos de causas que puedan haber provocado el
desajuste metabolico especifico de la enfermedad: causas funcionales y causas estructurales.
Las primeras consisten en la actividad anémala de alguna enzima, o en un problema de regu-
lacion metabdlica, y las segundas pueden estar provocadas por un problema de disefio es-
tructural del metabolismo que sufre una demanda superior a lo Que es capaz de responder.

{Cudl puede ser la causa originaria de esos problemas? Una vez descartadas las causas in-
ternas o externas Que puedan tener una relacién obvia con el problema, Quedan aquéllas cuyo
origen puede ser igualmente interno o externo (es decir, genético o ambiental), pero cuyo
efecto no sea inmediato, sino que venga desencadenado por una sucesion de hechos
—normalmente ambientales— cuyos efectos puedan ser acumulativos. Una causa general
podria ser el abuso persistente de una préctica Que pone a prueba el metabolismo, y que
ejercitada persistentemente puede provocar finalmente el agotamiento de una funcién. Por
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ejemplo, la exposicién continuada a una sustancia téxica (por ejemplo, a la silice, al hollin, a
gases o al tabaco), o la exposicion continua a bajas temperaturas, o a altas o bajas presiones,
la préctica persistente de un ejercicio fisico excesivo, y, desde luego, principalmente, como
posible causa mds probable y frecuente, una dieta inadecuada. Es evidente que de todas las
causas mencionadas, la dieta inadecuada es la mas probable ya que es la que tiene una rela-
cién més directa con el metabolismo, y ademas la que puede darse con mayor probabilidad.
El' metabolismo tiene gran capacidad de adaptacion, pero una dieta inadecuada mantenida
durante mucho tiempo, podria indudablemente producir graves dafios.

Conviene recordar que esta proposicion, que relaciona las enfermedades degenerativas
con problemas metabdlicos, se cumple para todos los casos en los que se dispone de datos
bioquimicos. En todas las enfermedades degenerativas hay descritas multitud de anomalias
metabdlicas, por ejemplo, exceso de colesterol, triglicéridos, resistencia a la insulina, descal-
cificacion de los huesos, etc.

Estas alteraciones metabdlicas suelen ir asociadas a la modificacion en la actividad de una
o varias enzimas, transportadores de membrana, concentraciones de metabolitos, neuro-
transmisores, etc., Que evidentemente se produce por un desajuste en el sistema de regula-
cion, ya sea por causas genéticas, dietéticas o ambientales. El objetivo del tratamiento de
estas enfermedades deberfa ser corregir esa alteracion restaurando el normal funcionamiento
del metabolismo.

Hipotesis teoricas

Variables de la actividad celular

Desde un punto de vista matemético, una célula puede considerarse un conjunto de elemen-
tos que interaccionan entre si de diversas formas. Hay cinco tipos de elementos: (a) estructu-
rales, como la bicapa lipidica de las membranas y los microttbulos; (b) informativos (4cidos
nucleicos); (c) catalizadores (enzimas, coenzimas y transportadores de membrana); (d) meta-
bolitos; y (e) reguladores (cAMP, hormonas, receptores, etc.). Las concentraciones de estos
elementos, las actividades cataliticas de las enzimas y los flujos de transformacion son algunas
de las variables del sistema; y la mayor parte de ellas, incluyendo todas las actividades enzi-
méticas y la mayoria de las concentraciones de metabolitos, son variables internas (goberna-
das por la actividad global del sistema). Los metabolitos que se intercambian con el exterior
son productos externos, y las concentraciones de muchos de éstos son variables externas.
Desde un punto de vista estrictamente matematico, el genoma (con toda la informacion que
contiene) es también un conjunto de variables externas.

En un organismo multicelular, la definicion de la clase de variable también depende del ni-
vel de complejidad que se considere; los tres niveles bésicos son: ecosistema, organismo y

129



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

célula, y para ciertas funciones pueden considerarse otros, tales como érgano y organulo. En
general, en un organismo multicelular hay dos tipos de productos externos: los nutrientes (de
entrada) y los productos de excrecion (de salida). En determinadas circunstancias, cuando se
acumula un metabolito interno por encima de ciertos limites, puede salir de las células, o
eventualmente del organismo, y aparecer como producto de excrecién, normalmente en la
orina, o en el sudor, como ocurre, por ejemplo, con la glucosa en la diabetes, o con el dcido
lctico tras un ejercicio fisico intenso.

Vitaminas y nutrientes esenciales

Los nutrientes se pueden clasificar en dos grupos, desde el punto de vista de las posibilidades
y necesidades del metabolismo: los que el organismo puede sintetizar (y por ello, en princi-
pio, su administracion externa no es imprescindible), y los Que no puede sintetizar (y su ad-
ministracion es obligatoria).

Por otro lado, hay que distinguir dos tipos de productos esenciales: los que tienen activi-
dad catalitica, y los que desempefan una funcién estructural. Los primeros son las vitaminas
precursoras de coenzimas y de hormonas, y los segundos los é4cidos grasos esenciales y los
aminodacidos esenciales; las necesidades dietéticas de éstos son obviamente mayores que las
de los primeros.

En determinadas circunstancias, un producto no esencial puede hacerse necesario, porque
la maquinaria metabolica no sea capaz de cubrir las necesidades del momento, de manera
Que el concepto de nutriente esencial debe ser abierto, y siempre atendiendo a las necesida-
des especificas Que pueda haber en cada caso (por ejemplo, en el estado del desarrollo), de
acuerdo con la actividad fisioldgica que se esté haciendo. Los nutrientes esenciales ‘estrictos’
son muy pocos, entre los més de mil metabolitos; y, segln la mayoria de los textos bésicos de
nutricion y de bioquimica son, en principio, los siguientes:

(@) Las ocho vitaminas del complejo B: tiamina (B,), riboflavina (B,), acido nicotinico o
niacina (B;), 4cido pantoténico (Bs), piridoxal o piridoxina (Bg), biotina (B,, o Bg, también
llamada vitamina H), 4cido félico (By 0 B,,), y cobalamina (B,,); el dcido ascérbico (vitamina
(), y las vitaminas liposolubles (A, D, E y K). No hay que descartar que en el futuro se amplie
esta lista.

(b) Los tres 4cidos grasos esenciales: 4cido linolénico u Omega-3, écido linoleico u
Omega-6 y acido araquiddnico, siendo también conocido el conjunto de los tres como vita-
mina F.

(c) Los aminoacidos esenciales: valina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, lisina, fe-
nilalanina y triptéfano. Este dltimo apartado merece una consideracion especial, segin expli-
camos mds abajo.
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Enfermedades carenciales

La carencia persistente de cualquiera de los nutrientes esenciales en la dieta, durante un
tiempo que puede ser mds o menos largo, segln la funcion metabdlica Que desempefie, ori-
gina serios problemas de salud que por lo general estdn bien caracterizados como enferme-
dades especificas. Asi, la carencia de vitamina C produce el escorbuto, la de tiamina el beri-
beri, la de niacina la pelagra, la de cobalamina la anemia perniciosa, etc. Todas estas enfer-
medades se curan con la ingestion del nutriente correspondiente, y el organismo recupera la
normalidad, a excepcion de las lesiones irreversibles que tales carencias pudieran haber pro-
vocado. Algunos de estos casos son complejos. La causa més frecuente de la anemia perni-
ciosa no es simplemente la falta de la vitamina B,, en la dieta, sino la falta del factor intrinse-
co, Que es una glicoproteina que se segrega en el estémago, la cual debe interaccionar con la
vitamina B, de la dieta para que ésta se pueda absorber.

También el uso de nutrientes o esenciales ha demostrado en muchas ocasiones ser capaz
de solucionar problemas diversos de salud. La glucosa (nutriente no esencial, Que el organis-
mo puede fabricar sin problemas) se usa para combatir estados de inanicién y de hipogluce-
mia.

Hay que citar, por dltimo, que a algunos de estos compuestos, calificados inicialmente
como vitaminas, se les ha encontrado una ruta de biosintesis, por lo que se ha sugerido que
pierdan esta calificacion, y han dejado de ser considerados como vitaminas. Asi ha ocurrido
con la vitamina D, y con el 4cido nicotinico, que se puede sintetizar a partir del triptéfano.
Sin embargo, debemos hacer una critica a esta clasificacion, segin explicamos mds abajo.

Nuestro estudio tedrico sobre la blsqueda de la causa de la artrosis estd basado en dos
hipétesis: la primera (H2) se refiere a nuestro conocimiento del metabolismo, y es una hipd-
tesis general Que podria ser de aplicacion en todas las enfermedades degenerativas. La se-
gunda (H3) establece una relacion entre las enfermedades degenerativas y la nutricion; es una
hipdtesis més particular cuyo dmbito de aplicacion podria ser mas restringido, pero que pen-
samos Que puede cumplirse en el caso Que nos ocupa. La tercera (H4) es una observacion
empirica sobre las condiciones en que operan las enzimas. Las dos ultimas sugieren inmedia-
tamente una linea de accién terapéutica Que Queda expresada en la hipétesis HS.

H2. La estructura bioquimica y biofisica del metabolismo conocida hasta el momento es sufi-

ciente para comprender la causa de muchas enfermedades degenerativas— Esta hipétesis
establece que conocemos todas las interacciones del metabolismo necesarias para compren-
der la causa de muchas enfermedades degenerativas. Quizd no de todas, pero si de las sufi-
cientes para poder progresar en esta linea. Esta hipétesis significa que esta investigacion no
va a consistir en la bisqueda de nuevas interacciones metabdlicas sino en investigar rutas bien
comprobadas que brindan grandes aplicaciones para el tratamiento nutricional de las enfer-
medades degenerativas. Como textos bdsicos donde estas reacciones estdn descritas con
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detalle pueden tomarse el atlas de los mapas metabdlicos del Prof. Gerhard Michal [205], o
el texto de Metzler [206] y bases de datos de Internet [207-209].

H3. La causa de muchas enfermedades degenerativas es una dieta inadecuada.— El proble-
ma puede haber sido causado por la falta de un nutriente especifico, en cuyo caso la enfer-
medad es similar a una enfermedad carencial, o por el exceso de un determinado nutriente,
en cuyo caso se trata de una intoxicacion. Esta hipétesis, en los casos en que puede demos-
trarse Que se cumple, sugiere inmediatamente una linea de actuacion terapéutica mediante las
correcciones pertinentes de la dieta. De hecho, la evidencia de que la dieta es un factor am-
biental clave en la incidencia de muchas enfermedades croénicas esta creciendo [210].

H4. La mayoria de las enzimas trabajan en el metabolismo con un grado muy bajo de satura-
cién.— Esta es una hipotesis bien comprobada que ofrece grandes aplicaciones para el tra-
tamiento nutricional de las enfermedades degenerativas.

Por ejemplo, datos de la glicolisis en levadura, obtenidos por el grupo de Hess, muestran
qQue el porcentaje medio de saturacion de las enzimas es del orden del 20% (21 I]. Esto signi-
fica que de cada diez moléculas de enzima sélo trabajan dos o tres. Estos datos han sido
confirmados reiteradamente por otros investigadores en diversas rutas metabdlicas [212].

Esta situacion tiene una clara explicacion fisiologica, significa ue el metabolismo tiene un
amplio margen de reserva para afrontar situaciones de emergencia. En el caso particular que
nos ocupa, frente a un problema metabdlico por incapacidad de una enzima, esta caracteristi-
ca nos ofrece una linea de actuacion terapéutica, incluso en casos en los Que un problema
degenerativo pueda tener una causa genética, pues ofrece, en principio, posibilidades para
aumentar la actividad de una enzima que pudiese ser deficitaria aumentando su grado de
saturacion.

Hipdtesis terapéutica

HS. Es posible resolver el problema metabélico especifico de un cierto nimero de enferme-
dades degenerativas a través de la dieta, con la administracién de nutrientes especificos.—
Los motivos de esta hipétesis se han explicado suficientemente en las dos anteriores. La con-
clusién hasta donde pueda generalizarse esta proposicion es que muchas enfermedades cata-
logadas como degenerativas podrian tratarse como si fuesen enfermedades carenciales o
como el resultado de una ‘intoxicacion alimentaria’. Por tanto, seglin sea el caso, se podran
plantear las actuaciones especificas pertinentes. Lo interesante de esta linea de actuacion, y el
aspecto en Que Queremos insistir, es Que, en general, esta linea ofrece una alternativa diferen-
te al uso de farmacos, que siempre son productos toxicos Que se introducen en el metabolis-
mo.
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Hipotesis experimentales

Debemos sefialar que existe una diferencia importante entre las hipdtesis generales de una
disciplina, como las que hemos expuesto en el capitulo 4 para la Bioquimica, y las hip6tesis
experimentales especificas de este trabajo, Que vamos a exponer aqui. Aquéllas son proposi-
ciones generales aceptadas por consenso entre los especialistas, Que establecen el rango de
validez de la disciplina, y Que por tanto definen las premisas del trabajo experimental en ese
campo de la Ciencia.

Las hipétesis experimentales son proposiciones més particulares, més locales, o ‘domésti-
cas’, Que se refieren a un tipo determinado de modelos experimentales. Son limites a los que
hay que cefiirse en una determinada linea de investigacion. Es obligacion del experimentador
disefiar los experimentos de tal forma que estén siempre dentro de esas hipétesis, y su co-
rrecto cumplimiento es lo que le dara rigor a la experimentacion.

Las hipétesis experimentales especificas de nuestro trabajo, Que presentamos aqui son,
pues, limites Que deben marcar las pautas del trabajo de laboratorio Que presentamos en esta
Tesis. Su definicion formal es un compromiso de mantener nuestro trabajo experimental
dentro de esos limites. En este grupo consideramos dos hipotesis: la primera (H6) define el
fundamento del modelo experimental, y la segunda (H7) el protocolo de investigacion que
vamos a aplicar en ese modelo.

H6. Las células de un tejido cultivadas in vitro reproducen las mismas funciones que cuando
estan en el tejido— Esta es la hipotesis basica de nuestro trabajo, pues es la que define
nuestros modelos experimentales.

Hemos desarrollado dos tipos de cultivos celulares: fibroblastos de ratén y condrocitos
bovinos. Ambos sistemas estan bien ensayados, y se conocen suficientes datos de ellos para
garantizar la correcta aplicacion de los modelos. Aparte de los cuidados y precauciones que
deben tenerse en cuenta en los cultivos celulares (limpieza, esterilidad, control del crecimien-
to, renovacion del medio de cultivo, etc.), estos modelos pueden presentar un problema
general: cuando se mantiene el crecimiento de las células cultivadas, haciendo subcultivos
mediante pases a un nuevo frasco, las células pueden transformarse, perdiendo sus caracteris-
ticas diferenciales propias del tejido original, y adoptando caracteristicas tipicas de las células
transformadas, como la pérdida de su morfologia o de su capacidad de inhibicién por contac-
to, y asi el modelo experimental pierde su significado. Este fendmeno suele ocurrir cuando el
cultivo se mantiene mucho tiempo, después de hacer muchos pases, pero también puede
depender de otras variables, como el nimero de células de partida, y otras condiciones am-
bientales.

Los fibroblastos son las células tipicas del tejido conjuntivo, productoras de coldgeno tipo
I, Que, en general, se cultivan muy bien, y soportan varios pases (hasta cinco o seis sin pro-
blemas), sin perder su morfologfa y manteniendo su funcién bésica que es la sintesis y secre-
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cion del coldgeno tipo I [213]. Por su parte, los condrocitos son células mucho mas sensibles
a estos cambios, yse ha descrito Que en pocos pases (tres o cuatro), o tras tres semanas de
cultivo pueden perder su estado de diferenciacion original, y este hecho se reconoce porque
sufren cambios morfoldgicos, dejan de fabricar coldgeno tipo Il y comienzan a fabricar el tipo
I (propio de los fibroblastos) [173]. Por otra parte, guardando las debidas precauciones, los
cultivos de condrocitos son un buen modelo experimental para estudiar la biosintesis de cola-
geno tipo I, propio del cartilago, pero deben hacerse pocos pases o ninguno, y siempre
llevando un control de la calidad de las células [149,171,214-216]. Por eso es muy impor-
tante, para garantizar la fidelidad del modelo, delimitar los pases que se van a hacer con cada
tipo de células, llevar un control morfolégico con el microscopio, y un control bioquimico de
su funcién valorando el tipo de coldgeno que producen. De acuerdo con estos datos, en
nuestros experimentos hemos tenido especial cuidado en controlar rigurosamente las condi-
ciones de cultivo —siempre hemos trabajado con cultivos primarios, obteniendo muestras
directamente del tejido original en cada experimento. Sélo hemos hecho un pase con los
fibroblastos; no fueron necesarios mds, pues con esto ya obteniamos el nimero de células
necesarias. Con los condrocitos no hemos hecho ningin pase, limitando nuestro modelo a las
células Que podiamos obtener directamente del tejido en la primera fase del cultivo, a fin de
no exponernos a distorsionar el modelo. En todos los casos hemos comprobado que cada
uno de estos dos tipos de células mantenia su morfologfa tipica diferenciada, y producia ex-
clusivamente el tipo de coldgeno que fabrica en el tejido original, segin puede verse en los
resultados (capitulo 9).

H7. Cuando se tienen células en cultivo y se afiaden nutrientes elementales al medio, el efec-
to que puede observarse sobre la actividad de esas células es el mismo que el que pueda
producirse si esos nutrientes se ingieren directamente como tales en la dieta.

Un concepto fundamental para poder comprender e interpretar adecuadamente esta hipo-
tesis es el concepto de biodisponibilidad. La biodisponibilidad es la fraccion de la dosis de un
nutriente, medicamento, o cualquier sustancia, administrada a un organismo que llega a la
circulacion sistémica. Cuando esta sustancia se administra por via intravenosa, la biodisponi-
bilidad es del 100%; cuando se administra por otra via, por ejemplo, por via oral, su biodis-
ponibilidad es menor debido a que se puede degradar en el tracto digestivo, o0 a que su ab-
sorcion puede ser incompleta. La biodisponibilidad es un concepto esencial en farmacocinéti-
ca, y debe tenerse en cuenta para calcular las dosis para una administracién que no sea intra-
venosa, segln la concentracion que pretenda conseguirse en sangre, el tiempo que deba
permanecer esta sustancia disponible para la actividad celular, etc. En general, los nutrientes
bésicos ingeridos libres (monosacéridos, dcidos grasos, vitaminas, iones minerales, aminoéci-
dos, etc.) se absorben directamente en una proporciéon muy alta y por eso su biodisponibili-
dad es grande. Cuando las células diana sobre las que tiene que actuar la sustancia adminis-
trada no estdn en contacto directo con la sangre, o con el liquido intersticial, sino con algtn
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compartimento més selectivo, como el liquido cefalorraquideo, entonces la biodisponibilidad
debe referirse obviamente a su presencia en ese medio.

Lo que afirma esta hipdtesis es que, de acuerdo con la biodisponibilidad que corresponda,
el efecto de una determinada sustancia Que se administra y que actlia sobre un determinado
tipo de células puede observarse directamente incluyéndola en el medio de cultivo en la con-
centracion adecuada. Nuestros experimentos se han disefiado de acuerdo con esta hipétesis,
y admitiendo que la biodisponibilidad de los nutrientes basicos es muy alta. Asi, combinando
esta hipétesis con la anterior (H6) podemos admitir que la forma més directa de investigar el
efecto de un determinado nutriente sobre una funcién fisiolgica especifica que realiza un
tipo determinado de células es estudiando su efecto sobre el medio en el Que se cultivan esas
células.

Las concentraciones de glicina en el plasma sanguineo humano estdn entre 0’8 y 5'4
mg/100 mL [216]. En un trabajo reciente, Oesser y Seifert [217] han investigado el efecto de
hidrolizados de coldgeno sobre la biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de condro-
citos bovinos, probando concentraciones entre 0°0S y 10 mg/mL, y han observado un efecto
estimulador de este preparado sobre el control, con una concentracion de hidrolizado entre
0'l y S mg/mL. La glicina representa el 22% en masa del hidrolizado (33% de los residuos,
pero el porcentaje en masa es menor debido a que la masa molecular de la glicina es menor
qQue los demas). Por tanto, el contenido de glicina en esas cantidades de hidrolizado estan
entre 22 y 110 mg/100 mL, es decir, han ensayado unas concentraciones hasta 20 veces
superiores a las que hay en sangre. Todos estos datos nos dan una orientacion sobre las
concentraciones Que debemos usar en nuestros experimentos. La diferencia entre nuestro
trabajo y el de Oesser y Seifert es que ellos han probado el efecto del hidrolizado total del
colageno; es decir, han afiadido al medio de cultivo la mezcla de todos los aminoacidos de la
proteina, en su misma proporcion, mientras Que nosotros hemos hecho una seleccion basada
en el estudio tedrico previo, Que presentamos en el capitulo 7.
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Estudio tedrico

Capitulo 7

Estudio tedrico

Aminoacidos esenciales

Las rutas de biosintesis de ocho de los veinte aminoécidos proteicos (valina, leucina, isoleuci-
na, treonina, metionina, lisina, fenilalanina y triptéfano) sélo son operativas en bacterias y
plantas verdes. Esos aminoécidos son, pues, esenciales para la alimentacion humana, y deben
ser incluidos obligatoriamente en la dieta. EI concepto de aminodcidos esenciales ha perma-
necido asi muchos afios, incluyendo exclusivamente a estos ocho en la lista. Sin embargo, con
los afios se han ido acumulando indicios y pruebas que obligan a replantear el tema. Nosotros
Queremos contribuir a esta revision aportando nuevos datos y tratando de ordenar otros ya
conocidos. La conclusion general es que la lista de aminodcidos esenciales debe ampliarse
por diferentes motivos. Comenzaremos nuestro estudio clasificando los aminodcidos en cua-
tro grupos, considerando sus necesidades dietéticas tedricas de acuerdo con las posibilidades
y necesidades del metabolismo.

Grupo |. Aminodcidos esenciales absolutos. Valina, leucina, isoleucina, treonina, metio-
nina, lisina, fenilalanina y triptéfano son aminoécidos esenciales ya que ni el organismo huma-
no ni los animales —hasta donde alcanzan nuestros conocimientos— pueden sintetizarlos a
partir de ningun otro producto de la dieta.

Grupo 2. Aminodcidos no esenciales absolutos. Serina, alanina, 4cido aspartico y é4cido
glutdmico son los aminodcidos menos esenciales de todos, ya Que su esqueleto carbonado se
sintetiza directamente a partir de un producto del metabolismo energético bésico procedente
directamente de la glucosa, a través de la glicolisis y el ciclo de Krebs: la serina, a partir del
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3-P-glicerato; la alanina, del piruvato; el 4cido aspdrtico, del oxalacetato; y el dcido glutami-
co, del a-cetoglutarato (figura 7.1).
Glucosa

'

Glicina T Serina =—— 3-P-Glicerato

I
X THF-C, i
| ; Alanina =—— Piruvato —= Acetil-CoA
Y \\
Purinas = -------- Aspartato = Oxalacetato
e WF Citrato
¥ . ¥
Histidina a5 " Asparagina
Pirimidinas
Succinil-CoA a—Cetoglutarato
.
~ l

Arginina —=—— =— =— Omitina «<——— Glutamato

a

Prolina

Glutamina
s N
Purinas Pirimidinas

Figura 7.1. Rutas metabdlicas de sintesis de los aminoacidos considerados
clasicamente como no esenciales. El primer grupo (azul) lo constituyen los que
proceden directamente de las rutas centrales del metabolismo (glicolisis y ciclo
de Krebs); en el segundo grupo (rojo) estan los que proceden de los primeros. El
esquema muestra también las relaciones entre los aminoacidos y las bases ni-
trogenadas de los nucleotidos.

Grupo 3. Aminodcidos que podrian ser esenciales. Un tercer grupo esta formado por gluta-
mina, asparagina, prolina, arginina, histidina y glicina. Las rutas de biosintesis de cada uno de
ellos parten de alguno de los cuatro del grupo anterior (o de este mismo). Dado que los
aminodcidos de partida para estas rutas no son esenciales, tampoco serfa de esperar que
estos cinco lo fuesen, en principio, aunque veremos que tres de ellos (histidina, arginina y
glicina) si van a serlo por diferentes motivos.

Grupo 4. Aminoécidos esenciales por dependencia bioquimica. Finalmente, un cuarto
grupo estd formado por cisteina y tirosina. Se trata de dos aminodcidos que el organismo
humano y todos los animales pueden sintetizar, pero sélo a partir de otro que es esencial: la
tirosina de la fenilalanina, y la cisteina de la metionina (pues, aunque en este ltimo el esque-
leto carbonado es suministrado por la serina, el &tomo de azufre sélo puede ser aportado por
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la metionina). Considerando estos casos, desde el punto de vista dietético, resulta obvio que
estos dos aminodcidos debieran incluirse en el grupo de los esenciales, en el mismo grado
Que sus precursores, ya Que si en la dieta solo existiesen los ocho del primer grupo, el aporte
de fenilalanina deberia dar cuenta de sus propias necesidades més las de tirosina, e igualmen-
te, la metionina deberia cubrir las suyas mas las de cisteina. Por decirlo en otras palabras, es
obvio que o bien afiadimos la cisteina y la tirosina a la lista, o contamos la fenilalanina y la
metionina dos veces.

La lista de aminodcidos esenciales debe revisarse por motivos empiricos y teéricos, es de-
cir, porque asi lo demuestre o lo sugieran los resultados de una investigacion experimental, o
porque se trate de la conclusién del estudio de un mecanismo de reaccién o del conocimien-
to mas profundo de una ruta metabdlica, y éste es el propésito de este capitulo.

El estudio basico de las rutas de biosintesis de aminodcidos se dio por concluido en la dé-
cada de 1930, con el descubrimiento de la ruta de la treonina [218]. Con posterioridad, se
fueron acumulando datos empiricos que indicaban que a los ocho aminodcidos esenciales
para la especie humana, citados arriba, se deberian afadir otros; en especial la histidina y la
arginina [219].

Por otra parte, la extension de estos estudios a una gama amplia de animales demostr6
dos hechos: (a) que la esencialidad de esos ocho es una caracteristica universal de todos los
animales; no se conoce ningtn animal para el que alguno de ellos no sea esencial; (b) si exis-
ten, en cambio, en algunos animales aminodcidos esenciales especificos [220].

Teoria de los puntos débiles del metabolismo

En una red de transformaciones metabdlicas pueden existir nudos (metabolitos intermediarios
conectados con varias enzimas) en los Que se produzca un desajuste entre la cantidad que se
produce, y la Que se necesita para surtir a otros procesos. Entonces esto provocaré un punto
de colapso en el metabolismo, Que puede manifestarse como la acumulacién masiva de cier-
tos productos, o como vacios metabdlicos con la consiguiente falta de suministro.

Una observacion cuidadosa del mapa metabdlico sefiala a primera vista algunos de estos
puntos:

(@) La fenilalanina es un aminodcido cuyo destino metabdlico (aparte de su incorporacion a
las proteinas) es exclusivamente su transformacion en tirosina. Sin embargo, la tirosina tiene
asignada una elevada responsabilidad metabdlica, ya que es el precursor de varios productos,
algunos de los cuales son de uso abundante: las catecolaminas (dopa, dopamina, adrenalina y
noradrenalina), la tiroxina y otros productos, como la melanina. Si quisiésemos cubrir todas
esas necesidades partiendo exclusivamente de la fenilalanina, estariamos sobrecargando la
reaccion de conversion de fenilalanina en tirosina (fenilalanina hidroxilasa), una reaccién com-
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pleja Que depende de la coenzima tetrahidrobiopterina (la cual Quiz4 sea también una vitami-
na), y al ser una oxidasa que trabaja con oxigeno molecular puede ser fuente de radicales
libres de oxigeno, con el consiguiente riesgo de estrés oxidativo. No tiene sentido, pues,
nutrir la fuente de todos esos procesos con un precursor Que se usarfa minoritariamente
como tal, cuando su principal aplicacién puede ser suministrada directamente incorporando la
cantidad pertinente de tirosina en la dieta. Ademas, la sobrecarga de fenilalanina, podria
provocar Que parte de ella se desviase hacia los é4cidos fenilpirGvico y fenilacético, y estos
productos pueden provocar trastornos metabdlicos bien conocidos. Es facil evitar este pro-
blema si en la dieta hay suficiente cantidad de tirosina.

(b) Con la cisteina ocurre un fenémeno similar. La ausencia de cisteina en la dieta obliga-
ria a duplicar la cantidad de metionina, y esto serfa un esfuerzo indtil pues la conversion obli-
gada de metionina en cisteina produciria un exceso de homoserina como producto residual,
Que se tendria que transformar en o-cetobutirato; en principio, esa ruta no parece tener
problemas, pero vuelve a ser, una forma de forzar el metabolismo.

(c) El triptéfano es un aminoécido esencial, asi Que su disponibilidad depende estrictamen-
te de su aporte en la dieta. El triptéfano es el aminodcido més escaso de todos en la compo-
sicion de las proteinas, y sin embargo, al igual que la tirosina tiene asignado un importante
cometido en el metabolismo, como precursor de varios productos, y entre ellos varios neuro-
transmisores y hormonas, como la serotonina y la melatonina. El riesgo de deficiencia de
triptéfano como precursor de serotonina es un hecho bien probado, hasta el punto de que el
sistema nervioso ha desarrollado un sistema de recaptacién de serotonina a fin de reciclar el
neurotransmisor para ahorrar triptéfano. Hace unos afios se descubrié que el metabolismo
humano puede sintetizar el 4cido nicotinico (vitamina B;) a partir de triptéfano, y esto ha
hecho que esta vitamina deje de considerarse como tal. Si procediésemos en consecuencia,
omitiendo el 4cido nicotinico de los suplementos vitaminicos, estariamos agravando el punto
débil del metabolismo del triptéfano que estamos comentando, pues estariamos sobrecargan-
do aln més el uso del triptéfano, Que, como hemos visto es el aminodcido menos abundante
en la dieta.

La estrategia correcta para disefar la dieta idonea no deberia ser reducir la lista de vitami-
nas y compuestos esenciales al minimo indispensable fijandonos sélo en el mapa metabdlico,
sino aumentarla todo lo que sea posible. El concepto de aminoacido esencial y de vitamina no
deberia ser sélo ‘académico’, para consideraciones de papel y ldpiz. La estrategia de confec-
cionar la dieta buscando lo minimo imprescindible sobre el papel es mala porque puede pro-
vocar importantes problemas de circulacion en el metabolismo, y la estrategia l6gica no debe
ser la de aportar la dieta minima, como si la nutricion fuese un four de force al metabolismo,
para ponerlo a prueba y ver hasta donde es capaz de resistir, sino muy al contrario, darle las
cantidades idoneas de sus requerimientos para Que trabaje en las mejores condiciones posi-
bles. Por tanto, la tirosina y la cisteina deberian afiadirse a la lista de aminoécidos esenciales,
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y el triptéfano deberia anadirse a la dieta con regularidad, al menos, cuando se vea que pue-
de haber trastornos neuroldgicos, problemas de suefio y relajacion, intranquilidad persistente,
hiperactividad, etc. Esta dltima conclusién no cambia la clasificacion del triptéfano como
aminodcido esencial.

Revision critica del concepto de aminoacidos esenciales

A partir de estas consideraciones, revisaremos el concepto de aminoécidos esenciales, esta-
bleciendo cinco grupos, de acuerdo con los siguientes criterios.

1. Imposibilidad bioquimica. Aminodacidos estrictamente esenciales. En este grupo estdn
los ocho citados arriba: valina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, lisina, fenilalanina y
triptéfano, ya que existe una imposibilidad bioquimica para su biosintesis, al no contar el
metabolismo animal con las enzimas necesarias para convertir los precursores en los corres-
pondientes aminoécidos.

2. Incapacidad bioquimica. La histidina ha estado mucho tiempo sin considerarse aminod-
cido esencial, ya que su ruta de biosintesis es operativa en los animales, al menos, en algunos
de ellos, incluido el hombre, pero no en la rata.

Sin embargo, se ha descrito que en la infancia, el metabolismo humano no tiene suficiente
capacidad para sintetizar toda la histidina Que necesita. En la actualidad hay muchos autores
Que reconocen que la histidina es esencial, por motivos empiricos, y que debe estar, por
tanto, presente en la dieta [221]. En cualquier caso, nosotros preferimos resolver esta con-
troversia afiadiéndolo a la lista, por las razones apuntadas arriba.

3. Dependencia bioquimica. La cisteina y la tirosina s6lo pueden sintetizarse a partir de
otro aminodcido que es esencial: la cisteina de la metionina, y la tirosina de la fenilalanina.

4. Imposibilidad biofisica. Arginina. En principio, podrfa pensarse —y asi figura en los li-
bros de texto— que el metabolismo puede usar la ruta de sintesis de urea también para fabri-
car arginina, sin més que desvidndola de la ruta; véase, por ejemplo, el mapa clasico del Prof.
Michal [205].

Sin embargo, la biosintesis de urea no es tan sencilla como lo muestran los textos bésicos,
donde el ciclo de la urea aparece como una ruta secuencial en la ue las enzimas que partici-
pan son independientes y estdn distribuidas aleatoriamente en el espacio, de forma que los
productos intermedios han de pasar de una a otra por difusion libre al medio. Si eso fuese
asi, cualquiera de estos intermediarios podria intercambiarse libremente con el poof libre
externo, de forma que el flujo de carbono podria desviarse hacia otros destinos partiendo de
cualquier intermediario, o bien, cualquier intermediario de esta ruta producido en otra, o
procedente del exterior, podria incorporarse directamente a ésta.
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Sin embargo, esto no es asi. A finales de los afios ochenta, el grupo de Luisa Raijman, en
la University of Southern California (USC), estudiando la organizacion biofisica del ciclo de la
urea, demostré por primera vez, con unos elegantes experimentos, la existencia del fenémeno
de channelling en el metabolismo celular [222].

El channelling es una asociacion fisica ordenada de enzimas que participan secuencialmen-
te en una ruta de transformacion, de forma que el producto de una, y sustrato de la siguiente,
se traspasa directamente de la primera a la segunda, sin tener que difundir al medio. Es decir,
el channelling significa un alto grado de organizacién estructural biofisica del metabolismo, en
el campo de la arquitectura molecular de las células [223]. Una ruta metabolica con channe-
lling tiene ventajas cinéticas obvias: tiene menor tiempo de transicién, ya que los metabolitos
intermedios no tienen que difundir para encontrarse con la siguiente enzima, y esto reduce
evidentemente el tiempo para alcanzar el estado estacionario; ademds, esto significa un aho-
rro de espacio y de electrolitos, de manera que las enzimas pueden trabajar con una concen-
tracion local de sustratos elevada sin que aumente la osmolaridad general del medio, y se
consigue, en definitiva mayor flujo, pues las enzimas actGan con el méximo grado de satura-
cion.

En general, las enzimas, como proteinas Que son, tienen tendencia a asociarse. La cues-
tion es si una determinada asociacion especifica entre dos enzimas particulares puede tener
ventajas selectivas en la evolucion, que lleven a determinar su consistencia. Y puesto que el
channelling significa una mejora cinética, es de esperar, desde el punto de vista evolutivo, Que
su consecucion sea un objetivo de la seleccién natural.

Por otra parte, la formacién de un channelling entre dos enzimas significa que el sustrato
intermedio no estara disponible para otras rutas divergentes que pudiesen formarse en ese
posible punto de bifurcacion, o para otras rutas convergentes, puesto que el channelling
encierra el metabolito. Por tanto, el channelling puede tener obvias ventajas selectivas cuando
se trata de aumentar el rendimiento cinético de una ruta, pero aisla esa ruta quitdndole versa-
tilidad al metabolismo, igual Que una autovia tiene muy pocos puntos de comunicacién con el
exterior, mientras Que en una calle se puede entrar o salir por cualquier encrucijada.

Luisa Raijman estudié el funcionamiento del ciclo de la urea en hepatocitos aislados de ra-
ta permeabilizados con a-toxina de Staphylococcus aureus. Esta toxina ataca a las membra-
nas plasmaticas de las células eucariéticas formando pequefios poros que permiten el libre
intercambio de metabolitos pero no de macromoléculas, de forma que las células mantienen
su integridad, pero su metabolismo es accesible desde fuera, pudiéndose controlar las con-
centraciones de intermediarios como si fuesen variables externas. El grupo de Luisa Raijman
puso en marcha el ciclo de la urea en las células permeabilizadas, con bicarbonato, como
fuente de CO,, marcado isotépicamente con '*C. El sistema trabajando en estado estaciona-
rio producia urea con un determinado marcaje en el carbono. Cuando el sistema estaba en
estado estacionario afadieron arginosuccinato frio a una concentracion 200 veces superior a
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la Que habian determinado en el medio, y en otro experimento separado afiadieron arginina
fria en la misma proporcién; estando las células permeabilizadas no habia problema para que
cualquiera de estos dos productos (en especial el arginosuccinato) pudiese atravesar la mem-
brana plasmdtica y llegase hasta la ruta, ya Que estas reacciones ocurren en el citoplasma. Si
cada uno de estos productos intermedios (radiactivos) de la ruta estuviese difundiendo libre-
mente al medio, los afiadidos se mezclarian con ellos y podrian incorporarse libremente al
sistema, siendo atrapados por las enzimas correspondientes como sustratos. Entonces, su
concentracion extremadamente alta, al mezclarse con el intermediario radiactivo de la ruta
apagarfa la radiactividad de éste, y se observaria un descenso en el contaje de la urea final.
Los resultados mostraron que la adicién de arginosuccinato frio provocé la disminucion de la
radiactividad de la urea en un 25%, mientras que la adicion de arginina fria no provocé nin-
gln descenso de la radiactividad. La conclusion es que hay un channelling del 75% entre la
arginosuccinato sintasa (EC 6.3.4.5) y la arginosuccinato liasa (EC 4.3.2.1), y un channelling
del 100% entre esta Gltima y la arginasa (EC 3.5.3.1).

A finales de la década de 1980 habia datos que sugerian la existencia de channelling en
varias rutas metabdlicas, pero eran sélo indicios indirectos, como balances estequiométricos
de flujos que no cuadraban [224,225]. Sin embargo, hasta el trabajo de Luisa Raijman no se
habian presentado datos experimentales que lo demostrasen, y por ello, este trabajo marca un
hito en el conocimiento del metabolismo.

La arginina y el arginosuccinato (los dos intermediarios ensayados y en los que Luisa Raij-
man demostré el channelling) se han quedado, pues, atrapados en el ciclo de la urea, eviden-
temente con el fin de mejorar el rendimiento cinético de esta ruta Que es con toda evidencia
una de las mds activas del metabolismo, y en concreto, una de las mas activas de los hepato-
citos. Pero el precio que ha habido que pagar por esta mejora cinética es que, al perder la
arginina la comunicacion con el exterior, esa ruta ha dejado de cumplir su primitiva funcion,
qQue era, sin duda, la sintesis de arginina. Y la consecuencia dramatica es que la arginina, a
pesar de que el metabolismo la produce en grandes cantidades, se ha convertido en un ami-
nodcido esencial para los animales donde haya ocurrido esto; en general —admitiendo que la
rata sea un buen modelo experimental— es de esperar Que haya ocurrido asi al menos en
todos los vertebrados ureotélicos, es decir, en todos los mamiferos. En consecuencia, aunque
el higado humano fabrica diariamente hasta més de 100 gramos de arginina, ésta no queda a
disposicion del metabolismo para sus usos, entre ellos la incorporacion a la estructura de las
proteinas como aminoécido proteico.

De los resultados del trabajo de Luisa Raijman se deduce, pues, que la arginina debe ser
clasificada como aminodcido esencial, por causas de imposibilidad biofisica. Estos resultados
vienen a confirmar un buen ndmero de observaciones empiricas Que se habian ido haciendo
desde hacia cerca de treinta anos, sobre la necesidad de que la dieta contuviese una cierta
cantidad de arginina. Véase, en particular, la revision, muy bien documentada de Willard
Visek, publicada en 1984 en Annual Review of Nutrition [219]. En ese trabajo, Visek afirma
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Que ‘se ha hecho aparente que el criterio clésico de esencialidad (indispensabilidad) o no
esencialidad (dispensabilidad) tiene importantes limitaciones, al ir aumentando el conocimien-
to de la nutricion y su aplicacion. Los datos Que soportan estas conclusiones proceden princi-
palmente de estudios con histidina y arginina’.

Once meses después de la publicacion del trabajo de Luisa Raijman, un trabajo del grupo
de Daly, de la Universidad de Pensilvania [226], reconoce la necesidad de enriquecer la dieta
con arginina para el tratamiento de ciertos tumores, y comenta que la clasificacién de arginina
como no esencial es sélo una cuestion de definicion (no de necesidades metabdlicas).

La evidente repercusion préctica de los experimentos de Luisa Raijman hace que sus resul-
tados no pueden quedarse exclusivamente como una curiosidad para los estudiosos del me-
tabolismo, sino que deben trascender al campo de la nutricién y de la dietética, pues demues-
tran Que la arginina es un aminodcido esencial. Es dificil creer que a estas alturas no se dis-
ponga de tablas de composicion de alimentos donde vengan las cantidades de ‘odos los ami-
noacidos (no sélo los ocho esenciales cldsicos) en los alimentos comunes —y en especial, en
los ricos en proteinas. Los especialistas en metabolismo llevan mas de veinte afios insistiendo
en que la lista de aminoécidos esenciales debe ampliarse, y no sélo la lista, sino sobre todo el
concepto, y esas conclusiones no acaban de cuajar en los textos ni en la practica de los espe-
cialistas en nutricion. En este trabajo nosotros presentamos pruebas tedricas y experimentales
Que demuestran que la glicina debe incorporarse a la lista de aminoacidos esenciales, y pro-
ponemos un criterio cuantitativo para ampliar el concepto de esencialidad, con base tedrica y
experimental.

La Glicina como aminoacido esencial por motivos de
imposibilidad matematica

Finalmente, nuestra proposicién en esta Tesis es que la glicina debe afadirse a la lista de
aminodcidos esenciales en un quinto grupo, por motivos que definimos de imposibilidad
matematica.

El motivo de haber considerado, hasta ahora, la glicina como aminoacido no esencial es,
segln hemos explicado arriba, que la glicina se produce en el metabolismo a partir de la
serina, Que es un aminodcido claramente no esencial (figura 7.1). Sin embargo, como vere-
mos, la realidad es que su biosintesis es muy dificil y compleja, ya que en ella estdn implica-
dos muchos otros procesos —la mayoria de ellos independientes del uso de la glicina— cuyo
funcionamiento determina, sin embargo, las posibilidades de sintesis de este aminodcido. Esto
determina que sea dificil —y virtualmente imposible para ciertos organismos— fabricar toda la
glicina Que necesitan. Veamos primero la sintesis de serina.
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Biosintesis de serina

La ruta de biosintesis de serina estd representada con detalle en la figura 7.2, se trata una
rama lateral de la glicolisis que parte del 3-fosfoglicerato (3-PGA). La primera reaccion es la
de la fosfoglicerato deshidrogenasa (EC 1.1.1.95), dependiente de NAD™, que cataliza la
conversion del 3-PGA en 3-fosfohidroxipiruvato; la segunda es la de la fosfoserina transami-
nasa (EC 2.6.1.52), dependiente de acido glutémico, y finalmente la tercera la fosfoserina
fosfatasa (EC 3.1.3.3), que cataliza la hidrélisis del enlace éster-fosfato, y rinde serina. Esta
ruta es un punto de bifurcacién de la glicolisis, y como tal no tiene ninglin problema de dise-
fio. El uso del 3-PGA hacia esa ruta es un uso alternativo de la PGA-mutasa glicolitica (EC
5.4.2.1). Por tanto, el flujo de carbono de la glicolisis se puede desviar en ese punto sin mds
restriccién que la capacidad catalitica de las enzimas implicadas. En principio, hay que admitir
Que esas actividades deben estar en concordancia con las necesidades de serina, de forma
que la serina no tiene especiales motivos para ser esencial, y asi la hemos clasificado arriba en
el grupo de los aminoécidos no esenciales absolutos.

Ruta de biosintesis de glicina

La sintesis de glicina se resuelve en un solo paso, a partir de la serina, mediante la enzima
glicina (serina) hidroximetil transferasa (EC 2.1.2.1), en la que intervienen el piridoxal-fosfato
y el tetrahidrofolato (THF) como coenzimas. La reaccion produce la rotura de la molécula de
la serina para dar glicina mas un ffagmento C, en forma del radical catiénico [CH,**], que
queda unido covalentemente al THF en forma de metilén-THF.

Esta reaccion es un nuevo punto de bifurcacion con respecto a otras rutas para diversos
usos de la serina (por ejemplo, para la sintesis de colina), pero cada uno de los dos ramales
Que salen de la serina (hacia glicina y hacia THF-C,, respectivamente) no constituyen una
bifurcacion. Seria una bifurcacion si la serina pudiese rendir alternativamente glicina o THF-
C,. pero eso no es posible, pues se trata de una rotura con estequiometria fija, y este tipo de
diseno condiciona fuertemente el funcionamiento de todas las rutas que se derivan de este
punto.

El disefio estd representado simbdlicamente en la figura 7.3. La ruta A —C'tiene un pun-
to de bifurcacion en el metabolito intermedio 5, de forma que a partir de ahi, el flujo que
procede de A se puede distribuir hacia C o hacia D, seglin convenga, sin més que regular la
actividad de las enzimas correspondientes. Las cantidades relativas, las proporciones del flujo
de la rama principal Que se van a desviar a cada ramal, son las Que uno desee, pues no hay
restricciones estequiométricas Que condicionen una relacion entre esos dos flujos, a excep-
cién de la regla obvia 4 = / + /. Sin embargo, la reacciéon D — £ + Fno es una bifurca-
cion, sino una rotura con estequiometria fjja: D se rompe en dos mitades, rindiendo E y F
con una estequiometria dada; una molécula de D produce una de £ més una de £, y esta
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proporcion no puede alterarse porque viene obligada obviamente por la estructura quimica
de los tres componentes de la reaccion. Después, £y F se usan independientemente, cada
una para una serie particular de procesos.
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Figura 7.2. Rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de glicina y en su uso
para diferentes funciones metabdlicas. Rutas numeradas: (1) glicolisis, ruta central
del metabolismo de los carbohidratos; (2) rama especifica que sale de la glicolisis para
la sintesis de serina y glicina; (3, 4) reaccion de la serina hidroximetil transferasa (EC
2.1.2.1) que convierte serina en glicina con la transferencia de la unidad C1 al tetrahidro-
folato (THF); (5, 6, 7) conjunto de reacciones que conducen a otros procesos necesarios
en la sintesis de glicina para descargar la unidad C4 del THF, y recuperar asi el THF li-
bre para participar de nuevo en la reaccion (3, 4); (8, 9, 10) conjunto de reacciones de
procesos de biosintesis en los que participa la glicina; (11) reaccion irreversible de la
enzima glicina deshidrogenasa (descarboxilante) (EC 1.4.4.2/2.1.2.10) que convierte la
glicina en la unidad C+; (12) conjunto de reacciones que usan serina para otros proce-
SOs.
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Figura 7.3. Esquema simplificado de las rutas metabdlicas implica-
das en la biosintesis y utilizaciéon de glicina, con los simbolos usa-
dos en el desarrollo de las ecuaciones de la demostracion del teore-
ma (véase el texto).

Este disefio le quita versatilidad al metabolismo. Cuando un producto se rompe en dos, cada
uno de los cuales se incorpora a un proceso metabdlico diferente, el transcurso de la reac-
cién de rotura Queda condicionado por la circulacién de las dos ramas en conjunto, de tal
forma que si hay un desfase entre ellas, el cumplimiento de las necesidades metabdlicas de
los productos de cada conjunto, producird la detencion retroactiva en la rama correspondien-
te, produciendo finalmente la inhibicion de la reaccion de escision inicial (4), y esto provocara
el consiguiente corte de suministro para la otra rama. Por tanto, este disefio obliga a que la
reaccion (4) sélo pueda ocurrir mientras la misma relacion estequiométrica de la reaccién se
mantenga entre la actividad total de cada una de las dos ramas. Sin embargo, si la funcién
especifica Que desempefia cada una en el metabolismo es independiente, puede haber dife-
rencias importantes en el uso de cada una y una de ellas puede frenar la reaccion sin que se
hayan cumplido los requerimientos de la otra.

Supongamos, por ejemplo, segln se representa en la figura 7.3, que £ se use mucho y F
muy poco. Esto provoca inevitablemente un grave problema de flujo metabdlico que coloca
en precario la rama de £ cuya causa es el disefio de la red, pues por mucha actividad que
tengan las enzimas de esa rama, la ruta acabard colapsada por la acumulaciéon de F. Esto
genera un punto débil del metabolismo cuya causa es el disefio de la red. Las necesidades de
F se satisfacen pronto, porque su demanda metabdlica es muy baja, sin Que se haya hecho lo
propio con £y la regulacién de la produccién de F (por lo general, por efecto retroactivo
sobre las enzimas de la ruta) producira la detencién de la reaccién (3), sin Que se hayan cu-
bierto las necesidades de £ de manera que el problema no se puede solucionar modificando
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las actividades de las enzimas con inhibidores, activadores, o cualquier otro tipo de fidrmacos
o manipulacion genética, pues ninguna de esas estrategias puede alterar la estequiometria de
la reaccion (3). Por tanto, es inevitable que se produzca una carencia de £, a no ser que haya
otra ruta alternativa para su produccic')n, 0 Que £ sea un nutriente Que se pueda incorporar
directamente a través de la dieta.

La forma logica y més conveniente de corregir este problema de disefio serfa con una ruta
de desvio (bypass), que permitiese el libre intercambio entre los dos flujos de carbono. En la
glicolisis hay un punto con disefio similar: la rotura de la fructosa I,6-bisfosfato por la aldola-
sa Que rinde las dos triosas: gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona-fosfato. Alli existe esa
ruta de bypass con la reaccién de la enzima triosa-fosfato isomerasa (TIM), que cataliza la
interconversion de las dos triosas. Como la reaccién de isomerizacion es reversible, la glicoli-
sis no pierde versatilidad para el uso de cada triosa, ya Que ambas se pueden interconvertir
libremente y cada una de sus rutas especificas se puede usar mas o menos, seglin convenga,
permitiendo Que cada rama pueda funcionar con independencia de la otra.

En el caso de la glicina también existe una reaccion asi, como puede verse en la figura
7.2. Se trata de la reaccion (11), catalizada por la glicina deshidrogenasa (descarboxilante),
también conocida como sistema de rotura de glicina (EC 1.4.4.2, 6 EC 2.1.2.10), que cata-
liza la reaccion global:

Gly + THF + NAD" — THF-C, + NH; + NADH + CO,

Sin embargo, las caracteristicas termodindmicas de esta reaccion, debido a la liberacion de
CO, y de amonio, hacen que sea irreversible en condiciones fisioldgicas, hacia THF-C,, por lo
Que la reaccién no sirve para fabricar glicina, sino, al contrario, para usar la glicina como
fuente de unidades C,, es decir, Que sélo sirve para darle libertad a la rama del fragmento C,,
no a la rama de la glicina.

Algunos textos muestran esta reaccion como reversible. No parece haber datos disponi-
bles de su constante de equilibrio, pero es evidente que es irreversible en condiciones fisiol6-
gicas, debido al desprendimiento de CO, y de amonio, dos productos cuya concentracién en
las células es muy baja, especialmente el amonio, debido a su toxicidad. La reaccién aparece,
sin embargo, como reversible en los textos clasicos de Bioquimica [227-229]. Sin embargo,
en el atlas del Prof. Michal [205], y en el texto de Metzler [206], Que son, sin duda, los dos
més especializados y documentados, y por ello, los mas fiables, la reaccion figura como irre-
versible en el sentido 6gico en que esta escrita arriba. Esta reaccion permite, pues, Que una
molécula de serina pueda rendir dos unidades C,, pero no dos glicinas, de forma que no sirve
para corregir la potencial carencia de glicina.

Teorema: en los organismos donde la ruta metabdlica de sintesis de glicina sea la representa-
da en la figura 7.2, y estando el metabolismo funcionando en cualquier condicién, se cumple
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que el flujo metabdlico de produccién de glicina no puede ser superior al consumo de unida-

des C, transferidas por el tetrahidrofolato.

Prueba: El esquema de la figura 7.3 representa todos los

flujos metabdlicos relacionados con

la produccion y el gasto de glicina. En estado estacionario, el flujo de produccién neta de

glicina es igual a la suma de todos los flujos de consumo
el consumo total de unidades C, estéd representado por vs
to por el siguiente conjunto de ecuaciones diferenciales:

dB

EZVI —V, =V
dD
e
dE
e
dF

Z:\q TV, = Vs

, representada en la figura por 1, y

. El sistema completo queda descri-

Que en estado estacionario se convierten en el sistema de ecuaciones algebraicas:

dB

5201—02—03 =0
dD

R
dE
5204—06—07 =0
dF

E:U“ +U7—US =0

Despejando v, de (7):
U, =V + 0,

Por tanto, v, =v, — U,
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De (8):
Vs =0, U, =0, + 20, (10)
Vg =Us — 20, (1)

Luego v, no puede ser mayor Que Uy, pues su limite madximo seria precisamente vs, si
v, =0.

