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Resumen   

La artrosis (OA) es la patología articular más frecuente. La característica principal de la OA es 
la degeneración del cartílago articular, aunque simultáneamente se producen cambios en el 
metabolismo de la membrana sinovial y del hueso subcondral lo que provoca la aparición de dolor y 
rigidez y la disminución de la funcionalidad. Aunque tradicionalmente se ha considerado la OA como 
una enfermedad no inflamatoria, actualmente diferentes trabajos han demostrado que la inflamación 
sinovial juega un papel importante en la progresión de la OA. 

El tratamiento más extendido para controlar los síntomas de la OA son los inhibidores de la 
COX. Sin embargo, a pesar de la implicación de la PGE2 en la enfermedad, el uso crónico de 
inhibidores de la ciclooxigenasa no parece atenuar la progresión de la OA en la práctica clínica. En 
los últimos años se han empezado a utilizar un grupo de compuestos conocidos como fármacos de 
acción lenta modificadores de los síntomas de la OA (SYSADOA), entre los que se incluyen los 
compuestos de glucosamina, condroitin sulfato (CS) y diacereina (DC). Estos fármacos controlan los 
síntomas de la OA y parecen retardar la progresión de la enfermedad, aunque no se conocen los 
mecanismos moleculares responsables de estos efectos. 
 En esta tesis hemos demostrado que el tratamiento con fármacos inhibidores de la síntesis de 
la PGE2 en pacientes con OA de rodilla induce una  disminución en la expresión de las enzimas 
encargadas de la síntesis de este prostanoide, como la COX-2 y la mPGES-1. Hemos descrito como 
dos AINE empleados en la actualidad en el tratamiento de la OA tienen un perfil diferente en cuanto al 
control de la inflamación sinovial, puesto que su efecto sobre la síntesis de citoquinas y la presencia de 
células inflamatorias en la membrana sinovial es diferente.  
 Mediante estudios in vitro, hemos demostrado que algunos compuestos derivados de la 
glucosamina son capaces de inhibir la síntesis de mediadores proinflamatorios así como la presencia de 
enzimas implicadas en la degradación de la matriz extracelular. Otros SYSADOA sólo controlan 
parcialmente alguno de estos mediadores. Los AINE inhibieron la ruta proinflamatoria más eficazmente 
que los otros compuestos utilizados en los estudios in vitro. Sin embargo, no modificaron o incluso 
activaron la síntesis de proteasas. 
 El planteamiento de este trabajo permite abrir nuevas hipótesis en cuanto a la presencia de 
mecanismos dependientes e independientes de PGE2 que pueden controlar la inflamación sinovial 
durante la OA. 

 
 
 

Summary           _____ 
 

Osteoarthritis (OA) is the most common chronic joint disease. Joint cartilage degeneration is 
the central feature in OA, but is associated with concomitant changes in synovium and subchondral 
bone metabolism causing pain and stiffness in the involved joints and an impaired physical function. 
While OA is traditionally defined as a noninflammatory joint  disease, many  reports have  highlighted  
the critical  role of  synovial inflammation  in  OA  progression. 

The most widespread agents employed for the control of OA symptoms are COX competitors. 
In spite of the prominent role of PGE2 in this disease, the chronic use of agents targeting the COX 
pathway has for the moment failed to slow OA progression in clinical practice. In the last years a new 
group of compounds called symptomatic slow acting drugs for OA (SYSADOA) have begun to use. 
Compounds in this class include glucosamine, chondroitin sulfate (CS) and diacerhein (DC). These 
drugs are able to palliate the OA symptoms as well as to slow the disease progression, although the 
molecular mechanism by which SYSADOA modify cell metabolism are still under discussion.  

This thesis demonstrates that the long term PGE2 synthesis inhibitors treatment in patients 
with knee OA down regulate the expression of the enzymes responsible for the synthesis of the 
prostanoid, like COX-2 and mPGES-1. However, CBX and ACF, two NSAID currently employed in OA 
treatment, appear to have different antiinflammatory profiles in controlling OA synovial macrophage 
infiltration and proinflammatory citoquine expression. 

We have demonstrated that some glucosamine compounds are able to control 
proinflammatory and structural routes. Others SYSADOA only partially control some of the mediators 
studied. NSAID are able to inhibit proinflammatory mediators more efficiently than the other 
compounds used in the in vitro studies. However they do not modify or even activate MMP synthesis. 

This work open new hypothesis for the mechanisms, both PGE2 dependent and independent, 
that can control the synovial inflammation in OA. 
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Abreviaturas   

Relación de abreviaturas que aparecen en el texto. En muchos casos se ha conservado la 

correspondiente abreviatura en inglés debido a su frecuente utilización en el lenguaje científico. 

     
AA Ácido araquidónico 

AC Adenilato ciclasa 

ACF Aceclofenaco 

AcG N-Acetil Glucosamina 

AcM N-Acetil Manosamina 

AH Ácido Hialurónico 

AINE Antiinflamatorios no esteroideos 

AMPc Adenosín monofosfato cíclico 

AP-1 Proteína activadora 1 

AR Artritis reumatoide 

BSA Albúmina de suero bovino 

CBX Celecoxib 

COX Ciclooxigenasa 

CREB Elemento de respuesta a AMPc 

CS Condroitín Sulfato 

DAB Diaminobenzidina 

DC Diacereína 

DCF Diclofenaco 

DS Dermatán Sulfato 

EEM Error estándar de la media 

EMSA Ensayo de retardo de movilidad electroforética 

EP Receptores de membrana de PGE2 

ERK Quinasa regulada extracelularmente 

GAG Glicosaminoglicanos 

GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GMPc Guanosín monofosfato cíclico 
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HG Hidrocloruro de Glucosamina 
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H2O2 Peróxido de hidrógeno 

ICE Enzima conversora de IL-1β 
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IL-1R Receptor de IL-1 

IL-1Ra Antagonista del receptor de IL-1 
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IL-8 Interleuquina 8 
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1. LA ARTROSIS. 
 