Esto prueba la proposicion para el caso de que el sistema esté trabajando en estado esta-
cionario. Sin embargo, dado que la restriccion de la reaccion (4) es estequiométrica, no un
punto de bifurcacién, la relacién de flujos debe cumplirse en cualquier condicion, ya que el
estado estacionario no puede alterar las restricciones estequiométricas, las cuales vienen
impuestas por el mecanismo quimico de la reaccion, y asi queda probado el teorema.

La biosintesis de glicina depende, pues, estequiométricamente del conjunto total de reac-
ciones dependientes de THF-C, (reacciones 5-7 en la figura 7.2). Puesto que cada una de
ellas esta implicada en un proceso fisioldgico diferente, independiente de las necesidades de
glicina Que demanda el otro conjunto, a excepcioén de la biosintesis de bases pricas (qQue
discutiremos mas adelante), el acoplamiento entre ellas no es nada obvio, en absoluto. En-
tonces, un fuerte requerimiento de glicina, Que fuese necesario para la biosintesis de otros
productos (reacciones 8-10 en la figura 7.2), tendrfa Que forzar a Que se produjese una pro-
duccién equivalente de unidades C, llevadas por tetrahidrofolato. Esto, obviamente, no es
posible, pues la produccién del intermediario THF-C, no puede depender del trabajo de otra
ruta diferente, sino que tiene Que hacerse de acuerdo con las necesidades especificas de este
producto en el metabolismo.

Treonina aldolasa

Hay otra ruta alternativa que si podria actuar para la biosintesis de glicina. Se trata de la reac-
cion de rotura de la treonina:

M
CH3~CH-CH-COOH — CH3~CS, + H-CH-COOF
I | |
OH NH; NH,

Treonina Acetaldehido Glicina

Esta reaccion, catalizada por la enzima serina hidroximetil-transferasa (EC 2.1.2.1), tampoco
es buena como via de sintesis de glicina, ya que la treonina es un aminodcido esencial, y sus
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necesidades en el metabolismo son del mismo orden que su aporte en la dieta, pues la con-
centracion de treonina es muy semejante en todas las proteinas. Por tanto, la importancia de
esta reaccion como fuente de glicina es minima ya que no hay suficiente treonina en la dieta
como para dar cuenta de las necesidades de treonina y de glicina.

Ademas, el acetaldehido es un producto muy téxico, y es la causa principal de la toxicidad
del etanol. El etanol ingerido en la dieta se transforma en acetaldehido de paso hacia acetato,
y la enorme reactividad quimica del acetaldehido es la causa principal de la toxicidad del
etanol (no la unica, pues el etanol interacciona con receptores de membranas provocando
una somnolencia similar a la de los anestésicos). Por tanto, si la biosintesis de glicina tuviese
que depender de la rotura aldélica de la treonina, su necesidad obligaria al metabolismo no
s6lo a degradar treonina, sino también a producir acetaldehido, y esto, aparte del dafio que
produciria por merma de un aminodcido esencial, serfa un foco de intoxicacion. Por otra
parte, la via normal para la desintoxicacion del acetaldehido es su rdpida conversion en etanol
(como una ruta de via muerta), y luego su transformacion lenta, en acetato pasando nueva-
mente por acetaldehido.

La reaccién de la treonina aldolasa es muy reversible, como otras aldolasas; en caso de
abundancia de glicina se desplazaria en sentido contrario facilitando la eliminacién de acetal-
dehido (y consiguientemente, de etanol), al tiempo que serviria como fuente de treonina.

Usos de la glicina

La estructura Quimica de la glicina, H,N—CH,—COOH, aunque aparentemente trivial, tiene
dos propiedades importantes que la hacen vital —virtualmente insustituible— en el metabo-
lismo: como pieza estructural clave para el plegamiento de las proteinas, y como reactivo
Quimico para la sintesis de otras moléculas mas complejas.

Estructura de proteinas

La glicina no es un aminoécido especialmente abundante en las proteinas (aproximadamente
sblo el 4% de promedio). Sin embargo, su papel en la estructura de las proteinas es critico
debido a su pequefio tamafio, por la carencia de un residuo carbonado en el carbono a. El
metileno de la glicina [-CH,—] es una estructura tan pequefia, Que permite que las proteinas
tengan en ese punto la méxima capacidad de plegamiento, de forma que cuando cumple esa
funcién estructural en las proteinas, la glicina es un residuo insustituible, y como tal, uno de
los aminodcidos que menos admite una mutacién. Por ello, los residuos de glicina son quiza
los mas conservados en la evolucion neutral de la secuencia de aminoacidos en las proteinas.
Podemos tomar como ejemplo, el citocromo ¢, cuya evolucion es una de las mds estudiadas y
documentadas, de forma que ha sido el paradigma para construir los relojes moleculares de la
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evolucién. El citocromo ¢ humano tiene 13 residuos de glicina. Un estudio comparado de la
secuencia de esta proteina entre 20 especies incluyendo animales, vegetales y hongos [230],
muestra Que nueve de esos residuos (gly-9, 14, 37, 42, 45, 49, 53, 85 y 92) son invariables
en todas las especies; dos (gly-31 y 45) varfan en uno de los tres hongos estudiados; dos
(gly-32 y 64) varian s6lo en un hongo y el trigo (la dnica planta de la serie), y sélo un residuo
(gly-68) presenta variaciones ademds en algunos pocos animales. El papel estructural insusti-
tuible de los residuos de glicina se ha demostrado experimentalmente. La mutacion producida
en el laboratorio de la glicina-34 de Rhodobacter capsulatus (Que corresponde a gly-42 en la
notacion utilizada arriba) conduce a un citocromo ¢ mal plegado que en su estado oxidado es
inestable y pierde su actividad [23 I]. Un efecto similar se ha descrito en la citocromo c¢ oxi-
dasa con la mutacion de gly-226 por arginina [232]. Hay muchos més ejemplos de este fe-
némeno, por ejemplo, en la evolucién de las globinas, y practicamente en todas las proteinas
cuya evolucion se ha estudiado con detalle [233,234].

Reactivo para sintesis quimica

La glicina es uno de los aminoédcidos mds utilizados en el metabolismo para la sintesis de
otras moléculas. La razén de esta utilidad es que el metileno (~CH,—) puede considerarse
como una unidad monocarbonada (C,) unida a dos grupos reactivos (-NH, y — COOH), lo
Que le confiere un alto potencial de reaccién. El metabolismo lo utiliza en la fabricacién de
bases puricas, porfirinas (el grupo hemo de la hemoglobina, mioglobina y citocromos), creati-
na, glutation y sales biliares, entre otros, aparte de que la propia glicina es a su vez, fuente de
unidades C, para el 4cido tetrahidrofélico. Comentaremos aqui dos de ellos por ser los que
més pueden influir en el gasto y en la produccion de glicina.

Biosintesis de bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas). La biosintesis de bases puricas es
uno de los procesos mas criticos del uso de unidades C, y de glicina. En la sintesis del esque-
leto carbonado de una base pirica se gasta una molécula de glicina y dos unidades C, (figura
7.4), y en la biosintesis de pirimidinas se gasta una unidad C, para el metilo de la timina. La
sintesis de dcidos nucleicos es, pues, una fuente de glicina (a pesar de que gasta glicina). Se
gastan dos serinas en la sintesis de cada par GC, y tres en el par AT, del DNA, y dos para
cualquier purina del RNA, mientras qQue sdlo se gasta una glicina en cada caso, de manera
Que la sintesis de dcidos nucleicos y de otros nucleotidos es un proceso que rinde una pro-
duccién neta de glicina, Que queda a disposicion de otras reacciones, y de no gastarse, siem-
pre se puede resolver mediante la reaccion de la glicina deshidrogenasa descarboxilante, lo
que significard un ahorro de serina.
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Figura 7.4. Origen metabdlico de los atomos del anillo de purina.

Porfirinas. La sintesis de las porfirinas es uno de los procesos que més glicina consume, pues
se emplean ocho moléculas de glicina en la sintesis de cada grupo hemo (ferroporfirina) (figu-
ra 7.5), y esta estructura estd presente en muchas estructuras celulares, en especial los cito-
cromos de la cadena respiratoria, aparte de algunas enzimas como la catalasa.
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Figura 7.5. Participacion de la glicina en la biosintesis del grupo hemo (fe-
rroporfirina). Se gastan ocho moléculas de glicina en la formacion de cada gru-
po hemo.

Calculos cuantitativos de la produccion y gasto de glicina

Porfirinas. Se puede estimar la cantidad de porfirinas Que hay en el organismo a partir de la
cantidad de hierro. La cantidad total del hierro es de 50 mg/kg en el hombre, y 42 mg/kg en
la mujer. Un hombre de 75 kg de peso tiene, por tanto, 3'75 g en total (67" 14 milimoles),
mientras Que una mujer normal de 55 kg tiene 2°31 g (41°36 milimoles). EI 70% del hierro
es hierro ‘funcional’, y el 30% restante estd en otras proteinas (ferritina, hemosiderina y trans-
ferrina). Por tanto, el hierro funcional en el hombre supone 47 milimoles, y hay la misma
cantidad de grupos hemo en total, en el cuerpo.
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El 80% del hierro funcional estd en la hemoglobina, y el 20% restante en la mioglobina,
los citocromos y otras proteinas con grupo hemo. En un hombre de 75 kg la hemoglobina
contiene, pues 37'6 milimoles de hierro funcional. El recambio diario de grupos hemo se ha
calculado a partir de datos de recambio de hemoglobina, administrando "°N-glicina, durante
dos dias en dosis multiples, y analizando el contenido de "N en los eritrocitos, y en los pro-
ductos de excrecion correspondientes, y en otros productos, como la albdmina, no relaciona-
dos con las porfirinas, como control. Los resultados mostraron que el recambio diario del
grupo hemo es el 0'85% del total. Por otra parte, otros experimentos demostraron que la
vida media de los eritrocitos es de 126 dias en el hombre, lo Que equivale a un recambio
diario del 0'79%. La diferencia entre estos dos datos (0°'06%) es, obviamente, el recambio de
mioglobina y citocromos, Que es mucho mas lento porque las células que las contienen tienen
una vida media més larga.

Tomemos el valor medio de 0°85% para el recambio de la totalidad de grupos hemo que
corresponde a 47 x 0'85/100 = 0'40 milimoles de grupos hemo que sintetiza diariamente
un hombre de 75 kg. La sintesis de cada mol de grupos hemo gasta ocho moles de glicina;
por tanto, el gasto diario de glicina Que se usa para el recambio de las porfirinas es de 0'40 x
8 = 3’2 milimoles. Puesto que la masa molecular de la glicina es 75°'06, el gasto diario de
glicina para la sintesis de porfirinas es de 3'2 x 75'06 = 24020 mg.

Purinas. Veamos ahora la capacidad de sintesis de glicina. La sintesis de purinas es la princi-
pal fuente de glicina, seglin hemos visto. El catabolismo de purinas en el hombre conduce a
4cido drico, Que se excreta en la orina. La cantidad de acido Urico en orina, en raras ocasio-
nes desciende por debajo de 0’5 a 0'6 g/dia, incluso en dietas sin purinas [216], luego 550
mg es el recambio diario de purinas, y por tanto, la cantidad que se sintetiza diariamente
cuando la dieta no contiene purinas. Esta es la sintesis mdxima, pero puede ser menor con
dietas ricas en purinas (entonces la cantidad de dcido drico en la orina de 24 horas puede
llegar a ser superior a | g, pero la mayor parte se excreta directamente, y apenas interfiere en
la biosintesis de purinas para el recambio normal). Una produccion de purinas equivalente a
550 mg de écido rico (masa molecular 168’1 1) significa la fabricacion de 3'27 milimoles;
esto significa una produccioén igual de glicina (masa molecular 75°06), es decir, aparte de que
la sintesis de purinas implica un gasto de glicina, arroja una produccién neta de 245 mg/dia
de glicina que estd disponible para otros usos. Como puede verse, la produccién de glicina
debida a la sintesis de purinas (245 mg/dia) puede hacerse cargo del gasto que supone la
sintesis de porfirinas calculado arriba (240 mg). Como el resto de los procesos que consu-
men unidades C, transportados por el THF o por la adenosil metionina son también fuentes
de glicina, el gasto total de glicina en estos procesos estd compensado.

Creatina. El recambio de creatina es otro proceso consumidor importante de glicina. EI hom-
bre excreta una media de 20 mg/kg de creatinina (masa molecular 113"11) en 24 horas. Un
hombre de 75 kg excreta, pues, 1'S g (13 milimoles)/dia. La sintesis de la creatina corres-
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pondiente implica un uso equimolar de glicina, es decir, 13 x 75'06 = 976 mg/dia, lo cual
serfa un gasto importante. Sin embargo, ese gasto no influye en la necesidad neta de glicina,
pues la sintesis de creatina es un proceso metabolico perfectamente compensado, ya que en
la sintesis de cada molécula se gasta una glicina y también un metilo (figura 7.6), y, como
sabemos, la produccion de metilos es una fuente equimolar de glicina. Es tentador pensar que
Quizd ésta sea la razon de la presencia de ese metilo en la estructura de la creatina. No hay
Que olvidar, sin embargo, que la sintesis de creatina implica un gasto neto de arginina, que
también es un aminoécido esencial, segin hemos visto.

THF-C+ Serina
C1

(Adenosil-metionina)

Arginina / Glicina CH;
|
CHs / N
\‘ | HN = C/ \CHg
H,N C N-CH, COOH | |
NH } HN C=0
Creatina H0 Creatinina

Figura 7.6. Participacion de la glicina y de la unidad C4 en la sintesis de
creatina. Se gasta una molécula completa de serina en la sintesis de cada molé-
cula de creatina, de forma que este proceso no genera un gasto descompensado
de glicina.

Colageno. Donde el problema de la escasez de glicina se hace més acuciante es en la extra-
ordinaria demanda impuesta para la sintesis de coldgeno. El coldgeno es la proteina mas
abundante en los vertebrados, y también la més singular de todas, con respecto a su estructu-
ra primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, segin hemos expuesto en el capitulo I. Lo
qQue interesa destacar ahora del coldgeno es su abundancia en los vertebrados, incluido el
hombre, la abundancia de glicina en su estructura, y la necesidad de un gran aporte diario de
este aminodcido para su recambio.

En un hombre normal (no obeso), de 75 kg de peso, las proteinas constituyen aproxima-
damente el 18% de la masa corporal, y de ellas, una tercera parte es coldgeno. Por tanto, un
individuo normal de 75 kg tiene aproximadamente 13'5 kg de proteinas, de las cuales la
tercera parte (4’5 kg) es coldgeno; el 22% de la masa del colageno (990 g) corresponde a
residuos de glicina, (masa molecular = 57°05), que equivalen a 1’31 kg de glicina (masa
molecular = 75'06). La proporcion de glicina en el resto de las proteinas (13°5 -4’5 = 9°0
kg) es aproximadamente un 4%, esto es, 360 g de residuos de glicina, equivalentes a 474 g
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de glicina. La cantidad de residuos de glicina en la estructura de todas las proteinas corpora-
les es, pues, 1'36 kg, que equivalen a ~1'79 kg de glicina.

Olvidemos, de momento, las otras proteinas. La vida media del coldgeno, sacando un va-
lor medio entre los distintos tipos, es de 80 dias, aproximadamente; la gran excepcion es el
colageno tipo Il del cartilago, que se renueva muy despacio, con una vida media estimada de
2-4 afios. Cada dia se renueva, por tanto, el 1'25% de esta proteina (56'0 g), es decir, la
sintesis de colageno consume 16’4 gramos diarios de glicina. En el recambio normal de pro-
teinas, se recicla una cierta fraccién de los aminoécidos que constituian las proteinas antiguas,
de manera que, en general, parte de los aminoacidos que resultan de la degradacion de esas
proteinas viejas se reutilizan para fabricar proteinas nuevas. Sin embargo, esto ocurre signifi-
cativamente con las proteinas intracelulares, y minimamente con el coldgeno ya que al ser una
proteina extracelular es degradada por los macréfagos, que no son las células que fabrican
coldgeno [235]. Se ha descrito sintesis de colageno por macréfagos cultivados /n vitro, pero
esto, caso de que ocurra /in vivo, seria en circunstancias muy especiales [236]. Por tanto, la
mayor parte de los 16 gramos de glicina Que se requieren para la sintesis del coldgeno
diariamente debe ser suministrada por sintesis metabdlica o por la dieta.

La capacidad de sintesis metabdlica no puede dar cuenta, en absoluto, de esa demanda,
seglin hemos visto arriba, pues es suficiente para atender a la sintesis de porfirinas, pero poco
més. Por otra parte, la glicina procedente de la dieta tampoco es suficiente, pues se ha de-
terminado que la ingesta media de glicina en una persona Que sigue una dieta normal, es de 2
g aproximadamente [237]; en algunos casos, esta cantidad puede ser superior, pero nunca
mayor de 5 g, suponiendo que se digiera todo el coldgeno de la ingesta proteica (70 g/dia
como méximo), y que se absorba toda la glicina (22% del coldgeno). Queda, por tanto, un
déficit permanente de glicina de mas de 10 gramos diarios.

Carencia de glicina. Repercusiones patoldgicas de la escasez de glicina

En principio, la carencia de glicina puede manifestarse provocando una debilidad funcional en
cualquiera de los procesos que usan glicina. Puesto que la sintesis de coldgeno es el proceso
donde mas se necesita, ése es el punto mds probable en donde podria repercutir su carencia,
pero también pueden resentirse otros procesos, como, por ejemplo, la sintesis de porfirinas o
de sales biliares, e incluso de creatina.

El retraso en la sintesis de coldgeno debido a la escasez de glicina puede ser causa no s6-
lo de un recambio més lento —y el consiguiente envejecimiento de la estructura mecénica—
sino de otros problemas estructurales. En el capitulo | hemos anotado un dato que puede ser
critico para este problema: la sintesis de coldgeno es un proceso més complejo que el de
otras proteinas, puesto Que no sélo depende de la correcta incorporacion de los aminodcidos
en el orden debido (la cual depende obviamente del mensaje contenido en la secuencia del
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mRNA) sino que con una cierta regularidad hay una hidroxilacién de residuos de prolina y de
lisina, catalizados por sendas enzimas especificas (véase capitulo 1). Se ha descrito que si la
sintesis del procolageno tipo I ocurre a una velocidad mas lenta de la que le habria de co-
rresponder, se pueden producir alteraciones en estas reacciones, produciéndose un exceso
de hidroxilisina, y de hidroxilisina glicosilada. En general, cualquier condicién que retrase el
tiempo de enrollamiento para formar la triple hélice puede provocar estas anomalias, ya que
el correcto enrollamiento de la molécula determina y limita la extension de las modificaciones
covalentes postraduccionales. La escasez de glicina (su baja concentracién) provocard inevita-
blemente que la sintesis de coldgeno sea més lenta, y por tanto puede ser causa no sélo de
qQue el coldgeno se renueve mds lentamente contribuyendo al envejecimiento prematuro del
tejido, sino también de que se produzca un coldgeno con importantes anomalias estructura-
les, que puede ser causa de diversas patologias.

El déficit de glicina puede ser, por tanto, la causa de una gama muy extensa de patologias.
La incapacidad para fabricar todo el coldgeno necesario, o incluso su alteracion estructural
debido a la falta de glicina, puede provocar una debilidad generalizada en la estructura meca-
nica del cuerpo, la cual estd formada basicamente por huesos, cartilagos y tendones. Su ca-
rencia debe originar, pues, multitud de problemas de construccion, resistencia y regeneracion
de esos materiales. Probablemente la artrosis es el problema mas extendido de esta gama,
pero igual puede ocurrir con diversos tipos de artritis, osteoporosis, lesiones de cartilagos y
de tendones que no llegan a repararse debidamente por escasez de materiales, etc.

Origen del problema de la escasez de glicina

{Cudl es el origen del problema responsable del punto débil del metabolismo de la escasez de
glicina? ¢{Cémo se ha podido disefiar la estructura del metabolismo con un problema tan
evidente? {Como es posible que la glicina, un producto tan importante en el metabolismo,
sea tan escaso y tan dificil de obtener? Para contestar a estas preguntas hay que comprender
bien las reglas de la evolucion.

Se suele pensar qQue la seleccion natural es un mecanismo capaz de resolver cualquier
problema en el disefio general de la vida, dotando a las especies de una capacidad practica-
mente ilimitada de adaptacién; qQue es capaz de generar todas las estructuras y funciones que
se vayan necesitando, y de ir eliminando las qQue ya no tengan utilidad. Por eso, cuando se ve
qQue existe algin problema (por exceso o por defecto de algo), o una estructura Que aparen-
temente no desempefia ninguna funcion, pero Que permanece sin eliminarse, se suele pensar
Que han fallado los mecanismos evolutivos.

Sin embargo, sabemos bien que esto no es asi, seglin hemos explicado en el capitulo 4.
La seleccion natural no es un mecanismo omnipotente, capaz de todo, sino un mecanismo de
optimizacién que sélo puede actuar cuando se dan tres condiciones. La primera condicion es
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qQue la funcion sea optimizable, pues el algoritmo no tiene sentido para otros problemas. Esto
significa que el problema debe admitir varias soluciones y, al menos una de ellas debe ser
mejor que las demds. Si s6lo admite una solucion, ya sea porque las leyes de la quimica no
permiten mds, o porque la especie no ha tenido oportunidad de encontrar otras, o incluso
porque habiendo varias no hay diferencia de calidad entre ellas, entonces la solucién del pro-
blema no es optimizable, y en consecuencia, Queda fuera del campo de accion de la seleccion
natural. La segunda condicién es que las soluciones mds optimizadas sean fisicamente posi-
bles y alcanzables. Y finalmente, la tercera es que se han de dar las condiciones especificas
necesarias de la seleccion natural (variacion aleatoria en la descendencia, diferencia de calidad
entre ellas, y competencia entre las unidades reproductoras) para que pueda funcionar el
algoritmo [197,199,202,238|.

La seleccién natural puede conducir a situaciones de callejon sin salida en una linea filo-
genética, produciendo una especializacién del metabolismo basada en un conjunto determi-
nado de condiciones ambientales, o soportables bajo esas condiciones; entonces, si cambian
esas condiciones, por motivos ambientales, o por el desarrollo posterior de una ruta metab6-
lica (por ejemplo, lo qQue ocurri6 con la sintesis de urea), las especies de esa rama pueden
Quedar atrapadas en un problema sin solucion. Asi ha ocurrido con la Rubisco en la fotosinte-
sis Que se ha ido intoxicando con el aumento progresivo de oxigeno y la escasez consiguiente
de CO, en la atmdsfera. Puede ocurrir que el problema se agrave llegando a condiciones
extremas en que la Unica solucién sea la extincién de esa rama evolutiva, con el predominio
de otras donde el metabolismo se haya desarrollado de otra forma y no se haya producido
ese problema. Por tanto, la seleccién natural funciona, pero el algoritmo también incluye la
extincién de las ramas donde la optimizacién es necesaria cuando se endurecen las condicio-
nes, y sin embargo no es posible.

Por lo que respecta al problema especifico de la glicina, debemos considerar dos etapas:
primero la aparicion de este punto débil en el disefio del metabolismo, y luego su recrudeci-
miento al producirse la gran necesidad de glicina Que ha originado su escasez y en conse-
cuencia, su grave carencia.

Aparicion del problema—El codigo genético y el origen de la vida

Es evidente que tanto la unidad C, como la glicina fueron productos (tiles que existieron
desde el origen de la vida, puesto que los dos participan en la sintesis de bases puricas, Que
es un material necesario para la sintesis de 4cidos nucleicos. Por tanto, la reaccion de la en-
zima serina hidroximetil transferasa y sus coenzimas tuvieron que existir antes de la ruta de
sintesis de bases puricas. Es interesante observar que el THF, la coenzima que recoge la
unidad C, en la sintesis de glicina, es la misma que la transfiere en la sintesis de bases puri-
cas.
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Con la glicina, los primeros aminoécidos que tuvieron que existir son los que participan en
la sintesis de purinas y pirimidinas: serina (como fuente de glicina), glutamina, acido aspértico
y acido glutamico (figura 7.1).

En el codigo genético (figura 7.7) los aminodcidos que son codificados por cuatro triple-
tes son obviamente los més primitivos, pues hay consenso en que probablemente el codigo
primitivo funcioné con 16 aminodcidos (o 15, si admitimos un espacio para el codon de
terminacion, que podria ser UAX, siendo X cualquiera de las cuatro bases). En este codigo
primitivo, los aminodcidos serian codificados sélo por las dos primeras bases, Quedando la
tercera inoperante, pues los anticodones de los tRNA primitivos podrian estar mds sometidos
a la ambigiiedad de la tercera base por efecto de un bamboleo atin mas intenso que el actual.
Los més probables en este cddigo podrian ser: CUX, leucina; AUX, isoleucina; GUX, valina;
UCX, serina; CCX, prolina; ACX, treonina; GCX, alanina; CGX, arginina; y GGX, glicina, y a
ellos habria que afadir: CA-Pur, glutamina; GA-Pir, 4cido aspartico; y GA-Pur, 4cido glut-
mico. Estos podrian ser los tripletes (en su mayoria, dobletes) primitivos, y los aminoacidos
respectivos qQue fueron operativos en el origen del codigo genético. Tres de ellos (leucina,
serina y arginina) tienen seis tripletes en el cddigo actual. Hay muchas otras conclusiones que
se pueden deducir del estudio del cédigo genético en este sentido, pero ahora sélo nos in-
teresa destacar que tanto la glicina como la serina (su fuente metabdlica) estén en esta lista
del codigo primitivo, lo que demuestra que el desarrollo del metabolismo ha ido a la par que
el uso de sus productos para fabricar materiales. La prolina (el segundo aminodcido més
abundante en el coldgeno) también estd en la lista de los aminodcidos primitivos. La tirosina,
cisteina y metionina, aminoécidos que se incorporarfan mas tarde, son los que estdn presen-
tes en menor cantidad; el triptéfano, el Gltimo en incorporarse a la lista (sélo codificado con
un triplete) es el menos abundante en todas las proteinas, y no esté en el coldgeno.

Agravamiento del problema—Aparicion del colageno

El problema de disefio metabdlico Que provoca la escasez de glicina probablemente no apa-
recid al principio, con la sintesis de purinas y de timina, pues, como ya hemos visto, las rutas
qQue gastan unidades C, son fuentes de glicina. En este punto, con la sintesis de bases nitro-
genadas sobra glicina, y esa descompensacion en la distribucion de los carbonos se resuelve
con la reaccién de la glicina deshidrogenasa descarboxilante, que convierte el exceso de glici-
na en mas unidades C,, ahorrando serina.

Pero tras esa primera funcién de la glicina y de la unidad C,, el oportunismo —una de las
propiedades més importantes de la evolucion, seglin hemos destacado también en el capitulo
4— le fue encontrando muchas otras utilidades a ambos productos. Al principio, en los orga-
nismos unicelulares, el tnico gasto importante de glicina fue la fabricacion de las porfirinas, y
en especial, para los citocromos, pero como la fabricacion de dcidos nucleicos es una buena
fuente de glicina, probablemente en esa etapa las dos rutas estuvieron compensadas, de
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acuerdo con los calculos que hemos expuesto arriba, y probablemente con predominio del
uso de unidades C,, sobrando glicina. Es importante insistir en Que mientras Que en el meta-
bolismo haya una mayor necesidad de unidades C, que de glicina, no aparece el problema de
disefio Que estamos comentando, ya qQue esta proporcion puede ajustarse, pues siempre es
posible convertir la glicina sobrante en unidades C,.

Segunda letra

U C A G
uuu ucu UAU UGU U
Phe Tyr Cys
uuc ucc g, | UAC uGc c
Ul vua . UCA UAA Stop | UGA Stop | A
eu
uuG UcG UAG Stop |UGG Trp |G
cuu ccu CAU CGU u
© His -
- cuc ccc CAC CGC c
- Leu Pro Arg e
o [C]cua CCA CAA . CGA Al 3
- n
o CUG CCG CAG CGG G| 2
= AUU ACU AAU AGU ul ®
Asn Ser -
£ AUC ACC AAC AGC c| o
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AUG Met* | ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU GGU U
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GUA GCA GAA o GGA A
u
GUG GCG GAG GGG G

Figura 7.7. El cédigo genético. * AUG es también codon de iniciacion de la cadena

El problema aparece cuando surge una mayor necesidad de glicina que de unidades C,, y
esto ocurre cuando aparece la sintesis de colageno, es decir, con la aparicion de los animales
(Metazoa).

El coldgeno es la proteina que ha permitido la vida multicelular para construir la rama filo-
genética de los animales. Al ser una proteina extracelular, los fibroblastos, condrocitos y
osteoblastos pueden fabricarla sin limitacion de espacio, constituyendo el material bésico de
la matriz extracelular, Que es responsable de la unién de células para formar tejidos compac-
tos o ‘sélidos’, y, por tanto, ha sido el material clave para el desarrollo de los Metazoa (Ani-
malia), y asi podemos decir que, en realidad, la historia del colageno es la historia de los
animales. El coldgeno es una de las proteinas mds antiguas. Su aparicién se remonta a la
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explosion del Cambrico [239], Que es el episodio donde se sitta la aparicién de los Metazoos
[240]. El coldgeno se encuentra ya en los primeros invertebrados, desde las esponjas, cuyo
endoesqueleto (las espiculas) estd formado por un coldgeno primitivo denominado espongina
[241]. A partir de ahi se han ido produciendo muchos tipos diferentes de coldgeno, seglin
hemos explicado en el capitulo 1. La evolucién del coldgeno se puede seguir a través de la
evolucion de todos los Metazoos: en los invertebrados [242] y en los cordados [243].

El coldgeno, como soporte principal de la estructura mecanica del cuerpo (huesos, carti-
lagos y tendones), ha permitido el crecimiento grande de los animales, y, en especial, de los
terrestres y aéreos. Por motivos fisicos obvios, el sistema mecanico —y, en particular, el es-
Queleto—, aumenta de tamafio en mayor proporcién que las dimensiones corporales: en el
hombre representa el 33% de las proteinas totales (6% de la masa corporal), y en los mamife-
ros grandes llega a ser el 40% (7'2% de la masa corporal) [tabla 7.1]. Un elefante de 4.000
kg de masa corporal tiene 640 kg de masa dsea, que contiene |12 kg de colageno, siendo la
cantidad total de colédgeno en el cuerpo 288 kg (7°2% de su masa corporal); esto significan
83’2 kg de glicina, y se necesita un aporte de aproximadamente | kg de glicina diaria para su

renovacion.

Tabla 7.1. Gasto diario de glicina que deben hacer diversos animales de tamaio diferen-
te, de acuerdo con su masa ésea.

Masa Masa Colageno Colageno Glicina Gasto
corporal oOsea oseo Total total* diario de
glicina
Raton 30g 168 g 462 mg 15¢g 433 mg 541 mg
(5'6%)
Rata 2009 1169 32¢g 1149 318¢g 40 mg
(5’8 %)
Gato 3'5kg 2459 673 g 192 ¢ 55'5¢g 693 mg
(7%)
Perro 40 kg 3'6 kg 990 g 2'4 kg 694 g 867 g
(9%)
Hombre 70 kg 8'4 kg 2’30 kg 4'2 kg 121 kg 159
(12%)
Elefante 4.000 kg 640 kg 112 kg 288 kg 832 kg 1'04 kg
(16'0%)
Tiranosaurio 6.000 g 1.050 kg 288 kg 432 kg 125 kg 1’56 kg
(17°5%)
Diplodocus 15.000 g 2.700 kg 742 kg 1.080 kg 312 kg 3'90 kg
(18'0%)

El coldgeno ha permitido el desarrollo de vertebrados grandes (peces, reptiles y mamiferos),
pues tiene unas propiedades fisicas excepcionales: es un material extremadamente fuerte,
ligero y resistente, ideal para la estructura del conjuntivo, cartilago y hueso (como soporte de
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la calcificacién mineral), lo Que permitié el desarrollo de animales grandes sin hacerlos dema-
siado pesados, pues el esqueleto es sélo una pequefia fraccion de su masa total: menos del
6% en un vertebrado pequefio de 30 gramos, como un ratén, o un lagarto pequefo; 7% en
un gato de 3'S kg; 9% en un perro de 40 kg; 12% en una mujer de 70 kg; 14'5% en un
hombre de 90 kg; y no mas del 18% en un elefante de 4.000 kg, o en cualquier otro animal
mayor, pero nunca llega a ser superior al 18% (figura 7.8).

El aumento de tamafio de los animales tiene obvias ventajas selectivas, pues un animal
grande es mds poderoso, puede conquistar nuevos nichos, y tienen menos depredadores, o
ninguno, y esos grandes tamafios solo han sido posibles en los vertebrados, y gracias al desa-
rrollo del esqueleto, cuyo responsable, en definitiva es el coldgeno.
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Figura 7.8. Relacién entre la masa del cuerpo y la masa del esqueleto
6seo en mamiferos y aves. La grafica pequefia insertada muestra los
detalles de la primera fase de la curva. La masa del esqueleto 6seo es
significativamente mucho menor en las aves.

Sin embargo, ese crecimiento ha sido también la causa principal que ha originado el punto
débil del metabolismo de la glicina Que estamos presentando en esta Tesis. Admitiendo que
la velocidad de recambio (turnover) del coldgeno sea la mismo en todos los animales, un
raton necesita un aporte diario de 5'41 mg de glicina, un gato 693 mg, un perro 8'67 g, un
hombre 15 g, un elefante algo mds de | kg, y un gran dinosaurio necesitaba 4 kg. Como el
metabolismo no puede hacerse cargo de esta produccién, segln hemos visto, la correcta
renovacion del coldgeno queda a expensas de la dieta. En principio, el problema puede no ser
grave en los animales carnivoros, ya que pueden disponer de una buena fuente de glicina en
la dieta, siempre que se garantice la total digestion del colageno, que ya hemos visto Que no

164



Estudio tedrico

es facil. El problema es, por supuesto, mucho mds grave en los animales herbivoros no ru-
miantes, pues las plantas no son una buena fuente de glicina. La consecuencia es que, en
condiciones de escasez de glicina, el recambio del coldgeno tiene que hacerse mas lento
agravandose el envejecimiento del material, y con ello, aumenta la propension a enfermeda-
des degenerativas del hueso y del cartilago.

Asi, con el aumento de tamafio corporal, han ido creciendo los problemas degenerativos
del cartilago y de los huesos, pues a la necesidad de tener que soportar grandes pesos se
afade la necesidad aumentada de glicina, ya que al aumentar el volumen, y la masa total del
cuerpo, el porcentaje de la estructura de soporte ha de aumentar en mayor proporcion. El
desarrollo evolutivo de los vertebrados fue creando y agravando el problema, que finalmente
se hizo critico con la aparicién de los vertebrados de gran tamafio (como los dinosaurios y los
proboscideos). El problema es también menos grave en los vertebrados acudticos pues dentro
del agua, el sistema mecénico tiene Que soportar menos peso, y eso puede explicar la ten-
dencia de que muchos animales grandes sean o hayan sido acuaticos, incluidos (aparte, por
supuesto, de los cetdceos y los grandes reptiles acuaticos), muchos dinosaurios grandes,
como los estegosaurios y los diplodocus, y mamiferos grandes como los hipop6tamos.

En cualquier caso, la consecuencia dramédtica de este proceso es la aparicion de la artro-
sis, Que es la dnica enfermedad degenerativa que existe en la selva. En efecto, hay pruebas
documentales Que demuestran que esta enfermedad aparecié6 mucho antes de la civilizacion,
pues, se ha descrito incluso en fésiles de dinosaurios que vivieron hace entre 150 y 100
millones de anos [45,46,244,245].

Los cambios de alimentacion a que ha estado sometida la especie humana desde que em-
pez6 la civilizacion confirman la relacion que existe entre el desarrollo de la artrosis y la dieta.
En efecto, la artrosis es una enfermedad com(n que se puede detectar en los fésiles humanos
primitivos. Por ejemplo, en los restos de los yacimientos de Atapuerca [50]. Es evidente que
el correcto mantenimiento de la estructura mecénica del cuerpo en el hombre depende del
colageno de la dieta, y de su digestion completa, y asi, la transicion a la alimentacion vegetal,
como consecuencia del desarrollo de la agricultura trajo consigo una disminucion de la prin-
cipal fuente de glicina.

Reptiles y aves

Las aves son un caso especial en cuanto al peso. Su esqueleto es muy ligero y no sobrepasa
el 5% de la masa corporal, Que es menor que la de las plumas; el peso méximo de las grandes
aves voladoras actuales no pasa de 15 kg, de los cuales sé6lo el 5% (700 g) es esqueleto. Esto
significa una necesidad menor de glicina, lo cual es también probablemente una ventaja selec-
tiva. Lo cierto es Que no ha habido extinciones importantes de grupos de aves, como si las ha
habido de mamiferos y de reptiles.
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Desde hace varios afos, algunos autores habian advertido qQue en ciertas situaciones fisio-
l6gicas podria producirse una necesidad especial de glicina, llegando incluso a sugerir (sélo
basandose en datos empiricos) que la glicina deberia afadirse a la lista de los esenciales
[221]. Siguiendo en esta linea, algunos autores han pensado que la necesidad especial de
glicina podria ser mucho mayor en las aves, ya que al canalizar la excrecién del nitr6geno por
la via del 4cido drico tendrian una mayor demanda de glicina para fabricarlo, y se ha sugerido
la conveniencia de afadir glicina a los piensos de los pollos, como suplemento nutricional.
Sin embargo, el andlisis matemético de la estequiometria del proceso presentado arriba de-
muestra justamente lo contrario: la sintesis de écido (rico es una fuente neta de glicina Que
Queda disponible para fabricar el coldgeno. Por tanto, a pesar de que las aves gastan més
glicina Que los mamiferos, el problema de la escasez de glicina en ellas es mucho menos
grave, si es Que existe.

Otro tanto ocurre con los reptiles, Que también fabrican 4cido drico como via de excre-
cion de nitrégeno. Por tanto, el problema de la escasez de glicina deberia ser menos grave
también en este grupo. No nos olvidemos, sin embargo, que lo Que conocemos como Repti-
les es en realidad un grupo polifilético Que engloba tres grupos claramente diferentes y sin
relacion filogenética directa entre ellos: arcosaurios (cocodrilos, dinosaurios y otros reptiles
fésiles), Quelonios (tortugas) y Saurios (lagartos y serpientes). Las tortugas excretan urea,
mientras Que los saurios y los cocodrilos excretan acido urico igual que las aves, y también en
ellos el problema de la escasez de glicina sera menor. De todas formas, el problema siempre
se agrava en los animales grandes, donde el esqueleto representa un porcentaje mucho mayor
de la masa total, y donde, en consecuencia, las necesidades de glicina son mucho mayores.
Por tanto, con independencia del grupo filogenético de vertebrados, la escasez de glicina
siempre serd mas acusada en los animales grandes. En efecto, ese tipo de animales siempre
ha estado mds expuesto a extinciones masivas, y la artrosis se ha encontrado también en f6si-
les de dinosaurios grandes [45,46,244,245].

Artrépodos

En los insectos —y en general, en los artrépodos— no tiene por Qué ocurrir este problema
por dos motivos: porque nunca han alcanzado gran tamafo, y —mds importante— porque su
esqueleto no estd basado en el colédgeno, sino en la quitina, un polimero derivado de la glu-
cosamina. Al contrario de lo Que ocurre con la glicina, en el metabolismo no hay, en princi-
pio, ningln problema para fabricar glucosamina, ni sus derivados. La sintesis de N-acetil-
glucosamina (monémero de la quitina) es una ruta lineal que parte de la fructosa 6-P de la
glicolisis, como un punto de bifurcacion, con la intervencion de glutamina y acetil-CoA. Fi-
nalmente, el polimero de quitina se fabrica incorporando mondémeros de N-acetil-
glucosamina que se activan con UTP, para dar el mondémero precursor UDP-N-acetil-
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glucosamina, y en esa ruta no hay ninglin paso qQue pueda constituir un punto débil similar al
de la sintesis de glicina (figura 7.9).

CH,0-(P) CH.0-(P) CH;0H
Acetil-CoA  CoA-SH |
o N o A—0
OH _d OH ! 3 OH
OH OH 2 OH OH OH o-®
NH, NH NH
p-Glucosamina 6-P | |
CO-CH3 CO-CH3
A
_—= Glutamato N-acetil, o-glucosamina 6-P N-acetil, o-glucosamina 1-P
N
_-UTP
Glutamina 4
PP
(®-0CH, 0 OH
HO CH,0-(P)
CHz0H o Uridina
OH Glucosaminoglicanos<— =— =— OH I
OH -(P)-0-
Fructosa 6-P 0-(p-0 ®
NH
|
CO-CH3
UDP-N-acetil, o-glucosamina
Glicolisis

Figura 7.9. Ruta de biosintesis de glucosamina, precursor de los glucosaminogli-
canos. Es una ruta lineal, sin problemas topolégicos de disefio, que comienza con la
fructosa 6-P, intermediario de la glicolisis. Enzimas: 1, transaminasa; 2, acetil-
transferasa; 3, mutasa; 4, UDP-pirofosforilasa.
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Capitulo 8

Material y Métodos

8.1. Disoluciones y medios generales de trabajo

A lo largo de este capitulo detallamos la composicion de todas las disoluciones empleadas en
nuestros experimentos. En los apéndices Il y IlI se incluye una lista completa de todos los
productos quimicos utilizados, con su marca y referencia comerciales, asi como los aparatos y
el instrumental empleados en esta investigacion.

8.1.1. Disoluciones generales de trabajo

Agua. El agua es el reactivo mas importante de cualquier laboratorio de Quimica y es fun-
damental el control riguroso de su calidad, ya que es la materia prima con la Que se elaboran
todas las disoluciones, pero en un laboratorio de Bioquimica la calidad del agua debe ser
primordial, debido a que siempre se trabaja con mezclas acuosas muy complejas y muy dilui-
das. En Bioquimica, mds que en ninguna otra disciplina, la calidad del agua es la principal
condicién para que los experimentos salgan bien y los resultados sean reproducibles.

La calidad del agua se evalia midiendo su resistividad (ohmios/cm) o bien su conductivi-
dad (siemens/cm), que dependen de la ausencia o presencia de compuestos que puedan
conducir la corriente eléctrica. La resistividad p es la resistencia Que ofrece el agua para que
la corriente pase a su través, mientras Que la conductividad o es justamente lo contrario,
siendo o = //p. A una mayor cantidad de contaminantes corresponde una mayor conducti-
vidad o, lo que es lo mismo, menor resistividad.
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En nuestro laboratorio obtenemos agua de gran calidad sometiendo al agua del grifo a
cambios sucesivos de fase mediante un sistema cldsico de destilacién, aunque mejorando
mucho la técnica y doténdola de una serie de accesorios Que garantizan su calidad y su eco-
nomia. El agua corriente llega a nuestro laboratorio con una conductividad de entre 200 y
500 wS/cm, y contiene distintos tipos de contaminantes Que pueden agruparse en sélidos y
gases ionizables (CaCO;, Cl,, CO,), sélidos y gases no ionizables (compuestos orgdnicos,
arena, sedimentos, O,), microorganismos (bacterias, virus, paramecios, etc.) y pirdgenos
(lipopolisacéridos de la pared de bacterias gram negativas).

Lo primero que hacemos es pasarla por un filtro y por una resina intercambiadora de io-
nes para eliminar las sales de calcio. Esto es importante no sélo como primer paso para lim-
piar el agua que utilizamos en el laboratorio, sino también para evitar dep6sitos calcireos en
los circuitos de refrigeracion. El filtro se cambia cada tres o cuatro meses, dependiendo de la
cantidad de agua que se gaste. A continuacion, el agua descalcificada se desmineraliza por
Osmosis inversa, y seguidamente se somete a la destilacion en aparatos de vidrio, en un pro-
ceso de dos etapas.

La primera etapa consiste en una destilacion simple y rapida de flujo continuo, en la que
no solo las altas temperaturas y los cambios de fase contribuyen a eliminar contaminantes del
agua, sino también la adicién de permanganato potasico (K,MnO,) en el agua en ebullicion.
Este potentisimo oxidante reacciona con los compuestos organicos precipitdndolos, de forma
Que evitamos que sean arrastrados por el vapor de agua y contaminen el agua destilada. Asi,
obtenemos un agua muy purificada con una conductividad inferior a 3 z5cm. A pesar de
esta dréstica purificacion, esta agua posee atn una elevada conductividad como para que sea
valida para preparar disoluciones de trabajo, por eso la utilizamos para lavar el instrumental
de laboratorio, para llenar los bafios de agitacion, la camisa de agua del incubador de CO,, el
autoclave y para cualquier otro trabajo qQue no requiera una pureza extrema. Ademds, es la
materia prima para el segundo paso de purificacion.

Esta agua volvemos a destilarla, en una segunda fase, para obtener el agua bidestilada de
calidad con la Que preparamos todas las disoluciones de trabajo, pero esta vez mediante una
destilacién en circuito cerrado. Se trata de un destilador de vidrio cerrado compuesto por un
matraz de seis litros de capacidad y una columna de evaporacién de | metro de longitud,
rellena con canalillos de vidrio con el objetivo de contener muchos platos tedricos. Normal-
mente se descarta como cabeza el primer litro de agua bidestilada que suele alcanzar una
conductividad de entre 2 y 5 z5/cm, lo Que demuestra el buen funcionamiento de la destila-
cion fraccionada. El agua bidestilada que se recoge a continuacién tiene una conductividad
igual o inferior a | g$/cm. Esta agua bidestilada, de un grado extremo de pureza, es la que
utilizamos para preparar todas las disoluciones: medios de cultivo, disoluciones salinas, diso-
lucion de antibidticos, disolucién de tripsina, disoluciones amortiguadoras del pH, etc.
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El agua bidestilada se conserva en un recipiente de vidrio transparente de 25 litros de ca-
pacidad perfectamente cerrado y se va renovando a medida que se gasta. Es importante hacer
chequeos de la calidad del agua almacenada con el conductivimetro cada dos semanas como
mdximo, asi como comprobar Que estd siempre transparente, especialmente el conducto del
grifo de vidrio. Asimismo, todas las conducciones de los destiladores, especialmente las man-
gueras de silicona, se someten a revisiones, lavados y recambios para evitar Que crezcan algas
y hongos.

La comparacion de estos resultados con los métodos mas modernos que invaden hoy el
mercado nos demuestra que la conductividad de nuestra agua destilada (3 £$/cm) es mucho
menor Que la de los sistemas de dsmosis inversa (8 wS/cm), y que la del agua pura
—bidestilada— producida en nuestro laboratorio (< 0'8 xS/cm) es también menor que la de
los sistemas de filtrado MilliQ (1-3 5/cm, dependiendo de si los cartuchos se han renovado
recientemente o estdn ya en los dltimos dias de uso). En suma, concluimos que con los siste-
mas mas modernos puede haberse ganado en comodidad, pues permiten la produccién de
grandes volimenes de agua en periodos relativamente cortos de tiempo, pero no en calidad
ni en economia.

El inconveniente que se le atribuye a los sistemas de destilacion es que gastan una gran
cantidad de agua para la refrigeracion. En efecto, este es un gasto Que no se puede permitir
hoy en dia en ningln sitio, independientemente del precio del agua, y menos un laboratorio
situado en Canarias. Para solucionar este problema, en nuestro laboratorio hemos instalado
un sistema de reciclaje del agua de refrigeracion, con un condensador para disipar el calor,
manteniendo el agua de refrigeracion a 10 °C. El sistema estd conectado independientemente
a los destiladores, que estan en serie, asi como a la maquina de fabricacion de hielo en esca-
mas, Que también tiene un sistema de refrigeracion por agua, de forma que no la desperdi-
ciamos. El sistema incluye un depésito de cincuenta litros como reservorio de agua de refri-
geracion, conectado a la calle a través del filtro que elimina la cal, con una alimentacién au-
tomética con llave de flotador, de forma que Unicamente entre el agua Que se consume, ya
sea para fabricar hielo o para la destilacion. Todo el sistema funciona autométicamente, con
dos bombas independientes gobernadas por tres termostatos.

Disoluciones de HCl para ajustar el pH. Las disoluciones de HCI de diferente con-
centracion se utilizan para ajustar el pH de las disoluciones, como los medios de cultivo, el
PBS, la solucién de Hank, etc. Utilizamos disoluciones de diferente concentracién para reali-
zar un ajuste del pH lo més fino posible. En la tabla 8.1 se resumen las disoluciones utiliza-
das con este fin. Para preparar 100 mL de una disolucién de HCI se disuelve el volumen
especificado en la tabla 8.1 de HCl comercial (35%, p = 1'185 g/L, PM = 36'47) en un
matraz aforado y se enrasa hasta 100 mL con agua bidestilada. Estas disoluciones se renue-
van mensualmente y se mantienen a temperatura ambiente en frascos de vidrio topacio.
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Tabla 8.1. Preparacion de las disoluciones de HCI utilizadas
para ajustar el pH. Para preparar 100 mL se disuelve el volumen
adecuado de HCI comercial (35%, p = 1’185 g/L, PM = 36’47) en
agua bidestilada y se ajusta el volumen hasta 100 mL en un matraz
aforado. Las disoluciones se almacenan en un frasco de vidrio to-
pacio a temperatura ambiente durante aproximadamente un mes.

Disoluciéon de HCI Volumen de HCI comercial (mL)
6N 52'8
1N 8'8
05N 44
0’25 N 22
0’1 N 0’88

Disoluciones de NaOH para ajustar el pH. Se utilizan para ajustar el pH de dife-
rentes disoluciones, como el buffer de TRIS (TBS 10x). Al igual que las disoluciones de HCI,
se preparan disoluciones de diferente concentracion para realizar un ajuste del pH lo mas fino
posible. Para preparar 100 mL se disuelve la masa de NaOH (PM = 40) indicada en la tabla
8.2 en 80 mL de agua bidestilada en un vaso de precipitados con una agitador magnético, y
luego se enrasa con agua bidestilada hasta 100 mL en un matraz aforado. Al igual que las
disoluciones de HCI, éstas se conservan bien a temperatura ambiente en frascos de vidrio
topacio (siempre con tapon de rosca de plastico, pues el NaOH ataca al vidrio esmerilado)
durante aproximadamente un mes.

Tabla 8.2. Preparacion de las disoluciones de NaOH para ajus-
tar el pH. Normalmente se preparan 100 mL de cada una de estas
disoluciones disolviendo la masa de NaOH (PM = 40) indicada en
80 mL de agua bidestilada y enrasando luego hasta 100 mL en un
matraz aforado.

Disolucién de NaOH Masa (g)
6N 24
1N 4
05N

025N 1
0°05N 02

8.1.2. Disoluciones empleadas en el cultivo de células

Alcohol 70% (v/v). Se utiliza para esterilizar la superficie de trabajo en la cabina de flujo
laminar, las manos del operador que trabajara en la cabina, y cualquier objeto que vaya a ser
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introducido en ella; también se emplea para esterilizar la superficie ventral de los ratones
antes de proceder a su diseccion.

Antibidticos. Los antibidticos que hemos utilizado para evitar la contaminacion en los
cultivos primarios de fibroblastos y de condrocitos son la penicilina-G y la estreptomicina,
pues la combinacién de ambos cubre un amplio espectro de microorganismos contaminantes.
La concentracion de penicilina en los medios de cultivo es de 100 U/mL y la de estreptomici-
na de 100 pg/mL. Generalmente se prepara una disolucion stock de 25.000 U/mL de penici-
lina y 25.000 g de estreptomicina, a partir de la cual se obtienen alicuotas de | mL que se
mantienen congeladas hasta el momento de su adicién al medio de cultivo.

Para la preparacion de la disolucion sfock de antibidticos se disuelven 1'S g de penicilina-
G (SIGMA, 1663 U/mg) y 2’5 g de estreptomicina sulfato (Fluka) en 90 mL de agua bidesti-
lada (tabla 8.3). Tras ajustar el volumen a 100 mL en un matraz aforado, se preparan alicuo-
tas de | mL en tubos de microcentrifuga autoclavados, esterilizando la disolucién mediante
filtracién con jeringa y prefiltro de 022 um (Millipore, Durapore PVDF Membrane) en la
cabina de flujo laminar. Estos viales se almacenan a —20 °C hasta el momento de su adicién
al medio de cultivo.

Tabla 8.3. Preparacion de la disolucion stock de los antibiéticos penicilina y estrepto-
micina utilizada para evitar la contaminacion microbiana en cultivos primarios. Una
vez preparada la disolucion stock de antibiéticos se preparan alicuotas de 1 mL que se man-
tienen congeladas a —20 °C hasta el momento de su adicion al medio de cultivo o al PBS.

Concentracion Concentracion Volumen Concentracion
Producto I .
inicial stock stock (mL) final
Penicilina-G 1.663 U/mg 25.000 U/mL 100 100 U/mL
Estreptomicina
sulfato - 25.000 pg/mL 100 100 wg/mL

Azul Tripan. La tincién con azul Tripan es uno de los principales métodos utilizados para
determinar la proporcién de células viables qQue qQuedan tras un proceso traumético como la
disgregacion primaria, la tripsinizacion durante los subcultivos o la congelacion-
descongelacion. El azul Tripan es un colorante coloidal que se introduce en el interior de las
células que presentan roturas en su membrana. De esta forma, las células que tras el trata-
miento con azul Tripan se observan de color azul no son viables, mientras que las células
viables, impermeables al colorante, se observaran brillantes, refringentes y no coloreadas
(figura 8.1).
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Figura 8.1. Microfotografia (10x) de la camara del hemocitéme-
tro cargada con células tratadas con azul Tripan. Las células
viables son incoloras y brillantes, mientras que las células no via-
bles en las que ha penetrado el colorante se observan de color
azul.

Para preparar la disolucion del colorante se disuelven 04 g de azul Tripan, 0’81 g de cloruro
sédico y 0'66 g de fosfato potdsico monobésico (KH,PO,) en unos 95 mL de agua bidestila-
da. Esta disolucion se calienta hasta ebullicion y, tras atemperar y ajustar el pH a 7°2-7'3 con
NaOH | N, se ajusta el volumen a 100 mL con agua bidestilada en un matraz aforado. Por
dltimo se disuelven 0'05 g de 4-hidroximetilbenzoato, como conservante, y se preparan
alicuotas de 100 L que se mantienen congeladas a —20 °C hasta el momento de su utiliza-
cion.

Medio DME (DMEM,, del inglés Dulbecco’s Modified EFagle’s Medium).
El DMEM es un medio rico, con una alta concentracién de aminoécidos y vitaminas (tabla
8.4), desarrollado por Dulbecco para el crecimiento de fibroblastos de raton en sus estudios
de transformacion y propagacion de virus [246], a partir del BME (del inglés, Eagle’s Basal
Medijum). Contiene el doble de concentracién de aminodcidos que el MEM (del inglés, £a-
gle's Minimal Essential Medium), cuatro veces la concentracion de vitaminas de éste, y nece-
sita el doble de HCO;™ y CO, para alcanzar una mejor estabilizacién del pH.

En nuestro caso, utilizamos el DMEM en polvo, comercializado por la compaia GIBCO,
con | mg/mL de D-glucosa, L-glutamina, 110 mg/L de piruvato sddico, pero sin bicarbonato
sddico. Para preparar un litro de medio DMEM se disuelven 9°986 g del medio en polvo en
aproximadamente 900 mL de agua bidestilada, en un vaso de precipitados con un agitador
magnético a temperatura ambiente (~20-22 °C). A continuacion, se afiaden 3'7 g de bicar-
bonato sddico y, mientras se agita, se ajusta el pH a 0'1-0'3 unidades por debajo del pH
deseado, es decir, a pH 7'2, afiadiendo gotitas de HCI primero | N y posteriormente 0'S N.
Se enrasa en un matraz aforado de un litro con agua bidestilada e, inmediatamente, se esteri-
liza mediante filtracién utilizando una membrana con una porosidad de 0°2 zm en la cabina
de flujo laminar, repartiéndolo asépticamente en botellas estériles.
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El medio se puede almacenar refrigerado (2-6 °C) en la oscuridad durante unas tres se-

alicuota de antibiéticos seglin hemos explicado arriba.

manas. En el momento de su utilizacion, se le afiade una alicuota de suero bovino fetal y una

Tabla 8.4. Comparacion entre la composiciéon del MEM y el DMEM.

Componentes MEM DMEM

L- Arginina 06 mM 04 mM
L-Cisteina 0’1 mM 02 mM
L-Glutamina 2 mM 4 mM
Glicina - 04 mM
L-Histidina 0’2 mm 02 mM
L-Isoleucina 0’4 mM 0’8 mM
L-Leucina 0’4 mM 08 mM
L-Lisina - HCI 0’4 mM 0'8 mM
L-Metionina 0’1 mM 02 mM
L-Fenilalanina 02 mM 0’4 mM
L-Serina - 0’4 mM
L-Treonina 0’4 mM 0'8 mM
L-Triptéfano 0’049 mM 0'078 mM
L-Tirosina 02 mM 0’4 mM
L-Valina 0’4 mM 0’8 mM
Colina cloruro 0’0071 mM 0’029 mM
Acido félico 0’0023 mM 0’0091 mM
Mio-inositol 0011 mM 004 mM
Nicotinamida 0’0082 mM 0’033 mM
D-Ca pantotenato | 0°0042 mM 0'017 mM
Piridoxal - HCI 0’0049 mM 002 mM
Riboflavina 0’00027 mM 0’0011 mM
Tiamina 0’003 mM 0012 mM
CaCl, 1’8 mM 1’8 mM
KCI 53 mM 53 mM
MgSOq4 0'81 mM 0'81 mM
NacCl 120 mM 110 mM
NaHCO; 26 mM 44 mM
NaH2PO4 1 mM 091 mM
Fe (NO3); - 9H,0 - 2’5 E-04 mM
D-glucosa 56 mM 25 Mm
Piruvato sédico - 1 mM
Acido linoleico - 3 E-04 mM
Rojo fenol 0’027 mM 004 mM

Medio Ham F12. El medio Ham F12 es un medio rico que se desarroll inicialmente
para permitir el crecimiento de varios clones de células CHO (Chinese Hamster Ovary), asi
como clones de Hela y células L de raton [247]. Este medio se ha utilizado para el cultivo
primario de hepatocitos de rata y para células epiteliales de prostata de rata, asi como para el
cultivo y proliferacién de condrocitos bovinos [217,248-251].
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Tabla 8.5. Composicion del medio Ham F12 comercial (Sigma). Para la pre-
paracion de 1 L de medio se disuelven 10°6 g de medio comercial y 1’18 g de bi-
carbonato soédico en un 80-90% del volumen final; se ajusta el pH a 7°2 con HCI 1
Ny 0’5 N; se enrasa hasta 1 L y se dispensa asépticamente en botellas estériles.
Puede mantenerse unas tres semanas conservado a 4 °C.

Componentes Masa
(mg/L)

Cloruro célcico (anhidro) 33’3
Sulfato cuprico - 5H,0 0’0025
Sulfato ferroso - 7H,0O 0’834
Cloruro de magnesio (anhidro) 57’6
Cloruro de potasio 224
Cloruro sédico 7599
Fosfato sddico dibasico (anhidro) 142’04
Sulfato de zinc - 7H,0 0’863
L-Alanina 9
L-Arginina - HCI 211
L-Asparagina - H,O 15°01
Acido L-Aspartico 13'3
L-Cisteina - HCI - H2O 35
Acido L-Glutamico 147
L-Glutamina 146
Glicina 751
L-Histidina - HCI - H,O 20’96
L-Isoleucina 394
L-Leucina 13’1
L-Lisina - HCI 36’5
L-Metionina 4’48
L-Fenilalanina 4’96
L-Prolina 34’5
L-Serina 10’5
L-Treonina 119
L-Triptéfano 204
L-Tirosina 2Na - 2H,0 778
L-Valina 11°7
L-Biotina 0’0073
Colina cloruro 13’96
Acido félico 1'32
Mio-inositol 18
Niacinamida 0’037
Acido b-Pantoténico 048
Piridoxina - HCI 0’062
Riboflavina 0’038
Tiamina - HCI 0’34
Vitamina B12 1’36
D-Glucosa 1802
Hipoxantina 4’08
Acido linoleico 0084
Rojo fenol - Na 13
Acido piravico - Na 110
Putrescina dihidrocloruro 0’161
Acido tioctico 021
Timidina 073
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El medio comercial (Sigma) se adquiere en polvo con L-glutamina, pero sin bicarbonato
sddico (tabla 8.5). Para preparar un litro de medio Ham F12 se pesan 10'6 g de medio co-
mercial y se afiaden en un vaso de precipitados de un litro, al que se han adicionado entre
800 y 900 mL de agua bidestilada a temperatura ambiente. Dado que el medio no contiene
bicarbonato sédico, deben afadirse 1'18 g. Mientras se mantiene la disolucién en agitacion,
ajustamos el pH a 7'2 con HCI y posteriormente enrasamos con agua bidestilada hasta un
litro. A continuacién, en condiciones asépticas, filtramos la solucién salina a través de filtros
de 0’2 um paséndola a botellas estériles en la cabina de flujo laminar. Las botellas se almace-
nan a 4 °C correctamente rotuladas con la fecha de preparacion. La solucién puede mante-
nerse viable durante aproximadamente tres semanas. En el momento de su utilizacion afadi-
mos los antibidticos y el suero bovino fetal.

Solucion de Dulbecco o PBS (del inglés Phosphate Buffered Saline). El PBS
es una disolucion salina compuesta por sales organicas, Que puede incluir bicarbonato sddico
Y. en algunos casos, glucosa. Las disoluciones salinas constituyen la base de muchos medios
completos y también son utilizadas como diluyente para preparar sftocks de aminoécidos y
vitaminas, como disolucién de lavado o de diseccion y para incubaciones cortas de menos de
cuatro horas.

El PBS puede prepararse con Ca** y Mg** o sin estos cationes. El primero se conoce co-
mo PBS-B, el segundo como PBS-A. El que preparamos en nuestro laboratorio, cuya compo-
sicién esta descrita en la tabla 8.6, es PBS-A (sin Ca** ni Mg“) pues estos cationes podrian
interferir en el proceso de subcultivo o tripsinizacién. Para preparar | litro de PBS-A se di-
suelven secuencialmente 8 g de cloruro sédico, 02 g de cloruro potésico, 1'44 g de fosfato
bisédico y 0°2 g de fosfato monopotdsico (tabla 8.6) en 800 mL de agua bidestilada en un
vaso de precipitados con un agitador magnético. EI pH debe encontrarse en el intervalo de
7'1 a 7’3, si se esteriliza mediante filtracion; mientras qQue si se esteriliza en autoclave debe
ajustarse a 7°6. En nuestro caso, siempre esterilizamos mediante filtracién y ajustamos el pH
a 7'2, mientras mantenemos la disolucién en agitacion. Para ello utilizamos en primer lugar
HCI I Ny, a continuacién, HCI 0’5 N para el ajuste fino. Posteriormente, enrasamos a 1.000
mL en un matraz aforado y filtramos a través de filtros de 0°2 xm de didmetro de poro, pa-
sando la disolucion a botellas de vidrio pyrex estériles en la cabina de flujo laminar. EI PBS,
una vez esterilizado, se puede almacenar en el frigorifico durante aproximadamente tres se-
manas. En el momento de su utilizacién, se afiade 1 mL de la disolucién sfock de antibi6ticos
(ver tabla 8.3).
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Tabla 8.6. Composicion del PBS-A. En |a preparacion del PBS-B se afiaden, ademas, 0’1
g de MgCl, y 0’1 g de CaCl,. Cantidades para un volumen total de 1.000 mL.

Producto PM pu?gza Ml-?z Igs corre“gi do Mc>(|na1rl'\inc;ad Gramosl/litro
NaCl 5844 99’5 - 58'73 136°2 8

KClI 74’55 99’5 - 74'92 267 0’2
;“szgpo“ " 17799 99’5 2 2149 6'7 1°44
KH2PO,4 136°09 99’5 - 136'8 1°46 02

Solucion de Hank (HBSS, del inglés Hank’s Balanced Salt Solution). Se
trata de una disolucion salina compuesta por sales inorganicas, bicarbonato sédico y glucosa.
La composicion detallada de esta disolucion salina se expone en la tabla 8.7. Esta disolucion
se usa para lavar los fragmentos de cartilago después de la diseccién y para lavar las monoca-
pas de condrocitos cuando se lleva a cabo el cambio de medio.

Tabla 8.7. Composicion de la solucion salina equilibrada de Hank (HBSS).

Producto PM pu:'/;za Moles H;0 corre“gi do MO(I::;IC;ad Izngalii
NaCl 5844 99’5 - 5873 136’9 8’04
CaCl; 110’99 95 - 116'83 1’3 0’15
KCI 74’55 99’5 - 7492 54 0°40
KH:PO, 136°09 995 - 13677 0’4 0’05
MgCl; - 6 H.0 203’30 100 6 311°30 0’5 0’16
MgSO, - 7 H,0 246’48 100 7 372'48 0’4 0’15
NaHCO3 8401 100 - 84'01 4’2 0’35
Na;HPO4-2H,O | 17799 99’5 - 178°88 0’3 0’05
D-glucosa 180'20 100 - 180'20 5’5 0’99
Rojo fenol 354’40 100 - 354’40 - 0°01
HEPES, sal de Na | 26030 99’5 - 261’61 80 2’09
Penicilina 0’06
Estreptomicina 0’10
Gentamicina 0’05

La solucién salina de Hank contiene los tres cationes més abundantes del liquido extracelular:
sodio, potasio y calcio. Adems, contiene Mg”* y Cl" a la misma concentracion que el liquido
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extracelular; contiene rojo fenol como indicador de pH y antibidticos para evitar el crecimien-
to bacteriano.

Para preparar un litro de solucion salina de Hank se pesan todos los productos indicados
en la tabla 8.7 por separado y se mezclan en un vaso de precipitados de 1.000 mL, al que se
han afadido previamente entre 800 y 900 mL de agua bidestilada. El vaso se coloca sobre un
agitador magnético y en €l se van afiadiendo los componentes secuencialmente. Una vez que
éstos se hayan disuelto, se ajusta el pH a 7°0 afadiendo gotas de HCI con una pipeta Pas-
teur, primero 6 N, y luego —a medida que nos acercamos al pH deseado— con HCI 2 N 6 |
N, mientras se mantiene la disolucion en agitacion. Una vez ajustado el pH, se pasa la disolu-
cién a un matraz aforado de un litro con ayuda de un embudo, y se enrasa con agua bidesti-
lada hasta un litro. A continuacién, en condiciones asépticas, se filtra la solucion salina a
través de filtros de 0'2 um paséndola a botellas estériles en la cabina de flujo laminar. Las
botellas se almacenan a 4 °C correctamente rotuladas con la fecha de preparacién. La solu-
cién puede mantenerse viable durante aproximadamente tres semanas.

Solucion de tripsina 0°25%-EDTA 0°02%. Esta disolucion se emplea durante la
disgregacion enzimdtica de los tejidos o para despegar las células del frasco de cultivo en los
pases o subcultivos. Para preparar 100 mL se disuelven 250 mg de tripsina y 20 mg de ED-
TA en 90 mL de PBS-A en un vaso de precipitados con un agitador magnético. A continua-
cion, se hace pasar la disolucién a través de doble papel de filtro. Se ajusta el pH a 7’5 con
NaOH | N y se enrasa hasta un volumen final de 100 mL en un matraz aforado con PBS-A.
Para su esterilizacion se filtra la disolucion a través de membranas de 0°’20 um de didmetro
de poro y se divide en alicuotas de 10 mL en tubos Falcon estériles de 15 mL. Las alicuotas
se mantienen congeladas a —20 °C hasta el momento de su uso.

Solucién de hialuronidasa y pronasa. Esta disolucion se emplea para disgregar la
matriz extracelular del cartilago durante el aislamiento de los condrocitos. Las concentracio-
nes de enzimas en esta disolucién son 2.000 U/mL de hialuronidasa y 30 U/mL de pronasa.
Para preparar 15 mL de esta disolucion se pesan 0'0113 g de hialuronidasa (Sigma, 2.660
U/mL) y 0'0849 g de pronasa (Fluka, 5’3 U/mg) y se disuelven en 15 mL de solucién de
Hank. Antes de su utilizacién se esteriliza utilizando una jeringa y un filtro de 0'22 zm (Milli-
pore, Durapore PVDF Membrane).

Solucion de colagenasa. Dado que el coldgeno es la proteina mds abundante de la ma-
triz extracelular del cartilago, la colagenasa es especialmente interesante para lograr la disgre-
gacion de este tejido y el aislamiento de sus células, los condrocitos.

La concentracién de colagenasa empleada es de 8 U/mL. Para preparar 15 mL de esta di-
solucién se disuelven 0'4 mg de colagenasa (Collagenase Type IV de Clostridium histolyti-
cum, Sigma, 338 U/mg) en |5 mL de medio Ham F12 enriquecido con 10% de suero bovino
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fetal y 1% de antibiéticos. Una vez disuelta la colagenasa se procede a su esterilizacion me-
diante filtracién con jeringa y filtro de 0'22 xm (Millipore, Durapore PVDF Membrane).

Solucion salina. NaCl 0'85% (p/v) en agua bidestilada. Para preparar 1.000 mL se disuel-
ven 8’5 g de NaCl en 800 mL de agua bidestilada en un vaso de precipitados con un agita-
dor magnético y, posteriormente, se enrasa en un matraz aforado de 1.000 mL. Siempre se
tiene un frasco lavador con esta disolucion en la cdmara frfa, a ~ 4 °C. Se utiliza para limpiar
la articulacién de restos celulares, liquido sinovial, sangre, etc. durante la diseccién del carti-
lago.

Suero bovino fetal (FBS, del inglés Fefal Bovine Serum). El suero que utilizamos
para enriQuecer los medios de cultivo es el suero bovino fetal. Generalmente, lo adquirimos
congelado en botellas de medio litro y, tras descongelarlo, lo dispensamos en tubos Falcon
estériles bajo condiciones asépticas, en la cabina de flujo laminar en alicuotas de 25 mL, que
se mantienen congeladas a —20 °C hasta el momento de su utilizacién. Para cada experi-
mento se utilizan alicuotas del mismo lote de suero.

8.1.3. Disoluciones empleadas en la inmunofluorescencia

Gelatina 0'5% (p/v). Se utiliza para gelatinizar los cubreobjetos de vidrio con los que se
realiza la inmunofluorescencia para que las células puedan crecer adheridas sobre ellos. Para
preparar 100 mL se disuelven 0'S g de gelatina granulada en un vaso de precipitados con
80-90 mL de agua bidestilada a unos 40 °C. Una vez disuelta la gelatina se enrasa el volu-
men a 100 mL en un matraz aforado con agua bidestilada. Seguidamente se pasa la disolu-
cién a una botella de vidrio para esterilizarla en el autoclave. Una vez atemperada, la disolu-
cién se puede mantener en el frigorifico a 4 °C durante aproximadamente dos semanas.

Azida sédica 10% (p/v). Esta disolucién se utiliza para preparar la disolucion de PBS-
azida. La azida sddica retarda el crecimiento bacteriano y se emplea para evitar que las diso-
luciones se estropeen. Para prepararla se disuelven 10 g de azida sodica en 80 mL de agua
bidestilada y se ajusta el volumen hasta 100 mL con agua bidestilada en un matraz aforado.
La disolucién se conserva indefinidamente a temperatura ambiente.

PBS-azida. Disolucion de azida sodica 0'01% en PBS-A, empleada para lavar la capa de
células. Para su preparacion se afiaden 100 4L de la disolucion de azida sédica 10% a 100
mL de PBS-A. Esta disolucion se conserva bien a temperatura ambiente. Normalmente se
prepara cada dos semanas.
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Buffer fosfato 2x (buffer fosfato concentrado). Se utiliza para preparar la disolu-
cion de fijacion. Se prepara disolviendo 7'7 g de NaOH y 33'6 g de NaH,PO, en un litro de
agua bidestilada.

Disolucion de fijacion (paraformaldehido 4%). Esta disolucion se utiliza para
conservar a las células en su forma original, protegiéndolas de los efectos dafiinos que puede
ejercer el procesamiento de la técnica sobre las mismas. Para preparar 500 mL de esta diso-
lucién se calientan 250 mL de buffer fosfato 2x a 60 °C en un agitador magnético y se afia-
den 20 g de paraformaldehido, agitando hasta su completa disolucion. Una vez disuelto se
afiaden 250 mL de agua bidestilada y se filtra la disolucién con doble papel de filtro. Cuando
alcanza la temperatura ambiente se comprueba que el pH estd entre 7°0 y 7'4. Generalmente
esta disolucion se prepara el dia antes del experimento y se mantiene a 4 °C —si se prepara el
mismo dia no hace falta enfriarla—.

Disolucion de borohidruro sodico. Se utiliza para eliminar la autofluorescencia debi-
da a la presencia de ciertas sustancias, como flavinas y coenzimas en la muestra. Debe prepa-
rarse en el momento de su utilizacién disolviendo | mg de NaBH, en | mL de PBS-A. El
borohidruro sédico es un donador de hidruros muy bueno y, por lo tanto, un excelente agen-
te reductor Que convierte aldehidos y cetonas en sus alcoholes correspondientes.

o HO H
I NaBH4 A /

c — C
7N\ 7N
Disolucion de permeabilizacion (Triton X-100 0°2% en PBS). Esta disolucion
se utiliza para facilitar el acceso de los anticuerpos al interior de las células. El procedimiento
més comn es el tratamiento con una disolucion de detergente (Tritén X-100, saponina o

Tween-20) al 0'1-2%. En nuestro caso empleamos Tritén X-100 al 0'2% en PBS que se
prepara disolviendo 200 L de Tritén X-100 en 100 mL de PBS.

Disolucién de bloqueo (BSA 3% en PBS/Triton X-100 0"1%). Se utiliza para
saturar las uniones inespecificas de los anticuerpos, ya que la albtimina de suero bovino (BSA)
compite con el anticuerpo primario por los lugares inespecificos de unién al tejido y el deter-
gente también reduce las uniones inespecificas ademds de permeabilizar el tejido. Para prepa-
rar 25 mL se disuelven 750 mg de BSA en 12’5 mL de la disolucion de Tritén X-100 0'2%;
una vez disueltos se enrasa a 25 mL con PBS-A en un matraz aforado.

Disolucion de incubacion de los anticuerpos (3% BSA en PBS). Se utiliza
como medio de incubaci6n de los anticuerpos. Para preparar 25 mL se disuelven 750 mg de
BSA en 20 mL de PBS y se enrasa hasta 25 mL con PBS utilizando un matraz aforado.
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8.1.4. Disoluciones empleadas en la cuantificacion colorimétrica del
colageno

Reactivo colorante. El colorante rojo Sirio Que hemos utilizado es el comercializado por
la compania Biocolor (Sircol Collagen Assay, Biocolor Ltd., Irlanda), que lo suministra disuel-
to en écido picrico y con surfactantes.

Patron de colageno. El patron de coldgeno se utiliza para preparar una serie de dilucio-
nes Que se emplean en la confeccion de la curva de calibrado. Este patron es comercializado
por la compafiia Biocolor. Se trata de una disolucion estéril de | mg/mL de colageno de piel
bovina en écido acético 0'S M.

Reactivo alcalino. Disolucion de NaOH 0'S N utilizada para resuspender el complejo
colorante-coldgeno. Para preparar 500 mL de esta disolucion se diluyen 10 g de NaOH en
pastillas en 400 mL de agua bidestilada en un vaso de precipitados con un agitador magnéti-
co y se enrasa a S00 mL en un matraz aforado. Esta disolucién se puede almacenar a 4 °C
durante aproximadamente un mes.

Acido acético 0’5 M. Esta disolucion se utiliza como reactivo blanco en la realizacion de
la curva de calibrado y para preparar las disoluciones del patrén de coldgeno. Para preparar
100 mL se disuelven 2'9 mL de 4cido acético glacial en un matraz aforado en la campana
extractora de gases y se ajusta el volumen a 100 mL con agua bidestilada.

8.1.5. Disoluciones empleadas en la cuantificacion de colageno mediante
ELISA

Acido acético 005 M (pH 28-30 con acido férmico). Se utiliza para disolver la
pepsina y solubilizar el colageno existente en la capa de células en cultivo. Para preparar 100
mL se disuelven 299 pl de é4cido acético comercial (98°5%, p = 1’052 g/mL, PM = 60°05)
en un vaso de precipitados que contiene unos 80 mL de agua bidestilada. A continuacion, se
ajusta el pH a 2'8 con 4cido férmico y se enrasa hasta 100 mL con agua bidestilada. Esta
disolucion se conserva a 4 °C durante aproximadamente un mes.

Disolucion de pepsina. Se emplea para solubilizar el coldgeno. Se prepara en el mo-
mento de su utilizacién disolviendo 10 mg de pepsina en | mL de écido acético 0'05 M.

Disolucion de elastasa. Se utiliza para monomerizar el coldgeno presente en la capa de
células en cultivo. Para preparar | mL se disuelve | mg de elastasa pancredtica en | mL de
TBS 1x.
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Buffer TRIS 10x (TBS 10x, del inglés 7R/S-Buffered Saline). El buffer TRIS
concentrado 10 veces se utiliza para parar la reaccion de digestion con pepsina y para pre-
parar el buffer TRIS Ix en el Que se disuelve la elastasa pancredtica que monomeriza el cola-
geno. Para preparar 50 mL de este buffer se disuelven secuencialmente los compuestos indi-
cados en la tabla 8.8 en agua bidestilada.

Tabla 8.8. Composicion del TBS 10x. Para preparar 50 mL de TBS 10x se
disuelven secuencialmente los productos indicados en la tabla en unos 40
mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7’9 con HCI 6 N y se enrasa hasta
50 mL con agua bidestilada.

Producto PM pu:'/;za correl\gido Molaridad Masa (g)
TRIS 1211 100 - 1™ 6’055
NaCl 5844 99’5 5873 2M 587
CaCl; 110’99 95 116'83 50 mM 0'292

Buffer TRIS 1x (TBS 1x). Este buffer se prepara disolviendo S zL del TBS 10x en 45 £l
de agua bidestilada.

8.2. Cultivo de células animales —caracteristicas generales

El cultivo de tejidos fue desarrollado por primera vez a comienzos del siglo XX para estudiar
el comportamiento de células animales exentas de las variaciones sistémicas Que puedan tener
lugar en el organismo entero /7 vivo, tanto bajo condiciones normales como bajo el estrés de
un experimento. Como su nombre indica, la técnica se desarroll6 en primer lugar con frag-
mentos de tejidos sin disgregar, a partir de los cuales podian migrar y crecer células aisladas.
Dado que el cultivo de células a partir de tales explantes de tejido domind en este campo
durante mas de cincuenta afios, no es sorprendente qQue el nombre cultivo de tejidos haya
permanecido a pesar de que, durante la segunda mitad del siglo XX, se utilizaran cultivos de
células dispersas. Por esta razon, se considera Que el cultivo de fejidos es el término que
engloba al cultivo de células, érganos o tejidos propiamente dichos, que podemos mantener
in vitro durante al menos veinticuatro horas. Al principio, los cultivos se llevaban a cabo en
recipientes de vidrio, de ahi el término in vitro.

Actualmente, los cultivos de células constituyen una de las herramientas més dtiles en la
investigacion bioldgica. Son utilizados en estudios sobre la bioquimica y la fisiologia de las
células (fendmenos de metabolismo y transporte celular); en virologia (cultivo de virus, rela-
ciones huésped-parasito); genética (localizacion y control de la expresion de genes); estudios
sobre el desarrollo embrionario (fenémenos de diferenciacién y desdiferenciacién); carcinogé-
nesis (transformacién maligna); obtencién de clones (produccion de anticuerpos monoclona-
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les, células madre, etc.) (figura 8.2). Entre las principales aplicaciones précticas de los culti-
vos celulares destacan los estudios de toxicidad (productos quimicos, farmacéuticos); el
diagndstico de enfermedades (genéticas, metabdlicas, infecciosas, tumorales); la reproduccion
asistida (inseminacion artificial, fecundacién in vitro), la obtencién de productos farmacéuticos
(hormonas, vacunas, anticuerpos); la cirugfa reconstructiva y la medicina regenerativa (terapia
génica, trasplantes de células) (figura 8.2).

(6) PRODUCTOS CELULARES:
(1) ACTIVIDAD INTRACELULAR: secrecion, biotecnologia, disefio

transcripcion del DNA, sintesis de proteinas, de biorreactores

metabolismo energético, metabolizacion de o o
farmacos, ciclo celular, diferenciacion,

apoptosis 0 o 0

(2) FLUJO INTRACELULAR:
RNA, receptores de hormonas,
metabolitos, calcio,
transduccion de sefiales (5) GENETICA:

andlisis genético, transfeccion,
infeccidn, transformacion,
inmortalizacion, senescencia

(3) INTERACCIONES CON EL /

MEDIO: in feccién, accion de
farmacos, interacciones
ligando-receptor, citotoxicidad,
mutagénesis, carcinogénesis

(4) INTERACCIONES CELULA-CELULA:
morfogénesis, control paracrino, cooperacion
metabdlica, adhesion y movilidad celular,
interacciones con la matriz

Figura 8.2. Aplicaciones de los cultivos de tejidos. Entre las principales aplicaciones de
los cultivos de células destacan: estudios sobre (1) la actividad intracelular, como la replica-
cion y transcripcion del DNA, sintesis de proteinas, metabolismo energético y metabolizacién
de farmacos; (2) flujo intracelular, translocacion de complejos receptores de hormonas y
procesos de transduccion de sefiales, asi como el transporte a través de la membrana; (3)
interacciones con el ambiente, tales como la nutricion, infeccién, fendmenos de citotoxicidad,
carcinogénesis, accion de farmacos e interacciones ligando-receptor; (4) interacciones célu-
la-célula en la morfogénesis, control paracrino, proliferacién celular, cooperacion metabdlica,
adhesion celular y movilidad, interacciones matriciales; (5) genética, incluyendo andlisis del
genoma en condiciones normales y patolégicas, manipulaciéon genética, transformacion e
inmortalizacion; (6) productos celulares y secrecion, biotecnologia, etc.

8.2.1. Ventajas e inconvenientes de los cultivos celulares como
modelos experimentales

Son muchas las ventajas de los modelos 7 vitro frente a la experimentacion con animales:
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—  Mayor control de las condiciones fisico-quimicas: pH, temperatura, presiéon osmo-
tica, tension de O, y CO,.

— Mayor control de las condiciones fisioldgicas: control de las concentraciones de
hormonas y nutrientes.

Permiten trabajar con células vivas.

Permiten trabajar con células humanas.

Economia y rapidez en los ensayos.

Homogeneidad en la muestra, ya que dominard un tipo celular determinado.

Se simplifican las cuestiones legales, morales y éticas.
Sin embargo, los modelos /in vitro también presentan ciertas limitaciones:

—  Es necesario un cierto grado de experiencia para manipular los cultivos de células.
Los cultivos deben ser llevados a cabo bajo las condiciones més estrictas, dado que las células
animales crecen mucho mds lentamente que la mayoria de los microorganismos contaminan-
tes, como las bacterias y los hongos. Ademds, a diferencia de los microorganismos, las célu-
las de animales multicelulares no existen normalmente aisladas y, consecuentemente, no son
capaces de sostener una existencia independiente sin la provision de un medio complejo que
simule el plasma sanguineo o el liuido intersticial. Estas condiciones implican un nivel de
capacidad y conocimiento por parte del operador que le permitan apreciar los requerimientos
del sistema y resolver los problemas que puedan surgir.

— Cantidad de células. Una de las principales limitaciones del cultivo de células es la
gran inversion de esfuerzo y materiales que se requieren para producir relativamente poca
cantidad de un tipo celular determinado.

— Pérdida de las propiedades diferenciadas. A menudo, el comportamiento de las
células en cultivo puede verse modificado con respecto al que presentan las mismas células in
vivo. Las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular disminuyen porque las lineas
celulares carecen de la heterogeneidad y la arquitectura tridimensional que hay in vivo, y el
medio de cultivo y las condiciones hormonales estdn alteradas. Esto crea un ambiente que
puede favorecer la diseminacién, migracion y proliferacién de células no especializadas, en
lugar de las Que expresan las funciones diferenciadas. La provision de un ambiente adecuado,
incluyendo la naturaleza del sustrato, los nutrientes y las hormonas, es fundamental para la
expresion de las funciones especializadas.

— Inestabilidad genética en las lineas celulares. La inestable constitucion cromosémi-
ca es uno de los principales problemas de muchas lineas celulares continuas.
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8.2.2. Requerimientos de los cultivos celulares

El material basico esencial que se requiere en un laboratorio de cultivos celulares es: una
cabina de flujo laminar, un incubador de CO,, un autoclave, un bafio termostatizado, neve-
ras, congeladores y un microscopio invertido. Para el desarrollo de las técnicas de cultivo de
células en nuestro laboratorio fue necesario llevar a cabo la instalacion de todo este equipa-
miento, asi como la adquisicion de todos los consumibles requeridos, como pipetas, pipetea-
dores de aspiracién mecénica, placas o frascos de cultivo, jeringas y filtros, filtros de esterili-
zacion y botellas para los medios, ya Que ésta ha sido la primera vez que en este laboratorio
se realizan experimentos con células cultivadas /n vitro.

8.2.2.1. Asepsia

Hay que tener en cuenta que el principal requerimiento que distingue el cultivo de células de
la mayoria de las técnicas de un laboratorio es la necesidad de mantener unas condiciones
asépticas. Por esta razon, es importante Que el laboratorio de cultivos celulares esté libre de
polvo y se sitlie en una zona apartada del resto del laboratorio que sélo se utilice para culti-
vos celulares. En nuestro caso, el trabajo con cultivos de células se desarrolla en una habita-
cion aislada del resto, en cuyo interior se encuentra la cabina de flujo laminar (figura 8.3), el
incubador de CO, (figura 8.4), una pequefa nevera, un congelador, el bafio calefactor y el
microscopio invertido.

Para mantener las condiciones asépticas, el trabajo con cultivos de células animales se de-
sarrolla en cabinas de flujo laminar. Este dispositivo protege la zona de trabajo de particulas,
especialmente de posibles contaminantes que puedan acceder al cultivo, mediante un flujo de
aire estéril, constante y estable. Esto se consigue con ventiladores centrifugos de alta eficacia,
Que disponen de un sistema automético de regulacion de la velocidad, que fuerzan el paso
del aire a través de filtros HEPA (del inglés, High Efficiency Particulate Air) o filtros absolutos,
situados en el techo (cabinas de flujo laminar vertical) o en la pared frontal (cabinas de flujo
laminar horizontal) y que, con una eficiencia del 99'999%, retienen las particulas por debajo
de un cierto calibre que es, en general, de 0'2 um. El flujo de aire que llega a la superficie de
trabajo es laminar, sin turbulencias en las Que puedan quedar retenidas particulas contami-
nantes, gracias a la gran superficie del filtro HEPA y a la velocidad constante del aire.

Tal como hemos indicado, en este tipo de cabinas la direccion del flujo laminar puede ser
horizontal o vertical. En el primer caso, un flujo de aire horizontal estéril atraviesa la superfi-
cie de trabajo hacia el operador. Estas cabinas tienen la ventaja de que las particulas contami-
nantes procedentes del equipo o del operador no caen sobre la superficie de trabajo. Sin
embargo, el flujo horizontal no protege ni al operador ni al ambiente. En el segundo caso, el
flujo de aire estéril se proyecta verticalmente sobre la superficie de trabajo. Si este aire se
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recircula aspirando en la superficie de trabajo y después de un nuevo filtrado se devuelve al
ambiente, tenemos una cabina de seguridad bioldgica.

Las cabinas de flujo laminar horizontal son muy adecuadas para una buena proteccion del
producto, pero no son apropiadas para el trabajo con materiales peligrosos o con algtn tipo
de riesgo, pues el operador queda completamente expuesto a ellos. En las cabinas de flujo
vertical, més sofisticadas, se asegura una buena proteccién del producto y, dependiendo de
su disefio, se puede asegurar una proteccion total del operador. Son por ello mas adecuadas
para el trabajo con agentes peligrosos. En nuestro laboratorio optamos por adquirir una cabi-
na de flujo laminar vertical Que asegura la proteccion estéril en la zona de trabajo, asi como
una proteccion bésica del operador y del medio ambiente (figura 8.3).

Figura 8.3. Cabina de flujo laminar vertical Telstar PV-100 instalada en
nuestro laboratorio de cultivos para garantizar las condiciones de asep-
sia que requieren los cultivos de células animales.

8.2.2.2. Requerimientos fisico-quimicos

Oxigeno. No todos los cultivos necesitan la misma cantidad de oxigeno. Generalmente las
necesidades de la mayoria de células estan en torno al 2 1%, que es lo que existe en la atmos-
fera, aunque a los frascos de los cultivos sélo difunde un 5%. Si trabajamos con frascos ce-
rrados se acabard por consumir todo el oxigeno, por ello lo mejor es trabajar con tapones
permeables o semiabiertos. Ademds es importante no afadir exceso de medio porque se
dificulta la difusion de los gases, la altura media del medio de cultivo debe ser de 2-5 mm
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(0°2-0’5 mL/cm?). Este volumen de medio de cultivo proporciona un equilibrio entre la dis-
ponibilidad de nutrientes y la concentracién de metabolitos celulares que pueden acumularse
durante el cultivo, ademds de que asegura el correcto intercambio de oxigeno y diéxido de
carbono. Cuando se utilizan cantidades muy altas de O, se producen una serie de problemas:
peroxidacion de proteinas y de lipidos, radicales libres de O,, etc. Para evitarlos se pueden
utilizar sistemas de proteccion antioxidantes que se afiaden al medio como la catalasa, la
superdxido dismutasa, la vitamina E, el selenio, el zinc, etc.

Diéxido de carbono. El diéxido de carbono atmosférico juega un complejo papel debido a
Que influye en la cantidad de CO, disuelto, el pH y la cantidad de iones HCO;™ del medio de
cultivo. Las reacciones que tienen lugar en el medio son:

CO, + H,0 2 H,CO; & H* + HCO; (1)
NaHCO;+H,0 2 Na*+HCO; +H,0 2 Na*+H,CO;+0H 2 Na*+OH +H,0+CO, (2)

De modo que para establecer un pH determinado se deben tener en cuenta los niveles de
bicarbonato sédico y la tension de CO,, ya que si sube la concentracion de CO, aumenta la
concentracion de protones y por tanto disminuye el pH (1). Cada medio tiene una concentra-
cion recomendada de bicarbonato y una tension de CO, determinada para alcanzar el pH
correcto. Sin embargo, en la actualidad se emplean otras sustancias amortiguadoras del pH
en la formulacién de muchos medios, lo que permite una mayor estabilidad: HEPES, Tricina
(N-tris[Hidroximetil]-metil-glicina), etc.

Se suele utilizar CO, al 5% en la atmédsfera de incubacién, aunque, como hemos visto, es-
to dependerd de la concentracion de NaHCO; del medio de cultivo (2).

Temperatura. La temperatura tiene gran influencia en la velocidad de crecimiento de las célu-
las; por tanto es importante controlarla durante la incubacion. Las células deben incubarse a
la temperatura corporal del animal del cual proceden: humanos y roedores: 37 °C; aves: 39-
49 °C; perros y gatos: 38-38"5 °C; peces de agua fria: 15-20 °C; peces de agua templada:
22-27 °C; insectos: 23-37 °C; etc.

Sin embargo, las células en cultivo son capaces de soportar, sin dafios importantes, varia-
ciones de temperatura, siempre Que sean por debajo de la temperatura corporal del animal
del que proceden. Asi pues, las células humanas soportan incubaciones a 4 °C durante dias y
pueden ser congeladas a —196 °C durante afos (con sustancias protectoras); sin embargo, no
sobreviven unas pocas horas a 2 °C por encima de 37 °C y mueren rdpidamente a 40 °C. Las
células procedentes de animales poiquilotermos soportan mejor un amplio intervalo de tem-
peraturas de incubacion.

El objetivo del incubador de CO, es el mantenimiento de la temperatura en una atmésfera
con una tensién controlada de CO, y, adicionalmente, de humedad elevada (figura 8.4). Las
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células de animales homeotermos suelen crecer bien entre 33 y 37 °C, pero en los extremos
de ese margen presentan importantes variaciones en su velocidad de crecimiento. En un in-
cubador de células es por tanto mds importante la consistencia de la temperatura (invariabili-
dad durante prolongados periodos de tiempo, con oscilaciones inferiores a 0'S °C) que su
precision a fin de mantener las células en condiciones en las Que las tasas de crecimiento sean
constantes. Por ello, los incubadores llevan bandejas perforadas para que difundan los gases y
la temperatura sea mds homogénea.

Figura 8.4. Incubador de CO; utilizado en nuestro laboratorio para man-
tener unas condiciones térmicas, de tensién de CO. y de humedad cons-
tantes durante el cultivo de células animales.

Las necesidades de asepsia en el incubador son considerablemente menores que en el area de
trabajo (cabina de flujo laminar) pero sin embargo es imprescindible mantener una estricta
limpieza y desinfeccion periddica del incubador y, especialmente, no introducir en él cultivos
contaminados o eliminarlos inmediatamente.

Los incubadores modernos disponen de:

— Dispositivos de control de temperatura, con un termostato de seguridad que des-
conecta la funcién en caso de anomalia. La estabilidad de la temperatura es una caracteristica
esencial del incubador, y por ello suelen estar equipados con camisas de agua Que aumentan
notablemente la inercia térmica.

— Dispositivo de inyeccion de una mezcla de aire y CO,, en la proporcién deseada,
entre el 4 y el 7%. EI CO, de elevada pureza se suministra en botellas presurizadas, y se
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mezcla en el dispositivo de inyeccién con el aire del ambiente. El control de la mezcla se
realiza fundamentalmente mediante un dispositivo /RGA (del inglés Infra-Red Gas Analyzer).
En incubadores modernos este dispositivo analiza constantemente el porcentaje de CO, pre-
sente en la cdmara de incubacion, realizando automaticamente las correcciones necesarias.

— Dispositivo de control de la humedad ambiente. Para mantener el cultivo se re-
Quiere una humedad ambiente elevada, a fin de reducir la evaporacién de agua del medio de
cultivo. En los incubadores menos sofisticados esto se consigue mediante bandejas de agua
en el fondo del incubador. En los dltimos afios, se estan comercializando instrumentos mas
modernos Que disponen de dispositivos que controlan la humedad atmosférica, inyectando
agua filtrada y estéril.

— Dispositivo de recircularizacion de aire. Es importante una recirculacion del aire
en el interior del incubador, a fin de homogeneizar la temperatura. Si ademds, en el circuito
de circulacién de aire, se intercala un filtro HEPA, se consiguen eliminar las posibles particu-
las contaminantes y se asegura la esterilidad del ambiente.

pH y capacidad amortiguadora. El pH 6ptimo de crecimiento para la mayoria de tipos celula-
res es 7'4, aunque existen algunas excepciones: ciertas lineas normales de fibroblastos crecen
mejor a un pH de entre 7'4 y 7'7, y células transformadas lo hacen en el margen de pH de
7'0 a 7’4, mientras que las células epidérmicas pueden ser mantenidas a un pH de 5°5. En
general, las células toleran mejor un pH dcido qQue uno bdsico, de hecho cuando el pH au-
menta a 8 las células mueren, mientras Que cuando baja a 5 las células lo soportan aunque
disminuye su crecimiento.

El medio de cultivo debe estar tamponado, a fin de evitar los cambios bruscos de pH, el
cual se controla en la mayorfa de cultivos con un buffer de bicarbonato sédico 24 mM y una
atmoésfera de CO, 5%. El bicarbonato, a pesar de su baja capacidad amortiguadora a pH
fisiolégico, sigue siendo la solucién mds empleada en la mayoria de medios para este efecto
debido a su bajo coste, baja toxicidad y beneficios nutricionales para el cultivo.

El buffer HEPES (N-[2-hidroxietil]-piperazina-N’-[l4ctico 2-etano-sulfénico]) es més efec-
tivo en el intervalo de pH de 7°2 a 7'6, y se emplea a una concentracién de 10 a 20 mM.
Cuando se usa conjuntamente con CO, externo debe estar a una concentracién doble de la
de bicarbonato para conseguir un tamponamiento adecuado. Tiene el inconveniente de que
es citotoxico y degrada la riboflavina, por lo que las células no deben estar expuestas a €l
durante mucho tiempo.

Otros tampones que se pueden utilizar son algunos aminodcidos como la L-Arginina, pro-
teinas y sustancias sintéticas como Tris, Tricina o Bes.

En el medio de cultivo se afiade ademés un indicador de pH a fin de conocer el estado del
medio. El indicador de pH utilizado con mds frecuencia es el rojo fenol, que presenta color
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rojo a pH 7'4, naranja a pH 7°0, amarillo a pH 6'5, azul-rojo a pH 7°6 y parpura a pH 7°8.
Si estd amarillo es porque existe mucho 4cido lactico, se ha consumido la glucosa y con ella
el resto de los nutrientes y por lo tanto hay que cambiar el medio. Este cambio de pH puede
deberse a que las células hayan crecido en exceso, a Que haya poco volumen de medio o a
contaminaciones de microorganismos.

Osmolaridad. Muchas células en cultivo tienen una amplia tolerancia a cambios en la osmola-
ridad del medio, creciendo bien en el intervalo de 260 a 320 mOsm/kg, con pequefas varia-
ciones, dependiendo de la especie considerada. La osmolaridad depende del equilibrio entre
la concentracion de iones Na*, CI', HCOy, K*, Mg**, PO,*, proteinas del medio de cultivo y
del interior celular. Para controlar la osmolaridad se debe evitar la evaporacién, utilizando un
incubador que regule la humedad o cambiando el medio de cultivo con frecuencia.

Viscosidad. La viscosidad del medio viene determinada fundamentalmente por el contenido
en suero y tiene poca influencia sobre el crecimiento de las células. Si es importante, sin
embargo, para evitar el dafio celular cuando se agita una suspension de células (a mas visco-
sidad menor dafio) o cuando se disocian las células tras la tripsinizacion. Para evitar el posible
dafio celular bajo estas condiciones se puede aumentar la viscosidad, especialmente en me-
dios libres de suero, anadiendo carboximetilcelulosa (CMC) o polivinilpirrolidona (PVP).

Tension superficial. La tension superficial se ha de mantener baja y, en general, sélo se ve
alterada por la aparicion de espuma en los cultivos en suspension donde se burbujea CO,. En
estos casos es recomendable emplear un agente antiespumante de silicona, pues de lo con-
trario puede provocar la desnaturalizacién de proteinas con riesgo de contaminacion si la
espuma alcanza el cuello del recipiente de cultivo.

8.2.2.3. Requerimientos nutritivos

Los medios de cultivo son soluciones salinas tamponadas que contienen todos los nutrientes
Que necesitan las células. Las funciones de los medios de cultivo son el mantenimiento de las
constantes fisico-quimicas (pH, osmolaridad, etc.) y el aporte de nutrientes. Los primeros
medios utilizados en los cultivos celulares fueron liquidos bioldgicos como la sangre, el plas-
ma o la linfa. A medida que se han ido determinando los requerimientos de las células han
ido surgiendo medios sintéticos (enriquecidos con pequeas cantidades de suero).

El BME (Eagle’s Basal Medium) fue la primera férmula disefiada para el cultivo de la linea
celular Hela. Se trata de un medio elemental que sdlo contiene los aminodcidos esenciales.
Luego se fueron incorporando mds sales y aminoécidos surgiendo medios como el MEM
(Minimum Essential Medjum), con sus dos variantes: EMEM (MEM con sales de Earle) y
HMEM (MEM con sales de Hank). Dulbecco modific6 el MEM afiadiendo més aminoacidos y
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vitaminas (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle's Medium), que actualmente es el medio de
cultivo més utilizado, sobre todo para cultivos primarios.

Hoy en dia todo medio de cultivo estd constituido por una mezcla de sales inorganicas,
iones minerales, aminodcidos, vitaminas, otros suplementos orgénicos de bajo peso molecu-
lar, hormonas y factores de crecimiento (suero) e inhibidores del crecimiento de los contami-
nantes (antibidticos y antiftingicos).

lones minerales y sales inorganicas. Entre las principales sales minerales constituyentes de la
mayorfa de los medios se encuentran las de Na*, K*, Ca**, Mg’*, CI', HCO;, SO,”, PO,”
(NaCl, KCI, CaCl,, NaHCO;, MgSO,, NaH,PO,). Estos iones y sales minerales participan en
ciertas funciones metabdlicas como cofactores de enzimas, en el metabolismo energético
(PO,*), o en procesos de sintesis metabdlica (SO,%), asi como en el mantenimiento de la
presion osmatica, en el potencial de membrana, en los fenémenos de transporte celular y en
la adhesion celular (Ca**, Mg**).

Aminoacidos. Es necesario enriQuecer el medio basal con los aminodcidos considerados
esenciales (isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina). Sin
embargo, esta lista debe aumentarse pues en las células en cultivo algunos aminoécidos se
convierten en esenciales aunque /7 vivo no lo sean, como es el caso la tirosina, la arginina y la
histidina, por lo que obligatoriamente hay que incorporarlos en el medio de cultivo. Asimis-
mo, puede ser necesario enriuecer el medio con otros aminoécidos, pues los requerimientos
pueden variar de unas células a otras.

Los principales aminoacidos presentes en todos los medios son: arginina, histidina, metio-
nina, fenilalanina, treonina, triptéfano, leucina, isoleucina, lisina-HCI, cistina, tirosina y gluta-
mina. Otros aminodacidos, aunque no son considerados esenciales, también se afiaden a la
mayoria de medios de cultivo: glicina, serina, alanina, asparragina, 4cido aspartico, acido
glutdmico y prolina.

La glutamina es fundamental en los medios de cultivo por tratarse de un nutriente critico,
ya que interviene en el metabolismo del ATP (el 70% del ATP que utilizan las células procede
de la glutamina, que puede ser utilizada como fuente de carbono mediante su oxidacién a
glutamato por la glutaminasa y su entrada en el ciclo de Krebs mediante la transaminacion a
2-oxoglutarato), la sintesis de purinas, AMP, RNA, DNA, etc.

La glutamina es un factor limitante del crecimiento celular, pero es muy inestable en solu-
cion acuosa dando lugar a la produccién de amonio, potente inhibidor del crecimiento celu-
lar. La degradacion de la glutamina estd determinada por la temperatura y el pH. A 4 °C los
niveles de glutamina se mantienen durante tres semanas mientras Que a temperatura ambiente
descienden rapidamente. A pH 7 la glutamina es muy estable, pero a pH acido o bésico se
degrada rapidamente.

194



Material y Métodos

Para evitar la degradacién de los medios se deben almacenar en recipientes de vidrio tipo
pyrex o poliestireno a 4 °C evitando la formacién de camaras de aire, es decir, Que conviene
llenarlos al méximo y cerrarlos correctamente.

Vitaminas. Entre las vitaminas consideradas indispensables en los cultivos celulares destacan
la tiamina (B,), la riboflavina (B,), la niacina (B;), el piridoxal (B), el acido pantoténico (Bs) y
el acido félico (B, 0 B;,).

Glucosa. La mayorfa de los medios de cultivo contiene glucosa como fuente de energfa. La
glucosa se metaboliza preferentemente via glicolisis hasta piruvato, Que puede ser convertido
en lactato o acetoacetato, o entrar en el ciclo de Krebs y generar CO,. La acumulacion de
4cido lactico en el medio, particularmente evidente en el medio de células embrionarias y
transformadas, parece indicar un funcionamiento diferente del ciclo de Krebs en estas células
respecto al modelo in vivo y los datos mds recientes parecen indicar que el origen de gran
parte del carbono del CO, desprendido procede de la glutamina en vez de la glucosa. Este
hecho explicaria la excepcionalmente alta necesidad de glutamina en algunos cultivos de célu-
las.

Otros suplementos organicos de bajo peso molecular. Algunos medios muy complejos, que
se utilizan para cultivar células muy especializadas o poca cantidad de células, no llevan sue-
ro, pero contienen aditivos especiales como lipidos (4cido linoleico y araquidénico), nucleoti-
dos o sus precursores (ribosa, desoxirribosa, adenina, adenosina, AMP, etc.), intermediarios
del ciclo de Krebs, piruvato, proteinas y péptidos (bactopeptona), glutation reducido, etc.

La adicion de piruvato al medio permite al cultivo aumentar su produccién endégena de
CO, haciéndole independiente de la aportacion exdgena de éste. El medio de Leibovitz L15
contiene una concentracién superior de piruvato y no contiene bicarbonato sddico, por lo
qQue no requiere aporte de CO, en la fase gaseosa.