La artrosis (OA) es la patología degenerativa de la articulación más frecuente. La característica 

principal de la OA es la degeneración del cartílago articular, aunque simultáneamente se producen 

cambios en la cápsula articular, los tejidos blandos periarticulares, la membrana sinovial y en el hueso 

subcondral lo que provoca la aparición de dolor y rigidez en las articulaciones afectadas y la disminución 

de la funcionalidad (Pelletier JP, 2001a) (Figura 1). No se conoce con exactitud al etiología exacta de la 

OA, aunque se sabe que los cambios estructurales son debidos a la combinación de diversos factores 

sistémicos (densidad mineral ósea, factores genéticos, edad) y locales (obesidad, ejercicio físico) (Nuki 

G, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Osteofitos

Pérdida de cartílago 
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hueso subcondral
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Figura 1: cambios que se producen en la articulación artrósica. 
 

El cartílago articular está sujeto a un equilibrio entre los procesos anabólicos (síntesis de matriz 

extracelular) y catabólicos (degradación de la matriz). Normalmente estos dos procesos están en 

equilibrio y las moléculas destruidas son reemplazadas por moléculas nuevas. En los estadios iniciales 

de la OA en un primer intento de reparación se produce por parte de los condrocitos una reacción 

hipertrófica con aumento de la síntesis de la matriz cartilaginosa. A esta fase inicial hipertrófica le sigue 

un recambio acelerado en los componentes de la matriz y una depleción clara de proteoglicanos, para 

acabar finalmente, en una pérdida de la estructura de la red de colágeno. En esta etapa se produce la 

activación de la membrana sinovial. Los fibroblastos y macrófagos de este tejido sintetizan elevadas 

cantidades de IL-1β y, en menor medida, de TNF-α. En los estadios finales de la OA, la inflamación 

sinovial se mantiene, al menos en parte, por fragmentos de cartílago articular y cristales de pirofosfato 

cálcico, de hidroxiapatita y de urato monosódico liberados del cartílago dañado. Estos factores son 

capaces de estimular las células de la membrana sinovial para sintetizar y liberar un elevado número de 

mediadores inflamatorios, que se asemejan a aquellos que se encuentran en enfermedades articulares 

inflamatorias, como la artritis reumatoide (Schumacher HR, 1995). Las citoquinas proinflamatorias se 

difunden a través del líquido sinovial llegando a la superficie articular donde se une a los receptores de 
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superficie existentes en el condrocito, liberándose finalmente más citoquinas inflamatorias y proteasas 

que perpetúan el proceso de degradación del cartílago articular (Benito-Ruiz P, 2000). 

De esta forma, el concepto clásico de OA, en el cual se otorgaba mayor importancia a la 

activación directa del cartílago y del hueso subcondral, ha cambiado, dándose también una gran 

importancia a la activación de la membrana sinovial que se produce en los estadios finales de la 

enfermedad, hasta el punto de que los cambios patológicos que se producen en la membrana sinovial 

de un paciente con OA pueden ser incluso tan severos como los que se producen en un paciente con 

artritis reumatoide (Farahat MN, 1993). 

 

1.1 Cambios en el cartílago articular. 
 

Independientemente de cuál sea el factor desencadenante, en el cartílago se producen una 

serie de eventos bioquímicos y moleculares que originan la aparición de cambios macroscópicos y 

microscópicos en todos los niveles del cartílago articular:  

 

• Estructura del cartílago articular: se produce una fibrilación superficial progresiva, que se 

extiende hasta el hueso subcondral, produciendo una disminución progresiva del grosor del cartílago 

articular con pérdida completa en algunas zonas (Figura 2). 

• Condrocitos: En la OA se produce un aumento inicial en la densidad celular y capacidad 

sintetizadora en un intento de compensar la pérdida de matriz extracelular, pero finalmente el número 

de células existentes en el tejido disminuye (figura 2). El número de células va a depender del equilibrio 

entre división y muerte celular. En los últimos años ha cobrado especial relevancia el papel de la muerte 

celular del condrocito por apoptosis que conduce a un cartílago hipocelular (Pelletier JP, 2001a).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

A BA B

 
Figura 2: Imagen microscópica del cartílago articular normal (A) y artrósico (B), en la que se puede 
observar los cambios que acontecen en el tejido dañado. 

 

• Matriz: inicialmente se produce un aumento del contenido de agua, proteoglicanos y 

concentración de fibronectina existente en el cartílago. Pero en estadios mas avanzados de la 



Introducción          3                   

enfermedad se produce una disrupción de la organización del colágeno y una pérdida progresiva de 

proteoglicanos, AH y colágeno. 

 

1.2 Cambios en la membrana sinovial. 
 

Los cambios que acontecen en la membrana sinovial artrósica afectan a varios niveles: se 

produce una hiperplasia moderada de la capa íntima, edema intersticial, incremento de la 

vascularización, activación de las células residentes del estroma e infiltrado moderado de la membrana 

sinovial por células inflamatorias, incluyendo células B y T activadas (Saito I, 2002).  

Estudios histopatológicos de la membrana sinovial de pacientes con OA demostraron la 

presencia de sinovitis en dichas membranas, localizada junto a las zonas en las que se produce la 

degeneración del cartílago articular (Saito I, 2002). Además Shibakawa et al. demostraron la presencia 

de un pannus en la articulación artrósica, que mediante la liberación de colagenasas contribuye a la 

destrucción del cartílago articular (Shibakawa A, 2003).  

  

1.3 La inflamación en la artrosis. 
 

Algunos estudios clínicos han demostrado que la sinovitis en la OA se correlaciona con un 

peor pronóstico y con una progresión acelerada de la enfermedad (Pelletier JP, 2001b; Sharif M, 

2000). Un estudio ecográfico ha demostrado que el 70% de los pacientes con artrosis de rodilla 

sintomática presenta sinovitis (Wakefield RJ, 1998). Además, la sinovitis es una de las causas 

principales de dolor en la enfermedad. De hecho, la intensidad de la sinovitis (medida por artroscopía) 

se correlaciona con la gravedad del dolor en enfermos con OA de rodilla, y ambos procesos mejoran 

con el tratamiento con corticoides intraarticulares (Jones A, 1996). A pesar de estos hallazgos, se 

desconoce el mecanismo celular por el que la inflamación sinovial influye en el deterioro de la 

articulación artrósica de forma que se ha considerado tradicionalmente como un proceso secundario 

relacionado con la destrucción del cartílago y con la consiguiente liberación de fragmentos en el líquido 

sinovial. En la superficie del cartílago artrósico se han encontrado inmunocomplejos que contenían 

anticuerpos para el colágeno tipo II (Cooke TD, 1980). Sin embargo la inflamación sinovial no solo 

influye en la fase final de la enfermedad sino que se ha demostrado la existencia de diversos grados de 

sinovitis tanto en estadios tempranos (Smith MD, 1997) como en las fases finales de la OA (Farahat 

MN, 1993). 

 Existen otras evidencias que demuestran que la inflamación juega un papel importante en el 

desarrollo de la OA. La membrana sinovial y el cartílago sintetizan una serie de citoquinas y factores de 

crecimiento que juegan un importante papel en el desarrollo de la OA (Pelletier JP, 2001a; Martel-

Pelletier J, 1999). Estos mediadores están muy relacionados con las alteraciones funcionales que se 

producen no solo en la membrana sinovial sino también en el cartílago y el hueso subcondral. En este 

sentido, existen dos citoquinas proinflamatorias que juegan un papel fundamental en la destrucción del 

cartílago articular: la IL-1β y el TNF-α (Caron JP, 1996; Van de Loo FAJ, 1995). Estas dos citoquinas 

son capaces de estimular su propia producción a la vez que inducen, tanto en condrocitos como en 

sinoviocitos, la síntesis de otras citoquinas como la IL-8, la IL-6, el factor inhibidor de leucocitos (LIF), 
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así como de proteasas (colagenasas, estromelisinas, agrecanasas), mediadores lipídicos (PGE2, LTB4) 

y radicales libres (NO) (López-Armada MJ, 2004; Mor A, 2005). Además la expresión de las enzimas 

responsables de la activación de la IL-1β y el TNF-α, y de los receptores a los cuales se unen, se 

encuentra incrementada en el cartílago y la membrana sinovial artrósica (Saha N, 1999; Amin AR, 

1999; Sadouk M, 1995; Westacott CI, 1994). 

Otras moléculas muy implicadas en la inflamación en la OA son el óxido nítrico (NO) y la 

prostaglandina E2. El cartílago artrósico produce elevadas cantidades de NO (Pelletier JP, 1996) y en 

el líquido sinovial y suero de pacientes con enfermedades reumatoides se han encontrado cantidades 

elevadas de nitritos/nitratos (Farrell AJ, 1992) sintetizados por la forma inducible de la enzima NO 

sintasa (iNOS) que también se encuentra elevada en la OA (McInnes IB, 1996). Los tejidos articulares 

artrósicos liberan gran cantidad de prostaglandinas, especialmente PGE2 (Amin AR, 1997) siendo 

esta la principal prostaglandina sintetizada tanto por condrocitos como por sinoviocitos (Knott I, 1994). 

En cultivos ex vivo se observó que el cartílago artrósico libera de forma espontánea PGE2 a una 

concentración mucho mayor que el cartílago articular normal estimulado con IL-1β (Amin AR, 1997). 

Así mismo, la COX-2 y la mPGES-1, las enzimas responsables de la síntesis de la PGE2, se 

encuentran incrementadas en la membrana sinovial y el cartílago de pacientes con OA (Amin AR, 

1997; Koki A, 2002; Park JY, 2006). 

 

 
2. FACTORES IMPLICADOS EN LA ARTROSIS. 
 

Las células implicadas en el desarrollo de la OA deben responder a los cambios ambientales 

que se presenten y para ello disponen de diferentes mecanismos intracelulares que transmiten la señal 

desde la superficie hasta el núcleo celular, induciendo la activación de diferentes factores de 

transcripción. Los factores nucleares son pequeñas proteínas que se unen a secuencias específicas de 

ADN, en las regiones promotoras de genes dianas, para controlar su transcripción. Existen diferentes 

familias de factores de trascripción implicados en el control de la expresión génica en situaciones 

inflamatorias, como son la proteína activadora 1 (AP-1), el factor nuclear de células T activadas (NF-

AT), el factor nuclear-kappaB (NF-κB), el factor de transducción y activación de la transcripción (STAT), 

p53 y los receptores nucleares de hormonas. 

 

2.1 El factor nuclear-κB. 
 

El NF-κB  es un factor de transcripción que se expresa prácticamente en todos los tipos 

celulares y que participa en la transcripción génica de numerosos genes, y en concreto, de muchos 

genes que juegan un papel fundamental en la evolución de las enfermedades reumáticas (Manning AM, 

1994). Este factor nuclear se localiza en la membrana sinovial de tejidos tanto artríticos como 

artrósicos, siendo esencial en la iniciación y perpetuación de la sinovitis crónica y en la hiperplasia de 

la membrana sinovial (Firestein GS, 1999). En cuanto al cartílago, el NF-κB está implicado en la 

respuesta del cartílago articular a la sobrecarga y en condrocitos se produce la activación de este 

factor tras la estimulación con la IL-1β. Además el NF-κB regula la expresión de muchos genes 
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implicados en la fisiopatología de la destrucción articular como MMP-1, MMP-3, MMP-13, COX-2, 

iNOS, etc. (Berenbaum F, 2004). 

El NF-κB es un homodímero o heterodímero formado por los miembros de la familia de 

proteínas Rel, de la cual se han identificado hasta el momento cinco integrantes: c-Rel, NF-κB1 (p50), 

NF-κB2 (p52), Rel A (p65) y Rel B. Todas estas proteínas presentan una región muy conservada de 

aproximadamente 300 aminoácidos en el extremo NH2-terminal, denominada dominio de homología Rel 

(DHR) (Lee JI, 1998). Dicha región es la responsable de la unión al ADN, la dimerización y la fusión con 

los miembros de la familia de proteínas inhibitorias IκB. El DHR contiene además una señal de 

localización nuclear (SLN) que facilita la translocación del NF-κB al núcleo. El dímero clásico del NF-κB 

(p50/p65) está formado por las subunidades Rel A y NF-κB1, sin embargo, aunque menos frecuentes, 

se conocen otros dímeros formados por diferentes subunidades que tienen una función biológica 

diferente. 