Hormonas y factores de crecimiento: suero. Para que las células se dividan es necesario Que
en el medio existan sustancias que estimulen el crecimiento y la diferenciacion, las cuales son
aportadas por el suero. Lo ideal es utilizar suero procedente de la misma especie con la que
se trabaja, aunque esto no siempre es posible. Entre los principales tipos de suero destacan el
suero bovino fetal (FBS, Fetal Bovine Serum), el suero de ternera (CS, Calf Serumy), el suero
de caballo (HS, Horse Serum)y el suero humano; otros, como los de raton, pollo, conejo,
oveja, mono, cabra, cerdo, etc. son muy poco habituales. EI FBS es el mds usado. Se caracte-
riza porque tiene pocos anticuerpos al ser de origen fetal, tiene un bajo contenido en lipidos,
pudiéndose usar en grandes cantidades, su riesgo de contaminacion es bajo porque se extrae
por puncion cardiaca del feto y tiene un uso universal, pues todas las células crecen bien con
este suero.
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El suero aporta factores de adherencia y extension, factores estimulantes del crecimiento,
proteinas transportadoras (hormonas, vitaminas y lipidos) e iones minerales. En la composi-
cion del suero destacan:

— Factores de adherencia y extension: proteinas con muchas cargas como la vitronec-
tina y fibronectina, que tienen gran afinidad por el plastico y favorecen la adhesién de las
células al fondo del recipiente de cultivo.

— Factores de crecimiento. En la actualidad se han identificado algunos polipéptidos
de actividad mitogénica: FGF (Fibroblast Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor),
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), presentes en el suero.

— Hormonas: insulina, hormonas tiroideas, corticoides, etc.
— Proteinas transportadoras: alblimina, transferrinas, etc.

— Lipidos: fosfolipidos, 4cido linoleico, colesterol, etc.

— Vitaminas.

— Minerales: Fe, Cu, Zn, Se, etc.

— Otras sustancias: inhibidores de proteasas, sustancias detoxificadoras, poliaminoo-
xidasa (sobre todo en el suero bovino fetal). Es comin afadir poliaminas a los cultivos para
estimular el crecimiento de las células, sin embargo, si se usa suero, la enzima poliaminooxi-
dasa (PAO) las oxida generando compuestos toxicos Que matan a las células, en estos casos
se debe anadir aminoguanidinio que inhibe a la PAO.

La utilizacién de suero es problemética pues, a pesar de Que se conoce su composicion
principal contiene gran cantidad de componentes en cantidades variables que pueden influir
notablemente en el cultivo; ademds, las caracteristicas del suero pueden variar de un lote a
otro. Por todo ello se realizan importantes esfuerzos para el establecimiento de medios qui-
micamente definidos para el crecimiento celular. Para conseguir reemplazar el suero comple-
tamente de un medio serd necesario adicionar:

— Los factores de adhesion como la fibronectina. Las células que crecen en medios
libres de suero requieren el suplemento de fibronectina (25-50 wg/mL) o laminina (1-5
ug/mL) en el medio, o bien el tratamiento de las placas con polilisina (I mg/mL) antes de la
siembra.

— Inhibidores de proteasas. Después de la tripsinizaciéon de un cultivo, la actividad
de la tripsina es inhibida gracias a los inhibidores de proteasas del suero afiadido a los medios
de cultivo. En ausencia de suero deben utilizarse inhibidores de proteasas como el inhibidor
de tripsina de soja.
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— Hormonas. EI complemento hormonal dependeré fundamentalmente del tipo celu-
lar Que se cultive.

— Factores peptidicos de crecimiento.
— Micronutrientes: Fe, Cu, Sey otros minerales.

— Proteinas y poliaminas. Se recomienda el uso de albiimina de suero bovino libre
de acidos grasos (1-10 mg/mL); la transferrina (10 ng/mL) se requiere como portador de Fe,
y se piensa Que puede tener actividad mitdgena; la putrescina se usa a una concentraciéon de
0'l mM.

Antibiéticos y antifingicos. Con el fin de evitar el crecimiento de microorganismos contami-
nantes en el cultivo, se suele enriquecer el medio con antibidticos de diferente espectro de
accion. Esto ha de ser estrictamente controlado para evitar efectos nocivos sobre el cultivo.

Es importante tener especial cuidado cuando se combinan dos o mds antibidticos. Lo
habitual es usar una mezcla de penicilina y estreptomicina porque se complementan bien y
resultan bastante inocuos para las células. La penicilina es efectiva contra bacterias gram posi-
tivas y la estreptomicina lo es contra gram positivas y gram negativas y estos dos antibioticos
tienen poco poder de penetracion en las células de mamiferos. Se suelen utilizar concentra-
ciones de 100 U/mL para la penicilina y de 100 wg/mlL para la estreptomicina.

La gentamicina presenta una serie de ventajas: es bastante estable ante variaciones de pH
y temperatura, tiene un gran espectro de accién (bacterias gram positivas, gram negativas y
micoplasmas) y es activa tanto en medios con suero como en medios sin suero (la penicilina
pierde un 30% de actividad en medios con suero). El principal inconveniente de la gentamici-
na es Que penetra en las células y puede afectar a la fisiologia celular. Se suele utilizar alter-
nada con la combinacién penicilina-estreptomicina a una concentracion de S0 zg/mL.

8.2.2.4. El sustrato de cultivo

La mayor parte de las lineas celulares crecen en monocapa sobre un soporte mds o menos
solido; el crecimiento en suspension estd usualmente restringido a algunas lineas celulares,
fundamentalmente de células hematopoyéticas y tumores asciticos. Seglin que la linea celular
precise o no unirse al sustrato para proliferar, se dice que es dependiente o independiente de
anclaje.

Vidrio. El vidrio fue el primer material utilizado, es barato, se recicla muy bien porque es muy
facil de limpiar, tiene radicales quimicos en su superficie Que facilitan que las biomoléculas de
la membrana celular se unan a él; ademds, es especialmente util para su posterior observacion
al microscopio por su alta calidad 6ptica. Sin embargo, actualmente se utiliza muy poco de-
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bido a que en su superficie existen polianiones, como el 4cido salicilico, Que pueden ser toxi-
cos para las células.

Plastico desechable. Actualmente es el material més utilizado como sustrato para las células
Que crecen /in vitro, esterilizado mediante radiacion y de cobalto. Los pldsticos no son mate-
riales inertes, son sustratos fisico-quimicos complejos tratados para favorecer la adhesion de
las células. Los radicales presentes en la superficie de los frascos de cultivo (=O, —NH,;
—OH; —N; =NH) permiten la adhesion de biomoléculas de la superficie celular principalmen-
te mediante puentes de hidrogeno.

El plastico mds empleado es el poliestireno, que tiene buena calidad optica. Sin embargo,
debido a que es hidrofdbico, requiere un tratamiento Quimico, con rayos y, o mediante des-
cargas eléctricas para qQue las células se adhieran a él.

Superficies tratadas. En ocasiones puede ser Gtil tratar los frascos con proteinas de la matriz
extracelular para mejorar la adhesion y el crecimiento de las células: coldgeno, poli D-lisina
(indicada para neuronas y células endoteliales; se usa la forma D al no ser metabélicamente
activa); condronectina (para la adhesion de condrocitos); laminina (indicada para células epi-
teliales, neuronales, hepatocitos); vitronectina (usada en el cultivo de melanomas, fibroblas-
tos, células endoteliales) o gelatina (células musculares).

Células nodriza (‘feeder layers’). Se ha descrito que algunos tipos celulares precisan de su-
plementos especificos para crecer en cultivo y expresar sus caracteristicas diferenciadas. Una
manera de obtener estos suplementos es hacerlos crecer sobre los restos de monocapas de
otros tipos celulares, a los que se les ha inhibido su crecimiento, normalmente mediante rayos
X o rayos . Una de las monocapas mas empleadas es la constituida por fibroblastos de ratén
3T3 irradiados, las células de pulmén crecen bien sobre células de intestino fetal, y las neu-
ronas sobre células de glia.

Microsoportes (‘microcarriers’). Se trata de soportes de plastico, de sephadex y de poliacri-
lamida en forma de pequefias bolas de 90-300 um a las que se unen las células dependientes
de anclaje. Estas bolas con las células adheridas se mantienen suspendidas en agitacion.

Sustratos metalicos. Se han desarrollado técnicas para crecer células de glia en sustratos
metdlicos, de paladio o en discos de acero.

Matrices tridimensionales. Se trata de sustratos, como geles de coldgeno, celulosa o alginato,
en los que las células penetran, crecen y se establecen de una manera andloga a como lo
hacen en el tejido de origen.
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Sustratos no adherentes. Son sustratos que no permiten la adhesion celular, por ejemplo
agar, agarosa o metilcelulosa de alta viscosidad, dtiles en situaciones en las Que no conviene
qQue exista dispersion de las células derivadas de una originaria, por ejemplo en los procesos
de aislamiento de colonias infectadas por virus.

Haces microcapilares permeables. Son camaras de crecimiento de células formadas por un
recipiente cilindrico en cuyo interior se dispone un haz de capilares pldsticos permeables,
adecuados para que las células se adhieran, que ofrecen una gran superficie de crecimiento.
Los capilares se encuentran conectados a un circuito de recambio de medio.

8.2.3. Lineas celulares primarias y lineas celulares continuas

Las células animales que se utilizan generalmente en cultivos son de dos tipos: primarias y
transformadas. Un cultivo primario es un cultivo establecido a partir de tejidos u 6rganos
tomados directamente de un organismo, Que se mantiene un periodo de tiempo determinado,
con reproduccién de las células en el cultivo. Estas células tienen una vida limitada, mueren al
poco tiempo: las células sanguineas, por ejemplo, a los 3-4 dias, las neuronas pueden man-
tenerse 3-4 meses en cultivo, los macréfagos un mes, etc.

Cuando estas células comienzan a dividirse llega un punto en el Que ocupan toda la su-
perficie del frasco de cultivo por lo Que serd necesario hacer un pase o subcultivo. Cuando se
ha hecho un pase se tiene una /inea celular primaria. La mayoria de las veces esta linea no
crece indefinidamente en un cultivo; sélo se divide unas cuantas veces, llegando a mantenerse
a lo largo de 50 6 100 generaciones, después de lo cual alcanza una crisis y si no detiene su
crecimiento crece muy lentamente durante unas pocas generaciones mds y posteriormente su
crecimiento cesa totalmente. Sin embargo, en ocasiones, tiene lugar un proceso conocido
como transformacion, la cual puede ser espontanea o inducida, Que hace que las células sean
capaces de dividirse indefinidamente dando lugar a una /inea celular continua o establecida. El
proceso de transformacion se da en el genoma, ocurren mutaciones que dan lugar a células
distintas a las iniciales aunque mantienen muchas de las propiedades originales.

Por lo tanto, una /inea celular continua o establecida es un cultivo de células inmortales
qQue se establece a partir de un tejido u 6rgano —en muchos casos de un tumor—, y se mantie-
ne en cultivo un tiempo ilimitado. Todas las células de mamiferos Que son capaces de crecer
indefinidamente en un cultivo proceden o bien de células tumorales aisladas directamente de
un animal o bien de cultivos celulares que han sufrido algin cambio, lo que hace que se
comporten como células tumorales. Estas células se llaman transformadas, término que se
utiliza para designar a todas las células que son ‘inmortales’. Uno de los cultivos celulares
indiferenciados mds utilizado es el de las células Hela, la primera célula humana que crecié
de forma continuada en el laboratorio. La célula HeLa se obtuvo en 1952 a partir de tumor
maligno, un carcinoma de cérvix uterino.
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Tabla 8.9. Principales diferencias entre las lineas celulares primarias y las lineas ce-
lulares continuas. Las lineas establecidas, también denominadas continuas o transforma-
das, estan constituidas por células que se dividen indefinidamente in vitro. Pueden surgir
espontaneamente o ser inducidas experimentalmente, generalmente mediante la utilizacion
de virus. Al contrario que las células de los cultivos primarios, que presentan una dotacion
cromosomica diploide normal, las células transformadas son generalmente heteroploides y
presentan gran variacion en el numero de cromosomas, mostrando algunos de ellos ano-
malias estructurales. Ademas, estas células suelen precisar menor cantidad de nutrientes,
pueden crecer con inéculos mas bajos y, con frecuencia, muchas de ellas presentan resis-
tencia a virus.

Linea primaria Linea continua
Ploidia Diploide/Euploide Heteroploide/Aneuploide
Transformacién Normal Transformada
Tumorogenicidad No-tumorogénica Tumorogénica
Dependencia de anclaje Si No
Inhibicién por contacto Si No
Limitacién de crecimiento Si No
por contacto
Mantenimiento Ciclico Es posible mantenerlas
quiescentes
Requerimientos de suero Elevados Bajos
Eficiencia de clonaje Baja Elevada
Marcadores Pueden expresar Cromosomicos,
marcadores especificos enzimaticos se pierden
Funciones especializa- Se mantienen Se suelen perder
das
Tasa de crecimiento Baja (24 a 96 h tiempo de Rapida (12 a 24 h)
replicacion)

Rendimiento en cultivo Bajo (<106 células/mL, Alto (>‘106 células/mL,

<10° células/cm?) >10° células/cm?)

8.2.4. Establecimiento de cultivos primarios

El desarrollo de los cultivos primarios consta de tres etapas: 1) aislamiento del tejido, 2)
diseccion o disgregacion y 3) siembra en el frasco apropiado. Una vez aislado el tejido se
puede obtener un cultivo primario permitiendo que las células migren desde fragmentos del
tejido adheridos a un sustrato adecuado, o mediante su disgregacion mecanica o enzimética
hasta obtener una suspension de células, algunas de las cuales se adherirdn al sustrato. Para
la mayorfa de las células normales no transformadas, a excepcion de las células hematopoyéti-
cas, es normal adherirse a una superficie lisa para poder sobrevivir y proliferar con la maxima
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eficiencia. Por el contrario, las células transformadas, particularmente las células obtenidas de
tumores animales, suelen ser capaces de proliferar en suspension.

8.2.4.1. Técnica de los explantes

La técnica de los explantes fue la primera utilizada para obtener cultivos de tejidos y, con
algunas modificaciones, su uso es todavia muy corriente. Se trata de un método mecanico
qQue consiste en cortar fragmentos de tejido de | a 3 mm?® que permitan la nutricién de las
células del interior del explante mediante difusién, una vez emplazados en el frasco de cultivo
con el medio apropiado. A partir de estos explantes migrardn las células, por lo que este
método sélo sirve para seleccionar células capaces de migrar. Los fragmentos de tejido se
pueden sembrar en cubreobjetos colocados en tubos Leighton o también en frascos de plésti-
co o de cristal. El explante debe quedar adherido a la superficie para que las células puedan
migrar. Existen distintas formas de conseguir que se adhiera el explante. Al sembrar se pue-
den recubrir los explantes con plasma y extracto embrionario de pollo que al formar una fina
pelicula de fibrina facilitan su adhesion. La adherencia también puede ser favorecida tratando
la superficie con polilisina, fibronectina o ‘feeder layers’.

Los inconvenientes de esta técnica son mdltiples: los fragmentos de tejidos, por pequefios
Que sean, tienen, ademds de las células especializadas qQue se desean cultivar, otras células
pertenecientes al tejido conectivo, gran variedad de células de vasos sanguineos, y células
reticulendoteliales. Por esta razén puede que migren células sanguineas, fibroblastos, células
epiteliales, y que no lo hagan las células que nos interesan. Al realizar la siembra de un frag-
mento, todas las células pueden sobrevivir un dia o dos. Luego, algunas empiezan a emigrar
desde el tejido hacia fuera y las primeras son, si se presentan, células epiteliales, Que tienen
un crecimiento caracteristico en forma de ldmina. Mas tarde surgen los fibroblastos que mi-
gran en forma radial desde el fragmento original (figura 8.5).

8.2.4.2. Disgregacion enzimatica

La disociacion de los tejidos se logra generalmente mediante el uso de enzimas proteoliticas.
De esta forma se obtienen células aisladas a partir de tejidos tras la proteolisis de la matriz
proteica ue las mantiene unidas. Las enzimas utilizadas con més frecuencia son preparacio-
nes de tripsina, colagenasa, elastasa, hialuronidasa, DNAsa, pronasa o dispasa. La tripsina y
la pronasa proporcionan la disgregacion mds completa, pero tienen el inconveniente de que
pueden dafar las células. La colagenasa y la dispasa, por otro lado, proporcionan disgrega-
ciones incompletas, pero son menos dafiinas. La hialuronidasa puede ser utilizada en conjun-
cion con la colagenasa para digerir la matriz extracelular, y la DNAsa se emplea para disper-
sar el DNA liberado por las células lisadas, ya que tiende a perjudicar la proteolisis y promo-
ver la reagregacion.

201



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

Figura 8.5. Fotografia del explante de una pata de embrién de
ratén. A partir de fragmentos de tejidos (flecha amarilla) que que-
dan adheridos a la superficie del frasco de cultivo comienzan a mi-
grar células como los fibroblastos (flecha negra).

La adhesion célula-célula en los tejidos esta mediada por una gran variedad de glicopéptidos
CAM (del inglés Cell Adhesion Molecules), algunos de los cuales son calcio-dependientes
(cadherinas), y por ello sensibles a agentes quelantes como el EDTA o el EGTA. Las integri-
nas también presentan dominios de union a Ca“y resultan afectadas por la privacion de este
ion. Por esta razén, se suelen utilizar combinaciones enziméticas a las Que se afiaden agentes
quelantes que eliminan cationes como el Ca”y el Mg“.

La tripsina es, con mucho, la enzima més utilizada en la disgregacion tisular, pues segrega
bastante bien las células sin lisarlas y es efectiva en muchos tejidos. Ademas, presenta la gran
ventaja de que su actividad se neutraliza bien con suero del medio de cultivo o con inhibido-
res de tripsina cuando se utiliza un medio libre de suero. Esta enzima cataliza la hidrélisis de
las uniones peptidicas en las Que un residuo de arginina o lisina participa con su grupo car-
boxilo. Su temperatura 6ptima es 37 °C, su pH 6ptimo es 8'0, aunque es muy activa en el
intervalo de 6'S a 9°0. El rendimiento de este tratamiento es menor con tejidos adultos que
con tejidos embrionarios. Los tejidos adultos se deben incubar con tripsina durante toda la
noche a 4 °C (la enzima es virtualmente inactiva a esta temperatura) para qQue se introduzca
en los intersticios del tejido sin disgregarlo. De esta forma, al dia siguiente, al aumentar la
temperatura a 37 °C, la tripsina no va a trabajar desde fuera hacia dentro, sino desde todas
las partes del tejido por igual. Habitualmente se utiliza EDTA con la solucién de tripsina a fin
de potenciar su actividad, ya que el Ca’" interviene en muchas interacciones célula-célula
mediadas por glicopéptidos calcio-dependientes (cadherinas).

Es importante minimizar la exposicion de las células a la tripsina para preservar la maxima
viabilidad celular. Por ello, cuando se tripsiniza el tejido completo a 37 °C, las células
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disociadas deben recogerse en el menor tiempo posible y la tripsina debe ser eliminada me-
diante centrifugacion y neutralizada afiadiendo medio de cultivo con suero.

La disgregacion con tripsina puede ser dafina (por ejemplo, para algunas células epitelia-
les), o inefectiva (lo Que ocurre en tejidos muy fibrosos, como el tejido conectivo fibroso). En
esos casos hay que utilizar otras enzimas. Dado que la matriz extracelular contiene gran can-
tidad de coldgeno, especialmente en tejidos conectivos y masculo, la colagenasa parece la
mejor solucion para disgregar estos tejidos. Existen distintos tipos de colagenasas —la colage-
nasa mas utilizada es la de Clostridium histolyticum—, y cada una de ellas estd indicada para
distintos tejidos: por ejemplo la de tipo I para tejido adiposo, adrenal e higado; la de tipo II
para higado, hueso, tiroides, corazon y glandulas salivares; la de tipo IlI para tejido mamario;
la de tipo IV para tejido pancredtico, etc.

La pronasa, compuesta por una mezcla no especifica de proteasas neutras y alcalinas, ac-
tda mas rdpidamente que la tripsina y proporciona células menos agrupadas. La concentracién
de trabajo suele ser de 0'S a 2 mg/mL. Al no existir inhibidores de la pronasa comparables a
las potentes antitripsinas presentes en el suero, esta enzima precisa de lavados muy cuidado-
sos de las células para eliminarla por completo antes de iniciar los cultivos.

La participacion de los carbohidratos en la adhesion intercelular ha conducido al uso de
hialuronidasa y neuraminidasa en conjuncién con la colagenasa. La hialuronidasa, obtenida de
tejido bovino, ovino o de Streptomyces hyalurolyticus, es una polisacaridasa que actta sobre
el acido hialurénico. Se suele utilizar a una concentraciéon de 0'I-1 mg/mL para la disocia-
cioén de diferentes tipos celulares, combinada con colagenasa y neuraminidasa.

La elastasa es una proteasa sérica Que hidroliza elastina y otros sustratos proteicos. Se ob-
tiene de pancreas bovino. La concentracién de trabajo usual oscila entre 0"l y 0'S mg/mL. Se
suele utilizar en combinacién con otras enzimas.

8.2.4.3. Disgregacion mecanica

El crecimiento de células a partir de explantes primarios es un proceso relativamente lento y
puede ser altamente selectivo. La disgregacion enzimatica es un trabajo muy laborioso, aun-
qQue potencialmente proporciona un cultivo mas representativo del tejido. Debido al alto ries-
g0 que existe de que las células resulten dafiadas durante la digestion enzimatica, muchos
investigadores prefieren la disgregacion mecénica; por ejemplo, recogiendo las células que
son liberadas del tejido cuando éste se hace pasar a través de filtros con un didmetro de poro
cada vez mds pequefio, o forzando a los fragmentos de tejido a pasar a través de una jeringa
o simplemente pipeteando repetidamente.
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8.3. Cultivos primarios de fibroblastos

A pesar de que resulta mds comodo trabajar con lineas establecidas, ya que no es necesario
llevar a cabo todo el proceso de la extraccion de las células a partir del organismo, y la velo-
cidad de crecimiento y el rendimiento en cultivo son mucho mas altos, nosotros hemos opta-
do por trabajar con células en cultivos primarios dado que éstas reproducen con mds preci-
sion las propiedades de las células del organismo original in vivo, pues no pierden sus funcio-
nes especializadas como ocurre con las lineas establecidas. El principal objetivo de este traba-
jo es comprobar el efecto de diversos nutrientes sobre la produccién del colageno; por lo
tanto es fundamental que las células en cultivo mantengan su capacidad para sintetizar esta
proteina.

Las principales células productoras de colageno en el organismo son los fibroblastos, que
ademas presentan la ventaja de que son bastante féciles de cultivar —de hecho, en la mayoria
de cultivos se debe realizar algdn tratamiento para evitar Que proliferen estas células—. Por
estas razones hemos comenzado nuestros experimentos poniendo a punto las técnicas de
cultivos de células animales en nuestro laboratorio, cultivando fibroblastos.

8.3.1. Material bioldégico

La calidad del material biol6gico es un factor muy importante para que los experimentos sal-
gan bien. A la hora de escoger el material biolégico adecuado para este estudio tuvimos claro
Que éste debia estar lo mas cercano posible, desde el punto de vista filogenético, al ser
humano, con el objetivo de que los resultados obtenidos en esta investigacion pudiesen ser
extrapolados al ser humano. Por esta razon, optamos por utilizar en todos los casos tejidos
obtenidos de mamiferos.

Existen muchas caracteristicas Que hacen que los ratones resulten atractivos como anima-
les de experimentacion. Los ratones son pequefios y féciles de manipular, con una alta fre-
cuencia de reproduccion, su esperanza de vida es de 2-3 afios y su costo de mantenimiento,
aunque alto, es menor que el de animales mayores como las ratas. Asi, hemos establecido el
cultivo primario de fibroblastos a partir de embriones de ratén CD-1, ratén convencional Que
se caracteriza por tener gran cantidad de crias por camada (figura 8.6). Los embriones de
raton son una fuente muy apropiada para el cultivo de células fibrobldsticas indiferenciadas
[252], pues el tejido embrionario se dispersa més facilmente y proporciona un mayor rendi-
miento de células proliferativas que el tejido adulto. EI aumento en la dificultad para obtener
células proliferativas viables a medida que aumenta la edad es debido a varios factores, inclu-
yendo la diferenciacion celular, el aumento del tejido conectivo fibroso y de la matriz extrace-
lular y la reduccion de las células proliferativas indiferenciadas.
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2

Figura 8.6. Raton CD-1. Para el cultivo de fibroblastos se han em-
pleado embriones de ratén, por tratarse de mamiferos, de facil
mantenimiento en el laboratorio, y constituir un material muy util
para la obtencién de células indiferenciadas como los fibroblastos.

La gestacion de los ratones dura entre 19 y 21 dias. El momento 6ptimo para obtener culti-
vos a partir de la disgregacion completa del embri6n es alrededor del dia 13 de gestacion,
cuando los fetos son relativamente grandes, pero alin contienen una alta proporcién de me-
sénquima indiferenciado, que supone la principal fuente del cultivo. En nuestro laboratorio
mantenemos las hembras y los machos de ratén en jaulas separadas hasta el momento del
apareamiento. Generalmente, si los machos y las hembras se mantienen en jaulas separadas,
cuando se disponen juntos, el estro serd inducido en la hembra en los tres dias siguientes.
Con el objetivo de saber si la hembra ha quedado prefiada, comprobamos la aparicién de un
tapon mucoso en la entrada de la vagina a primera hora de la mafiana, indicativo de que ha
tenido lugar la cépula. EI momento en el Que se detecta el tapon en la vagina es el dia 0, y el
desarrollo de los embriones se cuenta a partir de esta fecha. Este proceso nos permite planifi-
car la produccién de embriones en el tiempo.

8.3.2. Procedimiento experimental

Las hembras de raton con 13 dias de gestacion se sacrifican mediante dislocacion cervical,
mientras se sujeta al animal por la cola, se apoya un lapiz u objeto similar en el cuello y se tira
en ambos sentidos, provocando el menor sufrimiento posible al animal (figura 8.7). Las hem-
bras prefiadas de las Que obtenemos los embriones suelen tener un peso que oscila entre 26
y 72 gramos, y el nimero de fetos puede variar de 5 a 18, aunque lo normal es que esté
entre los 11 ylos 13 fetos.
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Figura 8.7. Sacrificio de una hembra de ratén
preiiada en el dia 13 de gestacion mediante dis-
locacion cervical.

Durante el proceso de obtencién de los embriones es fundamental mantener las maximas
condiciones de asepsia. Para diseccionar asépticamente el Gtero de la hembra de raton debe-
mos, en primer lugar, esterilizar la superficie ventral del animal con alcohol al 70%.

Todo el material quirtirgico empleado debe estar estéril. Para extraer el Gtero se separa la
piel con ayuda de unas pinzas y se realiza una incisién longitudinal en la piel con unas tijeras,
dejando expuesto el dtero lleno de embriones en la cavidad abdominal (figura 8.8). Este pro-
ceso se realiza bajo las condiciones asépticas que nos proporciona el drea de trabajo de la
cabina de flujo laminar.

Figura 8.8. Aspecto del utero de una hembra prefiada, durante
la diseccion. Una vez sacrificada la hembra gestante mediante
dislocacién cervical se procede a la diseccion y la extraccion del
utero con los embriones. Se realiza un corte en el abdomen y se
retira la piel con la ayuda de unas pinzas y unas tijeras estériles.
De esta forma, el utero queda visible, se lava con PBS y se proce-
de a la extraccion de los embriones.

El dtero se extrae con unas tijeras y unas pinzas estériles, con mucho cuidado para evitar
ejercer demasiada presion sobre los embriones (figura 8.9). Es importante conservar la
humedad del tejido una vez que se ha extraido, por lo que debe mantenerse en un buffer o
en el medio de cultivo. En nuestro caso, una vez recogido el Gtero lo colocamos en una placa
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de Petri estéril que contiene unos 20-25 mL de PBS enriquecido con antibiéticos, precalen-
tado a 37 °C, para conservar el tejido y eliminar los restos de sangre.

Figura 8.9. Diseccion del utero de una hembra de ratéon prenada.

El siguiente paso consiste en liberar los embriones de las paredes uterinas y de las placentas
(figura 8.10), y disponerlos en otra placa de Petri estéril con PBS enriquecido con antibioti-
cos. Generalmente, las hembras de ratén CDI gestantes tienen alrededor de 11-13 fetos, y
se recogen todos.

Figura 8.10. Liberaciéon de un embrion de raton del utero materno.

Una vez liberados los fetos tenemos que obtener una suspensién de sus células. Para ello
existen tres métodos posibles: la disgregacion mecdnica, la disgregacion enzimdtica o la téc-
nica de los explantes. Generalmente, empleamos la disgregacion mecanica por ser la técnica
méds rapida y la Que proporciona mayores porcentajes de viabilidad.

Utilizando un bisturi Que permita realizar un corte preciso para causar el menor dafio po-
sible a las células, se elimina la cabeza y las patas del embrion. El resto se pasa a una placa de
Petri con medio de cultivo DMEM, precalentado a 37 °C y enriquecido con antibiéticos y un
10% de suero, y posteriormente se prensa pasandolo a través de una jeringuilla de plastico
estéril de 10 mL (figura 8.11).
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Figura 8.11. Obtencion de la pulpa embrionaria mediante pren-
sion de los embriones a través de una jeringa estéril de 10 mL.

Sobre un tamiz de 100 um de didmetro de poro se coloca la pulpa obtenida y, vertiendo
sobre ella gotas de medio de cultivo, se tamiza presionando con el émbolo de otra jeringa
(figura 8.12). La suspension celular asi obtenida se recoge en un tubo de centrifuga de 35
mL estéril y se centrifuga a 1.000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras
descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 25 mL de medio de cultivo se esti-
man la viabilidad y el nimero de células.

Figura 8.12. Establecimiento de cultivos primarios mediante dis-
gregacion mecanica. La pulpa embrionaria obtenida tras forzar el pa-
so de los embriones a través de una jeringuilla de 10 mL es tamizada y
recogida en el medio de cultivo.

Para el recuento y la estimacion de la viabilidad celular se emplea el método de tincién con
azul Tripan para el que solo se necesita una camara de recuento celular, por ejemplo la ca-
mara de Neubauer, y un microscopio. Una cdmara de recuento celular es un dispositivo en el
Que se coloca una muestra de la suspension celular a evaluar. El dispositivo presenta unas
sefiales que determinan un volumen conocido. Al contar bajo el microscopio el nimero de
particulas presentes en ese volumen se puede determinar la densidad de particulas en la sus-
pension de origen.
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En nuestro caso utilizamos la cdmara de Neubauer, Que es una cdmara de recuento adap-
tada al microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaojetos con
una depresion en el centro, en el fondo de la cual se ha marcado con un diamante una cua-
dricula como la que se muestra en la figura 8.13. Es un cuadro de 3 x 3 mm, con una sepa-
racion entre dos lineas consecutivas de 0'25 mm. Asi pues, el drea sombreada y marcada
como L, y que en el microscopio se ve como una cuadricula de 16 pequefios cuadros de
0'25 mm de lado, corresponde a | milimetro cuadrado. Ya que la altura entre cubre y cdma-
raes de 'l mm, el nimero de células por mL se obtiene al multiplicar por 10" el nimero de
células contadas. Si contamos las cuatro dreas sombreadas (L) observando un total de x célu-
las entre las cuatro dreas, la concentracion en la suspension celular (células/mL) sera (10.000
“x)/ 4.

Figura 8.13. Camara de recuento celular. Existen numerosas
camaras de contaje celular adaptadas a su uso en microscopia. En
la imagen se observa una camara de Neubauer.

Tras resuspender bien el precipitado mediante pipeteo vigoroso, se toman 100 4L de la
suspension celular y se depositan en un tubo de microcentrifuga Que contiene una alicuota de
100 £ de la disolucion de azul Tripan, agitando suavemente durante unos minutos para dar
tiempo a que el colorante penetre en las células muertas. A continuacién se llena la cdmara
de recuento tocando el borde del cubreobjetos con la punta de la pipeta y permitiendo que la
muestra penetre por capilaridad entre la camara y el cubre, pero sin que este espacio rebose.
En caso de utilizar colorante, a la hora de estimar el nimero de células tendremos Que tener
en cuenta la dilucién practicada y multiplicar por 2 el resultado del recuento para obtener el
nimero de células viables por mililitro de la muestra inicial. El porcentaje de células viables
sera: (nimero de células viables / nimero de células totales) x 100.

Una vez conocida la concentracion de células de la suspension original, se ajusta la con-
centracion del cultivo a 10° células/mL diluyendo con medio DMEM con 10% FBS y 1% de
antibioticos, y se siembran 18 mL de esta nueva suspension en frascos de cultivo de 75 cm?
o S mL en frascos de 25 cm’. En el extracto embrionario obtenido también se encuentran
células sanguineas, células epiteliales, etc. ademds de los fibroblastos. Sin embargo, la gran
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abundancia de fibroblastos en el tejido embrionario y su gran velocidad de crecimiento en
cultivo permitird obtener cultivos altamente homogéneos de estas células en unas pocas ge-
neraciones. Los fibroblastos se mantienen a 37 °C en una atmésfera de CO, 5%, O, 5% y N,
90%, con 85% de humedad.

8.4. Cultivos primarios de condrocitos

Para comprobar mejor nuestras hipdtesis de trabajo era fundamental desarrollar cultivos pri-
marios de condrocitos con objeto de estudiar la influencia de diversos factores nutritivos
sobre la biosintesis de coldgeno tipo II, el principal constituyente del cartilago articular.

Los condrocitos aislados, sembrados a una alta densidad, forman una monocapa sobre
superficies de plastico. Aproximadamente, el 60-70% de células se adhieren a la superficie
del cultivo y forman una monocapa a las 24 horas [249]. Una vez que se han adherido a la
superficie de cultivo comienzan a resintetizar matriz extracelular, Que Queda totalmente esta-
blecida después de 3-4 dias de cultivo y es morfoldgicamente indistinguible de la normalmen-
te sintetizada por los condrocitos /in vivo, formada por proteoglicanos dispersos en una densa
red de coldgeno [36,249].

Los condrocitos se mantienen fenotipicamente estables en cultivo primario durante varias
semanas (figura 8.14), sintetizando y acumulando coldgeno tipo Il y proteoglicanos, tanto
monoméricos como agregados, caracteristicos del tejido de origen [250,253,254]. Por lo
tanto, el cultivo de condrocitos bovinos es un buen modelo experimental para estudiar los
componentes de la matriz extracelular del cartilago, ya que los condrocitos aislados in vitro
son capaces de producir una matriz similar a la del cartilago /n vivo [249,250].

8.4.1. Material bioldgico

Para el cultivo de condrocitos se necesita una fuente adecuada de cartilago articular. Noso-
tros escogimos las articulaciones metacarpofaléngicas de bovinos jovenes por varias razones.
En primer lugar, por su tamafio, pues siempre es mucho més fécil extraer muestras de cartila-
go de las grandes articulaciones de un novillo, que de las pequefias articulaciones de un ratén
o de una rata. En segundo lugar, por la relativa facilidad con la Que podiamos adquirirlas, ya
qQue el matadero insular, donde sacrifican el ganado vacuno de Tenerife, nos queda a tan sélo
unos 20 minutos del laboratorio y, afortunadamente, las patas de las Que obtenemos la arti-
culacién metacarpofaldngica son descartadas durante la matanza. En tercer lugar, necesita-
bamos una fuente de condrocitos Que produjera coldgeno tipo Il para el que existiesen anti-
cuerpos comerciales, para llevar a cabo los ensayos de determinacion de la cantidad de cold-
geno.
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Figura 8.14. Condrocitos del cartilago articular bovino cultivados in vitro [251]. Estas
células muestran un reticulo endoplasmico rugoso (RER) y un complejo de Golgi (G) bien
desarrollados. Los condrocitos estan rodeados por una matriz pericelular (flechas). La matriz
extraterritorial es abundante y estd compuesta por una densa red de colageno fibrilar. Los
proteoglicanos se encuentran a intervalos regulares a lo largo de las fibrillas de colageno.

En el matadero se realiza el sacrificio de ganado vacuno dos dias a la semana, sobre las 6.00
de la mafana. En ese momento es preciso estar alli para controlar las condiciones de obten-
cién de las muestras y evitar en lo posible la degeneracion del tejido. Todas las muestras de
cartilago fueron tomadas lo més asépticamente posible de las articulaciones (figura 8.15) de
bovinos de menos de doce meses de edad. En el mismo matadero limpiamos bien con agua
caliente a presion la piel de la pata y la pezufia y la esterilizamos con alcohol de 96°. Los
empleados del matadero, Que siempre mostraron un gran afén y disposicién de colaboracién
con nuestro trabajo, retiraban la piel a las muestras, una vez limpia y estéril, con mucho cui-
dado para no llegar a descubrir el hueso y el cartilago, y rapidamente las introduciamos en
bolsas limpias que eran transportadas inmediatamente al laboratorio en neveras portdtiles con
hielo. Por lo general, cada vez que realizdbamos un cultivo de condrocitos utilizibamos cua-
tro articulaciones.
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Figura 8.15. Fotografia en la que se muestra el cartilago de la
articulacion metacarpofalangica de un novillo de menos de 12
meses de edad. La articulacién metacarpofalangica de un bovino
fue abierta y el hueso metacarpiano fue inclinado hacia atras. Es-
tan expuestas las superficies articulares de la cabeza metacarpia-
na (CM) y el hueso de las dos falanges proximales (FP). El cartila-
go se escinde de las superficies articulares con un bisturi.

8.4.2. Procedimiento experimental

El protocolo para el aislamiento y cultivo de condrocitos bovinos ha sido parcialmente modifi-
cado a partir del utilizado por otros autores [149,171,172,214,217,248,249].

El aislamiento de los condrocitos se lleva a cabo con relativa facilidad, ya que los fragmen-
tos de cartilago no contienen pericondrio ni otros tejidos conectivos no cartilaginosos. Este
procedimiento de aislamiento emplea digestiones secuenciales de los fragmentos de cartilago
con hialuronidasa, pronasa y colagenasa.

Una vez en el laboratorio, lavamos los restos de sangre y pelos que han podido quedar en
la pata, con solucion salina, y la introducimos en una bandeja metdlica dentro de la cabina de
flujo laminar. Con un bisturi estéril vamos eliminando capas musculares hasta descubrir la
superficie articular, tal y como se muestra en la figura 8.15. Para eliminar restos celulares y el
abundante liquido sinovial lavamos la superficie articular con solucién salina de Hank. Los
fragmentos de cartilago se recogen raspando con un bisturf estéril las superficies articulares y,
seguidamente, se lavan exhaustivamente en una placa de Petri Que contiene solucién salina de
Hank con antibiéticos: penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 zg/mL) y gentamicina (SO
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pg/mL); en la cabina de flujo laminar. Posteriormente, troceamos el cartilago en piezas de | a
3 mm’, que a continuacion son digeridas en una disolucion estéril de HBSS enriquecido con
hialuronidasa (2.000 U/mL) y pronasa (30 U/mL) durante 60 minutos a 37 °C en un bafio
con agitacion suave. Esta digestion inicial con pronasa y hialuronidasa es clave en este proto-
colo de aislamiento, ya que de esta forma se digieren los proteoglicanos dejando al descu-
bierto una red de fibrillas de colageno parcialmente desenmascaradas y, por tanto, més sus-
ceptibles a la digestion posterior con colagenasa.

A continuacion, los fragmentos de cartilago se lavan tres veces con HBSS para retirar la
hialuronidasa y la pronasa, y son transferidos a un vaso de precipitados qQue contiene 15 mL
de la disolucion de colagenasa (8 U/mL) en medio Ham FI2 con un 10% de suero bovino
fetal, 100 U/mL de penicilina y 100 zg/mL de estreptomicina a 37 °C durante siete horas en
un bafio con agijtacion suave. Durante estas siete horas la red de coldgeno extracelular es
digerida y las células son liberadas al medio de cultivo. Ademds, los fibroblastos no resisten
este tratamiento prolongado con colagenasa, con lo qQue conseguimos eliminar su posible
contaminacion.

Transcurridas las siete horas de incubacion con colagenasa filtramos la suspension celular
a través de una malla de nylon de unos 90 xm de didmetro de poro, en la que quedan rete-
nidos los restos de cartilago sin digerir. La suspension celular asi obtenida se centrifuga a
400 g durante 10 minutos para eliminar los restos de colagenasa. El sobrenadante, con la
colagenasa, se descarta, y el precipitado celular se resuspende en 10 mL de medio basal
(Ham F12 con un 10% de FBS y un 1% de antibiéticos).

El recuento de células viables en la suspension final se realiza mediante el método de ex-
clusion con azul Tripan con el hemocitometro (camara de Neubauer). Las células se siembran
a una densidad de 15’ células/mL en cubreobjetos gelatinizados dispuestos en placas de Petri
de 60 mm @ para los estudios de caracterizacion celular, y en los pocillos de una placa de
24 pocillos para los estudios de crecimiento celular y de estimulacion de la sintesis de cold-
geno. Los condrocitos se mantienen en el incubador de CO, a 37 °C en una atmdsfera de
CO, 5%, O, 5%, N, 90% y 85% de humedad. A las veinticuatro horas se realiza el primer
cambio de medio, una vez que las células han tenido tiempo para adaptarse y adherirse al
sustrato.

Estas células pierden su fenotipo cuando permanecen demasiado tiempo en cultivo, pa-
sando a producir colageno tipo | en lugar del coldgeno tipo Il caracteristico de los condroci-
tos [214,255-257]. El alcance de este fenémeno puede verse influido por diversos factores,
tales como la densidad de siembra, la edad de las células en el cultivo y la composicion del
medio de cultivo [258]. Debido a estos cambios, los condrocitos en este trabajo fueron culti-
vados a una alta densidad, con una baja tension de oxigeno (O, 5%) y el tiempo de cultivo se
limité a 15 dias; de forma que nunca llegamos a observar cambios fenotipicos en nuestros
cultivos.
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8.5. Experimentos de estimulacion

En estos experimentos hemos modificado las condiciones de cultivo, con el fin de determinar
la forma de estimular la sintesis de colageno modificando las concentraciones de aminodcidos
del medio. Para ello hemos estudiado los aminodcidos mds abundantes de la molécula de
coldgeno, que son la glicina, la prolina y la lisina, aunque también hemos probado otros ami-
nodcidos, como el 4cido aspértico o la isoleucina.

8.5.1. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de fibroblastos

Los fibroblastos se siembran como se detalla mas arriba en frascos de cultivo de 75 cm?, a
una concentracién de 10° células/mL, y se mantienen a 37 °C en una atmosfera de O, 5%,
CO, 5% y N, 90%, con 85% de humedad.

Los cambios de medio se realizan cada 48 horas; de esta forma se eliminan residuos y se
aporta medio fresco para las células. EI medio usado se aspira con la ayuda de una pipeta
Pasteur conectada a una bomba de aspiracion. A continuacién, se afiaden 18 mL de PBS-A a
37 °C, con antibidticos, para limpiar bien los restos de medio; después se retira el PBS-A y
se afiaden 18 mL de medio fresco a cada frasco de cultivo.

Para obtener suficientes fibroblastos para llevar a cabo los experimentos se deja que las
células se reproduzcan. Cuando los cultivos alcanzan el 90% de confluencia, transcurridos
siete dias aproximadamente, se realiza el subcultivo, o pasaje de las células a otro recipiente
de cultivo.

8.5.1.1. Subcultivo de células

Las células que crecen en monocapa sobre superficies de vidrio o plastico han de ser suspen-
didas periddicamente por medio de diversos agentes como tripsina y/o EDTA, y ser transferi-
das a nuevos frascos, doblando o triplicando el volumen de medio.

Para el subcultivo de células se debe retirar cuidadosamente el medio del frasco de cultivo
Que contiene la linea celular, mediante aspiracion, evitando que queden restos, ya que la
presencia de suero podrfa inhibir la accién de la tripsina. Por ello, tras retirar el medio de
cultivo, se lava la capa celular con 18 mL de PBS-A enriquecido con antibiéticos y precalen-
tado a 37 °C. Tras retirar el PBS-A, se afiaden S mL —un volumen suficiente como para cu-
brir la monocapa de células— de la disolucién de tripsina a 37 °C, y se mantiene en la capa
celular durante 2 minutos para dar tiempo a Que penetre entre las células. A continuacién se
retira la tripsina, dejando tan sélo unas gotas en el frasco de cultivo, y se incuba a 37 °C
durante 15 minutos en el incubador de CO, para que la tripsina actde hidrolizando las pro-
teinas. El tiempo necesario para despegar las células de la superficie de cultivo depende del
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tipo y la densidad celular, la concentracién de suero en el medio de cultivo, la actividad de la
tripsina, y el tiempo transcurrido desde el dltimo subcultivo.

Tras esta incubacion de 15 minutos, se golpea ligeramente el frasco de cultivo contra la
palma de la mano para separar las células de la superficie y se comprueba con el microscopio
Que las células se han soltado del frasco. Inmediatamente se anaden 5 mL de medio de culti-
vo con suero a 37 °C en el recipiente donde se ha realizado la tripsinizacion para inactivar la
accion de la tripsina. Con una pipeta Pasteur, se lava el frasco tomando el medio de cultivo y
proyectdndolo sobre la capa de células para favorecer su separacion. La suspensién de células
asi obtenida se recoge en un tubo de centrifuga estéril y se centrifuga a 1.000 rpm durante
10 minutos a temperatura ambiente, para decantar el sobrenadante y eliminar cualquier resto
de tripsina. El precipitado celular se resuspende en 5 mL de medio de cultivo precalentado a
37 °C y se determina su viabilidad mediante el método de tincién con azul Tripan. Entonces
se siembran 10° células/mL en los pocillos de una placa de 24 pocillos para los experimentos
de proliferacion y estimulacion de la sintesis de colageno, y en placas de Petri de 60 mm, que
contienen cubreobjetos tratados con gelatina, para los experimentos de caracterizacion celu-
lar.

Transcurridas 24 horas tras el subcultivo, se cambia el medio de cultivo basal por medio
basal enriquecido con diferentes concentraciones de aminodcidos, con el fin de caracterizar el
papel de los mismos en la proliferacion celular y en la sintesis de coldgeno. Las concentracio-
nes utilizadas para cada aminodcido en experimentos independientes fueron de 0°025
mg/mL, 0°'0S mg/mL, O0'l mg/mL, 0°'S mg/mL, | mg/mL, 5 mg/mL y 10 mg/mL; ademds del
control basal, sin suplemento alguno.

8.5.1.2. Medios de cultivo enriquecidos

Para elaborar los medios enriquecidos se preparan, en primer lugar, 3 litros de medio DMEM
basal. A continuacion, se afiaden 80 mL de este medio en un vaso de precipitados en un
agitador magnético y se afiade la cantidad adecuada del aminoédcido objeto de estudio. Se
vuelve a ajustar el pH a 7’2 y se enrasa con medio basal hasta el volumen final de 100 mL en
un matraz aforado. Inmediatamente las disoluciones se disponen en botellas estériles de 100
mL a través de filtros de 0’2 xm, trabajando siempre en la cabina de flujo laminar. Las disolu-
ciones se conservan a 4 °C hasta su utilizacion; entonces se anaden 400 gl del stock de
antibiodticos y 10 6 5 mL de suero bovino fetal, en funcién del experimento qQue se vaya a
realizar.

Las células se incuban durante 7 dias mas con los medios enriquecidos. A lo largo de este
periodo se recogen muestras de las células para estudiar la influencia de los distintos suple-
mentos en la proliferacién celular. Al final del periodo de estimulacion, en el dia 8 de cultivo,
se determina la cantidad de coldgeno producida con cada tratamiento.
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8.5.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de condrocitos

Utilizamos cultivos de condrocitos sin realizar ningdn pase, ya que se ha demostrado que la
expresion de moléculas caracteristicas de estas células, como el coldgeno tipo Il y los agreca-
nos, disminuye a medida que se realizan subcultivos [215,254]. Por lo tanto, para evitar Que
las células pierdan su fenotipo hemos utilizado cultivos de condrocitos obtenidos directamen-
te del tejido, sin realizar ninglin pase.

Los condrocitos se cultivan tal y como se ha descrito més arriba. La concentracién usual
de sembrado es tan alta (150.000 células/mL) debido a que se ha descrito Que los condroci-
tos cultivados a una alta densidad contindian sintetizando coldgeno tipo II, mientras que si se
siembran a baja densidad pierden gradualmente su capacidad para sintetizar coldgeno tipo Il y
pasan a sintetizar coldgenos tipo I y tipo Ill [256]. Al cabo de 24 horas, se cambia el medio
basal (Ham FI12 con un 10% de FBS y un 1% de antibi6ticos) por medio basal enriquecido
con distintas concentraciones de glicina, prolina o lisina. Las concentraciones de cada uno de
estos aminodcidos fueron las mismas que las utilizadas en los cultivos de fibroblastos y la
preparacion de medio Ham F12 enriquecido se hace siguiendo el mismo esquema que para la
preparacion de medio DMEM enriquecido.

Las células se incuban durante 2, 4, 6, 8, 10, 12 6 14 dias mas con los medios enrique-
cidos. Al final del periodo de estimulacién, en el dia 3, 5, 7, 9, 1, 13 6 15 de cultivo, se
determina la cantidad de colageno en el medio de cultivo y en la capa de células.

8.6. Caracterizacion de los cultivos celulares mediante
inmunofluorescencia indirecta

La observacion de la morfologia celular es la técnica mas simple y directa para identificar las
células. El hecho de que las muestras a observar se encuentren en recipientes de un cierto
grosor hace que un microscopio convencional no sea adecuado (por su pequefia distancia
frontal), por lo que se utilizan microscopios en los que la fuente de iluminacion y los objetivos
se encuentran invertidos respecto a la platina de un microscopio dptico convencional. La
fuente de luz y el condensador estdn sobre la plataforma apuntando hacia abajo. Los objeti-
vos y la torrecilla estan debajo de la plataforma apuntando hacia arriba. Las Gnicas partes que
estdn en disposicion normal son el tubo binocular o trinocular, y la muestra que se coloca
sobre la plataforma o platina mecénica.

A diferencia de los microscopios electrénico y 6ptico, el microscopio invertido permite
observar organismos o tejidos en cultivo sin una preparacion previa, favoreciendo la monito-
rizacion del estado de crecimiento, comportamiento y demds pardmetros involucrados en el
desarrollo del cultivo.
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La segunda caracteristica que condiciona el instrumento 6ptico utilizado en los cultivos
celulares es la ausencia de color, es decir se trata de muestras vivas y con poco contraste. Por
ello el microscopio se equipa con el dispositivo de contraste de fases (diafragmas anulares en
el condensador y placa de fases entre las lentes del objetivo). De esta forma aumenta el con-
traste de la imagen y la calidad obtenida es muy superior. Ademds, es de gran utilidad dispo-
ner asimismo de un dispositivo de captacion de imdgenes, fotogréfico o de video, acoplado al
microscopio a fin de documentar el estado de los cultivos.

En nuestro laboratorio hemos adquirido un microscopio de contraste de fases invertido
(Leica DM 1L), con una ldmpara de fluorescencia y un bloque de filtros para fluorescencia,
que lleva adaptado una cdmara digijtal (Leica DC 180).

Sin embargo, la identificacién de las células mediante la observacion de su morfologia pre-
senta ciertos inconvenientes Que deben ser tenidos en cuenta, pues la morfologia de las célu-
las en cultivo varia con la etapa del crecimiento, la densidad celular, el medio y el sustrato de
cultivo. Por estas razones hemos optado por utilizar la inmunofluorescencia para la caracteri-
zacion de nuestras células.

Existen anticuerpos especificos para el coldgeno tipo I sintetizado por fibroblastos de ra-
ton y anticuerpos especificos para el colageno tipo Il sintetizado por los condrocitos bovinos.
Si nuestros cultivos expresan estas proteinas especificas y podemos detectarlas con anticuer-
pos podremos asegurar Que se trata de fibroblastos y de condrocitos respectivamente.

8.6.1. Fundamento de la inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica inmunohistoQuimica, o mas concretamente inmunoci-
toquimica (la deteccién de antigenos en los tejidos se conoce como inmunohistoquimica,
mientras Que la deteccién en células en cultivo se denomina generalmente inmunocitoquimi-
ca) empleada para identificar antigenos especificos, Que consiste en conjugar colorantes fluo-
rescentes con anticuerpos, exponiendo después este conjugado a los antigenos correspon-
dientes en cortes de tejidos, frotis de microorganismos o de células, o cultivos de tejidos en
monocapa. Cuando la reaccion es positiva y se expone a la luz de longitud de onda adecua-
da, se produce fluorescencia con emision de luz visible.