 

2.2 La familia de IkB. 
 

Está integrada por las proteínas IκB-α, IκB-β, IκB-γ, IκB-ε, Bcl-3, los precursores de NF-κB1 

(p105) y de NF-κB2 (p100) y la proteína Cactus Drosophila (Whiteside ST, 1997). Contienen entre cinco 

y siete repeticiones conservadas de tipo ankirina, fundamentales para su unión al NF-κB a través de los 

dominios DHR del dímero. De este modo, la subunidad inhibitoria enmascara la SLN e impide la 

translocación al núcleo (Whiteside ST, 1997). Las proteínas IκB, poseen además una secuencia de 

desestabilización en la región COOH-terminal, que favorece su degradación proteolítica (Lee JI, 1998; 

Rothwarf DM, 1999). La interacción entre las subunidades inhibitorias  y los miembros de la familia Rel 

es específica, de manera que, mientras que IκB-α e IκB-β inhiben los dímeros que contengan p65 y/o c-

Rel, IκB-γ y Bcl-3 se unen preferentemente a los complejos que contengan p50 y/o p52 (Beg AA, 1993). 

 

2.3 Activación de NF-κB. 
 

Los complejos NF-κB se encuentran localizados en el citoplasma celular en su estado 

inactivo, asociados a la proteína inhibitoria IκB. El NF-κB puede activarse por diferentes estímulos 

tales como: citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β), células mitógenas T y B, proteínas virales,  

liposacárido bacteriano (LPS), RNA de doble banda, factores de crecimiento, LDLox, estímulos 

inmunológicos y el estrés físico o químico.  

En primer lugar se produce la fosforilación de dos serinas (la Ser32 y la Ser36) de la subunidad 

inhibitoria IκB (principalmente de IκB-α). La fosforilación de la subunidad inhibitoria IκB-α se ha 

descrito que podría realizarse por las subunidades catalíticas del complejo IKK, IKK-α e IKK-β 

(Regnier C, 1997). Esta fosforilación permite el reconocimiento de la región NH2-terminal de IκB-α por 

la proteína 1 que conducirá a la poliubiquitinación de IκB-α y finalmente a la degradación por el 

proteosoma 26S, exponiéndose la región SLN del NF-κB. El dímero libre se transloca al núcleo, 

donde se une a los sitios-κB de los genes para activar su transcripción (Figura 3).  
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Figura 3: Mecanismos de activación de NF-κB. 

 

2.4 El factor nuclear AP-1. 
 

El factor nuclear AP-1 es un factor de transcripción muy implicado en la activación de las 

células T, la síntesis de citoquinas y la producción de metaloproteasas (Angel P, 1991). Diferentes 

estímulos son capaces de inducir la activación de este factor nuclear, incluyendo citoquinas, factores 

de crecimiento y la oncoproteína Ras. AP-1 es un homodímero o heterodímero formado por los 

miembros de las familias de proteínas Jun (c-jun, jun B, jun D), Fos (c-fos, fos B, Fra-1 y Fra-2) y ATF 

(ATF-2 y ATF-3), caracterizadas todas ellas por tener un dominio de unión a DNA leucine zipper. Se 

conocen diferentes variantes de este factor nuclear, de forma que se une al DNA y activa la 

transcripción en forma de homodímeros Jun o heterodímeros Jun-Jun o Jun-Fos. 

 AP-1 tiene un papel fundamental en la expresión de muchos genes implicados en patologías 

articulares como el TNF-α, colagenasas y estromelisinas. En la membrana sinovial normal no se 

localiza este factor nuclear, sin embargo tanto en la membrana sinovial artrítica como en la artrósica 

se han detectado las proteínas que forman parte del factor nuclear AP-1, aunque los niveles de AP-1 

activado son mucho más altos en el tejido sinovial artrítico (Firestein GS, 1999). AP-1 es esencial en 

la regulación del desarrollo del cartílago y de la diferenciación de los condrocitos estando implicado 

en la condrogénesis (Tufan AC, 2002) y en la regulación de la maduración hipertrófica de los 

condrocitos (Moritani NH, 2003). Además AP-1 participa en la destrucción del cartílago articular en 

enfermedades reumatoides, de forma que se ha demostrado que un aumento en la expresión de c-fos 

inhibe la síntesis de proteoglicanos en condrocitos articulares (Tsuji M, 1996). 
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3. MOLÉCULAS IMPLICADAS EN LA ARTROSIS. 
 

El proceso inflamatorio y la degradación del cartílago en la artrosis está regulado por una serie 

de moléculas de distinta naturaleza y función. Entre estos mediadores, cabe destacar las citoquinas, 

las quimioquinas, los prostanoides, las metaloproteasas y las especies reactivas de oxígeno. 

 

3.1 Las Citoquinas. 
 

Las citoquinas son péptidos de pequeño tamaño que median la activación, proliferación y 

migración celular a través de sus receptores de membrana. Tienen funciones a nivel fisiológico en la 

homeostasis de los órganos y participan también en la reparación del tejido dañado. Sin embargo, su 

producción excesiva conduce a situaciones patológicas, de ahí su implicación en enfermedades 

inflamatorias, inmunes e infecciosas (Arend WP, 1990). 

 Hay dos tipos de citoquinas dependiendo de la función que ejercen: las citoquinas 

proinflamatorias y las inmunoreguladoras. Dentro del primer grupo, se encuentran el TNF-α, la IL-1β y 

la IL-6. Son sintetizadas por macrófagos, fibroblastos y células endoteliales, y son responsables de la 

activación de un gran número de células (Duff GW, 1994). En concreto, la IL-1β y el TNF-α, son dos 

de los principales mediadores que participan en la destrucción del cartílago en la OA. Estas 

citoquinas son capaces de inducir su propia producción al tiempo que inducen en sinoviocitos y 

condrocitos la síntesis de otros mediadores como la IL-8, la IL-6 y el factor inhibidor de leucocitos 

(LIF) (López-Armada MJ, 2004; Mor A, 2005). Ambas citoquinas, son capaces de incrementar en los 

dos tipos celulares la expresión de la COX-2 y la iNOS, y por tanto de los mediadores 

proinflamatorios que sintetizan estas dos enzimas, la PGE2 y el NO (López-Armada MJ, 2004; Mor A, 

2005). Estas citoquinas también son capaces de aumentar la producción de otras moléculas 

implicadas en el desarrollo de la enfermedad como son proteasas, quimioquinas y moléculas de 

adhesión. Finalmente, tanto la IL-1β como el TNF-α disminuyen la síntesis de proteoglicanos y de 

colágeno tipo II en los condrocitos, aumentando en cambio la expresión de los colágenos tipo I y III 

(López-Armada MJ, 2004; Mor A, 2005). La suma de todos estos efectos tiene como resultado final la 

puesta en marcha del programa catabólico que se produce en la OA. 

La IL-1 es una citoquina de 17 kDa producida por una gran variedad de células. Su gen 

codifica 2 isoformas con un 25% de homología, IL-1α e IL-1β . Ésta última representa el 90% de la IL-

1 liberada al medio extracelular, mientras que la IL-1α es una molécula inicialmente unida a 

membrana. Ambas proteínas surgen de precursores de aproximadamente 30 kDa. Su activación 

depende de una proteasa denominada enzima conversora de IL-1β (ICE), o caspasa-1, que está 

incrementada tanto en el cartílago como en la membrana sinovial artrósica (Saha N, 1999). La IL-1 

produce diferentes efectos biológicos a través de su unión a receptores específicos, conocidos como 

IL-1R. Se han identificado dos variantes, el IL-1R tipo I y tipo II (Slack J, 1993). El receptor tipo I se 

encuentra incrementado tanto en condrocitos como en sinoviocitos artrósicos, lo cual hace a estas 

células más sensibles a la IL-1β (Sadouk M, 1995).  
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La familia del TNF consta por lo menos de 18 miembros distintos que exhiben un 15-25% de 

homología en su secuencia de aminoácidos. El TNF-α se sintetiza en forma de precursor inactivo 

unido a la membrana. Es necesario la actuación de la enzima conversora de TNF-α (TACE) para su 

activación (Black RA, 1997). Recientemente, se ha demostrado que esta enzima se encuentra 

elevada en el cartílago de pacientes con OA (Amin AR, 1999). La forma nativa del TNF-α es un 

polipéptido de 45 KDa, constituido por monómeros de 17 KDa que se unen por interacciones no 

covalentes formando trímeros. Se han descubierto dos receptores distintos para esta citoquina, de 55 

y 75 KDa (TNFR55 y TNFR75). El TNFR55, que parece ser el más implicado en la actividad del TNF-

α en la OA y está incrementado tanto en condrocitos como en sinoviocitos artrósios (Alaaeddine N, 

1997). 

 

3.2 Los Prostanoides. 
 

Los prostanoides son productos de la ciclooxigenasa (COX) derivados de ácidos grasos 

insaturados (C-20). Se clasifican en Prostaglandinas (PG) y Tromboxanos. Ejercen una gran variedad 

de acciones en diferentes tejidos y células. Las acciones más típicas son la vasorelajación y 

vasoconstricción de varios tipos de músculo liso. Además, modulan la actividad neuronal y participan 

en la regulación de la secreción y movilidad del tracto gastrointestinal, así como en el transporte de 

iones y agua en el riñón. Están implicados en apoptosis, diferenciación celular y oncogénesis. 

Asimismo, participan en la regulación de la actividad plaquetaria y en la homeostasis (Narumiya S, 

1999).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ruta de síntesis de los Prostanoides. 

Los precursores de estos compuestos son los ácidos grasos poliinsaturados, que se 

transforman por esterificación en glicerol, colesterol y fosfolípidos que quedan almacenados en la 

membrana plasmática. El mecanismo biosintético de los prostanoides engloba tres pasos: (1) la 

liberación de ácidos grasos de la membrana, siendo el ácido araquidónico (AA) el más abundante de 

todos ellos, (2) su conversión en un endoperóxido inestable (PGH2), y (3) la isomerización o reducción 

de este producto intermedio hasta formar las PG (PGD2, PGE2, PGF2), las prostaciclinas (PGI2) y los 

tromboxanos (TxA2) (Smith WL, 1991). 
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En la primera fase participan dos sistemas de lipasas activadas por la interacción de un 

estímulo con su receptor en la célula diana, son la fosfolipasa C (PLC) y la fosfolipasa A2 (PLA2) que 

hidrolizan los fosfolípidos de membrana liberando el AA que es el sustrato de la PGH sintasa o COX, 

enzima que cataliza la oxidación del ácido graso para formar la PGG2 y su posterior reducción a la 

PGH2 (esta reacción se explicará más detalladamente en el apartado siguiente).  

A partir de este metabolito intermedio (PGH2) debido a la acción de las correspondientes 

enzimas sintasas (TXS, PGIS, PGDS, PGES y PGFS), se obtienen los diferentes prostanoides (TXA2, 

PGI2, PGD2, PGE2 y PGF2) respectivamente. Los diferentes prostanoides ejercen su acción a través 

de sus correspondientes receptores de membrana (TP, IP, DP, EP y FP) (Figura 4).   

 

3.2.1 La ciclooxigenasa. 
 
 La Cicloooxigenasa (COX) es una hemoproteína de membrana que cataliza la conversión del 

AA a la PGH2. Es una proteína bifuncional con dos actividades independientes: ciclooxigenasa y 

peroxidasa. La COX cataliza dos reacciones secuenciales en distinto espacio pero mecanísticamente 

acopladas. La primera reacción ciclooxigenasa convierte el AA en la PGG2, seguido de la segunda 

reacción peroxidasa que reduce la PGG2 a PGH2. 

• La reacción catalizada por la actividad ciclooxigenasa de la COX, comienza con la eliminación 

de un átomo de H del AA y la formación de dos radicales consecutivos, ambos susceptibles a los 

ataques por moléculas de O2. La reducción final del radical peroxilo resultante, da lugar al 

endoperóxido cíclico PGG2 (Black RA, 1997).  

• La segunda reacción es catalizada por su actividad peroxidasa  que reduce el PGG2 a PGH2 

por la aportación simultánea de dos electrones por un agente reductor. En esta reacción es necesario 

la acción del grupo hemo de la enzima, que se oxida para formar un radical intermedio en el que el 

átomo de Fe pasa de un estado de oxidación +3 a +4.  

El modelo del centro activo de la COX que describieron Smith y colaboradores en el año 90 

consideraba que  las dos actividades enzimáticas de la COX tenían lugar en sitios separados (Smith 

WL, 1990). Así, en el centro activo existe un sitio de unión al sustrato (AA) y otro sitio de unión a 

hidroperóxidos cerca del grupo hemo de la proteína. Próximo a este grupo prostético se dispone un 

residuo de Tyr que actúa como conductor de electrones entre ambas zonas, permitiendo que las 

reacciones de las dos actividades enzimáticas de la COX sean secuenciales y estén acopladas . 