El fenémeno se observa con el microscopio de fluorescencia, el cual es similar al micros-
copio convencional, a excepcion de que la luz incidente, procedente de una potente lampara,
atraviesa dos series de filtros —uno para interceptar la luz antes de que llegue a la muestra y
otro para filtrar la luz obtenida a partir de la muestra. El primer filtro se selecciona de manera
Que solo permita el paso de las longitudes de onda que excitan a un determinado colorante
fluorescente, mientras que el segundo filtro bloquea esta luz y permite el paso de las longitu-
des de onda emitidas cuando el colorante emite fluorescencia.
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La inmunofluorescencia puede desarrollarse de forma directa o indirecta. La inmunofluo-
rescencia directa es una técnica Que consiste en demostrar la presencia de un antl'geno me-
diante reaccién directa con un anticuerpo especifico marcado con un colorante fluorescente
(fluorocromo). En el método indirecto se utilizan dos anticuerpos en lugar de uno: el primero
(sin marcaje) es destinado al reconocimiento antigénico, mientras que el segundo (marcado)
es dirigido contra epitopes del primero, a los Que se une. De esta manera se consigue abara-
tar costes, ya que asi se puede disponer de una misma gama de anticuerpos secundarios
marcados qQue pueden ser usados contra distintos antigenos. Asimismo, se introduce la posi-
bilidad de unir dos anticuerpos marcados dirigidos contra el mismo anticuerpo primario,
aumentando la sensibilidad de la técnica.

Existen infinidad de fluorocromos y, a medida que avanza el desarrollo del campo, apare-
cen mds y mejores, pero entre los mas conocidos podemos destacar la rodamina o el isotio-
cianato de fluoresceina (FITC) (tabla 8.10).

Tabla 8.10. Diferentes tipos de marcadores fluorescentes utilizados en técnicas
inmunocitoquimicas como la inmunofluorescencia.

Fluorocromo Excitacion (nm)  Emisién (nm) Apariencia
Cy3 550 680 Naranja, rojo
Cy5 650 680 Naranja, rojo
Fluoresceina (FITC/DATF) 495 528 Verde
Rodamina 539’574 602 Rojo
Texas Red 558594 623 Rojo

8.6.2. Procedimiento

Para los experimentos de inmunofluorescencia, las células deben crecer sobre superficies de
vidrio facilmente manejables. En nuestro caso utilizamos cubreobjetos circulares de 12 mm
de diametro (Afora).

Los cubres sobre los que van a crecer las células se deben esterilizar pasdndolos por alco-
hol y por una llama en la cabina de flujo laminar. Una vez estériles se colocan en el fondo de
una placa de Petri de 60 mm utilizando unas pinzas para cubreobjetos y procurando que
Queden adheridos al fondo de la placa.

Como ya hemos explicado arriba, las células crecen muy bien sobre soportes de pléstico
tratado, pero para lograr que se adhieran al vidrio, éste debe ser previamente gelatinizado
afiadiendo 5 mL de la disolucion de gelatina 0'5% en la placa que contiene los cubreobijetos,
e incubando a 4 °C durante toda la noche.
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Al dia siguiente se retira el exceso de gelatina con una pipeta Pasteur conectada a un aspi-
rador, en la cabina de flujo laminar, y se inoculan las células a una concentracién de 10°
células/mL para los fibroblastos y de 15 x 10° células/mL para los condrocitos. Tras la siem-
bra, las células se incuban a 37 °C en una atmésfera con CO, 5% y 85% de humedad hasta
qQue alcanzan la confluencia, realizando cambios de medio cada 48 horas.

Antes de iniciar las incubaciones con los anticuerpos se han de realizar diversas preincu-
baciones y lavados a fin de facilitar la penetracion de los anticuerpos y disminuir el marcaje
inespecifico. Una vez que los cultivos alcanzan la densidad adecuada se lavan los cubres con
PBS-azida, teniendo la precaucion de que la cara del cubre sobre la que estan las células esté
siempre hacia arriba (figura 8.16).

Figura 8.16. Dispositivo de incubacion diseiado en nuestro
laboratorio para realizar las incubaciones en la inmunofluo-
rescencia. Las tapas de viales de microcentrifuga nos sirven como
soporte para apoyar los cubreobjetos con la cara que contiene las
células mirando hacia arriba.

El primer paso en la inmunofluorescencia es fijar la estructura original de las células, para lo
cual se incuban los cubres con 100 L de la disolucion de fijacién durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Debido a que el tratamiento de los cubres requiere de un cuidado
exquisito tuvimos que idear un sistema que nos facilitase su procesamiento. Para las incuba-
ciones disefiamos un soporte utilizando tapas de tubos de microcentrifuga pegadas a una
superficie pldstica, tal y como se observa en la figura 8.16. Los cubreobjetos se colocan so-
bre estos soportes con la cara Que contiene las células siempre hacia arriba.

Tras tres lavados de 30 segundos en PBS eliminamos la solucion de fijacion y procedemos
a eliminar la autofluorescencia tratando las células con la disolucion de borohidruro sédico
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los lavados se hacen en una cubeta, también
disefiada en nuestro laboratorio con el soporte de una placa multipocillo en la que se realizan
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las incisiones precisas para adaptar los cubreobjetos (figura 8.17). Tras eliminar el borohidru-
ro con tres lavados en PBS se permeabilizan las células mediante tratamiento con la disolu-
cién de permeabilizacién durante 10 minutos a temperatura ambiente.

A continuacion se elimina la disolucion de permeabilizacion lavando con PBS y se incuban
las células con 100 gL de la disolucién de bloqueo durante 10 minutos a temperatura am-
biente para minimizar la adsorcion inespecifica de los anticuerpos.

Tras el bloqueo se realizan tres lavados con PBS y se incuban | hora a temperatura am-
biente con 50 ul/cubre de la disolucion apropiada del anticuerpo primario diluido en
PBS/3% BSA. Siempre se deja algtin cubre sin incubar con anticuerpo primario (sélo con 50
L de PBS/3% BSA) como control del anticuerpo secundario.
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Figura 8.17. Soporte para realizar los lavados de las células
durante la inmunofluorescencia. Se trata de un dispositivo dise-
fiado en nuestro laboratorio utilizando el soporte de una placa de
96 pocillos en el que se han realizado varios cortes para adaptar
los cubreobjetos.

En la inmunofluorescencia de los fibroblastos se emplea un anticuerpo primario de conejo
anti-colageno tipo I/lll de raton (Calbiochem) diluido 1:20 en PBS/3% BSA. Este anticuerpo
policlonal producido en el conejo es una inmunoglobulina G que reconoce el coldgeno tipo |
y el tipo Il de humanos, raton y rata. En el caso de los condrocitos se utiliza un anticuerpo
primario de raton especifico para el colageno tipo Il (LabVision) a una dilucién 1:25 en
PBS/3% BSA. Una vez preparada la dilucion del anticuerpo se centrifuga durante 5 minutos a
10.000 rpm en la microcentrifuga a 4 °C para eliminar agregados y reducir fondo.

La dilucion del anticuerpo es un aspecto fundamental en la secuencia inmunocitoquimica.
Las concentraciones han de ser lo mds elevadas posible sin aumentar el marcaje inespecifico:
cuando la concentracién de anticuerpo es muy elevada se une demasiado anticuerpo inespe-
cificamente, lo Que aumenta el ruido de fondo. Si por el contrario, la concentracién de anti-
cuerpo es muy baja, la sefial es demasiado débil, y no se puede medir con exactitud.
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Otros factores de gran importancia, que influyen en la dilucién, en la eficiencia en la de-
teccién y en la sensibilidad de los protocolos inmunocitoquimicos, son el tiempo de incuba-
cién con el anticuerpo y la temperatura. El anticuerpo primario puede estar en contacto con
la muestra entre | y 72 horas, dependiendo del grosor de la muestra, del grado de permeabi-
lizacion, del titulo del anticuerpo y de la afinidad. Los efectos beneficiosos del aumento del
tiempo de incubacion varian entre los diferentes anticuerpos, pero en algunos casos producen
un aumento en el marcaje de 100 veces respecto a las incubaciones de tiempo corto. Sin
embargo, es necesario tener presente Que, con anticuerpos de baja afinidad, los tiempos
largos de incubacién pueden aumentar el ruido de fondo. Respecto a la temperatura, se re-
comienda trabajar a temperaturas bajas (4 °C) para incubaciones largas (> 12 h) y a tempe-
ratura ambiente (20-22 °C) o superior (37 °C) para incubaciones cortas.

Tras la incubacién con el anticuerpo primario se realizan tres lavados de 10 minutos to-
dos ellos en PBS, para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, y se procede a realizar la
incubacién con el anticuerpo secundario marcado. En el caso de los fibroblastos se utiliza un
anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo conjugado a FITC (Calbiochem), a una
dilucién 1:100 y, en el caso de los condrocitos, un anticuerpo secundario de oveja anti-gG
de rat6n conjugado a FITC (Stressgen) a una dilucion 1:100. Se afiaden 50 L de la disolu-
cién del anticuerpo secundario sobre cada cubreobjetos y se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente en cdmara himeda y oscuridad.

Por dltimo, se realizan tres lavados de 10 minutos cada uno en PBS. Se pasan los cubres
por agua destilada, secando el exceso de agua con papel de filtro, se pasan por etanol, se
seca el exceso sobre papel de filtro y se procede al montaje de los cubreobjetos. Para ello se
deposita una gota del medio de montaje (Flouromount-G, SouthernBiotech) con la ayuda de
una punta de pipeta sobre el portaobjetos; se coloca suavemente el cubre con las células
boca abajo sobre la gota de medio, y se presiona el cubre y el porta entre dos capas de papel
de filtro para Que quede exclusivamente una fina capa de medio de montaje entre ambos. Se
deja secar una noche, y al dia siguiente se sellan los bordes del cubreobjetos con laca de ufias
y se observa bajo el microscopio de fluorescencia (Leica, DM IL) con un filtro especifico para
FITC (LS, Leica). En el caso de que exista una reaccion positiva es posible detectar fluores-
cencia verde de 528 nm tras la excitacion de la muestra con luz azul de 442 nm. Los cubres
asi tratados pueden guardarse a 4 °C en oscuridad durante varios meses.

8.7. Determinacion del crecimiento celular
Dado que hemos utilizado suplementos nutritivos a concentraciones no descritas hasta ahora
se compararon las curvas de crecimiento de las células control no tratadas con las curvas de

crecimiento de las células tratadas con las diferentes concentraciones de aminoécidos. Para
saber si nuestros suplementos nutritivos afectan a la capacidad proliferativa de las células es
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necesario evaluarla determinando el nimero de células que existen en los cultivos a lo largo
del tiempo y comprobando si existen diferencias entre la velocidad de proliferacién de las
células que han recibido diferentes tratamientos. Para ello adquirimos en el laboratorio un
contador de células autdomatico (Analizador de viabilidad de células VACELL™, Beckman
Coulter) (figura 8.18).

8.7.1. Fundamento

El crecimiento de las células en cultivo se caracteriza por tener lugar en tres fases. Al princi-
pio, cuando se siembra, existe un periodo o fase de latencia de duracion variable (5-24
horas), en funcién del tipo celular, durante el cual hay muy poca evidencia de un aumento en
el nimero de células. Se trata de un periodo de adaptacién durante el cual las células resinte-
tizan los elementos de la superficie celular y la matriz extracelular perdidos durante la tripsi-
nizacion, se anclan al sustrato, y se extienden o se diseminan.

Si las condiciones son favorables, las células entran en fase de crecimiento exponencial,
durante la cual inician su multiplicacion y la capacidad metabdlica es méxima. La duracién de
esta fase depende de la densidad de la siembra, la velocidad de crecimiento de las células y la
densidad que inhibe la proliferacion celular. En la fase de crecimiento exponencial o fase
logaritmica, la fraccién de crecimiento es alta (normalmente 90-100%), y el cultivo estd en su
forma mds reproducible. Se encuentra en el momento 6ptimo para tomar muestras, dado que
la poblacion es casi uniforme y la viabilidad es muy alta.

Hacia el final de la fase de crecimiento exponencial, el cultivo se hace confluente —es de-
cir, Que toda la superficie de crecimiento disponible Queda ocupada, y todas las células estan
en contacto con las células que las rodean—. En este momento comienza la fase estacionaria,
en la ue existen diferencias en funcion de si se trata de un cultivo primario o una linea trans-
formada. En las lineas transformadas si cambiamos el medio vuelven a adaptarse observando-
se una nueva fase de latencia, crecimiento exponencial, etc.; en el caso de las células de un
cultivo primario, Que presentan la propiedad de inhibirse por contacto, esto no ocurre; tras la
confluencia, la velocidad de crecimiento de las células se ve reducida y, en algunos casos, la
proliferacion celular cesa casi por completo. En esta etapa las células en crecimiento se redu-
cenal 0 6 10%.

Se cuentan las células totales y las células viables en los cultivos, a intervalos regulares,
tanto en los controles que no reciben tratamiento alguno como en las células Que han sido
tratadas con los suplementos. De esta forma, se pueden obtener curvas de crecimiento des-
pués de tratar a las células con diferentes concentraciones de los suplementos nutritivos para
comprobar si existen o no diferencias entra las tasas de proliferacion de los diferentes culti-
VOS.
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El sistema de recuento que empleamos utiliza un sistema de obtencion de imdgenes por
video para analizar células en medio de cultivo o en suspension, automatizando el amplia-
mente aceptado protocolo de exclusién del colorante azul Tripan.

Figura 8.18. Analizador de viabilidad celular. El Vi-Cell automatiza el método
manual de determinacion de viabilidad por el método de tinciéon con azul Tripan.
El Vi-Cell aspira la muestra colocada en un vial en el automuestreador y la mez-
cla con azul Tripan al 0'4%. Las células se hacen pasar entonces por una celda
de flujo mientras se toman imagenes con una camara en tiempo real. Una serie
de algoritmos desarrollados por Beckman Coulter determinan si las células han
absorbido el tinte o no. Las células que absorben el azul Tripan aparecen mas
oscuras y proporcionan un valor menor en la escala de grises. Las células con
valores en la escala de grises mayores se consideran viables.

Las ventajas del contador automatico de células frente al método manual del hemocitémetro,
descrito y comentado mds arriba, son varias: permite contar miles de células por lo que los
resultados son mucho mds exactos y precisos, es mas rapido, se evita el error producido por
el operador al llenar la cdmara del hemocitémetro, etc. El contador de células de nuestro
laboratorio, utilizando la tecnologia puntera en captura de video y en tratamiento de la mues-
tra, toma la muestra, la mezcla con azul Tripén, la envia a la celda de flujo y a la cdmara para
la obtencién de imagenes, capturando hasta 100 imagenes para determinar la viabilidad de la
muestra. El software determina Qué células han absorbido el colorante y cuéles no. Las células
Que han absorbido el colorante aparecen mds oscuras; por lo tanto, tienen valores inferiores
en la escala de grises. Las células con valores superiores en la escala de grises se consideran
viables.

8.7.2. Procedimiento

Los fibroblastos se siembran a una concentracion de 10° células/mL y los condrocitos a una
densidad de 15 x 10° células/mL en varias placas de 24 pocillos. Las células se incuban a 37
°C en una atmoésfera himeda del 5% de CO, durante 24 horas para permitir Que se adhieran

2923



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

y se distribuyan en los pocillos. En el primer cambio de medio se les adiciona medio enrique-
cido con los diferentes nutrientes (véase seccion Experimentos de estimulacion).

Después de 24, 72, 120 y 168 horas de tratamiento se determina el ndmero de células y
la viabilidad celular utilizando el contador automatico de células.

Para determinar la capacidad proliferativa de cada grupo, las células se tripsinizan y se re-
suspenden en medio de cultivo con un 10% de FBS. En primer lugar se retira medio de culti-
vo de los pocillos aspirando con una pipeta Pasteur estéril en la cabina de flujo laminar y se
lavan los restos de medio con solucién salina estéril a 37 °C. A continuacion se ainaden 250
AL de solucién de tripsina a 37 °C en cada pocillo y se mantiene 2 minutos a temperatura
ambiente. Luego se elimina la solucion de tripsina dejando qQue queden unas gotas en cada
pocillo y se incuba a 37 °C durante 15 minutos en el incubador de CO,. Tras golpear el
frasco ligeramente con la palma de la mano y observar que las células se sueltan del pléstico
se recogen afiadiendo | mL de medio (DMEM 10% FBS en el caso de los fibroblastos y Ham
FI12 10% FBS en el caso de los condrocitos) en cada pocillo, y se agita con la pipeta para
soltar y dispersar bien todas las células hasta conseguir una suspension celular homogénea.
Esta suspension celular es la que se lleva al contador de células electrénico para determinar la
cantidad de células viables.

8.8. Valoracion de la sintesis de colageno

En los cultivos de fibroblastos de ratén valoramos la sintesis y secrecién de coldgeno median-
te un ensayo colorimétrico basado en la unién especifica de un colorante al coldgeno secreta-
do por las células al medio de cultivo. En los cultivos de condrocitos bovinos cuantificamos la
sintesis y secrecion de coldgeno al medio de cultivo de las células mediante el ensayo colori-
métrico, asi como la sintesis y secrecion de colageno tipo Il a la matriz extracelular mediante
un ELISA en sandwich.

8.8.1. Valoracion de la sintesis de colageno mediante
cuantificacion colorimétrica

8.8.1.1. Fundamento del método

El ensayo colorimétrico para cuantificar la secrecion de coldgeno al medio de cultivo se basa
en la uni6n especifica del colorante rojo Sirio al coldgeno producido por las células cultivadas
in vitro y liberado al medio de cultivo, sin que interfieran otras proteinas de la matriz extrace-
lular como los proteoglicanos o la tropoelastina [213,248,259-261].
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El colorante rojo Sirio es un colorante aniénico con cadenas laterales con grupos sulféni-
cos (figura 8.19). Estos grupos reaccionan con los grupos de las cadenas laterales de los
aminodcidos bésicos presentes en el coldgeno. La afinidad especifica del colorante por el
colageno, bajo condiciones adecuadas, se basa en que las largas moléculas del colorante se
alinean paralelamente a la rigida y larga estructura de los coldgenos nativos Que mantienen su
estructura triple helicoidal intacta.

NaSO; OH: i y—N=N—(( ) —SOsNa
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Figura 8.19. Estructura molecular del colorante rojo Sirio (Direct Red 80). El colorante
rojo Sirio se une especificamente a la estructura helicoidal del colageno. La gran afinidad de
este colorante por el colageno esta basada en la presencia de cadenas laterales con grupos
sulfénicos (azul) que reaccionan con los grupos de las cadenas laterales de los aminoacidos
béasicos presentes en el colageno.

El rojo Sirio puede detectar todos los tipos de colédgenos de mamiferos, ya Que se une especi-
ficamente a la estructura helicoidal [Gly—X-Y], que es comin a todos ellos. De hecho, la
afinidad especifica del colorante por el colageno disminuye cuando la proteina es desnaturali-
zada por efecto de la temperatura (temperaturas superiores a 45 °C) o cuando es expuesto a
la accién de colagenasas bacterianas.

8.8.1.2. Procedimiento experimental

Curva de calibrado. En primer lugar se confecciona una curva de calibrado desarrollando
la reaccion de tincion con disoluciones de concentraciones conocidas de la proteina patrén, y
se representa graficamente la absorbancia a 540 nm frente a la concentracién de ese patron.
Después, se lleva a cabo la misma reaccién con la muestra problema, y se mide igualmente la
absorbancia a la misma longitud de onda para interpolar en la curva de calibrado.

La curva de calibrado se confecciona con disoluciones del patrén de coldgeno (Sircol co-
llagen assay, Biocolor Ltd., Irlanda) a distintas concentraciones, entre 0’025 mg/mL y 0'75
mg/mL. Los patrones de coldgeno se preparan afiadiendo alicuotas del patron comercial de |
mg/mL en distintos tubos de microcentrifuga segtn se indica en la tabla 8.11. Para los vold-
menes mds pequefios (2'5, 5, 7°5, 10, 12°S y 254) se utiliza una microjeringa Hamilton y
para el resto una micropipeta graduable de 200 L. El volumen se completa en todos los
casos hasta 100 L con dcido acético 0'S M. El blanco se prepara con 100 L de écido
acético 0'S M, sin proteina.
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Tabla 8.11. Preparacion de los patrones y el blanco para confeccionar la
recta de calibrado del ensayo de cuantificacion colorimétrica de colageno.

Volumen de patrén de Volumen de acido Concentracion final

colageno(uL) acético 0’5 M (ulL) de colageno (mg/mL)
00 1000 0’000
2’5 97’5 0025
50 950 0050
75 92’5 0075
100 90°0 0’100
12’5 87’5 0125
150 850 0150
250 750 0250
500 500 0’500
750 250 0’750

A continuacion, se repite el proceso dos veces mas para obtener tres valores de cada concen-
tracion y se afiade | mL del reactivo colorante a todos los tubos. Las mezclas se agitan du-
rante 30 minutos en un agitador orbital a 1.000 rpm para dar tiempo a que el colorante
reaccione con el colageno. Transcurrido ese tiempo se centrifuga a 13.000 rpm y 20 °C
durante 15 minutos para recoger el precipitado o pellet que contiene el complejo colorante-
colageno desechando el sobrenadante. Para resuspender este complejo colorante-coldgeno se
afade | mL de reactivo alcalino y se disuelve mediante agitacion en un agitador de tubos
Vortex.

Por dltimo, se mide la absorbancia de cada disolucién patrén a 540 nm con el lector de
microplacas (Anthos, Zenyth 3100). Los valores de absorbancia de una curva de calibrado
obtenida en nuestros experimentos estdn representados en la figura 8.20. A partir de esta
curva de calibrado podemos determinar la concentracion de coldgeno de nuestras muestras
conociendo su absorbancia a 540 nm.

No es necesario repetir el proceso de elaboracion de la recta de calibrado cada vez que
se analiza una nueva muestra. Por lo general, la curva de calibrado es vélida para cada juego
de reactivos, y para hacer una valoracion sélo es preciso desarrollar la reaccion con la mues-
tra y el blanco. Es imprescindible confeccionar una nueva curva cada vez que se cambia de
reactivos.
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Figura 8.20. Curva de calibrado del ensayo colorimétrico para cuanti-
ficar colageno. La ecuacion de esta recta, a partir de la cual calculamos
la concentracion de colageno de nuestras muestras, es la siguiente:
y=0'01232x + 0'02030.

Analisis de la muestra. Las células se cultivan en medio basal (DMEM para los fibroblas-
tos y Ham F12 para los condrocitos) con FBS 10% y antibi6ticos 1%, en una placa de 24
pocillos a 37 °C y una atmosfera de CO, 5%, O, 5%, N, 90% y 85% de humedad. A las 24
horas se cambia el medio inicial por medio enriquecido con distintas concentraciones de
glicina, prolina, lisina, isoleucina o acido aspartico, realizandose los sucesivos cambios de
medio cada 48 horas. Los medios de cultivo enriquecidos con hasta un 5% de suero bovino
fetal no interfieren con el ensayo colorimétrico; sin embargo, cuando se utilizan suplementos
mayores de suero la cantidad de proteinas séricas, en relacion con la cantidad de coldgeno
presente, puede ocasionar artefactos en la tincion que nos llevarfan a un error al cuantificar el
colageno. Para evitar Que esas proteinas interfieran en la unién colorante-colageno se reduce
la cantidad de suero al 5% en el medio de cultivo Que vaya a utilizarse para el andlisis. De
esta forma, 48 horas antes de recolectar el medio de cultivo para el ensayo se lleva a cabo un
cambio de medio sustituyendo el medio qQue tenia un 10% de suero por otro con un 5% de
suero, siempre enriquecido con el aminoécido objeto del experimento.

Transcurridas esas 48 horas, se recoge el medio de cultivo con un 5% de FBS en el que
han crecido las células, en un tubo de microcentrifuga, se homogeneiza su contenido agitén-
dolo en un agitador Vortexy se recogen tres alicuotas de 100 gL cada una en viales de mi-
crocentrifuga. A continuacion se afiade | mL de reactivo colorante en cada vial y se agita en
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un agitador orbital a 1.000 rpm durante 30 minutos para que el colorante se una al colage-
no.

Transcurridos los 30 minutos de agitacion, la muestra se centrifuga a 13.000 rpm duran-
te 15 minutos a temperatura ambiente, para forzar la precipitacion del complejo colorante-
colageno. El exceso de colorante no unido permanece en el sobrenadante y se decanta me-
diante una cuidadosa inversion del tubo. Las pequefias gotas Que permanecen en la mitad
superior del tubo se eliminan utilizando tiras de papel de filtro, con cuidado para no perder el
precipitado.

Para liberar el colorante unido al colageno se afiade | mL de reactivo alcalino y se agita
en un agitador de tubos Vorfex. Cuando el colorante unido ha sido disuelto transferimos
alicuotas de 200 L desde los tubos a una placa de 96 pocillos y se mide la absorbancia con
el lector de multiplacas a 540 nm. Para valorar la absorbancia de la muestra siempre se hacen
tres réplicas de cada una.

8.8.2. Valoracion de la sintesis de colageno tipo Il mediante
ELISA en sandwich

8.8.2.1. Fundamento

La técnica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) se basa en la deteccion de un anti-
geno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa o indirectamente
producen una reaccién, cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser cuantificado
espectrofotométricamente; es decir, esta técnica combina la especificidad de los anticuerpos
con la sensibilidad de un ensayo enzimédtico simple, utilizando anticuerpos o antigenos aco-
plados a una enzima. Este principio tiene muchas de las propiedades de un inmunoensayo
ideal: es versdtil, robusto, simple en su realizacion, utiliza reactivos econdmicos y consigue,
mediante el empleo de una fase sélida, una rdpida separacion entre la fraccion retenida y la
fraccion libre.

Uno de los inmunoensayos més utilizados para determinar la concentracién desconocida
de un antigeno en diversas muestras es el ELISA en sandwich. Este ELISA requiere dos anti-
cuerpos Que se unan a dos epitopes diferentes del antigeno.

Para utilizar este ensayo, el anticuerpo de captura debe ser purificado y unido a una fase
sdlida, generalmente al fondo de los pocillos de una placa multipocillo (figura 8.21). Después
de eliminar el exceso de anticuerpo no unido a la fase sélida se aplica la muestra problema en
la Que se encuentra el antigeno que quedard retenido en el pocillo al ser reconocido por el
primer anticuerpo. Después del segundo lavado, que elimina el antigeno no retenido, se
aplica el anticuerpo de deteccion, el cual se une al antigeno completando asi el sandwich. Asi
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pues, cada molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y a un
segundo anticuerpo, al menos, que lo marca. El ensayo es cuantificado midiendo la cantidad
de anticuerpo secundario marcado unido al antigeno, mediante la utilizacion de un sustrato
colorimétrico. Las principales ventajas de esta técnica son que el antigeno no necesita ser
purificado antes de su utilizacion, y que presenta una gran especificidad y sensibilidad debido
a la amplificacién de sefial que permite el segundo anticuerpo. Sin embargo, presenta la des-
ventaja de que se deben utilizar anticuerpos Que reconozcan epitopes separados en el antige-
no de manera Que la unién de uno no impida la unién del otro.

a a8 a8

i

Adicion del anticuerpo Adicion del antigeno Adicion del anticuerpo  Adicion de la peroxidasa  Adicion del sustratc
de captura de deteccidn biotinilado de rabano

Figura 8.21. Esquema general de las fases de un ELISA en sandwich. Tras permitir
que el anticuerpo de captura se adhiera al fondo del pocillo, se incuba la muestra pro-
blema y posteriormente se afiade el anticuerpo de deteccion, que reconoce nuestro an-
tigeno en otro epitope diferente al del anticuerpo de captura. A continuacion, se afiade
la peroxidasa, y por ultimo el sustrato de la enzima (OPD) que dara lugar a un producto
soluble de color anaranjado. La densidad éptica es directamente proporcional a la canti-
dad de colageno tipo Il en la muestra.

Los sustratos que se utilizan en el ELISA deben ser estables, seguros y, preferiblemente,
econOmicos. Las enzimas mas utilizadas son las qQue convierten un sustrato incoloro en un
producto coloreado. La tabla 8.12 muestra las combinaciones enzima-sustrato més utilizadas.

8.8.2.2. Procedimiento

Para determinar la concentracion de coldgeno tipo Il nativo producido por los condrocitos en
cultivo hemos utilizado un kit de ELISA en sandwich comercializado por la compaia Chon-
drex (Native Type Il Collagen Detection Kit, ArthrogenClA®, Chondrex Inc.) Que ya han usa-
do otros autores con este mismo proposito [217].

Preparacion de las muestras de coldgeno. Los condrocitos se siembran a una densidad
de IS5 x 10° células/mL en placas de 24 pocillos y se incuban a 37 °C en una atmdsfera
himeda con CO, 5% durante 24 horas para permitir Que las células se adhieran al fondo de
la placa de cultivo. Transcurrido este tiempo se cambia el medio basal (Ham F12 con FBS
10% y 1% de antibidticos) por medio basal enriquecido con diferentes concentraciones de
glicina, prolina o lisina, FBS 10% y 1% de antibiéticos. Este medio se renueva cada 48 horas.
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Tabla 8.12. Enzimas mas utilizadas en el ELISA y sus sustratos mas habituales.

Buffer/ Disolu- Color del A
Sustrato sustrato se- cion de Producto roducto (nm)
cundario parada P

Fosfatasa alcalina

p-nitrofenil fosfato Na;COs, pH 98 NaOH Soluble Amairillo 405
(PNPP) con MgCl, 2M
Bromocloroindolil fosfato NaCl, MgCly, EDTA Insoluble Negro N/A
/ nitro blue tetrazolium dietanolamina purple
(BCIP/NBT)

Peroxidasa de rabano

3,3,5,5- 30% peroxido de H2SO4 Soluble Amairillo 450
tetrametilbenzidina (TMB) hidrégeno ™
(H202)
o-fenilendiamina (OPD) Buffer citrato H2SO4 Soluble Naran- 492
fosfato, 0°'02% ja/marrén
H202
4-cloro-1-naftol 30% H20> PBS Insoluble Azul-negro  N/A
3,3’-diaminobencidina 30% H20, PBS Insoluble Marrén N/A
(DAB)

Para poder determinar la cantidad de coldgeno producido por las células en cultivo es nece-
sario en primer lugar solubilizarlo y monomerizarlo. El coldgeno tipo Il recién sintetizado por
las células en cultivo se incorpora a la matriz extracelular y permanece en forma fibrilar; por
lo tanto, en el medio de cultivo permanece muy poco coldgeno soluble monomérico. Por esta
razon, para determinar la produccion de coldgeno por las células, éste debe ser en primer
lugar solubilizado con pepsina bajo condiciones 4cidas, y posteriormente digerido con elasta-
sa pancredtica a pH neutro para convertir el colageno polimérico en coldgeno monomérico.

Tras retirar el medio de cultivo y lavar la capa celular con HBSS se afiade 4cido acético
0’05 M a la capa de células. En nuestro caso afadimos 250 L en cada pocillo de una placa
de 24 pocillos. A continuacién, las células son transferidas a un tubo de microcentrifuga
raspando la capa de células con un raspador.

Seguidamente se afiaden 25 4l de solucién de pepsina en cada vial y se digiere el coldge-
no a 4 °C durante 24 horas en un agjtador orbital a 1.000 rpm. La pepsina digiere los telo-
péptidos de las regiones amino y carboxilo terminales de la molécula de colageno y solubiliza
el colageno de las fibras, ya que no puede digerir las uniones intra e intermoleculares.

Transcurridas las 24 horas, se afiaden 25 gl de TSB 10x para detener la reaccién de di-
gestion y se ajusta el pH a 8 con NaOH 6 N (2'5 L por vial). Se afiaden 25 £ de la disolu-
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cién de elastasa pancredtica y se incuba a 4 °C durante 24 horas en el agitador orbital. Este
paso permite monomerizar el coldgeno polimérico remanente al digerir las uniones inter e
intramoleculares de la molécula de coldgeno polimérico. La elastasa digiere la molécula de
colageno por la regién amino terminal que contiene las uniones intra e intermoleculares.
Como resultado de esta digestion, los dimeros y trimeros de coldgeno se convierten en mo-
némeros. Debido a que la elastasa es capaz de digerir el coldgeno desnaturalizado en peque-
fios fragmentos, debe evitarse Que aumente la temperatura de la muestra.

Por dltimo, se centrifuga la muestra a 10.000 rpm durante 5 minutos a temperatura am-
biente, se recoge el sobrenadante y se mantiene a 4 °C si se va a realizar el ensayo inmedia-
tamente, o se guarda congelado a —20 °C para hacer el ensayo en otro momento.

Preparacion de los patrones de coldageno tipo Il. Para determinar la concentracion de
coldgeno en una muestra problema debemos comparar los resultados de densidad dptica de
la muestra con los de la curva de calibrado. La curva de calibrado se confecciona con disolu-
ciones del patrén de coldgeno tipo Il (Chondrex Inc.) a distintas concentraciones, en el inter-
valo de 0'003 y 0'2 wg/mL. El conjunto se prepara haciendo diluciones seriadas a partir de
una disolucién stock de 100 wg/mL de coldgeno tipo II (tabla 8.13). Los patrones se cuantifi-
can por duplicado para asegurar la precisién de nuestras mediciones.

A partir de la disolucién stock de coldgeno tipo II (100 wg/mL) preparamos una disolu-
cién de 10 pg/mL diluyendo 100 wL en 900 £l de buffer B (Chondrex Inc.). Tras agitar el
vial en el agitador de tubos Vortex se recogen 100 sl y se diluyen en 900 wL de buffer B
para obtener una disolucion de | pg/mL. El proceso se repite segin se indica en la tabla
8.13. El blanco se prepara con | mL de buffer B, sin proteina. La figura 8.22 muestra la
curva de calibrado que se obtiene.

Cuantificacion del colageno. En primer lugar se debe preparar la disolucion del anticuer-
po de captura (Chondrex Inc.) diluyendo 100 gL del anticuerpo (I mg/mL) en 10 mL del
buffer de dilucién del anticuerpo de captura (Chondrex Inc.). A continuacién se afiaden 100
L de la disolucion del anticuerpo (10 wg/mL) a cada pocillo de una placa de 96 pocillos
(High binding multiwell plates, Greiner) y se deja que el anticuerpo se adhiera al fondo de
cada pocillo (figura 8.2 1) incubando la placa durante toda la noche a 4 °C. Después se elimi-
na el exceso de anticuerpo no unido mediante seis lavados consecutivos con buffer de lavado
(Chondrex Inc.).
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Tabla 8.13. Diluciones seriadas para confeccionar la curva de calibrado pa-
ra el ELISA. La disolucién de partida tiene una concentracién de colageno tipo
de 100 pg/mL.

Concentracion de cola-  Volumen de la diso- Volumen de
geno tipo Il (ug/mL) lucion anterior (pL) buffer B (uL)
100 - -

10 100 900

1 100 900

0’5 500 500

02 400 600

01 500 500

0’07 700 300

0’02 286 714

0’01 500 500

0’007 700 300

0’003 428 572

Absyg,

0.0 ,

] I
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Colageno tipo Il (ug/mL)

Figura 8.22. Ejemplo de una curva de calibrado del ELISA. Representacion
grafica de los valores de absorbancia de las disoluciones de colageno tipo Il. Ca-
da vez que se utilizan reactivos de diferente lote se tiene que elaborar una nueva
curva de calibrado. En este caso, la ecuacion de la recta a partir de la cual se
calcula la concentracién de colageno tipo Il en las muestras es: y = 3'256x —
-0'0008338.
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Tras eliminar el exceso de anticuerpo de captura se afiaden 100 gL, a cada pocillo, de los
patrones de coldgeno tipo Il y de la muestra, cada uno por duplicado y se incuba a tempera-
tura ambiente durante 2 horas para dar tiempo a que el coldgeno tipo Il sea capturado por el
anticuerpo anclado en el fondo del pocillo. Transcurrido este tiempo deben realizarse seis
lavados con buffer de lavado, sin dejar que la placa se seque, para eliminar el exceso de anti-
geno no unido.

En ese momento, se prepara la disolucién del anticuerpo de deteccion (Chondrex Inc.) di-
luyendo SO L del anticuerpo (5 wg/mL) en 10 mL de buffer de dilucion del anticuerpo de
deteccion (Chondrex Inc.). Se afaden 100 xL de disolucién del anticuerpo de deteccion
(0'025 wg/ml) en cada pocillo y se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. Durante
este tiempo el anticuerpo de deteccion reconoce otro epitope diferente del colageno tipo Il y
se une a €l. Para eliminar los anticuerpos no unidos se realizan otros seis lavados con buffer
de lavado.

A continuacion se anade la enzima peroxidasa de rabano conjugada a la estreptavidina
(Chondrex Inc.) para que se una al anticuerpo de deteccion biotinilado: 100 L por pocillo y
se incuba a temperatura ambiente durante | hora.

La estreptavidina es una proteina de 60 kDa procedente de Streptomyces avidinii, con alta
afinidad por la biotina. La biotina (vitamina H) es una coenzima de bajo peso molecular (244
kDa) soluble en agua que tiene un grupo carboxilico con el Que se une a los restos amino
libres de las proteinas. La biotinilizacién es una reaccién bioquimica que permite unir biotina
a una gran variedad de moléculas como enzimas, lectinas, anticuerpos, 4cidos nucleicos, etc.
El pequefio tamafio de la proteina hace que la adicion de biotina no modifique drésticamente
las propiedades de la molécula.

Tras la incubacién con la enzima conjugada se realizan seis lavados y se afade el sustrato
de la enzima: 100 gl de una disolucién de OPD (o-fenilendiamina) el cual se transforma en
un producto soluble de color anaranjado. A los 30 minutos se detiene la reaccién afadiendo
50 1L de 4cido sulfdrico 2 N en cada pocillo, respetando el mismo orden de los pocillos en
el que se adiciond la disolucion de OPD y controlando muy bien los tiempos utilizando una
pipeta multicanal, y se leen los resultados de absorbancia a 490 nm en el lector de micropla-
cas (Anthos, Zenyth 3100).

En la figura 8.23 se muestra la apariencia tipica de una placa de 96 pocillos en la que se
ha realizado un ELISA.
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Figura 8.23. Placa de 96 pocillos en la que se ha realizado un ELISA para
detectar la cantidad de colageno tipo Il producido por condrocitos en culti-
vo. Las dos primeras columnas corresponden a los patrones de colageno tipo Il y
en las siguientes seis columnas se han incubado muestras de cultivos de con-
drocitos que han crecido con diferentes tratamientos.

8.9. Analisis estadistico

Todos los experimentos se desarrollaron por duplicado o triplicado. Todos los datos bioqui-
micos se expresan como valores medios * S.D. y fueron analizados con un andlisis de la
varianza (ANOVA) utilizando el programa GraphPad Prism 4. La significancia estadistica fue
definida como un p-valor menor de 0°05. Cuando el ANOVA muestra alguna diferencia esta-
disticamente significativa entre los valores control y los experimentales se desarrolla un f-test
con correccion de Tukey para comparaciones multiples.
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Capitulo 9

Resultados

9.1. Cultivos primarios de fibroblastos

9.1.1. Andlisis morfoldgico de los cultivos primarios de fibroblastos

Una vez montado el laboratorio de cultivos celulares, el primer objetivo de este trabajo era
disponer de un sistema experimental en el que fuera posible valorar la biosintesis y la secre-
cién de colageno. Con este objetivo pusimos a punto en nuestro laboratorio el cultivo de
fibroblastos de fetos de ratdn mediante las técnicas descritas en el capitulo 8. Los fibroblastos
son las células mds comunes del tejido conjuntivo y las principales responsables de la forma-
cién de fibras de la matriz extracelular. Estas células son consideradas como las malas hierbas
del jardin de los cultivadores de células. Sobreviven a la mayoria de técnicas de disgregacion
mecdnica y enzimatica y pueden ser cultivadas en muchos medios simples. Ademas, los fibro-
blastos en cultivo producen coldgeno tipo I y tipo Ill que liberan al medio de cultivo en gran-
des cantidades.

Las hembras de ratén CD-1 tienen un promedio de Il a I3 crias por camada. En nues-
tros experimentos de cultivo solemos utilizar los embriones de una sola hembra, y obtenemos
a partir de estos embriones unos 10-15 mL de una disolucién de 2-8 x 10° células/mL. Me-
diante la técnica de disgregaciéon mecanica obtenemos una viabilidad muy alta, del 97'75-
99'50%.
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Determinamos la concentracion de siembra idénea con un barrido de concentraciones de
cultivo de entre 10.000 y 100.000 células/mL (figura 9.1) y observamos que sembrando a
una concentracién de 100.000 células/mL obtenemos la mejor curva de crecimiento.

10000000+
—=— 10.000 células/mi_
—4— 50,000 células/m_
7500000- —e— 100.000 células/rmL
-
E
S 5000000-
=
nw
o
2500000+
0+ ¥ ¥ T 1
0 5 10 15 20 25

Dias de cultivo

Figura 9.1. Curvas de crecimiento de fibroblastos con distintas concentra-
ciones de siembra. Como se puede observar en la grafica se obtienen mas cé-
lulas en menos tiempo con un inéculo inicial de 100.000 células/mL.

Cuando estas células alcanzan la confluencia recubriendo toda la superficie del frasco de
cultivo (figura 9.2), a los 7 dias aproximadamente, realizamos el primer pase o subcultivo,
transfiriendo las células al sustrato de cultivo adecuado en funcién del experimento que va-
'yamos a realizar. Los experimentos los realizamos siempre con células en pase I.

Figura 9.2. Cultivo de fibroblastos de ratén que ha alcanzado la con-
fluencia tras 7 dias de cultivo primario (objetivo 10x).

En este punto tenemos ya un cultivo celular, pues las células se adhieren al frasco de cultivo y
se multiplican eficazmente. El siguiente paso es determinar el tipo de células que estamos
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cultivando, comprobando si son fibroblastos o si se trata de otro tipo celular. La observacion
de la morfologia es la técnica més simple y directa utilizada para identificar células. Los fibro-
blastos suelen asumir una forma bipolar o multipolar y tienden a extenderse sobre toda la
superficie de cultivo (figuras 9.3 y 9.4).

Figura 9.3. Morfologia tipica de un fibroblasto de ratén en cultivo (ob-
jetivo 40x).

Figura 9.4. Cultivo de fibroblastos de feto de raton tras el primer
subcultivo. Fibroblastos subconfluentes de ratén tefidos con Giemsa
(objetivo 10x).

Sin embargo, la observacion de la morfologia como técnica para identificar un cultivo presen-
ta una serie de inconvenientes, ya que la forma celular puede variar dependiendo de la etapa
de crecimiento, la densidad celular, el medio de cultivo o el sustrato utilizado. Por ejemplo,
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las células epiteliales que crecen en el centro de una ldmina confluente son normalmente
regulares, poligonales y con un borde claramente definido, mientras que las mismas células
qQue crecen en el borde de la lamina pueden ser mas irregulares y distendidas y, si se trans-
forman, pueden adquirir una morfologia similar a la de los fibroblastos. Por esta razén, las
observaciones comparativas de las células siempre deben realizarse en la misma etapa de
crecimiento y densidad celular y en el mismo medio y creciendo en el mismo sustrato. Entre
las técnicas mas Utiles disponibles para la caracterizacion de lineas celulares destacan las
tinciones inmunoldgicas y los ensayos ELISA. En el caso de nuestros cultivos de fibroblastos
hemos utilizado la técnica de la inmunofluorescencia para caracterizarlos, haciendo uso de un
anticuerpo especifico para el colageno tipo I y Il sintetizado por estas células (figura 9.5).

Figura 9.5. Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de fibroblastos de raton em-
pleando un anticuerpo especifico anti-colageno tipo l/lll de ratéon (objetivo 40x).
Mediante esta técnica comprobamos que nuestras células en cultivo son efectivamente
fibroblastos de raton.

9.1.1.1. Efecto de los suplementos de aminoacidos sobre la morfologia de los
fibroblastos en cultivo

Hemos enriquecido los medios de cultivo de células productoras de coldgeno (fibroblastos y
condrocitos) con distintas concentraciones de aminoécidos y hemos analizado la morfologja,
la viabilidad, la tasa de crecimiento celular y la produccién de coldgeno. En estos experimen-
tos, el primer paso era determinar la concentracién méxima de los aminodcidos en el medio
de cultivo, compatible con el crecimiento celular.

En primer lugar cultivamos fibroblastos de raton en presencia de glicina. Observamos que
incluso las células tratadas con las dosis méximas utilizadas en este estudio (10 mg/mL) (figu-
ra 9.7) mantenian una morfologfa similar a la de las células sin suplementos de glicina (figura
9.6) y continuaban sintetizando colageno tipo 1. Por lo tanto, con una dosis méxima de 10
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mg/mL, la glicina carece de efectos téxicos sobre los fibroblastos. EI mismo efecto se com-
probd con la prolina (figura 9.8), ya que la inmunofluorescencia de fibroblastos tratados con
10 mg/mL de prolina demuestra Que éstos mantienen la misma morfologia y contindian sinte-
tizando coldgeno tipo I. Sin embargo, la lisina a una alta concentracién (10 mg/mL) inhibe el
crecimiento de los fibroblastos (figura 9.9), por lo que reducimos la concentracién maxima de
lisina en el medio de cultivo a 5 mg/mL (figura 9.9).

Figura 9.6. Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de fibroblastos de ratéon. A: Con-
trol del anticuerpo secundario (objetivo 10x). En este experimento se han incubado los
fibroblastos con anticuerpo secundario, pero sin anticuerpo primario. B: Fibroblastos culti-
vados en medio basal durante 9 dias (objetivo 10x).

Figura 9.7. Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de fibroblastos de raton cul-
tivados durante 9 dias en medio enriquecido con 10 mg/mL de glicina (objetivo
10x). Las células tratadas con la dosis més alta de glicina utilizada en este estudio (10
mg/mL) presentan una morfologia similar a la de las células cultivadas en medio basal
(véase figura 9.6), y contindan sintetizando colageno tipo I.
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Figura 9.8. Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de fibroblastos
de ratén cultivados durante 9 dias en medio enriquecido con 10
mg/mL de prolina (objetivo 10x). Las células tratadas con la dosis mas
alta de prolina utilizada en este estudio (10 mg/mL) presentan una morfo-
logia similar a la de las células cultivadas en medio basal, y contindan sin-
tetizando colageno tipo I.

Figura 9.9. Inmunofluorescencia indirecta en cultivos de fibroblastos de raton cultiva-
dos durante 9 dias en medio enriquecido con 10 mg/mL de lisina (A) y con 5 mg/mL
(B) (objetivo 10x). Las células tratadas con lisina 5 mg/mL (B) presentan una morfologia
similar a la de las células cultivadas en medio basal (figura 9.6), y continuan sintetizando
colageno tipo I; mientras que con lisina 10 mg/mL (A), los fibroblastos no crecen adecuada-
mente.

9.1.2. Efecto de la glicina sobre el crecimiento de los fibroblastos

Hemos enriquecido el medio de cultivo con diferentes concentraciones de glicina en el inter-
valo de 0'025 a 10 mg/mL midiendo la cantidad de células cada 48 horas durante 7 dias
(figura 9.10). Como control utilizamos células cultivadas con medio de cultivo sin enriquecer.

La glicina no afecta al crecimiento de los fibroblastos en el rango de concentraciones de
0'025 a 5 mg/mL, pues no existen diferencias estadisticamente significativas con el grupo
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control; sin embargo, la concentracién mas alta de glicina (10 mg/mL) si afecta negativamente
al crecimiento de los fibroblastos a las 168 horas de tratamiento (figura 9.10).

225000+
200000+ T I
il l -~~~ 0025 mg/mL Gly
2 150000 "4 _: zi;gf Gi'y
%  125000-
':; 100000+ o
S 750004 e
50000+ e
sl -=52-- 10 mg/rrL Gly
0 T T T

I 1 I 1 I
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 9.10. Efecto de la glicina sobre el crecimiento de los fibroblastos. En la gra-
fica se muestran los valores medios + S.D. de tres curvas de crecimiento de fibroblastos
tratados con glicina a una concentracion de 0°025; 0'05; 0°'1; 0°’5; 1; 5y 10 mg/mL y célu-
las no tratadas con glicina. El andlisis estadistico de los resultados muestra que la Unica
concentracion de glicina que influye negativamente en el crecimiento celular es la mas
alta (10 mg/mL). Los asteriscos indican valores significativamente diferentes del control
(* P <0’05). Hay que tener presente en todo el proyecto que el reducido tamafio de las
muestras limita el abanico de herramientas inferenciales que pueden ser utilizadas y, en
cualquier caso, hace que las conclusiones derivadas del analisis inferencial deban to-
marse con cautela, puesto que las hipétesis sobre las que se construye el test no pue-
den ser adecuadamente contrastadas.

Por otro lado, también hemos evaluado la viabilidad de las células tratadas con diferentes
concentraciones de glicina midiendo el porcentaje de células viables con el analizador de
viabilidad celular Vi-Cell (Beckman Coulter). La absorcién de azul Tripdn no aumenta signifi-
cativamente en los fibroblastos tratados con glicina con respecto a las células no tratadas
(tabla 9.1). Por lo tanto, podemos afirmar que la adicion de glicina, a una concentracion de
0'025-10 mg/mL al medio de cultivo, no influye sobre la viabilidad de los fibroblastos.

9.1.3. Efecto de la glicina sobre la produccion de colageno

Hemos valorado la produccion de coldgeno mediante la incorporacion del colorante rojo Sirio
al colageno liberado por los fibroblastos al medio de cultivo. Los fibroblastos del primer sub-
cultivo se mantuvieron durante 8 dias cultivados en placas de 24 pocillos, con cambios de
medio cada 48 horas. A partir del primer cambio de medio se mantuvieron con el tratamiento
de glicina.
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Tabla 9.1. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los fibroblastos
con diferentes concentraciones de glicina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos + S.D. No existen dife-
rencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular de los fibroblastos tratados
con glicina y los fibroblastos no tratados.

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 8790 92'00 89'47 86'67 93'93 89'10 87’77 87'37

(T75) (226)  (353)  (920) (562) (1215) (441)  (7'89)
8670 8927 8730 9283 9300 90'90 8820 8557

72 (350)  (295)  (1'56)  (0'64)  (1'51)  (259)  (495)  (10'86)

120 8487 8343 8847 8803  90'80 9170 9070 8833
(@75)  (808)  (1'08)  (297)  (U'51)  (149)  (1'59)  (2'84)

168 86'43 8773 9163 9087 8830  90'83 9007 9260

(305)  (555) (437)  (168)  (407)  (473)  (424)  (7’56)

A baja concentracion de glicina (0'025 mg/mL) ya existen diferencias estadisticamente signifi-
cativas en la sintesis y secrecién de colageno entre las células tratadas y las células control. El
tratamiento con esta concentracion de glicina provoca un aumento en la sintesis y secrecién
de coldgeno al medio de cultivo de los fibroblastos del 27°46% en comparacion con las célu-
las control (tabla 9.2).

Sin embargo, la méxima estimulacion se produce con 005 mg/mL de glicina (tabla 9.2);
el tratamiento de los fibroblastos en cultivo con 0°'05 mg/mL de glicina durante un periodo
de cultivo de 8 dias induce un notable incremento en la secrecién de coldgeno en el medio
de cultivo, con concentraciones de coldgeno significativamente mayores comparadas con las
de las células control Que no reciben suplemento alguno (figura 9.11). Al final del periodo de
cultivo (8 dias), la secrecion de colageno fue un 43'14% mayor en los cultivos estimulados
con 0'05S mg/mL de glicina en comparacion con las células control (tabla 9.2).

Una concentracion de glicina 0"l mg/mL en el medio también contintia estimulando la
sintesis de colageno en los cultivos de fibroblastos, siendo ésta un 25'40% superior a la de
los cultivos control (tabla 9.2).

Concentraciones superiores de glicina no estimulan significativamente la sintesis de cold-
geno. Mds alin, concentraciones muy altas de glicina (5-10 mg/mL) reducen significativamen-
te la secrecién de coldgeno en este modelo experimental (tabla 9.2 y figura 9.11).
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Tabla 9.2. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
fibroblastos tras el tratamiento con glicina durante 8 dias. Los
datos representan la media + S.D. de tres experimentos indepen-
dientes (** P < 0’01, *** P < 0’001, comparado con el control).

[Glicina] g colageno/10° células % colageno

Control 295'80 (3'20) 100'00
0025 377°02 (11'14) 12746
005 42340 (42'20) 14314
01 370'93* (13'08) 125'40
0’5 335'36 (10'36) 11337
1 26291 (13'13) 88'88
5 169'18*** (20'10) 5719
10 84'68"* (8/55) 2863
500+ ook ok
8 4004 * o
=
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Figura 9.11. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de fibroblastos de 8 dias tratados con glicina. Los datos
representan la media + desviacidon estandar de tres experimentos

independientes (**P < 0’01, ***P < 0’001, comparado con el con-
trol).