 Aunque la COX se purificó a partir de vesículas seminales en la década de los 70 y en 1976 

se determinó la secuencia genómica de la COX ovina (Hemler M, 1976), la existencia de las dos 

isoformas no se describió hasta los años 90 (Fu JY, 1990). 

• La COX-1: es la isoforma constitutiva, está localizada en casi todos los tejidos del organismo, 

y su expresión parece estar regulada en situaciones muy concretas como la diferenciación celular. 

Las PG derivadas de esta enzima participan en las respuestas fisiológicas, como la homeostasis 

vascular, la reabsorción renal de Na+ y la citoprotección del estómago (DeWitt D, 1995). 

• La COX-2: no se expresa en la mayoría de las células en condiciones normales, y su 

expresión es inducible como respuesta a citoquinas proinflamatorios, factores de crecimiento o 
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endotoxinas. La elevada producción de la COX-2 se considera el mecanismo por el que aumentan los 

niveles de las PG durante la inflamación (DeWitt D, 1995). 

En humanos, los genes de las dos isoformas se localizan en distintos cromosomas, aunque 

presentan un número similar de exones e intrones. El tamaño de los intrones de la COX-2 es menor, 

por este motivo el gen de COX-2 (8 Kb) se transcribe y se procesa más rápidamente que el de la 

COX-1 (22 Kb) (Crofford LJ, 1997). La regulación transcripcional resulta muy diferente en las dos 

isoformas. El promotor de la COX-1 es un gen constitutivo apenas inducible. Sin embargo, el 

promotor del gen de la COX-2 contiene secuencias consenso para muchos factores de transcripción 

implicados en procesos inflamatorios, tales como el factor nuclear de IL-6 (NF-IL6), el elemento de 

respuesta a AMPc (CREB) o el NF-κB (Appleby SB, 1994). El tránscrito de la COX-2 presenta una 

región no transduccional en el extremo 3´, rica en secuencias “AUUUA”, que le da una gran 

inestabilidad, lo que explicaría la inestabilidad del ARNm de la COX-2 y su rápida degradación. La 

estimulación con citoquinas proinflamatorias estabiliza el ARNm de la COX-2 y el tratamiento con 

glucocorticoides lo desestabiliza (Crofford LJ, 1997). 

La estructura proteica y su mecanismo catalítico en ambas isoformas es muy similar. 

Presentan una homología de secuencias de un 65%, conservando los aminoácidos esenciales del 

centro activo. La estructura terciaria es muy semejante. Son proteínas diméricas de aproximadamente 

70 kDa, que forman una asociación monotópica. Cada monómero contiene tres dominios 

independientes: (1) de unión a la membrana, (2) dominio tipo factor de crecimiento epidérmico 

relacionado con su localización (EGF-like) y (3) un dominio catalítico situado en el centro de un canal 

hidrofóbico de hélices α.  

La distribución de las isoformas difiere entre las especies y en los distintos tejidos. En la 

articulación, la COX-1 se expresa tanto en condrocitos como en sinoviocitos sanos. En cambio la 

COX-2 es detectable en situaciones patológicas en el cartílago y la membrana sinovial tanto de 

pacientes con artritis como con OA (Pelletier JM, 2003). En cuanto a la localización celular se ha visto 

que ambas enzimas se localizan tanto en el retículo endoplásmico como en la membrana nuclear 

encontrándose ambas isoformas en concentraciones similares en los dos compartimentos celulares 

(Spencer AG, 1998). 

 

3.2.2 La Prostaglandina E Sintasa. 
 

La Prostaglandina E sintasa (PGES) es la enzima que cataliza la isomerización de la PGH2 a 

la PGE2. La PGES presenta tres isoformas: 

• La PGES microsomal 1 (mPGES-1), es la isoforma inducible y está acoplada funcionalmente 

a COX-2 (Murakami M, 2000). Es una proteína de 16 kDa, localizada en la membrana nuclear y que 

requiere glutation (GSH) como cofactor esencial para su actividad enzimática (Jakobsson PJ, 1999). 

La expresión de la mPGES-1 es inducida por estímulos proinflamatorios, como  la IL-1,  el TNF o el 

LPS in vitro (Jakobsson PJ, 1999) e in vivo (Ek M, 2001), contribuyendo a la producción de la PGE2 

durante la respuesta inflamatoria. Se ha descrito la implicación de esta enzima en las enfermedades 

reumatoides ya que, su expresión está  aumentada tanto en artritis como en OA. Además 

recientemente estudios inmunohistoquímicos han demostrado que las proteínas mPGES-1 y COX-2 
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colocalizan en la región perinuclear tanto de condrocitos (Kojima F, 2004) como de sinoviocitos 

(Kojima F, 2002) estimulados con la IL-1β. 

• La PGES microsomal 2 (mPGES-2), es una proteína de 33 kDa que se expresa 

constitutivamente en diferentes tipos celulares y cuyos niveles no aumentan en situaciones 

inflamatorias (Murakami M, 2003). Esta enzima no necesita glutation (GSH) como cofactor esencial y 

parece estar acoplada tanto a la COX-1 como a la COX-2 en la producción de la PGE2 en procesos 

de inflamación crónica y aguda respectivamente (Murakami M, 2003). 

• La PGES citosólica  (cPGES), es una proteína citosólica de 26 kDa que se expresa 

constitutivamente en una gran variedad de tejidos y células y cuya expresión no está inducida por 

estímulos proinflamatorios, a excepción del cerebro de rata donde el tratamiento con el LPS 

incrementa los niveles de la cPGES (Tanioka T, 2000). Esta isoforma aparece localizada en el citosol 

y está acoplada principalmente a la COX-1. Se ha observado que la cPGES está implicada en la 

protección gastrointestinal y algunas funciones neuronales (Tanioka T, 2000). 

La múltiple identificación de enzimas de la PGES revela la existencia de al menos dos rutas 

biosintéticas segregadas, la vía constitutiva COX-1-cPGES y la vía inducible COX-2-mPGES. 