9.1.4. Efecto de la prolina sobre el crecimiento de los fibroblastos

El analisis del crecimiento de los fibroblastos de raton en cultivo con diferentes concentracio-
nes de prolina demostré que no existen diferencias significativas entre los diferentes trata-
mientos y el control negativo (figura 9.12).
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Figura 9.12. Efecto del tratamiento con prolina sobre el crecimiento de los fibro-
blastos en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de tres curvas
de crecimiento de fibroblastos tratados con prolina a una concentracién de 0'025; 0°'05;
0'1; 0’5; 1; 5y 10 mg/mL y células no tratadas con prolina. El analisis estadistico de los
resultados muestra que la prolina no afecta al crecimiento celular.

Asimismo, comprobamos que la prolina no afecta a la viabilidad de los fibroblastos en cultivo,
pues las diferentes dosis de prolina no provocaron alteraciones en la absorcién de azul Tripan
por los fibroblastos en cultivo (tabla 9.3).

Tabla 9.3. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los fibroblastos
con diferentes concentraciones de prolina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos + S.D.

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 93'37 89'30 8813 87'57 92'40 9117 8347 87,30

(358) (376)  (1071)  (1184)  (313)  (890)  (374)  (791)
8927 9213 9470 9407 9317 9067 9130 9373

72 (4'18) (350)  (0'53)  (1'86)  (366)  (346)  (072)  (1'91)
120 9323 89'40 88'63 9297 9453 9147 9493 9317

(8'00) (369)  (225)  (278)  (316)  (0'97)  (270)  (3'50)
168 88'07 86'73 86'57 9253 8960 8920 9287 9207

(4'58) (294)  (271)  (1'53)  (554)  (221)  (1'04)  (2'60)

9.1.5. Efecto de la prolina sobre la produccion de colageno

La sintesis de coldgeno en células cultivadas con prolina 0°025 y 0'0S mg/mL no es significa-
tivamente diferente de la del grupo control. Sin embargo, el tratamiento de los fibroblastos en
cultivo con 0'l y 0'S mg/mL de prolina provoca un claro aumento en la sintesis y secrecién
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de coldgeno al medio de cultivo, con concentraciones de coldgeno de un 96°33% y un
93'96% superiores a las de las células control no tratadas, respectivamente (tabla 9.4).

Tabla 9.4. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
fibroblastos tras el tratamiento con prolina. Los datos represen-
tan la media + S.D. de tres experimentos independientes
(* P<005, *** P <0001, comparado con el control).

[Prolina] ug colageno/10° células % colageno

Control 318°02 (14°06) 100’00
0025 316’82 (18'27) 99'62
005 356'93 (14'92) 112'24

0’1 624’37*** (36’87) 196’33
05 616'83*** (26'93) 193’96
1 380'91* (12'93) 119'78
5 256'40* (6'41) 8062
10 252'27* (15'23) 79'32
700+ ook

ft

19 colageno/10° células
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Figura 9.13. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de fibroblastos de 8 dias tratados con prolina. Los da-

tos representan la media + la desviacion estandar de tres experi-

mentos independientes (* P <005, *** P < 0’001, comparado con
el control).

Aunque la sintesis de colageno llega a ser superior incluso a la de las células tratadas con
glicina, se necesitan concentraciones superiores de este aminoédcido para observar este efec-
to. Las concentraciones altas de prolina (S y 10 mg/mL) provocan una disminucion en la
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sintesis de coldgeno en comparacion con la sintesis y secrecién de las células control (tabla
9.4y figura 9.13).

9.1.6. Efecto de la lisina sobre el crecimiento de los fibroblastos

La adicion de lisina al medio no afecta al crecimiento de los fibroblastos, excepto la concen-
tracion mas alta (10 mg/mL), que disminuye drésticamente el crecimiento de los fibroblastos
con respecto al de las células control no tratadas (figura 9.14).
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Figura 9.14. Efecto del tratamiento con lisina sobre el crecimiento de los fibroblas-
tos en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de tres curvas de
crecimiento de fibroblastos tratados con lisina a una concentracion de 0'025; 0°05; 0'1;
0’5; 1; 5y 10 mg/mL y células no tratadas con lisina. Las dosis bajas de lisina no provo-
can ningun efecto perjudicial sobre el crecimiento de los fibroblastos en cultivo, sin em-
bargo, una concentracion tan elevada como 10 mg/mL de lisina inhibe el crecimiento de
los fibroblastos (*** P < 0’001 comparado con el control).

El andlisis de la viabilidad celular demostré que la lisina sélo reduce la viabilidad de los fibro-
blastos con la concentracién més alta analizada (10 mg/mL) tras 72, 120 y 168 horas de
tratamiento (6'67%, 16°67% y 0% de viabilidad, respectivamente). La tincién con azul Tripan
no aumentd significativamente en las células tratadas con lisina a una concentracién de
0'025-5'00 mg/mL en ningin momento del cultivo analizado (tabla 9.5). Por esta razon, la
concentracion maxima de lisina utilizada en experimentos posteriores fue de 5 mg/mL.
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Tabla 9.5. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los fibroblastos
con diferentes concentraciones de lisina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos + S.D. La Unica concen-
tracion de lisina que altera la viabilidad de los fibroblastos en cultivo es la mas alta (10
mg/mL) a partir de las 72 horas de tratamiento (** P <001, ***P < 0’001, comparado con

el control).

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 8577 88'03 93'87 89'63 90'97 82'93 80'67 90'57

(3'23) (10°83) (6’90) (4'38) (1°00) (4'52) (923)  (10°05)
72 93'93 8890 92'60 92'67 91’60 92'87 94'87 667
(0'91) (3'02) (0'36) (1'91) (310) (3'20) (216)  (11'55)
120 8977 87°80 9177 90°27 9113 6553 9243  16'67**
(2'83) (12'58) (2'64) (5'61) (1'36) (48'75)  (1'58)  (28'87)
168 8947 88’37 90'90 90'37 9317 92'57 94’83  0°00***
(3'06) (1°06) (3'38) (2'82) (0°55) (2°00) (2'26) (0°00)

9.1.7. Efecto de la lisina sobre la produccion de colageno

Con respecto a la produccion de coldgeno en las células tratadas con 0'025 mg/mL de lisina
no existen diferencias significativas comparadas con las células control no tratadas (figura
9.15); sin embargo, a concentraciones mayores (0'05 mg/mL, 0'l mg/mL y 0'S mg/mL), la
produccion de colageno en el medio aumenta significativamente, un 16'34%, un 68'25% y

un 27'99%, respectivamente, en comparacion con las células sin tratamiento de lisina (tabla

9.6).

Tabla 9.6. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
fibroblastos tras el tratamiento con lisina. Los datos represen-

tan la media %
(** P< 001, ** P <0001, comparado con el control).

S.D. de tres experimentos

independientes

[Lisina] ug colageno/10° células % colageno
Control 30215 (13'33) 100°00
0’025 306'46 (11'60) 101'43
0’05 351'53** (17°09) 116’34
0”1 508’38*** (4°30) 168’25
0’5 386'71*** (16'24) 12799
1 240'11** (22'61) 7947
5 137°66*** (4'43) 45'56
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La concentracién més alta de lisina (S mg/mL) provoca una disminucién estadisticamente
significativa en la secrecién de coldgeno por los fibroblastos en cultivo en comparacién con
las células control no tratadas (tabla 9.6 y figura 9.15).
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Figura 9.15. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de fibroblastos de 8 dias tratados con lisina. Los datos
representan la media + la desviacién estandar de tres experimen-

tos independientes (** P < 0’01, *** P < 0’001, comparado con el
control).

9.1.8. Efecto de la isoleucina sobre el crecimiento de los fibroblastos

También hemos estudiado el crecimiento de los fibroblastos con diferentes concentraciones
de isoleucina (0'025-10 mg/mL) en los medios de cultivo midiendo la cantidad de células a
lo largo del tiempo (figura 9.16). Como control utilizamos células cultivadas con medio sin
enriQuecer.

Las concentraciones mas altas de isoleucina (5 y 10 mg/mL) disminuyen ligeramente el
crecimiento de los fibroblastos con respecto a las células no tratadas, aunque esta disminu-
cion en el crecimiento no es estadisticamente significativa (figura 9.16).
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Figura 9.16. Efecto del tratamiento con isoleucina sobre el crecimiento de los fi-
broblastos en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de tres cur-
vas de crecimiento de fibroblastos tratados con isoleucina a una concentraciéon de 0°025;
0°'05; 0'1; 0’5; 1; 5y 10 mg/mL y células no tratadas con isoleucina. El analisis estadisti-
co de los resultados muestra que no existen diferencias en el crecimiento de las células
tratadas con diferentes concentraciones de isoleucina y las células control no tratadas;
sin embargo, parece existir una tendencia a la disminucién del crecimiento celular con
altas dosis de isoleucina (5 y 10 mg/mL).

El método de exclusion de azul Tripan demuestra que la isoleucina reduce la viabilidad celular

solo a la mayor concentracién ensayada (10 mg/mL) tras 168 horas de tratamiento, mientras

qQue la tincién con azul Tripan no aumenta significativamente con el resto de concentraciones

en ningin momento ensayado (tabla 9.7). Por esta razon, la concentracion méxima de isoleu-

cina utilizada en experimentos posteriores fue de 5 mg/mL.

Tabla 9.7. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los fibroblastos
con diferentes concentraciones de isoleucina durante 7 dias. En la tabla se muestra
la media del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos + S.D. El unico trata-
miento que disminuye la viabilidad celular es el de 10 mg/mL de isoleucina (* P < 0’05
comparado con el control).

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 8193 85'13 86’10 7887 85'00 80°30 7110 8353

16'77) (918) (372) (371) (9'79) (8'75)  (2009) (12'95)
72 89'63 8747 8320 86'90 80°00 82’43 7820 70'93
(2'88) (4°33) (16°02) (3'00) (5'29) (965) (1205) (9'57)
120 92’37 84’93 84’93 91’70 92’30 84’97 8560 7770
(3'63) (8'38) (3'81) (3'67) (6'68) (1111)  (493) (1012)
168 90’40 91’57 8820 91'73 84’43 93’77 87’83 72'33*
(6'88) (1'79) (5'53) (4'98) (6'40) (3'97) (4°01) (4'75)
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9.1.9. Efecto de la isoleucina sobre la produccion de colageno

El tratamiento de los fibroblastos de ratén en cultivo con diferentes concentraciones de iso-
leucina (0'025-10 mg/mL) no provoca ninguna alteracion estadisticamente significativa en la
sintesis y secrecion de colageno al medio de cultivo (tabla 9.8 y figura 9.17).

Tabla 9.8. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
fibroblastos con el tratamiento con isoleucina. Los datos repre-
sentan la media = S.D. de tres experimentos independientes. No
se observan diferencias estadisticamente significativas entre los di-
ferentes tratamientos y el control.

[Isoleucina] g colélgeno/106 células % colageno

Control 454°04 (14°99) 100°00
0025 452'37 (10'68) 99'63
005 44204 (19'11) 97°36
01 414°02 (8'87) 9118
0’5 432'21 (13'76) 95’19
1 462’79 (18°56) 101'93
5 493’33 (16°24) 108’65
600+
5004

g colageno/10° células

0 0025 005 01 0'5

Isoleucina (mg/mL)

Figura 9.17. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de fibroblastos de 8 dias tratados con isoleucina. Los
datos representan la media = S.D. de tres experimentos indepen-
dientes. No se observan diferencias estadisticamente significativas
en la cantidad de colageno secretado al medio de cultivo de los fi-
broblastos tratados con diferentes concentraciones de isoleucina.
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9.1.10. Efecto del acido aspartico sobre el crecimiento de los fibroblastos

Se desarrollaron curvas de crecimiento con diferentes concentraciones de écido aspartico
(0'025; 0°05; 0'1; 0'S y | mg/mL) en los medios de cultivo midiendo la cantidad de células
a lo largo del tiempo (figura 9.18). Como control se utilizaron células cultivadas con medio

de cultivo sin enriquecer.

El tratamiento con diferentes concentraciones de dcido aspartico no afecta a la capacidad
de crecimiento de los fibroblastos en cultivo, pues no existen diferencias estadisticamente
significativas entre el crecimiento de las células tratadas y las no tratadas con acido aspartico
(figura 9.18). Podemos concluir que el 4cido aspértico, en concentraciones comprendidas
entre 0'025 y | mg/mL, no afecta a la capacidad de crecimiento de los fibroblastos.

90000

80000- . Control 0
» 70000 ; --4-- 0025 mg/mL Asp
S 60000 | T 0% mynt Ase
E S Vo s —e— 0'1 mg/mL Asp
o 40000- e (RN
2 30000~ Yok fisg
Z 200004

10000~

O I L] I 1 I I T

)
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 9.18. Efecto del tratamiento con acido aspartico sobre el crecimiento de fi-
broblastos de ratén en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de
tres curvas de crecimiento de fibroblastos tratados con acido aspartico a una concentra-
cion de 0°025; 0°05; 0°’1; 0°'5 y 1 mg/mL y células no tratadas con acido aspartico. El ana-
lisis estadistico de los resultados muestra que no existen diferencias significativas en el
crecimiento de las células tratadas con diferentes concentraciones de acido aspartico y
las células control no tratadas.

La viabilidad celular no disminuye significativamente en los fibroblastos tratados con diferen-
tes concentraciones de 4cido aspértico con respecto a la viabilidad de las células no tratadas
(tabla 9.9). Por lo tanto, la adicién de 4cido aspartico al medio de cultivo, hasta una concen-
tracién de | mg/mL, no influye sobre la viabilidad de los fibroblastos de ratén en cultivo.
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Tabla 9.9. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los fibroblastos
con diferentes concentraciones de acido aspartico durante 7 dias. En la tabla se
muestra la media del porcentaje de viabilidad celular de tres experimentos + S.D. No
existen diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular de los fibro-
blastos tratados con acido aspartico y los fibroblastos no tratados.

Tiempo 0’025 0’05 0’1 0’5

(h) Control 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL 1 mg/mL

24 55'00 79'10 75'83 83'83 7817 68'43
(27°84) (21°91) (11°88) (12'80) (5'86) (16'40)

72 7577 89'03 88’33 82'40 8977 84’17
(3'56) (3'16) (5'25) (10'49) (6'94) (321)

120 90’43 89’30 8377 86'37 81°00 9003
(6'31) (12'08) (5'49) (3'58) (1099) (3'67)

168 80'83 8337 86'57 9110 87'60 91'10
(5'40) (5'30) (5'16) (4'92) (4'72) (3'60)

9.1.11. Efecto del acido aspartico sobre la produccion de colageno

El tratamiento con diferentes concentraciones de 4cido aspdrtico no provoca una estimulacion
en la sintesis de coldgeno, exceptuando la concentracion mas baja (0°'025 mg/mL de acido
aspdrtico) Que produce un ligero aumento en la secrecion de colageno al medio de cultivo, de
un 14'72% con respecto a las células control no tratadas (tabla 9.10 y figura 9.19).

Tabla 9.10. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
fibroblastos tras el tratamiento con acido aspartico. Los datos
representan la media * la desviacion estandar de seis experimen-
tos desarrollados por triplicado (* P < 0’05 comparado con el con-
trol).

[Acido aspartico]  ug colageno/1 0°células % colageno

Control 369'37 (8'82) 100'00
0’025 423°75* (2°87) 114’72
0’05 401’67 (36’11) 10874
01 364’79 (8'94) 98'76
0’5 386'25 (18'41) 104’57

1 358’95 (17°02) 97’18

252



Resultados

500+

g
1
-

300+

2004

1004

g colageno/108 células

I 1 1 I I
0 0025 005 01 0'5 1
Acido aspartico (mg/mL)
Figura 9.19. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de fibroblastos de 8 dias tratados con acido aspartico.
Los datos representan la media £ la desviacion estandar de tres

experimentos independientes (* P < 0°'05 comparado con el con-
trol).

9.2. Cultivos primarios de condrocitos

9.2.1. Andlisis morfoldgico de los cultivos primarios de condrocitos

Para cultivar condrocitos utilizamos cuatro articulaciones metacarpofaléngicas de bdvidos de
menos de |2 meses de edad. A partir del raspado y procesado del cartilago de estas articula-
ciones obtenemos una suspension de alrededor de 10° células/mL en 15 mL de medio de
cultivo, que diluimos hasta obtener una concentracién de 15 x 10° células/mL. Estas células
se siembran directamente en el soporte adecuado para realizar el experimento, pues los con-
drocitos no se subcultivan para evitar Que pierdan sus caracteristicas fenotipicas.

Como se observa en las siguientes fotografias, los condrocitos en cultivo son de tamafio
més pequefio que los fibroblastos y de morfologfa poligonal (figura 9.20).

El principal tipo de coldgeno presente en el cartilago hialino y en la matriz extracelular de
los cultivos de condrocitos es el colédgeno tipo Il [249]. De hecho, la produccién de coldgeno
tipo Il por células mesenquimales en cultivo se toma generalmente como una evidencia de la
expresion de un fenotipo condrocitico. Por esta razén, para caracterizar nuestros cultivos de
condrocitos bovinos empleamos un ELISA en sdndwich que utiliza anticuerpos especificos
contra el coldgeno tipo Il (ver resultados ELISA), asi como inmunofluorescencia con anticuer-
pos anti-coldgeno tipo Il (figura 9.21). Esta técnica ha sido utilizada ampliamente por otros
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autores para comprobar si los condrocitos en cultivo en monocapa contintian produciendo
coldgeno tipo Il y durante cuanto tiempo lo hacen [214].

Figura 9.20. Cultivo de condrocitos bovinos de 7 dias tefiido con
Giemsa (objetivo 40x).

Los resultados del ELISA (ver resultados ELISA en este mismo capitulo) y de la inmunofluo-
rescencia demuestran que efectivamente cultivamos condrocitos bovinos, pues las células
producen coldgeno tipo Il (figura 9.21).

Figura 9.21. Tincién de inmunofluorescencia de condrocitos cultiva-
dos en monocapa (objetivo 40x). Las células fueron fijadas y tefiidas
tras 7 dias de cultivo con anticuerpos especificos contra colageno tipo Il.
Las células cultivadas son efectivamente condrocitos pues sintetizan co-
lageno tipo Il.
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9.2.1.1. Efecto de los suplementos de aminoacidos sobre la morfologia de los
condrocitos en cultivo

Con la dosis mas alta de glicina utilizada en este estudio (figura 9.23), la morfologia de los
condrocitos bovinos en cultivo es similar a la de las células sin tratamiento de glicina (figura
9.22). Lo mismo ocurre con las células tratadas con la dosis més alta de prolina (figura 9.24).

Sin embargo, la lisina, a una concentracién de 10 mg/mL, afecta a la morfologfa y capacidad
de proliferacién de los condrocitos en cultivo, pues su nimero decrece y pierden su morfolo-
gia poligonal caracteristica; mientras Que a una concentracién de S mg/mL no existen diferen-
cias apreciables con los cultivos control (figura 9.25).

Figura 9.22. Condrocitos bovinos de 13 dias de cultivo en medio basal. A. Objetivo 10x.
B. Objetivo 40x.

Figura 9.23. Condrocitos bovinos cultivados en presencia de 10
mg/mL de glicina durante 11 dias (objetivo 40x). La morfologia de los
condrocitos tratados con la dosis mas alta de glicina es similar a la de los
condrocitos no tratados (figura 9.22).
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Figura 9.24. Condrocitos bovinos cultivados en presencia de 10
mg/mL de prolina durante 11 dias (objetivo 40x). Como se observa en
la fotografia, la morfologia de los condrocitos tratados con la dosis mas al-
ta de prolina es similar a la de los condrocitos no tratados (figura 9.22).

Figura 9.25. Condrocitos bovinos cultivados en presencia de lisina durante 11 dias. A.
10 mg/mL de lisina (objetivo 40x). B. 5 mg/mL de lisina (objetivo 40x). Como se aprecia
en la fotografia, los condrocitos bovinos cultivados en presencia de 10 mg/mL de lisina (A)
no proliferan adecuadamente y pierden su morfologia poligonal caracteristica. Sin embargo,
esto no ocurre con el tratamiento de 5 mg/mL de lisina (B).

9.2.2. Efecto de la glicina sobre el crecimiento de los condrocitos

Al igual que con los fibroblastos, hemos analizado el crecimiento y la viabilidad de los con-
drocitos tratados con glicina, compardndolos con los de los condrocitos cultivados en medio
sin enriQuecer, para observar si alguna concentracién de este aminodcido provocaba alglin
efecto sobre la capacidad de proliferacion o la viabilidad de los condrocitos en cultivo. Para
ello, se mantuvieron las células con diferentes concentraciones de glicina (0'025-10 mg/mL)
durante 7 dias, evaluando el nimero de células/mL y el porcentaje de viabilidad celular cada
48 horas.

250



Resultados

Los condrocitos bovinos crecen adecuadamente ante la presencia de glicina, incluso a
concentraciones tan elevadas como 10 mg/mL, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre el crecimiento de los condrocitos tratados con glicina y los condrocitos del
grupo control no tratados, a lo largo de los 7 dias del experimento (figura 9.26).

2000004 —=— Control 0
175000~ ---4-- 0025 mg/mL Gly
150000 ---¥--- 0'05 mg/rrL. Gly
é 125000 —+— 0'1 mg/mL Gly
% 100000 --#-- 05 mg/mL Gly
8 750004 - 1 mg/mi. Gly
50000+ 5 mo/rl. Gy
250004 L
0 | T T T T T

1 1
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 9.26. Efecto del tratamiento con glicina sobre el crecimiento de los
condrocitos en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de
dos curvas de crecimiento de condrocitos bovinos tratados con diferentes con-
centraciones de glicina y condrocitos mantenidos en medio basal (Ham'’s F12) sin
enriquecer. El analisis estadistico de los resultados demuestra que no existen di-
ferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos y el gru-
po control. Por lo tanto, podemos concluir que la glicina, incluso a altas concen-
traciones (10 mg/mL), no afecta al crecimiento de los condrocitos en cultivo.

Asimismo, hemos medido la viabilidad de los condrocitos en cultivo, tras su tratamiento con
diferentes concentraciones de glicina durante 7 dias, midiendo la captacion de azul Tripan
con el analizador de viabilidad celular. Se observa que la viabilidad de los condrocitos trata-
dos con glicina durante 7 dias no difiere significativamente de la de los cultivos control (tabla
9.11); es decir, que la glicina a una concentracién de hasta 10 mg/mL no afecta a la viabili-
dad de los condrocitos en cultivo.
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Tabla 9.11. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los condrocitos
con diferentes concentraciones de glicina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de dos experimentos + S.D. Podemos obser-
var que no existen diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular de
los condrocitos tratados con glicina y los condrocitos no tratados.

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 77'50 7000 75'85 7020 84°00 81'30 6800 7215

(1'98)  (10°04)  (5%87)  (806)  (6'93)  (622)  (4'38)  (4'03)
83'35 88'65 80'80 8285 7755 7605 7590  71'90

72 (3'04) (2'33)  (1'41)  (559)  (446)  (1'77)  (933)  (2'69)
120 84°00 8370 8295 8150 7925 8450 8060  80'20

(3'25) (042)  (304)  (1'84)  (B72)  (1'84)  (0'28)  (2'40)
168 76'10 82'90 8120 8050 8265 8390 8250 7305

(7'35) (0'57) 27y (311)  (530)  (0'14)  (0'14)  (8'27)

9.2.3. Efecto de la glicina sobre la produccion de colageno

a) Cuantificacion del colageno tipo Il depositado en la monocapa de células

Hemos determinado la deposicion del colageno tipo Il en la capa de células y en la matriz
mediante un ELISA en sandwich con anticuerpos contra el coldgeno tipo Il (Chondrex Inc.)
(véase capitulo 8).

Para cada experimento hemos utilizado lotes de reactivos diferentes, por lo que es funda-
mental confeccionar una nueva curva de calibrado con cada experimento. Una vez obtenida
esta curva podemos extrapolar los resultados de densidad optica con la concentracién de
coldgeno tipo Il en nuestras muestras.

Cada vez que realizamos un experimento tomamos réplicas de cada muestra, asi como de
los estdndares para comprobar qQue nuestros resultados son reproducibles. Ademas, realiza-
mos cada experimento dos o tres veces. En las graficas se muestran los resultados de las
medias de los experimentos y la desviacion estandar.

Para comprobar si los aminodcidos afadidos al medio de cultivo son capaces de estimular
la sintesis de colageno en los cultivos de condrocitos debemos contar con un cultivo en el
Que no adicionamos ningin aminoécido y sélo crece con el medio de cultivo estandar. A este
cultivo lo denominamos control (control 0).

Tratamiento con glicina 0'025 mg/mL.— La figura 9.27 muestra la produccién de coldgeno
tipo Il a lo largo del tiempo en cultivos de condrocitos bovinos que no han recibido trata-
miento alguno y siempre han crecido con medio Ham F12 estdndar con un 10% de FBS y un
1% de antibidticos (control). En estos cultivos, el contenido de coldgeno tipo Il aumenta
progresivamente desde el comienzo del cultivo hasta el dia 13, momento en el que la canti-
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dad de coldgeno secretado es maxima, con una media de 0°'0535 ug/mL. A partir de este
momento, la cantidad de coldgeno tipo Il secretado comienza a decaer.

En las células tratadas con glicina 0°025 mg/mL los niveles de coldgeno tipo Il también al-
canzan valores méximos en el dia 13 de cultivo, al igual Que ocurre con las células control.
Précticamente no existen diferencias entre la cantidad de coldgeno secretada por las células
tratadas con 0°'025 mg/mL de glicina y las células control que no han recibido tratamiento
alguno (figura 9.27), con una media de 0'060 ug/mL de coldgeno tipo Il el dia 13 cuando se
afiaden 0’025 mg/mL de glicina en el medio de cultivo.

Tratamiento con glicina 0'05 mg/mL.- La cantidad de coldgeno tipo Il secretada por las
células que han sido tratadas con 0'0S mg/mL de glicina es superior a la secretada por las
células control, desde el dia 5 hasta el dia 13 de cultivo (figura 9.28). El aumento en la bio-
sintesis y secrecion de colageno se observa ya desde comienzos del cultivo y alcanza su pun-
to maximo en el dia 13 de cultivo, con una media de coldgeno tipo Il de 0'0795 ug/mL.

Tratamiento con glicina 01 mg/mL.— También existe una mayor biosintesis y secrecion de
colageno tipo Il a lo largo del tiempo en las células tratadas con 0'l mg/mL de glicina con
respecto a las células control no tratadas. Ademas, la produccién de coldgeno tipo Il se pro-
longa un poco més en el tiempo cuando las células reciben un tratamiento de 0"l mg/mL de
glicina, no decayendo la produccién de coldgeno tras el dia 13 de cultivo y alcanzando una
media de coldgeno tipo Il de 0'1045 ug/mL el dia 15 de cultivo (figura 9.29).

Tratamiento con glicina 0’5 mg/mL.- En este caso también hay una gran diferencia entre la
produccion de coldgeno de las células tratadas con 0'S mg/mL de glicina y las no tratadas
(figura 9.30). El valor més alto en la produccion de coldgeno tipo Il también se alcanza en el
dia 13 de cultivo con una media de colageno tipo Il producido de 0'0935 ug/mL.

Tratamiento con glicina 1 mg/mL.- Con este tratamiento los condrocitos sintetizan también
més colageno que el control (figura 9.31), alcanzando un valor maximo hacia los dias 13 y
IS de cultivo de 0'0735-0'0745 ug/mL.

Tratamiento con glicina 5 mg/mL.— La adicion de 5 mg/mL de glicina al medio de cultivo
no provoca ninglin efecto sobre la sintesis y secrecion de coldgeno tipo Il por los condrocitos
en cultivo (figura 9.32), siendo el valor maximo de coldgeno tipo Il producido de 0'0645
ug/mL el dia 13, que no representa ninguna diferencia significativa con el control, aunque si
se aprecian diferencias estadisticamente significativas el dia 15 de cultivo (figura 9.32).

Tratamiento con glicina 10 mg/mL.- En los cultivos de condrocitos tratados con 10 mg/mL
de glicina a lo largo del tiempo no se observa estimulacién de la sintesis y secrecion de cola-
geno tipo Il (figura 9.33), sino una disminucién en la produccion de coldgeno.
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Figura 9.27. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’025 mg/mL de glici-
na. Los condrocitos fueron cultivados a una concentracion de 15° célu-
las/mL en una placa de 24 pocillos. El ELISA se desarrollé en la capa de
células con los anticuerpos apropiados descritos en la seccién de material
y métodos. Los resultados muestran el contenido de colageno tipo Il en la
capa de células tratadas con 0’025 mg/mL de glicina y en células cultiva-
das con medio basal a lo largo del tiempo, y representan la media % la
desviacion estandar de cinco preparaciones desarrolladas por duplicado.
Obsérvese que practicamente no existe un incremento en la sintesis de
colageno tipo Il en las muestras tratadas con 0°'025 mg/mL de glicina con
respecto a las células control, excepto tras 15 dias de cultivo (* P < 0°'05

comparado con el control).
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Figura 9.28. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0°05 mg/mL de glicina.
Se representa el contenido de colageno tipo Il en la capa de células trata-
das con 0'05 mg/mL de glicina y en células cultivadas con medio estandar
sin enriquecer a lo largo del tiempo. Como se puede observar, la sintesis
de colageno tipo Il es superior en los cultivos de condrocitos tratados con
glicina que en los condrocitos que ha crecido en medio basal (* P < 0’05,

*** P < 0’001, comparado con el control).
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Figura 9.29. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’1 mg/mL de glicina.
La adicidon de 0’1 mg/mL de glicina a los condrocitos en cultivo estimula la
produccién de colageno tipo Il a lo largo del tiempo, con respecto a las cé-
lulas control no tratadas con glicina (** P < 0’01, *** P < 0’001, comparado
con el control).
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Figura 9.30. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’5 mg/mL de glicina.
Se observa una estimulacion de la sintesis de colageno tipo Il en los culti-
vos de condrocitos tratados con 0’5 mg/mL de glicina frente a los condro-
citos no tratados (** P <001, *** P < 0’001, comparado con el control).
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Figura 9.31. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 1 mg/mL de glicina. La
glicina a una concentracion de 1 mg/mL estimula la sintesis de colageno
en los cultivos de condrocitos bovinos (*** P < 0’001 comparado con el
control).
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Figura 9.32. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 5 mg/mL de glicina. La
biosintesis y secrecion de colageno tipo Il por los condrocitos bovinos tra-
tados con 5 mg/mL de glicina no es significativamente diferente de la de
los condrocitos control no tratados (** P < 0’01 comparado con el control).
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Figura 9.33. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 10 mg/mL de glicina. El
tratamiento de los condrocitos bovinos con 10 mg/mL de glicina no provo-
ca ningun aumento en la produccién de colageno tipo Il (** P < 0’01 com-
parado con el control).

Los resultados muestran una acumulacion progresiva de coldgeno tipo Il en los cultivos de
condrocitos bovinos. Esta sintesis y deposicion de coldgeno tipo Il es estimulada por algunas
concentraciones de glicina, concretamente por las concentraciones intermedias (0'0S mg/mL,
0'l mg/mL, 0'S mg/mL y | mg/mL). Mientras que la concentracién més baja (0'025 mg/mL)
y las més altas (5 y 10 mg/mL) no estimulan la sintesis de coldgeno tipo II.

Tabla 9.12. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
condrocitos de 13 dias tras el tratamiento con glicina. Los da-
tos representan la media + S.D. de dos experimentos independien-
tes. Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de
colageno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P <005, ** P <001, comparado con el control).

[Glicina] ug colageno/mL % colageno

Control 0’054 100’00
0025 0’060 1111
0’05 0'080* 14815
01 0°089* 164°81
0’5 0°094* 17407

1 0073 13518

5 0’065 120°37
10 0’056 103’70
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En la mayoria de los casos la produccién méxima de coldgeno se produce el dia 13 de
cultivo, que supondria el fin del periodo de estimulacion. En este momento del cultivo se
produce mds colageno con concentraciones intermedias de glicina, entre 0'05 y 0'S mg/mL
(tabla 9.12 y figura 9.34).

0.10- * %
0.09- E

0.08-
0.07-
0.06-
0.054
0.04-
0.034
0.02-
0.014
0.00-

colageno tipo Il (zg/mL)

0 0025 005 01 0's 1 5 10
Glicina (mg/mL)
Figura 9.34. Secrecion de colageno tipo Il medida en la monocapa de
cultivos de condrocitos bovinos de 13 dias tras el tratamiento con
glicina. Los datos representan la media + SD de ocho preparaciones de

condrocitos desarrolladas por duplicado (*P < 0’05, ** P < 0’01, compara-
do con el control).

b) Cuantificacion del colageno secretado al medio de cultivo

La cuantificacion del coldgeno producido por los condrocitos bovinos y secretado al medio
de cultivo se llevd a cabo mediante el ensayo colorimétrico basado en el colorante rojo Sirio
(Biocolor Ltd) (véase capitulo 8). Al usar esta técnica, es importante confeccionar una nueva
curva de calibrado cada vez que se cambie de lote de reactivos.

Las medidas se desarrollan en cultivos por triplicado. En las graficas se muestran las me-
dias de los experimentos y la desviacion estandar.

Como siempre, para contrastar el efecto de la adicién de aminoécidos al medio de cultivo,
debemos tener un cultivo control Que no se enriquece con ninglin aminodcido y crece con
medio basal.

A los tres dias de iniciar el tratamiento de los condrocitos bovinos en cultivo con diferen-
tes concentraciones de glicina observamos que el coldgeno secretado al medio de cultivo ha
aumentado significativamente sélo en los cultivos tratados glicina 0" 1 mg/mL, un 37°70% més
de coldgeno que en los cultivos control, mientras que las concentraciones més altas del ami-
nodcido (5 y 10 mg/mL) ejercen un efecto negativo sobre la sintesis y secrecion de coldgeno
al medio (tabla 9.13 y figura 9.35).
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Tabla 9.13. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con glicina. Los datos
representan la media + S.D. de tres experimentos independientes.
Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de co-
lageno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P <005, ** P <001, comparado con el control).

[Glicina] wug colageno/mL % colageno

Control 7749 10000
0'025 96’60 124’66
005 101'78 131’34
01 106°70* 137°70
0’5 8591 110’86
1 67'97 87’71
5 39'23* 50’62
10 25'39** 32'76
1204 *
1104
100+
904

colageno (ug/mL)

0 0025 005 01 0'5 1

Glicina (mg/mL)

Figura 9.35. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con glicina. Los datos
representan la media + S.D. de tres experimentos. (* P < 0'05,
** P <001, comparado con el control).

Alos 13 dias de cultivo seguimos observando el mismo comportamiento (tabla 9.14 y figura
9.36). Una concentracién de 0"l mg/mL de glicina ejerce un efecto positivo sobre la sintesis
de coldgeno soluble, mientras que la concentracion més alta (10 mg/mL) disminuye mucho la
sintesis de coldgeno.
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Tabla 9.14. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con glicina. Los da-
tos representan la media + S.D. de tres experimentos independien-
tes. Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de
coldgeno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P <005, *** P <0001, comparado con el control).

[Glicina] ug colageno/mL % colageno

Control 60'86 100°00
0025 60'04 98'65
005 6169 10136
01 89'36* 146'83
05 7411 12177
1 7243 119'01
5 4276 7026
10 1242+ 20'41
110+ *
1004
904
g 804
=5 70+
< 60-
2 504
[+H]
g 40
S 304
20+ sk
104
0-

0 0025 005 0" 0'5 1 5 10
Glicina (mg/mL)
Figura 9.36. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con glicina. Los da-
tos representan la media + la desviacion estandar de tres experi-

mentos independientes (* P < 0’05, *** P < 0’001, comparado con
el control).

9.2.4. Efecto de la prolina sobre el crecimiento de los condrocitos

Las diferentes concentraciones de prolina utilizadas en este estudio no afectan al crecimiento
de los condrocitos bovinos en cultivo pues no se observan diferencias estadisticamente signi-
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ficativas en el crecimiento de las células tratadas y el grupo control no tratado con prolina
(figura 9.37).

200000+
—=— Control 0
- -~ 01025 mg/mL Pro
150000 T I ——"
- o
E i —+— 0" mg/mL Pro
§ 100000 g o 05 mgimL Pro
3 3 & 1 mg/nL Pro
50000- 5 mg/mL Pro
--%-- 10 mg/nL Pro
0 I I 1

1 I 1 1 I
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)

Figura 9.37. Efecto del tratamiento con prolina sobre el crecimiento de los con-
drocitos en cultivo. En la grafica se muestran los valores medios + S.D. de dos curvas
de crecimiento de condrocitos tratados con diferentes concentraciones de prolina. La-
prolina no afecta al crecimiento de los condrocitos en cultivo.

En cuanto al andlisis de la viabilidad celular, observamos que el tratamiento de los condroci-
tos bovinos en cultivo con diferentes concentraciones de prolina (0°'025-10 mg/mL) no afecta
a la viabilidad de estas células (tabla 9.15).

Tabla 9.15. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los condrocitos
con diferentes concentraciones de prolina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de dos experimentos + S.D. No existen dife-
rencias estadisticamente significativas entre la viabilidad de las células tratadas con pro-
lina y las células control no tratadas.

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 49'60 25'40 28’20 45’75 79'80 61'35 61'90 4775

(39'88) (7°64) (7°21) (1°91) (2'83) (16°05) (11°46)  (3'18)
72 56'30 67'85 83’30 77'85 83'90 70'90 86’15 70’40

(523) (1'63)  (7'50)  (304)  (325) (11'88) (7'85) (14'71)
120 50’40 8315 81’35 8255 8360 7900 7930  79'90

(19°94)  (148)  (742)  (898)  (707)  (0'14) (1046) (481)
89'90 89'35 7870 9135 84’35 8375 8250 8320

168 (311)  (262)  (1188) (106)  (7'85)  (0'64)  (269)  (6'36)
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9.2.5. Efecto de la prolina sobre la produccion de colageno

a) Cuantificacion del colageno tipo Il depositado en la monocapa de células

Tratamiento con prolina 0'025 mg/mL.— La adicion de 0'025 mg/mL de prolina al medio
de cultivo provoca una estimulacion en la biosintesis de coldgeno desde los primeros dias de
cultivo (figura 9.38). Esta estimulacién alcanza el maximo el dia 13 con un valor medio de
0'0905 ug/mL.

Tratamiento con prolina 0°05 mg/mL.— La prolina a una concentracién de 0'05 mg/mL
también estimula la biosintesis y secrecion de coldgeno tipo I, pero en este caso la diferencia
en la produccion de coldgeno entre las células tratadas y las células control sélo se hace pa-
tente en el dia 13 de cultivo (figura 9.39), momento en el que alcanza una producciéon media
de 0107 pg/mL.

Tratamiento con prolina 01 mg/mL.- La cantidad de coldgeno tipo Il secretado es superior
en los condrocitos tratados con 0"l mg/mL de prolina Que en las células control no tratadas,
esta diferencia se acentta hacia el final del periodo de cultivo (figura 9.40), alcanzando un
valor maximo de 0"l ug/mL de coldgeno el dia 15 de cultivo.

Tratamiento con prolina 0’5 mg/mL.— La prolina continGia estimulando la produccién de
colageno tipo Il con una concentracién de 0'S mg/mL (figura 9.41) y esa estimulacion pare-
ce mantenerse en el tiempo con respecto a los cultivos control.

Tratamiento con prolina 1 mg/mL.— Sigue existiendo una estimulacion en la biosintesis de
coldgeno tipo Il con la adicién de prolina I mg/mL en el medio de cultivo (figura 9.42).

Tratamiento con prolina 5 mg/mL.— Con 5 mg/mL de prolina en el medio de cultivo no
existen diferencias significativas entre la cantidad de coldgeno tipo Il sintetizado por las célu-
las tratadas y las células control no tratadas (figura 9.43).

Tratamiento con prolina 10 mg/mL.— Las concentraciones altas de prolina no estimulan la
biosintesis ni la secrecion de coldgeno tipo Il (figura 9.44).
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0.12+ —a— Control 0

—8— (025 g/ Fro

0.10+ ook

0.084 Ak

0.064

0.044

0.024
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1 3 5 7 9 11 13 15 17
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Figura 9.38. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’025 mg/mL de proli-
na. La prolina a una concentracién de 0’025 mg/mL provoca una estimu-
lacion en la biosintesis de colageno tipo Il por los condrocitos en cultivo
(*** P <0001 comparado con el control).

0.12+ —=a— Control 0
s

—— (]
o 005 mg/rrl. Pro

0.084
ke

0.06+

0.044

colageno tipo Il (xg/mL)

0.024

Ooel ) ) L) ) ) L) ) 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17

Dias de cultivo

Figura 9.39. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’05 mg/mL de prolina.
La prolina a una concentracion de 0'05 mg/mL estimula la biosintesis y
secrecion de colageno tipo Il en el dia 13 de cultivo (** P < 001,
*** P < 0’001 comparado con el grupo control).
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0.124

0.104 ook

%k —a&— Control 0
0.08-
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0.06+
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1 3 5 T 9 11 13 15 17
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Figura 9.40. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’1 mg/mL de prolina.
La biosintesis y secrecidon de colageno tipo Il por los condrocitos bovinos
resulta estimulada mediante la adicion de 0’1 mg/mL de prolina, ademas
la estimulaciéon maxima se produce el dia 15 de cultivo (* P < 005,
*** P < 0’001, comparado con el control).

0.12+

0.104 —&— Control 0

ook
*hk —s— 0’5 g/ Fro
0.084

0.06
A

0.044 L

colageno tipo Il {ug/mL)

0.024

O'Uoi LN D D I R B |
1 3 5 7 9 11 13 15 17

Dias de cultivo

Figura 9.41. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’5 mg/mL de prolina.
La adicion de 0’5 mg/mL de prolina al medio de cultivo provoca una esti-
mulacion en la biosintesis y secrecién de colageno tipo Il por los condroci-
tos bovinos en cultivo (** P < 0’01, *** P < 0’001, comparado con el con-
trol).

270



Resultados

0.12-
T 0.0
£
B
X 0.084
2 0.06-
=
2
£ 0.04-
f=2]
2
G 0.02-
(2]

0.00

—&— Control 0
ook
—a— 1 g/l Pro

T T T T T
3 5 7 29 N

Dias de cultivo

T T 1
13 15 17

Figura 9.42. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 1 mg/mL de prolina. La
prolina, a una concentraciéon de 1 mg/mL, estimula la sintesis de colageno
tipo 1l en los cultivos de condrocitos bovinos (* P < 0’05, *** P < 0’001,
comparado con el control).
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Figura 9.43. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 5 mg/mL de prolina. En
este caso, el tratamiento de los condrocitos con 5 mg/ml de prolina no es-
timula la sintesis y secrecion de colageno tipo Il.
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Figura 9.44. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 10 mg/mL de prolina. Al
igual que en el caso anterior, la concentracién de 10 mg/mL de prolina no

estimula la sintesis de colageno tipo Il por los condrocitos bovinos en cul-
tivo.

Al igual que ocurre con la glicina, el efecto de las distintas concentraciones de prolina sobre
la biosintesis de coldgeno tipo Il por los condrocitos bovinos en cultivo a lo largo del tiempo
es una funcion optimizable (figuras 9.38-9.44). La prolina estimula la biosintesis y secrecion
de colageno tipo Il desde una concentracion de 0'025 mg/mL hasta | mg/mL. Sin embargo,
las concentraciones més altas de 5 y 10 mg/mL dejan de provocar este efecto.

Tabla 9.16. Biosintesis y secrecion de colageno en cultivos de
condrocitos de 13 dias tras el tratamiento con prolina. Los da-
tos representan la media + S.D. de dos experimentos independien-
tes. Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de
colageno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P<005, *** P <0001, comparado con el control).

[Prolina] pug colageno/mL % colageno

Control 0’054 100°00
0025 0’087*** 161’11
0’05 0°107*** 198’15
01 0’080*** 14815
0’5 0’086™** 159'26
1 0’066* 122'22
5 0’044 8148
10 0044 8148
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En la tabla 9.16 y la figura 9.45 se muestra la produccién de coldgeno en el dia de maxi-
ma estimulacion con distintas concentraciones de prolina. Las concentraciones de 0'025-0'5
mg/mL de prolina provocan una clara estimulacién en la biosintesis de coldgeno tipo Il con
respecto al control negativo.
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0.094 I
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Figura 9.45 Secrecion de colageno tipo Il medida en la mono-
capa de cultivos de condrocitos bovinos de 13 dias tras el tra-
tamiento con prolina. Los datos representan la media + la des-
viacién estandar de ocho preparaciones de condrocitos desarrolla-
das por duplicado (* P < 0’05, *** P < 0’001, comparado con el con-
trol).

b) Cuantificacion del colageno secretado al medio de cultivo

El efecto de la prolina sobre la sintesis y secrecién de colageno al medio en los cultivos de
condrocitos es mucho mds sutil que el de la glicina. A los 3 dias de cultivo no existen dife-
rencias estadisticamente significativas entre la secrecion de coldgeno en los cultivos control y
la secrecion en cultivos tratados con prolina (tabla 9.17 y figura 9.46). Tienen qQue transcurrir
varios dias de cultivo y tratamiento con prolina para Que se vea algun efecto sobre la secre-
cion de coldgeno al medio de cultivo; a los 13 dias de cultivo se observa un incremento en la
sintesis de coldgeno de los cultivos de condrocitos tratados con 0’05 y 0’ mg/mL de prolina
(del 46'88% y el 55'59%, respectivamente) (tabla 9.18 y figura 9.47).
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Tabla 9.17. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con prolina. Los da-
tos representan la media + S.D. de tres experimentos independien-

tes.
[Prolina] pug colageno/mL % colageno
Control 6711 100’00
0’025 6911 102’98
0’05 7110 105’94
01 58'99 8790
0’5 59'40 88’51
1 6125 9127
5 49'03 7306
10 50'57 75'35
90+
804
_. 704
1
£ 604
o
< 504
E 40-
8 304
o
© 204
10
04

0 0025 005 01 0% 1 5 10

Prolina (mg/mL)

Figura 9.46. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con prolina. Los da-
tos representan la media + S.D. de tres experimentos independien-
tes. Como se puede observar no existen diferencias estadistica-
mente significativas entre los diferentes tratamientos y el control.
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Tabla 9.18. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con prolina. Los da-
tos representan la media + S.D. de tres experimentos independien-
tes. Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de
coldgeno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P < 0’05 comparado con el control).

[Prolina] pg colageno/mL % colageno

Control 60'86 100°00
0'025 7297 119'90
0'05 89'39* 146'88
01 94°69* 155’59
05 8764 14400
1 86'08 141°44
5 81'86 134’50
10 7496 12317
110~ #
100- *

colageno (ug/mL)

0 0025 005 01 0% 1 5 10

Prolina (mg/mL)

Figura 9.47. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con prolina. Los da-
tos representan la media + S.D. de tress experimentos indepen-
dientes. El tratamiento de los condrocitos en cultivo con 0°'05 y 0’1
mg/mL de prolina durante 13 dias provoca una estimulacion de la
sintesis de colageno (* P < 0’05 comparado con el control).

9.2.6. Efecto de la lisina sobre el crecimiento de los condrocitos

En este caso, al igual que ocurria con los cultivos de fibroblastos de raton, el tratamiento con
lisina no afecta a la capacidad de crecimiento de los condrocitos, excepto con la concentra-
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cién mas elevada del aminoacido (10 mg/mL) que afecta negativamente al crecimiento celular,
pues se observan diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de células de los
cultivos tratados con 10 mg/mL de lisina y el de los cultivos control sin tratar (figura 9.48).
La cantidad de células/mL disminuye drasticamente a partir de las 120 horas en tratamiento
con 10 mg/mL de lisina. Sin embargo, el resto de concentraciones del aminoécido no provo-
can ningln efecto sobre el crecimiento de los condrocitos en cultivo.

200000- —%— Control 0
175000+ I -—&-- 0025 mg/mL Lys
150000- ¥~ 005 mg/rr Lys

:'g 125000 —e— 01 mginL Lys

£ 100000- e 05 gL Lys

S 75000- g L

50000~ Bt kys
25000~ “y-1anoniiie
0 T . T T T

I I 1 I
0 24 48 72 96 120 144 168 192
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Figura 9.48. Efecto del tratamiento con lisina sobre el crecimiento de los condroci-
tos bovinos en cultivo. En la grafica se representa la media de dos curvas de creci-
miento de condrocitos tratados con diferentes concentraciones de lisina y células no tra-
tadas con lisina durante 7 dias. Se puede observar que la lisina no afecta al crecimiento
de los condrocitos, excepto a concentraciones tan altas como 10 mg/mL (* P < 0’05,
*** P < 0’001, comparado con el control)

En cuanto al andlisis de la viabilidad celular, se comprobé que la lisina no afecta a la viabilidad
de los condrocitos bovinos en cultivo (tabla 9.19).

Tabla 9.19. Resultados de viabilidad celular tras el tratamiento de los condrocitos
con diferentes concentraciones de lisina durante 7 dias. En la tabla se muestra la
media del porcentaje de viabilidad celular de dos experimentos + S.D.

Tiempo | Control 0’025 0’05 0’1 0’5 1 5 10
(h) 0 mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
24 69'70 7340 59'40 74°85 59'80 61'35 7025 50°00

@24)  (1740)  (2206)  (22'70)  (17'54) (16'05)  (940)  (0'00)
8375 84'95 85’75 7000 7720 5990 7785 5220

72 (728)  (15'91)  (11°81)  (4'67)  (311)  (4'81) (7'71) (2234)

120 83'95 8125 79'50 8395 8005 8280 7950 84’85
(0'50) (0'35)  (509)  (219)  (0'92)  (6'36)  (269)  (7'99)

168 80'90 77'80 75'90 8415 8520 7515 8405 6695

©71) (594)  (1301)  (346)  (042)  (205) (332)  (7'85)
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9.2.7. Efecto de la lisina sobre la produccion de colageno

a) Cuantificacion del colageno tipo Il depositado en la monocapa de células

Tratamiento con lisina 0025 mg/mL.— Los niveles de coldgeno tipo Il siguen alcanzando
valores méximos el dia 13 de cultivo, con estimulacion de la sintesis y secrecion ante el tra-
tamiento de los condrocitos con 0'025 mg/mL de lisina frente a los condrocitos no tratados
con el aminodcido (figura 9.49).

Tratamiento con lisina 005 mg/mL.- La adicion de 0'0S mg/mL de lisina en el medio de
cultivo de condrocitos estimula la sintesis y secrecién de coldgeno tipo Il desde comienzos

del cultivo, con un maximo en la produccién de colageno tipo Il el dia 13 de cultivo (figura
9.50).

Tratamiento con lisina 01 mg/mL.— También se observa una estimulacion en la sintesis de
colageno al afiadir 0’| mg/mL de lisina en el medio de cultivo de condrocitos (figura 9.51).

Tratamiento con lisina 0’5 mg/mL.- La secrecion de coldgeno tipo Il aumenta en los estadi-
os iniciales del cultivo con respecto a las células control Que no reciben tratamiento alguno
(figura 9.52); sin embargo, el tratamiento prolongado con 0'S mg/mL de lisina parece provo-
car una disminucion en la secrecion de coldgeno tipo I1.
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Figura 9.49. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’025 mg/mL de lisina.
Los resultados muestran el contenido de colageno tipo Il en la capa de cé-
lulas tratadas con 0’025 mg/mL de lisina y en células cultivadas con medio
basal a lo largo del tiempo, y representan la media + la desviacién estan-
dar de cinco preparaciones desarrolladas por duplicado. Obsérvese que
existe un ligero aumento en la sintesis de colageno tipo Il en las muestras
tratadas con 0'025 mg/mL de lisina con respecto a las células control
(** P <001, *** P <0001, comparado con el control).
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Tratamiento con lisina 1 mg/mL.— La adicién de | mg/mL de lisina al medio de cultivo no
estimula la biosintesis y secrecion de colageno tipo Il por los condrocitos con respecto a los
cultivos control no tratados con lisina (figura 9.53).

Tratamiento con lisina 5 mg/mL.— Una concentracion alta de lisina (5 mg/mL) disminuye la

sintesis de coldgeno tipo Il e incluso acaba inhibiéndola finalizando la produccién de coldge-
no el dfa I I de cultivo (figura 9.54).
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Figura 9.50. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0°05 mg/mL de lisina.
Como puede observarse en la grafica, el tratamiento de los condrocitos
con 0’05 mg/mL de lisina provoca una estimulacion en la sintesis y secre-
cion de colageno tipo Il, siendo esta estimulacion maxima el dia 13 de cul-
tivo (* P < 0’05, *** P < 0’001, comparado con el control).
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Figura 9.51. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’1 mg/mL de lisina. La
lisina a una concentracion de 0’1 mg/mL estimula la sintesis y secrecién
de colageno tipo Il en los condrocitos bovinos en cultivo (** P < 0’01,
*** P < 0’001, comparado con el control).

278



Resultados

0.12+

0.10+
—&— 0 g/l

0.084 —s— 05y

0.064
oo L

0.04+4

0.02+

colageno tipo Il (ug/mL)

0.004= T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15 17

Dias de cultivo

Figura 9.52. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 0’5 mg/mL de lisina. La
lisina a 0’5 mg/mL estimula la sintesis de colageno tipo Il durante los 11
primeros dias de cultivo, mientras que la produccién de colageno des-
ciende a partir del dia 11 con respecto al control (* P < 005,
*** P < 0’001, comparado con el control).
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Figura 9.53. Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 1 mg/mL de lisina. La
adicion de lisina a una concentracion de 1 mg/mL al medio de cultivo no
estimula la produccién de colageno tipo Il por los condrocitos en cultivo
(* P < 0’05 comparado con el control).
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Figura 9.54 Biosintesis de colageno tipo Il a lo largo del tiempo en
cultivos de condrocitos bovinos tratados con 5 mg/mL de lisina. El
tratamiento de los condrocitos con 5 mg/mL de lisina provoca una dismi-
nucion en la secrecion de colageno tipo Il (** P < 0’01 comparado con el

control).

Los resultados muestran una acumulacién progresiva de coldgeno tipo Il en los cultivos de
condrocitos bovinos. Como puede observarse en las figuras 9.49-9.54, la lisina estimula la
biosintesis de coldgeno tipo II desde una concentracion de 0'025 mg/mL hasta 0°S mg/mL,
mientras Que las concentraciones més altas (I y S mg/mL) provocan un descenso en la pro-

duccién de colageno tipo Il con respecto a los cultivos control.

En la tabla 9.20 y la figura 9.55 se muestra la produccién de coldgeno en el dia de méxi-
ma estimulacion con distintas concentraciones de lisina. Las concentraciones dentro del inter-
valo de 0'025-0"5 mg/mL de lisina provocan una clara estimulacion en la biosintesis de cold-

geno tipo Il con respecto al control.

Tabla 9.20. Biosintesis y secreciéon de colageno en cultivos de condroci-
tos de 13 dias tras el tratamiento con lisina. Los datos representan la me-
dia £ S.D. de dos experimentos independientes. Ademas, se muestra el in-
cremento producido en la sintesis de colageno como porcentaje de colageno
con respecto al control (** P < 0’01, *** P < 0’001 comparado con el control).

[Lisina] pg colageno/mL % colageno

Control 0054
0’025 0'079**
0’05 0’112**
01 0’072
0’5 0’050
1 0042
5 0’000***

100'00
147°30
207°41
133’33
92’59
7778

000
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Figura 9.55. Secrecion de colageno tipo Il medida en la monocapa de culti-
vos de condrocitos bovinos de 13 dias tras el tratamiento con lisina. Los da-
tos representan la media + la desviacion estandar de siete preparaciones de
condrocitos desarrolladas por duplicado (** P < 0’01, *** P < 0’001, comparado
con el control). El tratamiento con las dosis mas bajas de lisina (0°'025 y 0’05
mg/mL) estimula la sintesis de colageno, mientras que las dosis mas altas (5

mg/mL y 10 mg/mL —no representada en la grafica—) inhiben totalmente la sinte-
sis de colageno.

b) Cuantificacion del colageno secretado al medio de cultivo

La cuantificacién del colédgeno producido y secretado por los condrocitos en cultivo nos indi-
ca que la lisina no estimula la biosintesis del coldgeno soluble. A los tres dias de cultivo no
ejerce ninguna influencia sobre la biosintesis de coldgeno, sélo la concentraciéon més alta (5
mg/mL) inhibe la produccion de coldgeno con respecto al control (tabla 9.21 y figura 9.56).
A medida que transcurre el tiempo de cultivo en tratamiento con lisina, también las dosis més
bajas de este aminoacido ejercen un efecto inhibidor de la sintesis de colageno soluble en los
cultivos de condrocitos bovinos (tabla 9.22 y figura 9.57).
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Tabla 9.21. Biosintesis y secreciéon de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con lisina. Los datos
representan la media + S.D. de tress experimentos independientes.
Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de co-
lageno como porcentaje de colageno con respecto al control
(* P < 0’05 comparado con el control).

[Lisina] pg colageno/mL % colageno

Control 60’86 100°00
0025 66’77 109'71
0’05 6090 100'06
01 52’15 85'69
0’5 52,15 85'69

1 51°40 84’46

5 36'68" 6027

754

50+

254

colageno (ug/mL)

0 0'025 005 01 0'5

Lisina (mg/mL)
Figura 9.56. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 3 dias tratados con lisina. Los datos

representan la media = S.D. de tres experimentos independientes
(* P < 0’05 comparado con el control).
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Tabla 9.22. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con lisina. Los datos
representan la media + S.D. de tres experimentos independientes.
Ademas, se muestra el incremento producido en la sintesis de co-
lageno como porcentaje de colageno con respecto al control (*
P <005, *** P <0001, comparado con el control).

[Lisina] ug colageno/mL % colageno

Control 7749 100°00
0’025 69'95 90'27
0’05 7201 92'93
01 64'66* 83’44
0’5 68'17* 87'98
1 55'29*** 7135
5 41'51*** 53’57
80+
*
704 *
g 60 sk
S 904 sk
3
o 404
s
o 304
E
8 204
104
0-
0 0'025 005 01 05 1 5

Lisina (mg/mL)

Figura 9.57. Biosintesis y secrecion de colageno al medio de
cultivo de condrocitos de 13 dias tratados con lisina. Los datos
representan la media * la desviacién estandar de tres experimen-
tos independientes (* P < 0’05, *** P < 0’001, comparado con el
control).

9.3. Estudio nutricional llevado a cabo en el Instituto del
Metabolismo Celular (IMC)

En estrecha colaboracion con el trabajo de esta Tesis, y basdndose en los resultados expues-
tos aqui, en el Instituto del Metabolismo Celular hemos llevado a cabo un proyecto de inves-
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tigacion nutricional sobre el efecto de la glicina usado como suplemento nutricional para
combatir la artrosis, osteoporosis, lesiones fisicas, y otros problemas relacionados con el
deterioro de la estructura mecanica del cuerpo, incluyendo varios casos de implantes denta-
rios, degeneracion de encias, y un caso de osteogénesis imperfecta.

Los resultados presentados aqui corresponden a un primer grupo experimental de 600
personas (347 mujeres y 253 hombres) de edades comprendidas entre 4 y 85 afios,
afectados por diferentes enfermedades y lesiones fisicas, Que participaron voluntariamente en
esta investigacion. La tabla 9.23 muestra la lista completa de enfermedades, y el niimero total
de pacientes afectados con cada una. La figura 9.58 muestra la distribucion de edades en el
grupo total, y en los afectados por los dos problemas mayoritarios de los pacientes: artrosis y
lesiones fisicas.

Todas estas personas participaron voluntariamente en esta investigacion. El fundamento
del tratamiento fue explicado con todo el detalle necesario de modo que todos pudieran
entenderlo. Todos convinieron en dar cuenta periddicamente de los resultados relatando los
cambios que pudiesen notar en los sintomas, y sometiéndose a las pruebas analiticas que
fuesen precisas, para el correcto seguimiento de cada enfermedad, asi como a dejar de tomar
analgésicos o antiinflamatorios cuando viesen que les desaparecia el dolor. Muchos pacientes
afectados con artrosis y lesiones fisicas habfan seguido un tratamiento con sulfato de
glucosamina, y todos ellos declararon que ese tratamiento no les habia producido ningln
resultado beneficioso.

La glicina es un producto autorizado para el consumo humano como aditivo alimentario.
La glicina usada en estos experimentos fue suministrada por la compafiia Quimijpur (Madrid),
con el grado de calidad de adiitivo alimentario (productos que satisfacen las especificaciones
indicadas en el codigo alimentario y en las disposiciones legales que regulan la calidad de los
productos Que pueden usarse como aditivos nutricionales en Espafia y en la Comunidad
Europea), para el consumo humano.

La dosificacion normal recomendada por los protocolos del IMC a los pacientes era en
principio de 10 gramos de glicina. Esta dosis se ha deducido de nuestros resultados descritos
en el capitulo 7, y su ingesta se repartia en dos tomas de 5 gramos cada una, por la mafiana
después del desayuno, y por la noche, después de cena; la glicina podia tomarse disuelta en
leche, yogur, jugo de naranja, o cualquier otro vehiculo similar; la glicina es facilmente
soluble, y tiene un gusto agradable, ligeramente dulce.

La toxicidad de la glicina se ha determinado en numerosos estudios, siendo en rata la
dosis toxica de 7'93 g/kg, lo que equivale a 555 g en una dosis Unica para una persona de
70 kg de peso, es decir, 110 veces superior a la dosis recomendada en los protocolos del
IMC. En realidad, la glicina es uno de los productos menos toxicos presentes en el
metabolismo, y asi se ha usado como nutriente natural de células en situaciones de extrema
debilidad, llegando incluso a dosis de 90-120 gramos en un periodo de dos horas sin que
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aparezcan sintomas de toxicidad. Puede, pues, administrarse sin problemas en las dosis
citadas de 5 gramos dos veces al dia. La lisina y la prolina son también productos de muy baja
toxicidad, practicamente equivalente a la de la glicina.

Los resultados han estado muy claros: todos los pacientes han visto reducidos o
eliminados sus dolores; y pueden doblar otra vez las articulaciones sin dolor. En algunos
casos, las deformaciones en los dedos también se han reparado y algunos de ellos estdn
recuperando su forma normal. A continuacién presentamos un breve resumen de los
resultados mas destacables.

Artrosis y artritis. La artrosis y varias clases de artritis fueron las enfermedades mas fre-
cuentes de este grupo, afectando a un total de 378 pacientes, de entre 20 y 85 afios de
edad, estando la mayorfa de ellos entre 40 y 65 afos, y siendo 46 de ellos mayores de 60
afios (véase la tabla 9.23). El nimero de mujeres de este grupo era aproximadamente el do-
ble Que de hombres. Los dafios especificos eran diferentes en cada caso, pero entre todos
cubrian précticamente todas las posibilidades: articulaciones interfaldngicas con nodos de
Heberden y de Bouchard, mufecas, hombros, codos, cuello, columna vertebral, caderas,
rodillas, tobillos y pies. Muchos de ellos tenian dolores severos desde hacia afios y estaban
sometidos a tratamiento con analgésicos y antiinflamatorios. Algunos de ellos también habian
sido tratados con sulfato del glucosamina. El tratamiento con glicina demostré para ser eficaz
en todos los casos, en un periodo de entre dos semanas y cuatro meses, segun la edad de la
persona y la naturaleza de la articulacién. La mayoria de los pacientes menores de 40 afios
notd una clara mejoria en las primeras semanas del tratamiento, mientras ue algunos de mds
de 60 afios necesitaron més de cuatro meses para ver los primeros resultados, después de
este tiempo, la mejora aumentd hasta la recuperacion total y la pérdida total de dolor en
todas las articulaciones dafadas, sin tomar ninglin medicamento analgésico o antiinflamatorio.

Lesiones fisicas. 320 pacientes tenfan lesiones fisicas. Estos incluyen a deportistas
profesionales y aficionados, nifios, personas adultas que habian tenido un accidente hacia
varios afos, etc. Algunos de ellos habian sido prescritos con el tratamiento de glucosamina
sin resultados apreciables en ninglin caso. Con el tratamiento de glicina, todos consiguieron
ver resueltos sus problemas en pocas semanas, incluso aunque algunos de ellos llevaban 40
afios padeciéndolos. En general, los jovenes de menos de 30 afios de edad se recuperaron en
un tiempo medio de dos semanas, mientras Que en los mayores de 40 afios la recuperacion
fue mas lenta. Es también importante indicar que, en general, la reparacién de lesiones fue
més rapida que la de la artrosis, aunque la mayoria de estas lesiones se habian producido
varios afios antes del tratamiento, y se habian intentado reparar quirdrgicamente sin éxito.

Osteoporosis. En este grupo habia 65 casos, todas mujeres, con un diagndstico bien
documentado, que presentaban una pérdida de masa 6sea entre el 5 y el 20%. En varios
meses bajo tratamiento de glicina todas recuperaron los valores normales o mejoraron
sensiblemente su situacion. Estos resultados demuestran que la causa principal de la
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osteoporosis Que se pensé inicialmente ue era debida a la deficiencia del calcio, podria ser
més bien debida a una deficiencia de glicina, como materia prima bésica para la sintesis de
coldgeno, que constituye el soporte orgdnico donde han de alojarse los depdsitos 6seos de
calcio.

Dientes débiles y problemas de las encias. Este estudio incluyd 146 casos de pacientes

con problemas de dientes y de encias, tales como dolores permanentes de dientes, dientes
débiles, encias sangrantes y alta tendencia a padecer caries. El tiempo de tratamiento
necesario para conseguir resultados apreciables fue diferente en cada caso, segn el tipo y la
gravedad del problema. En algunos casos se obtuvieron resultados a las dos semanas de
tratamiento, mientras Que otros requirieron hasta dos afios. Hubo varios casos de pacientes
mayores de 50 afios, que habfan sufrido estos problemas durante toda la vida, con
hemorragias continuas en las encias cada vez que se cepillaban los dientes, y también con
caries frecuentes. Todos estos problemas desaparecieron después de un tiempo de
tratamiento de entre seis meses y un afio. Estos resultados a largo plazo demuestran que
algunas partes del cuerpo tienen una regeneraciéon muy lenta, pero también demuestran que
muchas partes del cuerpo pueden regenerarse incluso a esta edad.

Ortodoncia. 27 pacientes del grupo mencionado en el pérrafo anterior estaban bajo
tratamiento de ortodoncia y al unir ese tratamiento al nuestro de glicina se obtuvieron unos
resultados mucho mejores de lo habitual, y en mucho menos tiempo, segln declaraciones de
los dentistas que los trataban.

Anemia. 96 pacientes de los 600 de este estudio este grupo padecian algin tipo de
anemia, de las cuales, la méds frecuente era la anemia ferropénica (deficiencia del hierro). El
tratamiento de glicina también demostré ser eficaz en todos estos casos. Estos resultados
demuestran que algunas clases de anemia consideradas inicialmente como deficiencia de
hierro podrian deberse mds bien a una deficiencia de glicina, Que puede hacer dificil la
sintesis de porfirinas, segtin hemos explicado en el capitulo 7.

Voz. 27 personas de este grupo padecian voz fatigada, y este problema también fue
mejorado en todos los casos. El tiempo medio para conseguir este resultado fue entre dos y
cuatro meses, siempre menor en personas jovenes. Asi, podemos concluir ue las cuerdas
vocales pueden ser uno de los érganos beneficiados mas directamente por este tratamiento.
La ingesta de glicina deberia ser habitual en los profesionales cuyo trabajo dependa de su
voz, tales como los profesores, los actores y los cantantes.

Problemas de audicién. 20 pacientes tenian diversos problemas de audicién, algunos de
ellos muy severos. Los resultados después del tratamiento con glicina demuestraron mejoras
en la mayoria de ellos.

Asma y otros problemas del pulmén. En este grupo habia 31 casos con problemas de

pulmon, la mayoria de ellos asma. El tratamiento con glicina también demostro ser eficaz en
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la mayoria de ellos. Varios de los casos eran chicos y chicas jévenes de 10-15 afios de edad,
Que padecian frecuentes crisis de respiracion ruidosa, no pudiendo practicar deportes, ni
correr, y con grandes dificultades para subir la ladera de un monte, una escalera larga, o
incluso una rampa, teniendo que estar con frecuencia bajo tratamiento de corticosteroides.
Después de 30-60 dias de tratamiento con glicina, las crisis de asma fueron mucho menos
frecuentes, y durante los primeros meses del tratamiento, cuando era necesario, el
tratamiento de corticosteroides no hubo que prolongarlo mas de un dia. Después de cinco
meses de tratamiento con glicina no volvieron a aparecer crisis importantes de asma, incluso
en la llegada de la primavera que es la estacion mds dura para los qQue padecen esta
enfermedad. En este grupo habia también varios adultos con el mismo problema, y todos
mejoraron.

Piel: problemas de pigmentacion y lentigo. Después de pocas semanas de tratamiento,

muchas personas notificaron espontdneamente (sin Que se les hubiese hablado de ello), dos
resultados sobre su piel: (a) mejora de la suavidad y del brillo, asi como la reparacion de
grietas; (b) mejora de problemas en la pigmentacion de la piel, incluyendo el lentigo que se
vi6 reducido. Muchos pacientes que estaban bajo otro programa del IMC para reducir peso
consiguieron resultados muy buenos en la adaptacion de la piel al nuevo volumen del cuerpo
con el tratamiento de glicina. También fue notable la recuperacién de la piel dafiada con
estrfas y arrugas.

Unas. Los 137 casos de ufias débiles o fragiles fueron mejorados claramente, lo que
demuestra que el origen de muchos problemas de las ufias se deben a una debilidad en el
lecho de la piel.

Ademis, en el grupo de pacientes aquejados de dolencias en las articulaciones se hicieron
varios ensayos complementarios, cada uno en un grupo de 30 pacientes Que aceptaron
voluntariamente someterse a estas pruebas, dando los siguientes resultados:

() La interrupcion del tratamiento en 50 pacientes (entre 20 y 65 afios) provoco la
reaparicion del dolor en las articulaciones después de algunas semanas. Con la vuelta al
tratamiento, el dolor fue eliminado otra vez después de un tiempo medio de dos semanas de
tratamiento.

(b) La reduccion de la dosis de glicina a la mitad (4-5 g/dia), después de varios meses de
tratamiento, con el fin de comprobar la dosis éptima, provocé una regresion moderada al
dolor en los pacientes que tenian dolencias més graves; estos dolores remitieron de nuevo al
retornar a la dosis inicial (10 g/dia).

(c) El cambio de glicina por prolina en la misma dosis ocasiond la reaparicion de los
sintomas en la mayoria de los casos.

(d) En los pacientes con dolores que no habian remitido con el tratamiento de glicina, la
ingesta adicional de prolina 5 g/dia no produjo ninguna mejoria.
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(e) En los pacientes con dolores Que no habian remitido con el tratamiento de glicina, la
ingesta adicional de lisina 5 g/dia produjo la desaparicion de dolores que no se habian
conseguido eliminar s6lo con la administracion de glicina.

En ningln caso se produjeron resultados negativos. Todos los pacientes tratados notaron
una mejoria clara en las manifestaciones de la enfermedad, y la mayoria de ellos declararon
Que los dolores habian desaparecido definitivamente en todas las partes afectadas. Por otra
parte, ninglin paciente se quejo por la sensacion de efectos adversos; ninguno menciond
algiin problema géstrico o intestinal, o mareos o cualquier otra sensacién inconveniente, lo
Que suele ocurrir en algunos tratamientos prolongados. Es importante insistir en Que todos
los pacientes Que se sometieron a este tratamiento fueron dejando el uso de analgésicos y
antiinflamatorios a medida que advertian la mejoria de su salud. Por lo tanto, las mejorias
observadas se deben estrictamente a la regresion de la enfermedad, no la ocultacién de sus
sintomas macroscopicos.

Asi, este estudio demuestra que con la ingesta de glicina como aditivo nutricional en la
dosis indicada se consigue una mejoria significativa en las enfermedades mencionadas, lo-
grando que desaparezca el dolor sin necesidad de analgésicos. Los resultados son permanen-
tes y se recomienda mantener el suplemento de glicina en la dieta, de igual forma que se
recomienda, por ejemplo, mantener la ingesta de vitaminas para combatir y evitar los proble-
mas carenciales correspondientes. Asi, los resultados presentados aqui demuestran empirica-
mente —corroborando nuestras conclusiones teéricas— que la glicina debe considerarse como
alimento esencial, ya que el organismo no tiene suficiente capacidad para producirla, y tam-
poco hay suficiente cantidad en la dieta; por lo tanto, tiene que ser agregado diariamente
para evitar las enfermedades degenerativas y la debilidad de las articulaciones mencionadas
aqQui, y también para acelerar y mejorar la reparacion de lesiones deportivas, asi como para
prevenirlas. Se ha presentado la solicitud de la patente de uso de la glicina para estos resulta-
dos [262] y en la actualidad estamos preparando una segunda patente incluyendo el uso de la
lisina y su combinacién con glicina [263].

La conclusion de este estudio es que la glicina, administrada en dosis de 10 gramos dia-
rios repartidos en dos tomas de S g cada una, por la mafiana con el desayuno y por la noche
con la cena, produce una mejoria general de estas dolencias en un plazo de tiempo que, en la
mayoria de los casos, estd entre dos semanas y cuatro meses. El enriquecimiento adicional de
la dieta con lisina en cantidades de entre 2°5 y 50 gramos diarios ocasiona una notable me-
joria en los casos mds resistentes al tratamiento con glicina exclusivamente. La administracion
de prolina no ha producido resultados dignos de mencién.
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Tabla 9.23. Lista completa de casos con enfermedades dege-
nerativas y otros problemas en el grupo de 600 pacientes que
participaron en este estudio. Dado que muchos pacientes tenian
varios problemas diferentes, el niumero total de afecciones fue mu-
cho mayor que el numero total de personas. Algunos problemas
con pocos casos documentados, tales como osteogénesis imper-
fecta, no estan incluidos en esta lista.

Enfermedad/problema Numero de casos
Artrosis y artritis 378
Lesiones fisicas 320
Piel débil y psoriasis 150
Dientes y encias débiles 146
Ufias débiles y fragiles 137
Anemia 96
Osteoporosis 65
Hernia discal 63
Exceso de colesterol 54
Asma 31
Cuerdas vocales, voz fatigada 27
Problemas de oido 20
Infertilidad 12
Total de casos 1499
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Figura 9.58. Edad de los primeros 600 pacientes que han participado en
esta investigacion, y edad de los dos grupos principales: afectado por
artrosis y por lesiones fisicas. La edad media en todos era alrededor 45 afios.
Obsérvese que habia una cantidad importante de personas menores de 30 afios
con artrosis. El tratamiento con glicina tuvo éxito en todos los casos, para la
artrosis y para lesiones fisicas, tanto en mujeres como en hombres de cualquier
edad, aunque la respuesta fue mas rapida en los pacientes con menos de 55
afos, y muy rapida en los menores de 45 afios. Los mismos resultados fueron
obtenidos en la reparacion de lesiones fisicas.
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Capitulo 10

Discusion

La Tesis principal Que defendemos en este trabajo es que el problema central de la degenera-
cion del cartilago —origen del problema artrésico— es un fallo en la sintesis del coldgeno. En
este sentido, varios autores [82,98-100,103,105,107,109,110,114] ya han descrito que la
degradacion del colageno del cartilago es un proceso central en el desarrollo de la artrosis y
una de las primeras alteraciones de la enfermedad. Otros grupos ya han sugerido que si se
pudiera prevenir el dafio al coldgeno y promover su reparacion, serfa posible que el cartilago
se reparara a si mismo, ya Que este tejido tiene una gran capacidad para renovar los proteo-
glicanos de la matriz extracelular [98,127].

Dentro de este mismo trabajo defendemos también que el problema de la sintesis de co-
l4geno no se debe a problemas de regulacién o desequilibrio entre sintesis y degradacion,
sino simplemente a la carencia de aminoécidos esenciales.

Asi, para empezar, el primer paso fue una revision del concepto de aminodcidos esencia-
les. Desde la definicion de los ocho esenciales clasicos (valina, leucina, isoleucina, treonina,
metionina, lisina, fenilalanina y triptéfano) hasta la actualidad se habfan acumulado evidencias
de que la lista debia ampliarse, y se habia sugerido que a esa lista habria que afadir la tirosi-
na, la cisteina, la histidina y la arginina. En este punto se advierte Que hay buen consenso
entre los especialistas, y también se habfa hecho alguna alusién aislada a la glicina, indicando
Que podria ser conveniente afiadirla a la dieta en ciertos casos.

Puesto que se habia llegado a estas conclusiones con estudios empiricos era preciso acep-
tarlas, aunque no se dispusiese de un fundamento tedrico que pudiese justificarlas todas. En
particular, quedaba por explicar la necesidad de arginina, cuando el organismo humano —y
todos los mamiferos— fabrican grandes cantidades de arginina diariamente, como intermedia-
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rio del ciclo de la urea. Sobre la glicina no habia ning(n indicio teérico que pudiese justificar
su necesidad y, por ello, los datos empiricos no parecian tener mucha consistencia. La glicina
siempre se ha considerado un tipico aminodcido no esencial y no se le ha dedicado especial
atencion.

Asi, nuestra primera tarea en este trabajo ha sido revisar la organizacion y el disefio de las
rutas biosintéticas de estos aminoécidos tratando de encontrar los motivos tedricos Que pu-
diesen dar cuenta de esta situacion. El primer resultado qQue nos interesa destacar aqui es el
caso de la arginina. Para ello nos basamos en el trabajo del grupo de Luisa Raijman, quien al
demostrar la existencia y funcionalidad del channelling en el ciclo de la urea, en el cual la
arginina estd completamente encerrada en la ruta, sin posibilidad de intercambio con el me-
dio, nos proporciona una buena explicacién del fenémeno. En sus trabajos, Luisa Raijman no
concluye claramente que la arginina sea un aminodcido esencial, aunque hace algunas alusio-
nes al respecto. Sin embargo, en el V/I/ Congreso Hispano-Luso de Biofisica, celebrado en
Tenerife, en el afio 2002, tuvimos oportunidad de hacerle a Luisa Raijman esa pregunta di-
rectamente y nos contestd que si, Que salvo una pequefa capacidad del rifion y el intestino
para fabricar arginina (sin Quedar comprometida en el ciclo de la urea), el organismo humano
no tenia suficiente capacidad para fabricarla, y por tanto sus necesidades debian ser cubiertas
mayoritariamente por la dieta.

El caso de la glicina —tema central de esta Tesis— es diferente. En la bibliograffa no habia
indicios tedricos o experimentales que pudiesen orientarnos para resolver el problema. El
estudio tedrico Que presentamos en el capitulo 7 de esta Tesis da una clara explicacién al
problema, cuya conclusion debe ser que la glicina debe considerarse un aminoécido esencial.
Presentamos ademds un célculo de las necesidades reales, cuyo resultado es que, por lo ge-
neral, el organismo humano estd padeciendo un déficit de este aminodcido. La conclusion
inevitable es que la dieta debe suplementarse diariamente con este aminodcido.

Con este resultado es muy tentador pensar Que esa carencia de glicina podria ser preci-
samente la causa de la artrosis. La artrosis, considerada hasta el momento una enfermedad
degenerativa no dejara de serlo con nuestro resultado, pero podriamos tener una explicacion
de la causa de la degeneracion del cartilago, asi como de otros procesos degenerativos que
pudiesen igualmente relacionarse con el papel del coldgeno en los diferentes tejidos. Asi,
hemos de llegar a la conclusion, que es la proposicion central de esta Tesis, de que la artro-
sis, y una posiblemente extensa serie de enfermedades degenerativas, en las Que se observan
problemas de construccién y regeneracién de la matriz extracelular, deberian considerarse
enfermedades carenciales, principalmente por deficiencia de glicina, y que esa deficiencia
puede compensarse desde la dieta, sin mds que enriquecerla con la cantidad necesaria de
glicina.

Esta investigacion no podia quedarse ahi, evidentemente. Era preciso comprobar esta con-
clusion, y para ello habia que recorrer varios caminos. Los més obvios eran comprobar el
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resultado de enriquecer la dieta de esa forma y estudiar el efecto de la glicina sobre la sintesis
de colageno.

La parte experimental de esta Tesis ha consistido en desarrollar modelos experimentales
de cultivos de células productoras de coldgeno a fin de poder comprobar el efecto de la glici-
na y de otros aminodcidos sobre la sintesis de colageno, tanto en el tejido conjuntivo como
en el cartilago articular. Los modelos experimentales que hemos desarrollado han sido culti-
vos de fibroblastos y de condrocitos haciendo un seguimiento muy completo de su crecimien-
to y de su capacidad de sintesis de coldgeno. Para ello tuvimos que poner a punto todas las
técnicas necesarias, ya Que ésta era la primera vez Que se incorporaba este tipo de trabajo a
nuestro grupo de investigacion. El desarrollo de todas estas técnicas, incluido el montaje del
laboratorio especifico y la puesta a punto de todo lo necesario nos ha llevado la mayor parte
de nuestro tiempo. Hemos tenido éxito en este desarrollo y en la actualidad, como resultado
de este trabajo, nuestro grupo de investigacion cuenta con toda esta tecnologia, que ahora
contintia con nuevos trabajos de investigacion en esta linea. También los resultados tedricos
tienen su continuacion. En este campo, nuestro grupo de investigacion tenia ya mucha expe-
riencia, pero nuestro trabajo ha abierto la linea de los estudios tedricos del metabolismo de
los aminodcidos, Que era un campo Que no habfamos explorado antes.

Nuestro trabajo experimental ha consistido en estudiar la influencia de los aminodcidos
mds necesarios para la sintesis del coldgeno (glicina, prolina y lisina) en los dos modelos ex-
perimentales mencionados: fibroblastos de raton y condrocitos articulares bovinos. Hemos
cultivado las células con medio estdndar y hemos comparado su actividad cuando crecian en
esos medios, y cuando esos medios los hemos enriquecido con los aminoécidos objeto de
nuestro interés.

Seleccion de los tres aminoacidos estudiados

Los tres aminodcidos seleccionados para nuestro estudio son glicina, prolina y lisina. El crite-
rio para su eleccion se basa en nuestro estudio tedrico previo, expuesto en el capitulo 7, y en
los datos estructurales del coldgeno, expuestos en el capitulo 1. Nuestro estudio tedrico
demuestra que la glicina es un aminoécido esencial, cuya necesidad se hace especialmente
importante en la sintesis de coldgeno. Hemos seleccionado la lisina por ser un aminoécido
clasica y correctamente reconocido como estrictamente esencial, y cuya concentracion tam-
bién debe ser critica en la sintesis de coldgeno debido a las reacciones de hidroxilacién co-
mentadas en el capitulo I. Finalmente, hemos seleccionado la prolina por ser el segundo
aminodcido mds abundante en el coldgeno, después de la glicina, jugar un papel relevante
como sustrato de hidroxilaciones, siendo, sin embargo, un aminodcido no esencial. Como
controles para evaluar estos efectos hemos investigado también la influencia de otros dos
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aminodcidos: la isoleucina, también esencial, pero cuyo gasto es menor, y el 4cido aspartico,
no esencial y también con menor presencia en la estructura del coldgeno.

La necesidad de concentraciones 6ptimas de los aminoécidos en el proceso de biosintesis
puede ser critica para la correcta fabricacion del coldgeno. Ciertos resultados obtenidos por
diversos autores con anterioridad a este trabajo nos llevan a pensar que la velocidad de sinte-
sis del coldgeno puede desempefiar un papel critico para Que se consiga la estructura correc-
ta de la proteina. Una velocidad lenta podria ocasionar un exceso de hidroxilaciones, mientras
Que una velocidad excesivamente rdpida podria producir menos. Es, pues, previsible que haya
una velocidad 6ptima en la cual influirdn obviamente, entre otras variables, la disponibilidad
de los sustratos. La escasez de un sustrato (el aminoacil-tRNA que corresponda) no produci-
rd —o no deberfa producir— una codificacién incorrecta de la proteina con el consiguiente
error de traduccion, pero sin duda provocard una lentitud en el proceso, y esto puede afectar
a la correcta realizacion de las hidroxilaciones, que son el proceso inmediatamente posterior
de modificacién covalente.

Los resultados muestran qQue el enriquecimiento del medio de cultivo con los tres aminoa-
cidos seleccionados favorece la sintesis del coldgeno, tanto en fibroblastos como en condroci-
tos. Los resultados especificos del efecto de cada aminoécido estan expuestos con detalle en
el capitulo 9, y en la tabla 10.1 presentamos un resumen de los datos mas destacables.

Si nos mantenemos en los limites del rango fisiolégico, con una concentracién de 5°S
mg/100 mL (méximo normal de ese rango), la glicina produce un aumento del 27% en los
fibroblastos y del 48% en los condrocitos, considerablemente mayor que el Que producen los
otros dos aminodcidos en los fibroblastos, pero del mismo orden de los otros dos en los
condrocitos.

En los cultivos de fibroblastos, el enriquecimiento del medio con cualquiera de los tres
aminodcidos seleccionados aumenta claramente la sintesis de coldgeno. La glicina, a una
concentracion de 5'S mg/100 mL provoca un aumento del 27%, que llega a ser del 43% con
8 mg/100 mL. Este efecto se observa también con la adicion de prolina y de lisina al medio.
Los efectos de la prolina y de la lisina llegan a ser mayores, con maximos del 96% para la
prolina y del 68% para la lisina. Sin embargo, aunque la glicina Quedaria en tercer lugar, ejer-
ce su efecto maximo dentro del rango de concentraciones fisiolégicas, mientras que las con-
centraciones de lisina y de prolina Que producen el mayor efecto quedan fuera de ese rango,
por lo que no pueden tenerse en cuenta por estar lejos de la realidad. El efecto de la prolina
dentro del rango fisioldgico es muy pobre: un aumento de tan sélo un 12%. El efecto mayor
de la lisina se produce a una concentracion de 22 mg/100 mL, muy lejos del rango fisiologi-
co; con una concentracion menor (16 mg/100 mL), pero atn el triple del limite fisioldgico, la
lisina s6lo produce un aumento del 16%. Para Que se produzca un aumento con la lisina hay
Que salir del rango fisioldgico, mientras que el efecto de la glicina, siempre dentro de ese
rango es realmente dramético.
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Tabla 10.1. Efecto de los aminoacidos sobre la sintesis de colageno. Concentracio-
nes de los aminoacidos afiadidos en los medios de cultivo, y resultados de estas adicio-
nes sobre la sintesis de colageno por los fibroblastos y los condrocitos. En la tabla se
muestra también el rango de concentracion de los aminoacidos en sangre, que pueden
considerarse las concentraciones fisiologicas (entre 1 y 6 mg/100 mL aproximadamen-
te), y el porcentaje de cada aminoécido en la estructura del colageno. La isoleucina y el
acido aspartico se usaron como controles para evaluar el efecto de los tres aminoacidos
seleccionados. Ninguno de los dos produjo efectos significativos sobre la sintesis de co-
lageno en el mismo rango de concentraciones.

Fibroblastos (Colageno Tipo I) Condrocitos (Colageno Tipo Il)

Maximo* Aumento’ Medio* | Maximo* Aumento’ Medio* | Sangre’ | Colageno"
Glicina 5'5-8'0 27-43% 3 5'5-11 48-65% 075 0'8-5'4 33’3
Prolina 5-10 12-96% 0 5'5-8'5 61-98% 365 1'5-5'7 12’8
Lisina 16-22 16-68% 116 6'0-8'5 47-107% 345 1'4-5'8 27
Isoleucina - 0 10’5 039 0'7-4'2 10
Aspartico - 0 0 133 0'01-0'30 2'5

*Intervalo de concentraciones del aminoacido (mg/100 mL) que produce el maximo efecto (suma de
la cantidad que habia en el medio mas la afiadida).

T Maximo aumento en la sintesis de colageno que se produce con la concentracion del aminoacido
sefialada en la columna anterior.

* Concentracion del aminoacido en el medio de cultivo estandar sin enriquecer (mg/100 mL).

*Rango normal de concentracién del amino&cido en sangre (mg/100 mL), que puede considerarse el
valor normal de su concentracion fisiolégica [216].

T Porcentaje del aminoacido en la composicion del colageno tipo | [216].

Debemos concluir, por tanto, que estos experimentos demuestran la necesidad de glicina, y
la necesidad de que la concentracion de glicina se encuentre en los valores mas altos del
rango fisiol6gico. La respuesta del sistema al aumento de la concentracién de glicina demues-
tra la necesidad que tiene el sistema de este aminoécido, y los valores en los que este ami-
noécido ejerce su accion maxima demuestran Que ese rango fisiolgico deberia mantenerse en
sus niveles mas altos, o que la sintesis de coldgeno funcionara mejor si conseguimos llevar la
concentracion de glicina a esos niveles.

Optimizacion de la sintesis de colageno

El efecto individual de cada uno de los tres aminodcidos seleccionados para nuestro estudio
(glicina, prolina y lisina) sobre la actividad de los fibroblastos y los condrocitos en la fabrica-
cién de colageno estd mostrado en las tres series de figuras en el capitulo 9: figuras 9.11,
9.13 y 9.15 para el coldgeno tipo | de los fibroblastos; figuras 9.34, 9.45 y 9.55 para el
coldgeno tipo Il de la matriz de los condrocitos. En todos estos casos, la funcién de la pro-
duccién de coldgeno frente a la concentracién del aminodcido presenta un méximo, dando la
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concentracion del aminoécido con la Que se consigue la mdxima produccién de coldgeno. Las
concentraciones tanto inferiores como superiores a esa concentracién rinden resultados mds
bajos. Este efecto no se observa en los aminoécidos usados como control: isoleucina (figura
9.17) y acido aspértico (figura 9.19) en el intervalo de concentraciones ensayadas, mostrando
Que el enriquecimiento del medio con esos dos aminoécidos no produce variaciones significa-
tivas en la sintesis de colageno.

Las curvas de glicina, prolina y lisina, Que muestran Que una concentracion determinada
de un aminoécido produce un efecto méximo, reflejan las correspondientes funciones de
optimizacién, y demuestran por tanto Que la sintesis de coldgeno es una funcién optimizable
con respecto a las concentraciones de estos tres aminodcidos en ambos tipos de células, y
para todos los tipos de coldgeno estudiados.

Estos efectos muestran Que las concentraciones de estos tres aminodcidos desempefian un
papel especialmente relevante en el proceso de sintesis de colageno. Estas curvas, Que son
equivalentes a las de velocidad de reaccion frente a concentracion de sustrato, no tienen el
tipico aspecto de las de saturacion, Que son siempre asintéticas, sino funciones tipicas de
optimizacién con un maximo. Lo qQue hace Que estas curvas sean especialmente interesantes
es Que en la mayor parte de los casos hay un maximo claro (no una meseta), y la zona de
decaimiento, tras el madximo, estd dentro del intervalo de concentraciones fisiolégicas. Se
trata, por tanto, de curvas de optimizacion reales, muy diferentes de una cinética de inhibi-
cién por el sustrato, cuyo efecto sélo se advierte a concentraciones muy por encima de las
normales Que ocurren en el metabolismo, y después de una meseta mas o menos extensa.

Los datos de las funciones de optimizacion estan recogidos en la tabla 10.1. Las concen-
traciones de aminodcidos que dan los valores maximos estan en el limite, o algo mas alla, del
rango de concentraciones consideradas fisioldgicas. El rango fisiologico suele estar entre 1'0
y 5’5 mg/100 mL y los maximos se encuentran en el limite. La sintesis de coldgeno necesita,
pues, Que las concentraciones de estos aminodcidos se mantengan dentro de los margenes
altos de ese rango. Si, por el contrario, estamos en la zona baja, con concentraciones del
orden de 0°5-2'0 mg/100 mL, la sintesis de coldgeno ocurrird en condiciones precarias y
esto podria afectar no sélo a la velocidad de sintesis, Que podria ser extremadamente lenta,
sino incluso a su calidad.

En efecto, como anotabamos al principio de este capitulo, pensamos que hay indicios Que
sugieren que la velocidad de sintesis del coldgeno puede tener una influencia decisiva en la
fabricacion de la molécula con su correcta estructura covalente. El motivo fundamental de
esta hipétesis es que los puntos de hidroxilacién no ocupan posiciones fijas en la molécula,
sino que son un determinado porcentaje distribuido al parecer con cierta aleatoriedad; esto
sugiere Que las reacciones de hidroxilacién —su frecuencia y sus posiciones— son el resultado
estadistico de la actividad de las enzimas que lo hacen. En tal caso, la velocidad de sintesis
debe desempefiar un papel critico en el proceso puesto que tiene Que haber una coordina-
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cién entre las actividades de las enzimas que llevan a cabo la biosintesis de la cadena polipep-
tidica, y las hidroxilasas responsables de las posteriores modificaciones covalentes. Y debe-
mos insistir, en este punto, en el cardcter real de nuestros resultados (las funciones de opti-
mizacién) ya Que se han obtenido con células vivas en un medio que simula el liquido intersti-
cial, obteniéndose los maximos con unas concentraciones de aminoacidos Que estan dentro
del rango fisioldgico. El hecho de que los tres aminoécidos, cuya disponibilidad consideramos
més critica para el proceso de sintesis de coldgeno, produzcan funciones de optimizacién
pensamos que es un dato Que contribuye a reafirmar esa hipotesis.

Efectos y concentraciones de los aminoacidos

Los tres aminodcidos seleccionados (glicina, prolina y lisina) producen un aumento claramente
significativo de sintesis de coldgeno en los dos tipos de células, pero el efecto de la glicina es
el mayor de los tres dentro de los limites en la concentracion fisiolégica (5 mg/100 mL).

En el rango de concentraciones fisiol6gicas (1-5 mg/100 mL) el efecto de la glicina es cla-
ramente el mds importante, como puede verse en la figura 10.1, pues el efecto principal de
los otros dos (lisina y prolina) queda fuera de ese rango (10 mg/mL). Si nos mantenemos
dentro de los limites del rango fisiolégico (hasta 5'S mg/100 mlL) el efecto de la glicina es
realmente el tnico importante. Es importante insistir en Que el efecto positivo Que producen
estos tres aminodcidos (glicina, lisina y prolina) sobre la sintesis de colageno no es general.
No cualquier aminodcido es capaz de provocar una respuesta igual, como lo demuestran los
resultados de la isoleucina y el acido aspartico.

Estos resultados nos dan la confirmacién empirica de los resultados demostrados en el es-
tudio tedrico: la glicina es un aminoécido esencial y, puesto que es preciso enriquecer el
medio de cultivo para que los fibroblastos puedan sintetizar coldgeno en condiciones 6pti-
mas, hemos de concluir también, que deberia ser igualmente conveniente enriquecer la dieta
con este aminodcido, como medida preventiva, e incluso terapéutica, en todas aquellas do-
lencias y problemas de salud que puedan estar relacionadas con una deficiencia en la funcién
fisiolégica del coldgeno.
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% de aumento

Control Glicina Lisina Pralina

Figura 10.1. Efecto de los tres aminoacidos mas necesarios para la
estructura del colageno en la concentracion fisiologica (5 mg/100
mL), activando la sintesis de colageno por los fibroblastos. La acti-
vacion que ejerce la glicina es mucho mayor que la de los restantes,
poniendo de manifiesto su necesidad para el buen funcionamiento del
sistema y, de ahi, la necesidad de enriquecer el medio y la dieta con
este aminoacido.

Tratamiento de la artrosis con glucosamina

El tratamiento clasico farmacolédgico de la artrosis se hace con antiinflamatorios inhibidores
de la enzima COX2, incluyendo los mds comunes (aspirina, paracetamol) y otros que se
anuncian como més especificos, tales como diclofenaco (voltarén) o el ibuprofeno, aunque es
sabido que estos productos no combaten realmente la artrosis, sino sus sintomas. Por otra
parte, como hemos mencionado en el capitulo 3, se han intentado tratamientos alternativos
entre los qQue destaca la glucosamina qQue se presenta en diversos preparados, como Xicil,
Cartisorb o Hespercorbin. La glucosamina se suele administrar en forma de sales, como clo-
ruro o sulfato, de las cuales la segunda es la més comun, y también se han probado otros
compuestos como el condroitin sulfato. La glucosamina se administra oralmente, con una
dosis media de 1'S g/dia, o en inyectables de 250-400 mg/dia. El condroitin sulfato se admi-
nistra siempre por via oral, en dosis similares a la glucosamina. Es importante sefialar que
todos estos productos no son medicamentos, sino nutrientes, también llamados nutracéuti-
Cos.

La informaci6n publicada reportando resultados del tratamiento de la artrosis con gluco-
samina se remonta a 40 afnos atras [264]. Desde entonces hasta la actualidad se han hecho
muchos ensayos clinicos investigando el posible efecto de la glucosamina. La cantidad de
trabajos que se han publicado sobre el tema es enorme', siendo sin duda éste uno de los

' Por ejemplo, en la base de datos bibliograficos de Internet PubMed, la llamada de “glucosa-
mine” genera 1.580 referencias, muchas de las cuales —quiza la mayoria— reportan resultados
positivos, aunque también hay un ndmero importante de articulos que desmienten esos resul-
tados.
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productos més ensayados en este campo, y quizd el Que mds resultados contradictorios ha
producido.

Un gran ndmero de esos trabajos, muchos de ellos publicados en buenas revistas, conclu-
yen claramente que la glucosamina produce buenos resultados, mejorando los sintomas de la
artrosis (en especial la de rodilla) y de ciertos tipos de artritis. Por ejemplo, el trabajo de Qiu
et al. [265] describe un estudio en una muestra aleatoria de doble ciego con placebo con
142 pacientes con artrosis de rodilla, comparando los tratamientos de sulfato y cloruro de
glucosamina, y concluye Que en ambos casos se produce un descenso significativo de los
sintomas. Otro estudio en la misma linea y con similares resultados es el de Svetlova e Ig-
nat'ev [266], en el que se administraron |'2 g/dia de cloruro de glucosamina a 30 pacientes
con artrosis durante dos meses, con un grupo control de 24 pacientes, observindose un
descenso en el indice de Lequesne’ y menos dolor, sin efectos adversos, y la mejoria persistio
durante tres meses después de dejar el tratamiento. Otro ensayo clinico con una muestra
aleatoria de doble ciego con placebo también describe resultados positivos, aunque hay que
admitir Que no es concluyente, porque aplica un tratamiento combinado de glucosamina,
condroitin sulfato y vitamina C [267].

Hay, sin embargo, algunos estudios que parecen muy concluyentes, por el alcance exhaus-
tivo Que presentan. Por ejemplo, el realizado por Tapadinhas et al. [268], se hizo con 1.208
pacientes interviniendo 252 médicos. En esta misma linea se han hecho multitud de estudios
como el de Reginster ef al. [269], que describe un ensayo clinico con 212 pacientes con
artrosis administrdndoles 1'S g de glucosamina diariamente durante tres afios, y también
describe resultados positivos, seglin los cuales las articulaciones de los pacientes del grupo
con placebo degeneraron, mientras que las del grupo que tomaba glucosamina no. Pueden
verse mds resultados en la misma linea y con resultados similares en las referencias
[270,271].

También se ha descrito el mismo resultado con la glucosamina administrada en inyecta-
bles, tanto por via intravenosa como intraarticular [272,273]. La lista de estudios que descri-
ben resultados positivos del tratamiento con glucosamina es interminable [193,274-277].

La accion beneficiosa de la glucosamina parece, pues, contar con gran soporte empirico, y
si fuese asf estarfamos, sin duda, ante un avance importante en el tratamiento de la artrosis.
Sin embargo, nosotros pensamos Que tenemos motivos para no aceptar estos resultados.
Podemos citar, por ejemplo, los estudios de Hughes y Carr [278] o el de Clegg et al. [279].
Ambos estudios se hicieron sigiendo todas las directrices cldsicas de los ensayos clinicos
(muestras aleatorias controladas con placebo), y los resultados no demuestran ningiin efecto

2 Indice basado en un test de preguntas generales sobre el dolor, habitos de vida y estado
general de la salud, y preguntas mas especificas, cuyas respuestas permiten obtener una esti-
macion del grado de artrosis.
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del tratamiento con respecto al placebo, ya sea con glucosamina, con condroitin sulfato, o
con la combinacién de ambos.

La polémica es grande. De igual forma que varios autores han revisado el tema conclu-
yendo el efecto beneficioso de la glucosamina, otros también lo han revisado, pero llegando a
conclusiones opuestas. Por ejemplo, la revision critica de Hochberg (2006), publicada en
New England Journal of Medicine [280], concluye que los resultados publicados no demues-
tran un efecto claro de la glucosamina, lo cual es sorprendente —comenta é| mismo— dado el
enorme nimero de articulos declarando lo contrario.

Los defensores de la glucosamina suelen insistir en Que es un tratamiento qQue no tiene pe-
ligro, que no produce efectos adversos. Y esto posiblemente hace a muchos admitir que
aunque no se haya demostrado su efecto, Que se tome por si acaso, ya que no tiene peligro
(una actitud Que uno no esperaria encontrar en una revision critica cientifica). Hay revisiones
qQue a pesar de concluir que la glucosamina no produce efecto se resisten a cerrar la cuestion.
Por ejemplo, Manson y Rahman [281], analizando los datos a favor y en contra, concluyen
Que no se ha demostrado la efectividad de la glucosamina en el tratamiento de la artrosis de
rodilla; incluso comentan Que podria haberse dado manipulacién de resultados o de conclu-
siones, porque muchos estudios Que presentan resultados favorables han sido subvenciona-
dos por los fabricantes de glucosamina; sin embargo, puesto que los médicos estén de acuer-
do en que este tratamiento no ofrece peligro, y dado que no hay muchas alternativas aparte
de los antiinflamatorios, no se debe aconsejar que se suprima el tratamiento con glucosamina;
no parece razonable —dicen— privar a los pacientes de este tratamiento sélo porque la evi-
dencia a favor no sea adn perfecta. Clegg ef al,, en el trabajo comentado arriba [279], admi-
ten la misma conclusién: su estudio con cerca de 1.600 pacientes demuestra que la glucosa-
mina no produce efecto, pero dejan pendiente la cuestién diciendo qQue qQuizd podria ser
efectivo en algunos casos.

Por eso es importante destacar el trabajo de Chard y Dieppe (2001), publicado en British
Medical Journal [282], quienes concluyen que el tratamiento con glucosamina es probable-
mente seguro (no provoca efectos adversos), pero no hay buena evidencia que demuestre
Que funcione. A la misma conclusién llegan McAlindon y Biggee en la revisién critica reciente
(2005) [283], después de considerar una extensa serie de datos: la glucosamina no produce
ning(n efecto.

Hoffer et al. (2001) en un articulo publicado en Metabolism [284], considerando los da-
tos publicados sobre la biodisponibilidad y la farmacocinética de la glucosamina (véase mds
abajo), reconocen que es imposible que la glucosamina pueda hacer algin efecto, porque la
qQue se ingiere por via oral no puede llegar en absoluto a los condrocitos; y en un intento por
explicar la cantidad de resultados positivos descritos en la literatura proponen que el supues-
to efecto podria ser debido al sulfato, mas que a la glucosamina. Sin embargo, esta conclu-
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sién tampoco es consistente puesto que los mismos resultados suspuestamente positivos se
han obtenido tanto con el sulfato como con el cloruro de glucosamina [265].

Por tanto, a pesar de la ingente cantidad de efectos positivos, aparentemente avalados por
ensayos clinicos serios, no hay acuerdo en absoluto, pues igualmente hay una buena colec-
cién de ensayos clinicos, llevados a cabo con el mismo rigor (muestras aleatorias de doble
ciego con placebo, o comparando el tratamiento de glucosamina con otros productos), que
concluyen lo contrario: Que no hay ninguna diferencia entre la glucosamina y el placebo.
Asistimos a una polémica singular por ambigua: parte de quienes defienden la utilidad de la
glucosamina lo hacen sin mucha conviccién, y la mayoria de quienes demuestran qQue no
funciona dejan un punto de duda admitiendo que quizd funcione en algin caso. (Cudl pode-
mos pensar, pues, Que sea la validez de estos ensayos? (Por qué esa insistencia en repetir los
mismos experimentos una y otra vez, cuando la mayoria de ellos no llegan a ninguna conclu-
sion definitiva? En cualquier caso, todo esto demuestra Que por muchos ensayos clinicos que
se presenten sobre un farmaco (o sobre un nutriente presentado con fines terapéuticos),
tratando de demostrar sus efectos positivos, el método canénico de los ensayos no es garan-
tia de qQue los resultados sean fiables.

Nuestra critica al tratamiento con glucosamina

La glucosamina es un precursor metabdlico en la biosintesis de los glucosaminoglicanos, los
cuales se asocian a proteinas especificas formando la serie de proteoglicanos que constituyen
parte de la matriz extracelular del cartilago, juntamente con el coldgeno (véase el capitulo 2).

El tratamiento con glucosamina para la artrosis y otros problemas del sistema mecénico
estd basado en la hipétesis de Que su causa es un fallo en la sintesis de proteoglicanos debido
a un déficit de suministro de glucosamina como precursor de su biosintesis [285,286].