 

3.2.3 Implicación de la COX-2 y la mPGES-1 en la patogenia de la OA. 
 

Existen numerosos trabajos que demuestran la implicación de la mPGES-1 y la COX-2 en la 

patogenia de la OA. La mPGES-1 se localiza en la capa superficial del cartílago humano artrósico, al 

igual que IL-1β lo cual es consistente con el hecho de que la citoquina incrementa la producción de la 

mPGES-1, y por tanto de la PGE2, en la OA (Li X, 2005). La otra enzima implicada en la síntesis de la 

PGE2, en situaciones inflamatorias, la COX-2, también se encuentra incrementado en la membrana 

sinovial y el cartílago procedente de pacientes artrósicos (Amin AR, 1997; Koki A, 2002). Estudios 

realizados ex vivo ponen de manifiesto que los condrocitos artrósicos responden a la estimulación 

con la IL-1β y el TNF-α incrementando la expresión y síntesis de la mPGES-1 y la COX-2 de forma 

tiempo y dosis dependiente (Masuko-Hongo K, 2004; Kojima F, 2004). Además la concentración de la 

PGE2 se correlaciona con los niveles de la mPGES-1 que se observan en condrocitos artrósicos tras 

la estimulación con la IL-1β (Masuko-Hongo K, 2004). Por otro lado, en muestras de tejido sinovial de 

pacientes con enfermedades reumáticas existe una tinción positiva para la mPGES-1 localizada en la 

capa íntima de la membrana sinovial (Westman M, 2004). Además, mediante estudios 

inmunohistológicos se observó que las células que sintetizaban la mPGES-1 en la membrana sinovial 

de los pacientes eran fundamentalmente macrófagos y fibroblastos sinoviales (Westman M, 2004). 

Varios trabajos han estudiado el papel de la mPGES-1 ex vivo en células o tejidos procedentes de 

articulaciones artríticas de forma que han demostrado que la estimulación con la IL-1β incrementa 

significativamente la expresión y síntesis de la mPGES-1 y de la COX-2, así como la producción de la 

PGE2 en sinoviocitos (Stichtenoth DO, 2001; Kojima F, 2002). Así mismo se ha visto incrementada la 

expresión de la COX-2 en los fibroblastos sinoviales y en los vasos sanguíneos de la membrana 

sinovial de pacientes artrósicos (Siegle I, 1998; Koki A, 2002). 
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3.2.4 La Prostaglandina E2 (PGE2). 
 

La PGE2 es el principal prostanoide producido por muchos tejidos y tipos celulares. Trabajos 

recientes usando genes dianas o inhibidores específicos han confirmado la relevancia de la PGE2 

como mediador de la respuesta inflamatoria (Morham SG, 1995; Ballou LR, 2000; Portanova JP, 

1996).  La PGE2  regula la respuesta inmune (Narumiya S, 1999; Zhang Y, 2000) y afecta a la 

remodelación, formación y resorción ósea (Jee WS, 1987; Miyaura C, 2000).  

 En cuanto a enfermedades reumáticas, se ha demostrado que los tejidos articulares 

artrósicos liberan gran cantidad de prostaglandinas, especialmente de PGE2 (Amin AR, 1997) siendo 

esta la principal prostaglandina sintetizada tanto por condrocitos como por sinoviocitos (Knott I, 1994). 

En el tejido y el líquido sinovial artrósico existe un incremento en la concentración de PGE2 (Crofford 

LJ, 1999; Sahap Atik O, 1990) y aunque la membrana sinovial parece ser la principal fuente de la 

producción de la PGE2 durante la OA (Wittenberg RH, 1993) en cultivos ex vivo se observó que el 

cartílago artrósico libera de forma espontánea PGE2 a una concentración mucho mayor que el 

cartílago articular normal estimulado con la IL-1β (Amin AR, 1997). Los signos clásicos de la 

inflamación aguda (dolor, eritema, edema y calor) pueden ser reproducidos por las acciones de las 

prostaglandinas al estimular la vasodilatación, incrementar la permeabilidad vascular y contribuir a la 

sensibilización al dolor. La PGE2 estimula la producción del factor de crecimiento endotelial vascular 

contribuyendo a los fenómenos de angiogénesis (Ben-Av P, 1995). Así mismo, la PGE2 puede 

desempeñar un papel clave como mediador de la erosión del cartílago y del hueso yuxtaarticular al 

incrementar la síntesis de las MMP, importantes mediadores de la degradación tisular, en condrocitos 

articulares humanos (Bunning RA, 1989), sinoviocitos (Mehindate K, 1995) y explantes de cartílago 

artrósico (Amin AR, 1997) y disminuir la síntesis de proteínas de matriz como el colágeno. Otros 

estudios han demostrado que la PGE2 presenta también efectos antiproliferativos y proapoptóticos 

(revisado en Martel-Pelletier J, 2003; Goetzl EJ, 1995).  

Sin embargo, la PGE2 también presenta efectos antiinflamatorios. Diferentes autores han 

observado que la PG es capaz de disminuir la expresión y síntesis de las citoquinas IL-1β y TNF-α, de 

la iNOS y de la MMP-1 y la MMP-3 (Blanco FJ, 1995b; Di Battista JA, 1994; Knudsen PJ, 1986; Milano 

S, 1995). Finalmente, varios trabajos han descrito que la PGE2 puede actuar de forma anabólica 

incrementando la producción de colágeno y proteoglicanos en el cartílago mediante la activación del 

factor de crecimiento tipo insulina I (IGF-I) (Di Battista JA, 1997; Goldring MB, 1999).  

 

3.2.5 Los receptores de PGE2. 
 

La PGE2 ejerce su acción a través de cuatro receptores de membrana que se denominan EP (1-

4). La estructura de estos receptores presenta muchas semejanzas estando formados por siete 

dominios transmembrana, conservando 28 aminoácidos en esta región. También conservan con 

respecto a otros receptores tipo rodosina, ocho aminoácidos, encargados de mantener la estructura y 

función generales de estos receptores.  

Estos receptores se clasifican en tres categorías, atendiendo a su señal de transducción y a 

su acción biológica: 
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• Receptores Relajantes: EP-2 y EP-4. Actúan acoplados a proteínas Gs, que activan a la 

adenilato ciclasa (AC) y median un incremento del AMPc, induciendo la relajación del músculo liso. 

(Honda A, 1993; Regan JW, 1994). 