Por nuestra parte, hemos de decir en este punto Que no hay indicios tedricos Que puedan
soportar esta hipotesis. No vemos, ni en la especie humana, ni en ninguna rama del reino
animal que exista algin problema para la produccion y uso de la glucosamina, como el que
hemos descrito aqui para la glicina (a no ser que el paciente tuviese un defecto genético que
impidiese su sintesis —una enfermedad congénita del tipo de las glucogenosis); esto podria
ser posible, y en ese caso, el tratamiento con glucosamina podria dar resultado, siempre que
se asegurase su biodisponibilidad, lo cual es otro punto conflictivo, como veremos. No se ha
descrito un caso asi, pero, de haberlo, no seria tan abundante que justificase el éxito del
tratamiento en la poblacion aleatoria que es objeto de los ensayos clinicos.

La glucosamina contiene un enlace amino susceptible de hidrolizarse en el tracto digestivo
para rendir glucosa y amonio [287], y ninguno de estos productos esta directamente relacio-
nado con la biosintesis de glucosaminoglicanos. Esto hace que su biodisponiblidad sea nula o
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muy baja en cualquier caso, lo poco que pueda absorberse sin ser digerido se degrade en el
higado en la primera vuelta, de manera que no llega a la circulacién sistémica. Estas conside-
raciones estan confirmadas por los estudios de biodisponibilidad y farmacocinética. La biodis-
ponibilidad de la glucosamina es muy baja, pricticamente nula, ya que incluso grandes dosis
de glucosamina (1'S g/dia) tomadas oralmente no tienen ninguna repercusion en los niveles
de glucosamina en sangre. La glucosamina, en cualquier caso, no es detectable en plasma, ni
en individuos normales, tras la ingestién oral [288]. Hay, sin embargo, un autor que manifies-
ta lo contrario [289], pero ese resultado no es verosimil pues tiene contra €l todos los demas
trabajos de biodisponibilidad, que aparte de ser consistentes entre si, también lo son con los
estudios de farmacocinética [287,290,291].

Los estudios de la farmacocinética de la glucosamina administrada por via oral y por via
intravenosa, con el producto marcado radiactivamente, en ratas y humanos voluntarios,
muestran que la radiactividad se incorpora en muchos tejidos indiscriminadamente —no es-
pecialmente en el cartilago, igual Que lo hace la glucosa libre—, y que sus productos metabo-
licos se eliminan rdpidamente, la mayor parte (50%) como CO,, y el 35% en la orina
[290,291]. Estos datos desmienten cualquier posibilidad de actuacion de la glucosamina.

Varios autores han investigado el efecto que podria tener la glucosamina sobre condroci-
tos cultivados in vitro, enriqueciendo el medio de cultivo con glucosamina en un rango de
concentraciones de hasta 100 g/mL [292,293]. Aunque se han obtenido ciertos resultados
en esos sistemas, han sido criticados argumentando que las concentraciones de glucosamina
necesarias para Que se diese el efecto de estimulacién eran imposibles de alcanzar por las
células in vivo.

Hay un estudio muy reciente Que nos parece decisivo, y Que pensamos Que deberia cerrar
definitivamente la discusion sobre el posible papel de la glucosamina. Se trata del trabajo
publicado por el grupo de Lammi, de la Universidad de Kuopio (Finlandia) en Biochimica et
Biophysica Acta [294]. Estos autores describen el efecto de la glucosamina, sulfato de gluco-
samina y de otros productos relacionados afadidos al medio de cultivo sobre diversas varia-
bles relacionadas con el desarrollo y la regeneracion del cartilago: la produccién de agreca-
nos, la actividad de la enzima hialuronano sintasa, y sobre la sintesis de glucosaminoglicanos.

Utilizaron concentraciones de glucosamina, sulfato de glucosamina, glucosamina 6-sulfato
y glucosamina 3-sulfato, y los mismos derivados de galactosa o manosamina, en concentra-
ciones de 0, 0"l y 1’0 mM en periodos de 0, 4, 8, 24 y 72 horas. Los resultados mostraron
Que ninguno de los productos a esas concentraciones produce ning(n efecto en los condroci-
tos sobre la sintesis de agreganos, la sintesis de glucosaminoglicanos, la expresion del gen de
la hialuronano sintasa, la actividad de esta enzima, ni la sintesis de glucosaminoglicanos. Por
tanto, a nuestro entender, estos experimentos cierran la cuestion. La glucosamina libre, ni sus
derivados, atin en el caso de que alcance el cartilago, no puede producir ningin efecto.
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El trabajo de este grupo nos resulta especialmente interesante, no sélo porque despeja
definitivamente la cuestion de la glucosamina, sino también porque tiene muchos puntos en
comun con parte del trabajo Que presentamos en esta Tesis: el cultivo de condrocitos bovi-
nos, el seguimiento del crecimiento de las células en el medio estandar y suplementado con el
ingrediente cuya influencia se desea ver en la sintesis de las macromoléculas de la matriz, etc.
La diferencia es que el trabajo de Lammi consiste en el estudio de la infuencia de la glucosa-
mina y otros derivados de azlcares sobre la sintesis de glucosaminoglicanos y sus derivados,
y el nuestro es el estudio de la influencia de la glicina y de otros aminoécidos sobre la sintesis
de coldgeno en las mismas células. Asi, el trabajo de Lammi puede considerarse un punto de
referencia o control para el nuestro. Comparando pues ambos trabajos, podemos concluir
qQue los condrocitos no parecen tener problemas de nutricion para fabricar los glucosamino-
glicanos, mientras que si se puede intervenir de esa forma, en condiciones razonables para
favorecer la sintesis de coldgeno.

Estudio nutricional llevado a cabo por el Instituto del
Metabolismo Celular (IMC)

Los resultados del estudio nutricional Que esta llevando a cabo el Instituto del Metabolismo
Celular en estrecha colaboracion con el trabajo de esta Tesis, un avance de los cuales se
expone en el capitulo 8, demuestran que los resultados tedricos y experimentales de esta
Tesis tienen una clara aplicacién practica y nos llevan a concluir que muchas de las enferme-
dades degenerativas relacionadas con una debilidad del sistema mecénico (huesos, cartilagos
y tendones) pueden tener una causa carencial, debida principalmente a una deficiencia de
glicina, y también, aunque probablemente en menor extension, por un defecto de lisina, ya
Que el enriquecimiento de la dieta con estos dos aminodcidos como aditivos alimentarios
produce una sensible mejorfa de los sintomas produciendo una desaparicién del dolor de las
articulaciones sin el uso de analgésicos, mientras que la prolina no parece ejercer ningln
efecto. Estos resultados estdn totalmente de acuerdo con nuestros resultados tedricos, y con
nuestros resultados experimentales obtenidos con los cultivos de fibroblastos y condrocitos.

La primera conclusion que se deriva de la combinacion de todos estos resultados es que
la causa inmediata de estos problemas es una deficiencia en la sintesis de coldgeno —no de
proteoglicanos— siendo su causa primaria la escasez de glicina como principal y més escasa
materia prima para la sintesis de coldgeno por estas células, y también, en algunos casos,
debido a la carencia de lisina, mientras Que no parece que haya problema en el suministro de
prolina. Estos resultados estdn totalmente de acuerdo con los que se muestran en la figura
10.1, donde se ve que el diferente efecto de estos tres aminoécidos en los cultivos de fibro-
blastos coincide con el observado en el estudio nutricional. Por otra parte, los resultados con
los cultivos de condrocitos (tabla 10.1) muestran que la adicion de los tres aminodcidos al
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medio podria producir un efecto similar. Sin embargo, los resultados del estudio nutricional
parecen indicar Que la jerarquia de importancia de cada uno (glicina/lisina/prolina) es la misma
sobre el cartilago que sobre el tejido conjuntivo. Esto probablemente se debe a que, en efec-
to, la presencia de una concentracion alta de prolina puede mejorar el rendimiento de los
condrocitos, pero probablemente no sea necesario afadir este aminoacido a la dieta como
suplemento nutricional, ya que tratdndose de un aminodcido no esencial, el organismo tendria
suficiente capacidad para sintetizarlo, alcanzando la concentracion alta en plasma sin proble-
mas, mientras Que siendo la glicina y la lisina esenciales —segln hemos demostrado— debe ser
conveniente afadirlos a la dieta, especialmente la glicina, cuyo efecto es mds importante y
més general.
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Capitulo 11

Conclusiones

1. Revision del concepto de aminoacidos esenciales. Hemos hecho una revision
critica del concepto de aminodcidos esenciales y concluimos que la lista debe ampliarse te-
niendo en cuenta la capacidad cuantitativa del metabolismo para sintetizar la cantidad de cada
uno, de acuerdo con las necesidades del metabolismo. Asi, proponemos que la lista de ami-
nodcidos esenciales no deberfa reducirse al maximo posible, tratando de forzar el metabolis-
mo como para comprobar hasta donde es capaz de resistir, sino, al contrario, ampliarse todo
lo necesario para que trabaje en condiciones 6ptimas. Este criterio nos lleva a proponer que
se amplie la lista afiadiendo a los ocho aminodcidos esenciales cldsicos por insuficiencia bio-
Quimica (valina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, lisina, fenilalanina y triptéfano) los
siguientes: histidina, por insuficiencia bioquimica; tirosina y cisteina, por dependencia bio-
Quimica de otro aminoécido esencial; arginina, por imposibilidad biofisica; y finalmente glici-
na, por imposibilidad matemética. De estos aminoécidos Que proponemos afiadir a la lista, ya
otros autores habian sugerido que los cuatro primeros (histidina, tirosina, cisteina y arginina)
debian considerarse esenciales, aunque no se habfa dado una explicacién teérica completa
sobre la arginina. Nuestra principal aportacion en este sentido es proponer que se afiada la
glicina a esta lista, para lo Que damos una explicacion tedrica y mostramos resultados experi-
mentales Que lo avalan.

2. La glicina debe considerarse aminoacido esencial por razones de imposibili-
dad matematica. Nuestro estudio tedrico sobre la capacidad metabdlica para sintetizar
glicina nos lleva a concluir Que la capacidad que tiene el metabolismo para sintetizar glicina es
muy limitada y depende estrictamente de los procesos Que consumen unidades C, transpor-
tadas por el tetrahidrofolato, de forma que estos procesos pueden dar cuenta de las necesi-
dades de glicina para la sintesis de porfirinas, bases puricas y creatina, pero son insuficientes
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para la demanda general del metabolismo, por lo Que concluimos que la glicina es un ami-
nodcido esencial, considerando sus necesidades cuantitativas. Dado que esta incapacidad
depende de relaciones estequiométricas fijas, Que condicionan una relacién matematica Que
no puede alterarse mediante procesos de regulacion enzimética, introducimos el concepto de
aminodcido esencial por motivos de imposibilidad matematica, Que Queda representado con
el caso de la glicina.

3. La glicina es especialmente necesaria para la sintesis del colageno. La sintesis
de coldgeno significa un gasto extraordinario de glicina, de mas de 15 gramos diarios, los
cuales deben ser suministrados por la dieta, ya que la capacidad metabdlica de sintesis de
glicina s6lo puede cubrir los requerimientos para la sintesis de otros compuestos (principal-
mente bases puricas, porfirinas y creatina). La glicina es, pues, especialmente esencial para los
fibroblastos, condrocitos y osteoblastos. La cantidad de glicina que se puede ingerir diaria-
mente con una alimentacion normal se calcula Que es de 2 gramos, y podria llegar a 5 gra-
mos con una dieta especialmente rica en proteinas —y principalmente en coldgeno—, pero no
més. Por tanto, una alimentacion normal hace que una persona esté padeciendo un déficit de
glicina de aproximadamente 10 gramos diarios. Esta deficiencia de glicina tiene Que producir
necesariamente un retraso en la sintesis y renovacion del coldgeno, aparte de que puede
provocar una sintesis incorrecta de la proteina formandose inadecuadas modificaciones cova-
lentes postranscripcionales en los residuos de prolina y lisina.

4. El enriquecimiento del medio de cultivo de fibroblastos y condrocitos con
glicina, prolina y lisina activa la sintesis de coldgeno. Los tres aminodcidos mas carac-
teristicos de la estructura del colageno (glicina, prolina y lisina), afiadidos individualmente al
medio de cultivo de fibroblastos y condrocitos, producen una activacion en la produccién de
coldgeno, con respecto a las células cultivadas en el medio estandar sin enriquecer. En la
zona alta del rango de concentraciones fisioldgicas (~ 5 mg/100 mL) la glicina produce el
mayor efecto activador de los tres (43%), seguida de la lisina (16%) y de la prolina (12%),
siendo el efecto de la prolina y de la lisina mayor a concentraciones superiores, fuera del
rango fisiol6gico. Esto hace que el efecto de la glicina sea el que tiene mds interés fisioldgico.
En los condrocitos los tres aminoécidos producen un importante efecto activador, de entre el
40 y el 50% sobre el control, todos ellos dentro del rango de concentraciones fisioldgicas. La
adicion de isoleucina y acido aspértico, utilizados como controles, al medio de cultivo de
fibroblastos no produce este efecto. Estos resultados sugieren que las concentraciones de
esos tres aminoécidos deberian estar en la zona alta del rango fisioldgico (5 mg/100 mL) para
evitar problemas en la sintesis de colageno.

5. Funciones optimizables. La estimulacion de la sintesis de colageno por estos
tres aminoacidos muestra funciones optimizables. Las curvas de activacion de la sinte-
sis y secrecion de coldgeno en fibroblastos y condrocitos cultivados in vitro producidas por la
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adicion de glicina, prolina y lisina, muestran Que se trata de funciones optimizables, puesto
Que en todos los casos la sintesis de coldgeno, dependiente de la concentracion de estos
aminodcidos en el medio de cultivo tiene un maximo. Esto significa que hay una concentra-
cién optima de cada uno que maximiza la produccién de coldgeno. La explicacion que damos
de este efecto, es que la estructura correcta del coldgeno depende de una determinada velo-
cidad de sintesis de la proteina, a fin de que se produzcan las modificaciones covalentes per-
tinentes, de forma que si la velocidad es més lenta se podrian producir més modificaciones, y
menos si es mas rapida, dando lugar en ambos casos a estructuras incorrectas del coldgeno
Que podrian acarrear procesos patolégicos. En los fibroblastos, solamente el maximo de la
glicina estd en el rango de concentraciones fisioldgicas —en el limite del intervalo (S mg/100
mL)—, dando una activacion del 43%, segtin hemos comentado en el punto anterior, mientras
Que los méximos de la prolina y la lisina quedan fuera de ese rango; el efecto de la glicina es,
pues, el que tiene mds interés fisioldgico. En los condrocitos, los tres maximos quedan algo
por encima del rango fisiologico (>6 mg/100 mL) aunque también el de la glicina es el mas
proximo. Estos resultados sugieren que el trabajo dptimo de estas células ha de producirse
estando sus concentraciones en el plasma sanguineo en la zona més alta del intervalo de
concentraciones fisioldgicas (~ 5 mg/100 mL en los tres casos), y que una concentracion
menor puede acarrear problemas para la sintesis de coldgeno. También estos resultados su-
gieren Que para conseguir un trabajo optimo de la sintesis de colageno en estas células el
limite del rango de concentraciones plasmaticas podria ser mas alto Que el observado, lo cual
podria conseguirse aumentando la presencia de estos aminoacidos en la dieta.

6. Datos del estudio nutricional llevado a cabo por el Instituto del Metabolismo
Celular (IMC). En estrecha colaboracion con el trabajo de esta Tesis, en el Instituto del
Metabolismo Celular hemos llevado a cabo un proyecto de investigacion nutricional sobre el
efecto de la glicina usado como suplemento nutricional para combatir la artrosis, la osteopo-
rosis, lesiones fisicas, y otros problemas relacionados con el deterioro de la estructura meca-
nica del cuerpo, incluyendo varios casos de implantes dentarios y degeneracién de encias, y
un caso de osteogénesis imperfecta. La conclusion de este estudio es que la glicina, adminis-
trada en dosis de 10 gramos diarios repartidos en dos tomas de 5 g cada una, por la mafiana
con el desayuno y por la noche con la cena, produce una mejoria general de estas dolencias
en un plazo de tiempo que, en la mayoria de los casos, estd entre dos semanas y cuatro me-
ses. El enriquecimiento adicional de la dieta con lisina en cantidades entre 2'S y 5’0 gramos
diarios ocasiona una notable mejoria en los casos mas resistentes al tratamiento con glicina
exclusivamente. La administracion de prolina no ha producido resultados dignos de mencion.

7. Lacausa de la artrosis se debe principalmente a una deficiencia de glicina. A la
vista de los resultados tedricos y experimentales de laboratorio con fibroblastos y condrocitos
cultivados, y de las aplicaciones de estos resultados en los ensayos nutricionales, concluimos
qQue la causa principal, o mas extendida, de la artrosis debe ser una deficiencia de estos tres
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aminodcidos, y especialmente debida a la carencia de glicina. Estos resultados nos llevan a
concluir que la artrosis y otras enfermedades relacionadas con una debilidad de la estructura
mecanica del organismo, incluida la dificultad de reparacién de lesiones fisicas, deben consi-
derarse como enfermedades carenciales, por defecto, principalmente de glicina y, en muchos
casos, se podran combatir mediante la ingestion directa de glicina como aditivo alimentario.
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3-PGA
ADAMTS

AINE
AMP

Asp
BCIP/NBT
BME

BSA

BSP

CAM

™M

cMC
CHO
ComMP
CRP

DAB

de DHLNL

Apéndice |

Acronimos y abreviaturas

3-fosfoglicerato

Enzimas con actividad desintegrina y metaloproteasa con motivos de
trombospondina

Antiinflamatorio no esteroideo
Adenosina monofosfato

Acido aspartico

Bromocloroindolil fosfato / nitro blue tetrazolium
Medio basal de Eagle

Albdimina de suero bovino
Sialoproteina dsea

Moléculas de adhesion celular
Cabeza metacarpiana
Carboximetilcelulosa

Células de ovario de hamster chino
Proteina Oligomérica del Cartilago
Proteina C reactiva
3,3’-diaminobencidina

6’-deshidro-5,5 -di-hidroxi-lisino-norleucina
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DMEM
DNA
EDTA
EGF
EGTA
ELISA
EMEM
FACIT
FBS
FGF
FITC
FP
GAG
Gly
HA
HBSS
HEPA
HEPES
HMEM
Hyl
Hyp
IGF

lle
IRGA
Lys
MEM
MMP
mRNA

Medio MEM modificado por Dulbecco

Acido desoxirribonucleico

Acido etilén diamino tetraacético

Factor de crecimiento epidérmico

Acido etilénglicol-bis-(B-aminoetiléter)N, N, N', N" tetraacético
Ensayo con sustancias inmunoabsorbentes unidas a enzimas
MEM con sales de Earle

Colagenos asociados a fibrillas

Suero bovino fetal

Factor de crecimiento fibroblastico

Isotiocianato de fluoresceina

Falanges proximales

Glucosaminoglicano

Glicina

Acido hialurénico

Solucion de Hank

Filtro absoluto

(N-[2-hidroxietil]-piperazina-N'-[l4ctico 2-etano-sulfénico
MEM con sales de Hank

5-Hidroxilisina

4-Hidroxiprolina

Factor de crecimiento similar a insulina

Interleuquina

Isoleucina

Dispositivo ue analiza el CO, del incubador de CO,
Lisina

Medio de Eagle

Metaloproteasa

RNA mensajero
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MT-MMP
NO
OA
OPD
PAI |
PAO
PBS
PDGF
PM
pNPP
PPI
Pro
PVP
RER
RMN
RNA
ROS
SED
STMOAD
TAC
TBS
TGF-p8
THF
TIM
TIMP
TMB
TNF
TPA

Metaloproteasas de membrana

Oxido nitrico

Osteoartrosis

o-fenilendiamina

Inhibidor del activador del plasmingeno
Poliaminooxidasa

Solucion de Dulbecco

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Peso molecular

p-nitrofenil fofato

Peptidil-prolil cis-trans isomerasa
Prolina

Polivinilpirrolidona

Reticulo endopldsmico rugoso
Resonancia magnética nuclear

Acido ribonucleico

Especies reactivas de oxigeno

Sindrome de Ehlers-Danlos

Farmacos modificadores de la estructura
Tomografia axial computerizada

Buffer Tris salino

Factor de crecimiento transformante 3
Tetrahidrofolato

Triosa fosfato isomerasa

6-tiosina monofosfato

3,3",5,5 -tetrametilbenzidina

Factor de necrosis tumoral

Activador tisular del plasmin6geno
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Aparatos de laboratorio

Aparato

Agitador de tubos orbital
Agitador de tubos orbital
Agitador de tubos vortex
Agitador de vaivén
Agitador magnético
Agitador magnético
Agitador magnético
Agitador magnético
Agitador magnético
Agitador magnético

Arcén congelador industrial
Armario refrigerador industrial

Aspirador y desechador de muestras
autoclavable

Autoclave

Balanza electronica de precision

SBS

Sky Line

Selecta

Hanna Instruments
Techmatic

IKA

Ovan

Heidolph

Lynx

Portinox

Integra Biosciences

Raypa

Precisa
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Modelo

Yellowline TTS 2
MS 1 Minishaker
Top Mixer AT-1
Shaker S-4
Agimatic 243

HI 301N

MST 11

RCT Basic

Basic Mag Mix
MR 1000

Are X500-1P

Vacusafe Comfort

AE-75
XBI120A
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Balanza electrénica de precision
Balanza granatorio electrénica
Bafo termostatico

Bafo termostatico

Bomba de vacio por efecto Venturi
Cabina de flujo laminar

Cémara digital

Campana de extraccion de gases

Centrifuga de mesa

Centrifuga refrigerada
Conductivimetro porttil
Congelador

Contador de células

Contenedor de nitrégeno liuido
Contenedor de nitrégeno liquido
Estufa para secado de material
Incubador de CO,

Lector de microplacas

Maquina fabricadora de hielo en escamas

Microcentrifuga refrigerada de alta veloci-
dad

Microscopio invertido con sistema de
fluorescencia incorporado

Nevera congelador
pH-metro digital
pH-metro digital
Pipeteador eléctrico
Pipeteador eléctrico

Selladora de bolsas para autoclave

Sartorius
Sartorius
Julabo
Lauda
Heto
Telstar
Leica

Astec Environmental
Systems

Jouan

Sorvall

WTW

Liebherr
Beckman Coulter
Air Liquide
Fisher Bioblock
JP Selecta

New Brunswick Scientific

Anthos Zenyth

Heraeus

Leica

Crolls

WTW

Sartorius
Powerpette Plus
Powerpette Plus

Citynet Medical
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CP-64
Acculab

SW 20C
MI12

Sue 30
PV-100
DCI180
Astecair 500

B3.11
RC2-B

LF96

GX8l11
Vi-Cell

GT 35

RS Series 60L
Dryglass
CO28IR
3100

Biofuge fresco

DMIL

pHS37
PB-11
Fisherbrand

Jencons
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Productos quimicos

Producto

Acido acético glacial (Quimicamente puro)
Acido L-Aspartico

Acido clorhidrico 35%

Acido férmico 85%

Acido 4-hidroximetil benzoico

Albumina de suero bovino

Anticuerpo anti-colageno tipo I/l de piel de
fetos de ratén (conejo)

Anticuerpo anti-IgG de conejo (cabra) conju-
gado a fluoresceina

Anticuerpo anti-IgG de raton (oveja) conju-
gado a FITC

Anticuerpo monoclonal anti-coldgeno tipo Il
(Clon 2BI.5) (ratén)

Azida sddica
Azul Tripén, cell culture tested

Bicarbonato sddico (NaHCO;)

Casa comercial

Panreac
Quimipur
Panreac
Panreac
Sigma
Sigma

Calbiochem

Calbiochem

Stressgen

LabVision

Panreac
Sigma

Panreac
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Referencia

211008
ID-1245
141019
121029.1611
H-5892
A-6003
234169

401319

SAB-102

MS-235-P200

162712
T-6146
141638
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Borohidruro sédico
Cloruro célcico anhidro (CaCl,)

Cloruro magnésico hexahidrato (MgCl, -
6H,0)

Cloruro potasico (KCl)
Cloruro sédico (NaCl)

Colagenasa de Clostridium histolyticum, Tipo
IV (Clostridiopeptidasa A, EC 3.4.24.3)

D-Glucosa

Elastasa

Estandar de coldgeno

Estreptomicina sulfato

Fosfato bisddico dihidrato (Na,HPO, - 2H,0)
Fosfato potdsico monobisico (KH,PO,)

Fosfato sédico di-hidrégeno 1-hidrato
(NaH,PO, - 1H,0)

Gelatina granulada

Gentamicina sulfato

Glicina

HEPES, sal de Na

Hialuronidasa, tipo V (EC 3.2.1.35)
Hidroxido sodico (NaOH), en pastillas
L-Isoleucina

Kit de deteccion del colageno tipo Il nativo
Kit reactivos contador de células
L-Lisina

Medio de montaje Fluoromount-G
Medio DMEM

Medio Ham F12

Paraformaldehido

Merck
Panreac

Merck

Merck
Merck

Sigma

Sigma
Sigma
Biocolor
Fluka
Merck
Merck

Panreac

Acofarma
Fluka
Quimipur
Sigma
Sigma
Normapur
Quimipur
Chondrex
Izasa
Quimipur
Southern Biotech
Gibco
Sigma
Fluka
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1.06371.0100
141219
1.05833.0250

1.04936.0500
1.06404.1000
C-5138

G-8270
E-7885

S1010

85880
1.06580.1000
4873.0250
131965

14631
48760
ID-726
H-3784
H-6254
28252.29
ID-1249
6009
82383198
ID-1252
0100-01
31600-091
N-6760
76240
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PBS 10x

Penicilina-G, sal de sodio (EC 200-710-2)
Pepsina

Permanganato potdsico (KMnO,)

L-Prolina

Pronasa de Streptomyces griseus

Rojo fenol

Rojo Sirio

Sulfato de magnesio heptahidrato (MgSO, -

7H,0)
Tripsina
Triton X-100
Trizma base

Suero bovino fetal (FBS)

Sigma
Sigma
Fluka
Panreac
Quimipur
Fluka
Sigma
Biocolor

Panreac

Gibco
Sigma
Sigma
Sigma
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D-1408
P-3032
77160
141527
ID-764
81748
P-3532
S1005
141404

27250-018
T-8532
T-1503
F-7524
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Glosario de términos

Absorbancia: cifra sin dimensiones que indica hasta Qué punto absorbe una disolucién de una
sustancia la luz de una determinada longjtud de onda. Se define como el logaritmo negativo
de la fraccién de luz de longitud de onda A que pasa a través de una muestra de la disolu-
cion. Su valor depende de la longitud del paso de la luz, la concentracién de la disolucién, y
el coeficiente de la sustancia a esa longitud de onda.

Acido acético glacial: 4cido acético anhidro o, al menos, de riqueza superior al 99'5%. Reci-
be esta denominacién por su semejanza de cristalizacién con el hielo.

Acidos grasos esenciales: 4cido linoleico y linolénico que deben suministrarse en la alimenta-
cién ya que no pueden ser sintetizados por el organismo.

Acido hialurénico: polimero compuesto por unidades diméricas repetidas de 4cido glucuréni-
co y N-acetil-glucosamina. Suele tener un peso molecular extremadamente grande (hasta
varios millones de daltons) y formar el centro de los agregados de proteoglicanos presentes
en la matriz extracelular.

Amino4cidos esenciales: aminodcidos que deben obtenerse de la alimentacion, ya que no
pueden sintetizarse en el organismo (al menos en cantidades suficientes).

Aminoécido no esencial: aminoécido Que puede sintetizar el organismo.

Anemia perniciosa: enfermedad producida por la deficiencia de vitamina B,,. Los sintomas
son una disminucién de los eritrocitos, debilidad y trastornos neuroldgicos.

Aneuploide: que no tiene un mltiplo exacto del ndmero cromosémico haploide.
Anfiartrosis: articulacion semimévil.

Anticuerpo: proteina globular, sintetizada por los linfocitos B, que es complementaria de una
sustancia extrafa (antigeno) con la Que se combina especificamente.

Anticuerpo monoclonal: un anticuerpo homogéneo, producido por un clon de células que lo
sintetizan, y Que se une a solo tipo de antigeno.
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Antigeno: sustancia extraia, habitualmente una proteina o polisacérido, capaz de causar la
produccion de anticuerpos y de reaccionar luego con ellos especificamente.

Antioxidante: compuesto fuertemente reductor, como el 4cido ascérbico, que contrarresta la
tendencia de un metabolito a oxidarse a una especie potencialmente tdxica o perjudicial.

Artrosis: enfermedad de las articulaciones debida a un desequilibrio en la homeostasis de la
matriz extracelular Que implica la degradacion del cartilago y la pérdida de la funcion articular
normal.

Autoclave: aparato qQue sirve para esterilizar objetosy sustancias situados en su interior, por
medio de vapor y altas temperaturas.

Azida: cualquier compuesto que contenga el grupo N;°, normalmente se utiliza la sal de so-
dio NaNj;, un inhibidor del transporte de electrones que bloquea el flujo de electrones desde
la citocromo oxidasa hasta el oxigeno. Se utiliza con frecuencia para prevenir el crecimiento
de microorganismos.

Azul Tripén: colorante biol6gico utilizado para determinar la viabilidad celular. El azul Tripan
es incapaz de atravesar las membranas plasméticas intactas, y por lo tanto sélo tifie células
muertas.

Biglicano: un pequefio proteoglicano, de 150-240 kDa, de la matriz extracelular. La proteina
central tiene una masa de aproximadamente 42 kDa y es muy similar a la proteina central de
la decorina y la fibromodulina. Las tres tienen secuencias altamente conservadas que contie-
nen 10 repeticiones internas homoélogas de alrededor de 25 aminoécidos con motivos ricos
en leucina. El biglicano tiene dos cadenas de glucosaminoglicanos, de condroitin sulfato o
dermatan sulfato.

Cabina de flujo laminar: dispositivo de trabajo por el que circula aire filtrado de una forma no
turbulenta paralela o perpendicularmente a la superficie de trabajo, para mantener condicio-
nes de asepsia.

Cartilago: tejido conectivo en el Que domina una matriz extracelular rica en coldgeno tipo Il y
proteoglicanos, especialmente condroitin sulfato. El cartilago es més flexible y compresible
Que el hueso y a menudo sirve como un esqueleto en etapas tempranas del desarrollo, siendo
mineralizado a medida que el animal crece. El cartilago es producido por los condrocitos Que
Quedan rodeados por la matriz que ellos mismos secretan.

Channelling: asociacién fisica ordenada de enzimas que participan secuencialmente en una
ruta de transformacién, de forma que el producto de una, y sustrato de la siguiente, se tras-
pasa directamente de la primera a la segunda, sin tener que difundir al medio.
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Confluencia: momento del cultivo en el que toda el drea de crecimiento disponible es utiliza-
day las células se encuentran en estrecho contacto unas con otras.

Codigo genético: codigo mediante el cual una secuencia de nucleétidos de una molécula de
DNA o RNA especifica la secuencia de aminoacidos de un polipéptido. Estd formado por
codones de tres nucléotidos que especifican un determinado aminoécido o indican al riboso-
ma Que detenga la traduccioén y libere el polipéptido. Con unas pocas excepciones, de impor-
tancia menor, todos los seres vivos utilizan el mismo cddigo.

Codén: secuencia de tres nucleétidos del mRNA que dirige la incorporacién de un aminoéci-
do durante la sintesis de proteinas o actia como sefial de comienzo o de parada.

Colagenasa: enzima proteolitica capaz de degradar el coldgeno nativo. Una vez que la cola-
genasa ha actuado pueden intervenir otras proteasas menos especificas para completar la
degradacion. Las colagenasas de células de mamiferos son metaloenzimas y especificas para
cada tipo de coldgeno. Son liberadas en forma latente (proenzima) en los tejidos y requieren
la activacion de otras proteasas para poder degradar la matriz fibrilar.

Coldgeno: principal proteina estructural de la matriz extracelular. Posee una composicién en
aminodcidos inusual: muy rica en glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. Su
estructura también es inusual: una triple hélice de polipéptidos de unos 95 kDa que origina
una molécula de tropocoldgeno de 300 x 0'S nm, resistente al ataque de las proteasas.

Complejo de Golgi: orgénulo presente en muchas células eucariotas; consiste en tdbulos,
sacos y vesiculas aplanados limitados por membrana. Funciona como un centro de procesa-
miento, empaque y distribucion para las sustancias que elabora la célula.

Concentracién de células: ndmero de células por mL de medio.

Condrocito: célula diferenciada responsable de la secrecion de la matriz extracelular del carti-
lago.

Condronectina: proteina de 180 kDa aislada de suero de pollo que favorece el anclaje de los
condrocitos al colageno tipo II.

Confluente: cultivo celular en el que todas las células estdn en contacto y por lo tanto toda la
superficie del frasco de cultivo esta cubierta.

Cultivo de células: crecimiento de células disociadas de un tejido mediante migracion espon-
tdnea o disgregacion enzimdtica o mecdnica.

Cultivo primario: un cultivo originado a partir de células, tejidos u érganos tomados directa-
mente de un organismo, y antes del primer subcultivo.

Curva de crecimiento: representacion del nimero de células frente al tiempo, para un cultivo
celular proliferativo; usualmente se divide en la fase lag (la fase antes de que el crecimiento se
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inicie), la fase log (el periodo de crecimiento exponencial), y la fase estacionaria (niimero
estable de células que se alcanza cuando el cultivo deja de crecer a una alta densidad celular).

Decorina: un pequefio proteoglicano (90-140 kDa) de la matriz extracelular, denominado asi
porque ‘decora’ las fibras de coldgeno. La proteina central tiene una masa aproximada de 42
kDa y es muy similar a la proteina central del biglicano y la fibromodulina. Las tres tienen
secuencias altamente conservadas que tienen 10 repeticiones homodlogas internas de aproxi-
madamente 25 aminodcidos con motivos ricos en leucina. La decorina sdlo tiene una cadena
de glicosaminoglicano.

Dependiente de anclaje: que requiere anclarse a una superficie sélida para sobrevivir o cre-
cer.

Dermatosparaxis: enfermedad recesiva del ganado en el Que una procoldgeno peptidasa esta
ausente. En consecuencia los péptidos amino y carboxilo-terminales del procoldgeno no son
eliminados, y la dermis se vuelve fragil. Es similar al sindrome de Ehlers Danlos en humanos.

Desdiferenciacion: pérdida irreversible de las caracteristicas especializadas que una célula
puede expresar in vivo. Se utiliza para referirse a la pérdida progresiva de la morfologia dife-
renciada en observaciones histoldgicas de, por ejemplo, el tejido tumoral.

Desnaturalizacién: pérdida de la configuracién nativa de una macromolécula que resulta, por
ejemplo, del tratamiento con calor, cambios extremos de pH, tratamiento qQuimico u otros
agentes desnaturalizantes. Habitualmente esta acompafada por pérdida de la actividad biolo-
gica. .

Diartrosis: articulacion movil sinovial.

Diploide: condicion en la que cada autosoma estd representado dos veces (2n); por oposi-
cion a haploide (n).

Disolucion tampén, disolucién amortiguadora, buffer: sistema quimico que estabiliza la con-
centracion de una sustancia; los sistemas dcido-base sirven como tampones de pH, previ-
niendo cambios drésticos en la concentracién de hidrogeniones.

EDTA (Acido etilendiaminotetraacético): agente quelante de calcio y magnesio.

EGTA (4cido etilenglicol-bis(#-aminoetiléter)-N,N’-tetraacético): agente quelante de calcio.

ELISA (andlisis inmunosorbente con la enzima ligada): técnica muy sensible para detectar
pequefias cantidades de una proteina o cualquier otra sustancia antigénica.
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Enlace peptidico: enlace que liga sucesivos aminodcidos para formar un péptido. Consiste en
un enlace amida entre el grupo a-carboxilo de un aminodcido y el grupo a-amino del siguien-
te.

Epitope (o determinante antigénico): la parte especifica de una particula antigénica Que reco-
noce un determinado anticuerpo o un receptor de célula T.

Errores congénitos del metabolismo: mutaciones humanas que dan lugar a alteraciones espe-
cificas del metabolismo intermediario. Generalmente, el problema radica en una enzima que
es inactiva, hiperactiva, demasiado escasa o demasiado abundante. Los sintomas pueden
deberse a una produccién insuficiente de un metabolito necesario y/o a la acumulacién de
otro metabolito hasta alcanzar concentraciones toxicas.

Escorbuto: enfermedad carencial ocasionada por la deficiencia de vitamina C. Los efectos son
debidos a un fallo en la hidroxilacién de los residuos de prolina durante la sintesis de colage-
no. Se caracteriza por debilidad, anemia, hemorragias subcuténeas, encias porosas, etc.

Especie reactiva de oxigeno (ROS): derivado reactivo del oxigeno molecular, entre los que se
encuentran el radical superoxido, el perdxido de hidrégeno, el radical hidroxilo y el oxigeno
singlete.

Estro: periodo de apareamiento en las hembras de los mamiferos, caracterizado por la ovula-
cién y la actividad sexual intensificada.

Estructura cuaternaria de una proteina: nivel de estructura que se obtiene cuando varias ca-
denas polipeptidicas plegadas distintas (subunidades) se asocian de una forma especifica para
producir una proteina completa.

Estructura primaria de una proteina: secuencia de aminoacidos del polipéptido.

Estructura secundaria de una proteina: estructura simple (a menudo una hélice, una hoja o un
cable) que resulta del plegamiento espontdneo cuando se forma una cadena polipeptidica;
mantenida por los puentes de hidrogeno y otras fuerzas débiles.

Estructura terciaria de una protefna: estructura compleja habitualmente globular, que resulta
de un plegamiento ulterior de la estructura secundaria de una proteina; se forma espontd-
neamente debido a las atracciones y repulsiones entre los aminoécidos con cargas distintas
entre sus grupos R.

Euploide: miiltiplo exacto del set cromosémico haploide.

Explante: pequefios fragmentos de tejidos extraidos de un animal donante, mantenidos con
vida y en crecimiento bafiados por un medio de cultivo apropiado.
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Factor de crecimiento: un factor, liberado por las células, Que induce la proliferacién en otras
células; principalmente con efecto paracrino, pero también puede ser liberado en la sangre
por las plaquetas o el endotelio.

Factor de crecimiento similar a la insulina: proteina del ser humano que interviene en las
acciones promotoras de crecimiento de la hormona de crecimiento. Posee propiedades seme-
jantes a la insulina (p. €j., promueve el transporte de glucosa y la sintesis de grasas).

Factor de necrosis tumoral: proteina que suprime la division celular y las células téxicas o
tumorales.

Factor de proliferacion: polipéptido extracelular que estimula la proliferacion y/o la division
celular.

Factor de proliferacién derivado de las plaquetas: proteina segregada por las plaquetas san-
guineas durante la coagulacion. Estimula la mitosis durante la cicatrizacion de las heridas.

Factor de proliferacién epidérmico: proteina que estimula la division celular de las células
epiteliales.

Fenotipo: caracteristicas observables de un organismo que resultan de la interaccion entre el
genotipo y el ambiente.

Fibroblastico: que se parece a los fibroblastos —morfologfa fusiforme (bipolar) o estrellada
(multipolar)—; normalmente dispuestos en paralelo en la confluencia si el contacto esta inhibi-
do. A menudo, el término es utilizado indiscriminadamente para células mesodérmicas no
diferenciadas, sin tener en cuenta su relacién con los fibrocitos. Es més correcto utilizar el
término fibroblastoide.

Fibroblasto: célula del tejido conectivo, de origen mesodérmico, que secreta procoldgeno
fibrilar, fibronectina y colagenasa.

Fibromodulina: un pequefio proteoglicano, de alrededor de 60 kDa, de la matriz extracelular.
La proteina central tiene una masa aproximada de 42 kDa y es muy similar a la proteina cen-
tral del biglicano y la fibromodulina. Las tres tienen una secuencia muy conservada que con-
tiene 10 repeticiones homologas internas de alrededor de 25 aminoacidos con motivos ricos
en leucina. La fibromodulina tiene cuatro cadenas de queratan sulfato unidas.

Fibronectina: glicoproteina de alto peso molecular (dos cadenas de 250 kDa cada una unidas
mediante puentes disulfuro) presente de forma insoluble en la matriz extracelular de los teji-
dos animales, y en forma soluble en el plasma.

FITC (isotiocianato de fluoresceina): el FITC es utilizado como reactivo para conjugar fluo-
resceina a una proteina. Los anticuerpos marcados con FITC son muy utilizados en la micros-
copia de fluorescencia: el fluoréforo iluminado con luz UV emite luz verde.
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Fluorescencia: propiedad de emitir luz bajo excitacién molecular causada por un haz de luz
incidente; la luz emitida es siempre menos energética (tiene mayor longitud de onda) que la
luz productora de la excitacion.

Fluorocromos: aquellas moléculas que emiten fluorescencia cuando son correctamente exci-
tadas; los fluorocromos tales como la fluoresceina y la tetrametil rodamina suelen utilizarse en
sus formas isotiocianato (FITC, TRITC).

Glicina: el amino 4cido més simple (75 Da). Es el residuo mds abundante en las proteinas,
especialmente en el coldgeno y la elastina, y no es 6pticamente activo.

Glucosaminoglicanos (también denominados mucopolisacaridos): polisacéridos formados por
unidades repetidas de disacdridos en los Que un azicar es la N-acetilgalactosamina o la N-
acetilglucosamina. Habitualmente la unidad de disacérido contiene un grupo carboxilo, y a
menudo uno o varios sulfatos, por lo que la mayor parte de los glucosaminoglicanos tienen
una densidad elevada de cargas negativas. Los glucosaminoglicanos frecuentemente se com-
binan con una proteina para formar proteoglicanos y son un componente importante de la
matriz extracelular de vertebrados.

Haploide: que tiene sélo un conjunto de cromosomas (n), por oposicién al diploide (2n);
caracteristico de los gametos eucaridticos.

Hemog]obina: proteina tranportadora de oxigeno que se sintetiza durante el desarrollo de los
eritrocitos en la médula 6sea. Es una proteina compleja compuesta por cuatro grupos hemo y
cuatro cadenas peptidicas de globina. Se designa a éstas como cadenas a (alfa), B (beta), v
(gamma) y d (delta) en el adulto y cada una esté constituida por varios centenares de amino4-
cidos.

Heteroploide: un cultivo en el que las células tienen niimeros cromosémicos diferentes al
diploide y diferentes de cada uno.

Hidroxiapatita Ca,o(PO,)s(OH),: material cristalino Que proporciona dureza y rigidez a los
huesos de los vertebrados y a las conchas de los moluscos.

Hidroxilisina: lisina hidroxilada postraslacionalmente presente en el coldgeno y frecuentemen-
te unida a hidratos de carbono.

Hidroxiprolina: residuo especifico de prolina junto a un residuo de glicina en el coldgeno que
es hidroxilado en el C4, antes de que los polipéptidos se hagan helicoidales, mediante la
actividad de la prolil hidroxilasa. La presencia de hidroxiprolina es fundamental para producir
una triple hélice de tropocoldgeno estable.

Homeostasis: la tendencia hacia un estado relativamente constante.
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Homeotermo: capaz de mantener una temperatura corporal constante a pesar de las fluctua-
ciones ambientales.

Inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP): familia de proteinas de alrededor de 200
residuos Que pueden inhibir metaloproteasas, como la colagenasa, uniéndose a ellas.

Inmunofluorescencia: test o técnica en la Que uno u otro componente de una reaccién inmu-
noldgica se vuelve fluorescente al ligarle un fluorocromo como la fluoresceina, ficoeritrina o
rodamina, de manera que la reaccion puede ser detectada como un complejo antigeno-
anticuerpo fluorescente.

Inmunofluorescencia indirecta: un método de tincion inmunofluorescente en la que el primer
anticuerpo, que es dirigido directamente contra el antigeno que ha de ser localizado, se usa
sin marcar, y la localizacion del primer anticuerpo es entonces detectada mediante el uso de
una anti-lgG marcada fluorescentemente

In vitro: literalmente ‘en vidrio’, pero se utiliza convencionalmente para referirse a cultivado
fuera del hospedador como los cultivos celulares, los cultivos de 6rganos; también se utiliza
para indicar reacciones bioquimicas o moleculares llevadas a cabo en tubos de ensayo.

In vivo: en el organismo entero vivo.

Interacciones no covalentes: todos los tipos de interacciones entre los dtomos y las moléculas
Que no implican compartir realmente electrones en un enlace covalente. Incluyen las interac-
ciones electrostaticas, las interacciones de dipolo permanente e inducido y los enlaces de
hidrégeno.

Interleuquina: una variedad de sustancias producidas por los leucocitos (no de forma exclusi-
va) y ue actdan durante la respuesta inflamatoria.

Latirismo: alteracién que afecta a los entrecruzamientos del coldgeno como resultado del
secuestro de cobre por los nitrilos (la lisil oxidasa es una metaloenzima qQue contiene cobre).
En los animales se produce por la ingesta de plantas toxicas del género Lathyrus.

Linea celular: un cultivo propagado tras el primer subcultivo.

Matriz extracelular: cualquier material producido por las células y secretado al medio circun-
dante, pero normalmente se aplica este término a la porcién no celular de los tejidos anima-
les. La matriz extracelular del tejido conectivo es particularmente importante y las propieda-
des de esta matriz determinan las propiedades del tejido. En términos generales existen tres
componentes principales: elementos fibrosos (particularmente colédgeno, elastina o reticulina),
proteinas de union (como fibronectina, laminina), y moléculas de relleno (generalmente glu-
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cosaminoglicanos). La matriz puede ser mineralizada para resistir la compresién (como en el
hueso) o rica en fibras resistentes a la tension (como en el tendon).

Medio: una mezcla de sales inorgénicas y otros nutrientes capaz de sostener el crecimiento
celular in vitro durante 24 horas.

Medio de crecimiento: el medio utilizado para propagar una linea celular particular; normal-
mente un medio basal con aditivos como suero o factores de crecimiento.

Medio de cultivo definido: medio de cultivo en el Que se conocen todos los componentes. En
la préctica esto significa que el suero (Que normalmente se afiade al medio de cultivo de célu-
las animales) es reemplazado por insulina, transferrina y factores de crecimiento.

Membrana basal: matriz extracelular Que se encuentra bajo las células epiteliales. Existen dos
capas distintas: la ldmina basal, inmediatamente adyacente a las células, es producida por las
células epiteliales y contiene coldgeno tipo VI; la ldmina reticular es producida por los fibro-
blastos del tejido conectivo y contiene coldgeno fibrilar.

Metabolismo intermediario: todas las interacciones de un organismo que tienen relacion con
el almacenamiento y la generacion de energia metabdlica, y con la biosintesis de compuestos
de peso molecular bajo y compuestos de almacenamiento de energfa. No incluye la sintesis
de acidos nucleicos y de proteinas.

Metaloproteasas de la matriz (MMP): enzimas proteoliticas Que degradan la matriz extracelu-
lar. Incluye colagenasas y elastasas.

Modificacién postraslacional: cambios que ocurren en las proteinas tras la formacion del
enlace peptidico, como la glicosilacion, la fosforilacion, la hidroxilacion, etc.

Nodulos de Bouchard: engrosamientos dseos en las articulaciones interfalangicas proximales
caracteristicos de la artrosis.

Nodulos de Heberden: engrosamientos dseos en las articulaciones interfalangicas distales
caracteristicos de la artrosis.

Osteogénesis imperfecta: anomalia patoldgica hereditaria, caracterizada por alteraciones
generalizadas del tejido conectivo (huesos, tendones, ligamentos, dentina, etc.), debido a lo
cual la facil fractura de los huesos largos y del créneo es uno de los datos clinicos més signifi-
cativos. Las articulaciones son hiperméviles y la piel, fina y atréfica. Sinénimos: enfermedad
de Lobstein, enfermedad de Vrolik.

Osteofitos: excrecencia ésea en forma de reborde o pico que aparece en las articulaciones
afectadas por artrosis.

353



Estimulacion de la sintesis de colageno en cultivos celulares

Osteoporosis: condicién que se caracteriza por la pérdida progresiva de la densidad y adel-
gazamiento del tejido dseo.

pH o6ptimo: pH al Que una enzima cataliza una reaccion con una eficiencia méxima.
Pir6geno: sustancia o agente que produce fiebre.
Poiquilotermo: organismo cuya temperatura corporal varfa con la del ambiente.

Poliploide: célula u organismo con mds de dos conjuntos completos de cromosomas por
nucleo.

Polirribosoma: dos o més ribosomas unidos con una molécula de mRNA que estan tradu-
ciendo simultdneamente.

Procolageno: moléculas de coldgeno triméricas en las que las extensiones peptidicas termina-
les estan unidas por puentes disulfuro; los péptidos terminales son luego eliminados por pro-
teasas especificas para producir una molécula de tropocoldgeno.

Procolageno peptidasas: proteasas que eliminan las extensiones peptidicas terminales del
procoldgeno; la deficiencia de estas enzimas ocasiona dermatosparaxis o sindrome de Ehlers-
Danlos.

Proliferacién celular: aumento en el ndmero de células mediante division.
Pronasa: mezcla de enzimas proteoliticas de Streptomyces griseus.

Proteoglicano: molécula grande que contiene un nimero grande de cadenas de glicosamino-
glicanos ligados a una molécula proteica central.

Recambio: velocidad a la que todas las moléculas de una estructura se degradan y sustituyen
por moléculas sintetizadas de nuevo.

Resonancia magnética nuclear (RMN): un tipo de espectroscopia que se basa en el hecho de
qQue los nicleos de los isétopos que tienen la propiedad de ‘espin’ resonaran con frecuencias
especificas de radiacion de microondas cuando se les coloca en un campo magnético de una
determinada fuerza. La energia de resonancia es sensible al entorno molecular local, por lo
Que la espectroscopia de RMN puede utilizarse para explorar la estructura molecular. Ade-
més, diferentes tejidos vivos tiene unos espectros globales de RMN caracteristicos, Que son
sensibles a los cambios del entorno tisular. La RMN puede utilizarse, pues, en el estudio del
metabolismo de los tejidos y en el diagnéstico de las enfermedades.

Reticulo endopldsmico: sistema extenso de membranas presente en la mayor parte de las
células eucaridticas, que divide el citoplasma en compartimentos y canales; frecuentemente
cubierto por ribosomas.
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Rizartrosis: alteracion degenerativa (OA) de la articulacién trapeciometacarpiana.

Rojo fenol: colorante utilizado como indicador de pH, cambia de amarillo a rojo en el rango
de pH de 6'8-8'4. Muy utilizado en los medios de cultivo de tejidos

Sales biliares: moléculas anfipaticas con propiedades detergentes Que son componentes im-
portantes de la bilis, un liquido amarrillo verdoso que favorece la digestion de las grasas.
Derivados conjugados de los dcidos biliares 4cido célico y acido desoxicdlico.

Sinartrosis: articulacion inmovil.
Sincondrosis: articulacion inmdvil con tejido fibroso interpuesto.

Sindesmosis: sinartrosis en la que los huesos de una articulacién se fijan por tejido conectivo
fibroso.

Sindrome de Ehlers-Danlos: grupo heterogéneo de anomalias patoldgicas hereditarias, carac-
terizadas por fragilidad e hiperelasticidad de la piel e hiperextensibilidad de las articulaciones.
Se han descrito varios tipos con diferentes modos de herencia y con arreglo a distintos meca-
nismos bioquimicos primario; todos los defectos bioquimicos conocidos afectan al metabo-
lismo de las fibras de colageno.

Solucién salina equilibrada: solucién isoténica de sales inorgénicas presentes en aproximada-
mente las concentraciones fisioldgicas; también puede contener glucosa, pero normalmente
estd libre de otros nutrientes orgdnicos.

Subconfluente: menos que confluente; no toda la superficie del frasco de cultivo estd cubier-
ta.

Subcultivo: transferir las células de un recipiente de cultivo a otro.

Termodindmica: estudio de las transformaciones de energia. La primera ley de la termodind-
mica establece que en todos los procesos la energia total del sistema més sus alrededores
permanece constante. La segunda ley establece que todos los procesos naturales tienden a
producirse en una direccion tal Que aumenta el desorden o la aleatoriedad del sistema.

Tripsina: enzima que ataca especificamente los enlaces peptidicos en los que el grupo car-
boxilo pertenece a un resto de arginina o de lisina.

Tritén X-100: detergente no idnico utilizado en biologia celular para solubilizar lipidos y

ciertas protefnas celulares.

Vitamina: cualquiera de las muchas sustancias orgdnicas relacionadas que no pueden ser
sintetizadas por un organismo particular y son esenciales en cantidades pequefias para el
crecimiento y la funcién normal.
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