• Receptor Contráctil: EP-1. Media la acción de la PGE2 que induce un aumento de la 

concentración de Ca2+ libre. Este incremento es dependiente de la disponibilidad del Ca2+ extracelular 

y va acompañado por un pequeña respuesta del fosfatidil inositol (Whatabe A, 1993). Esto sugiere 

que este receptor EP regula los canales de Ca2+ a través de una proteína G no identificada.  

• Receptor Inhibitorio: EP-3. Presenta varias isoformas por splicing alternativo de su extremo 

carboxilo terminal, de las cuales las más conocidas son: EP-3A, EP-3B, EP-3C y EP-3D. Inicialmente se 

creía que estos receptores estaban acoplados a proteínas Gi que producían una inhibición de la AC y 

una disminución del AMPc, provocando una inhibición de la relajación del músculo liso (Sugimoto Y, 

1992). Otros autores han observado que la unión de la PGE2 a estos receptores puede provocar un 

aumento en los niveles del AMPc y del fosfatidil inositol (Irie A, 1993). Sin embargo, a pesar de los 

trabajos existentes aún no se conoce el significado fisiológicos de las isoformas del receptor EP-3.  

 

3.3 Las óxido nítrico sintasas (NOS). 
 

El óxido nítrico (NO) se sintetiza en las células de mamíferos gracias a la intervención de una 

familia de enzimas conocidas como óxido nítrico sintasas (NOS). Se conocen tres isoformas, dos de 

las cuales se expresan de forma constitutiva conocidas como cNOS (nNOS y eNOS) y una tercera 

que es inducible (iNOS). La nNOS fue originalmente purificada en el tejido neuronal, aunque también 

se localiza en otros tejidos, como el músculo esquelético. La eNOS se localiza en diferentes tejidos y 

células como endotelio vascular, miocardio, plaquetas e hipocampo. Finalmente se ha descrito la 

presencia de la isoforma inducible en macrófagos, músculo cardíaco, hepatocitos, glía, condrocitos, 

etc. (Abramson SB, 2001). La actividad de la enzima NOS está regulada a diferentes niveles y para 

que lleve a cabo su función necesita diferentes sustratos y cofactores: 

• Calcio y calmodulina. La síntesis de NO depende de la capacidad de cualquiera de las isoformas 

de NOS para unirse a la proteína reguladora de calcio, llamada calmodulina. Sin embargo, las 

concentraciones de Ca+2 necesarias para la activación de la iNOS son mucho más bajas que las 

que requieren cualquiera de las isoformas constitutivas (Nathan C, 1994). 

• Cofactores de NOS. Todas las isoformas de NOS requieren la presencia de L-arginina, 

tetrahidrobloptenina (TBH), nicotinamida adenina dinucleotidofosfato (NADPH), flavin adenina 

dinucleótido (FAD) y flavin mononucleótido (FMN) para la síntesis de NO. 

 

Existen otras diferencias entre las isoformas de NOS en cuanto al tipo de respuesta y la 

duración de la misma. Las isoformas contitutivas presentan una respuesta inmediata, corta y la 

cantidad de NO que producen se encuentra en el rango de los pmoles. En cambio, la isoforma 

constitutiva, tienen una respuesta retardada y larga, produciendo NO en concentraciones mas altas 

(Nathan C, 1997).  
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3.4 El Oxido nítrico (NO). 
 

El NO es un radical libre gaseoso, sintetizado a partir de la oxidación del aminoácido L-

arginina por la NOS. El NO es lábil y en presencia de oxígeno se metaboliza rápidamente a su forma 

inactiva, estable y definitiva, los nitritos (NO2-)  y los nitratos (NO3-). (Stamler JS, 1992) (Figura 5). 

 La vida media del NO es breve (8-10 segundos), lo cual limita su campo de acción. Sin 

embargo, sus efectos biológicos pueden extenderse debido a la formación de productos estables y 

activos, cuando reacciona con proteínas y otras moléculas: el NO se puede unir al grupo hemo de la 

guanilato ciclasa estimulando la producción de GMPc; se puede transformar en peroxinitrito (ONOO-) 

por reacción con el anión superóxido (O2-) o también puede eliminarse por reacción con 

oxihemoglobina hasta formar nitratos (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: (A) Síntesis de NO. El aminoácido L-arginina es el sustrato para la producción de NO y L-citrulina. La 
reacción catalizada por la enzima NOS requiere la presencia de oxígeno y NADPH. (B) Metabolismo del NO. El 
NO puede combinarse con aniones superóxido (O2-) para formar iones de peroxinitrito altamente reactivos (ONOO-). 
Estos iones pueden causar nitrosilación de la tirosina (Tyr), llevando a la formación de 3-nitrotirosina (3-NT). El NO 
puede también combinarse con tioles como el glutatión o la albúmina para producir nitrosotioles (RS-NO), o ser 
metabolizado a nitrito (NO2-) o nitrato (NO3-). MPO: mieloperoxidasa; SOD: superóxido dismutasa.  

 

Existen numerosos factores que determinan el papel dual fisiológico o fisiopatológico del NO. 

Entre ellos, uno de los más importantes es la concentración local del mediador: concentraciones 

pmolares de NO producidas por las isoformas constitutivas de la NOS son suficientes para que el NO 

lleve a cabo sus funciones fisiológicas. Sin embargo, concentraciones mayores del mediador 

producidas por la isoforma inducible van a estar implicadas en la respuestas proinflamatorias y en la 

destrucción de las células y tejidos adyacentes (Nathan C, 1997). Hay que recordar, que mientras una 

elevada producción de NO se asocia generalmente a daño tisular, el NO producido de forma 

constitutiva por el endotelio parece tener un papel protector en el sistema vascular, debido a la 

capacidad del mediador para inhibir la adhesión de los neutrófilos y plaquetas al endotelio, así como 

para disminuir la producción del anión superóxido en leucocitos (Abramson SB, 2001). Otras acciones 

antiinflamatorias del NO incluyen la inhibición de: degranulación de los mastocitos, la expresión de P-
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selectina y la formación de las fibras de estrés de actina a los sitios de adhesión (Abramson SB, 

2001). 

En cuanto a las enfermedades articulares, el NO es un mediador claramente involucrado en la 

destrucción del cartílago articular en la OA a través de diferentes mecanismos (Abramson SB, 2001; 

Blanco FJ, 1995a; Pelletier JP, 2001a). El líquido sinovial procedente de las articulaciones humanas 

sanas contiene valores muy bajos de NO, a diferencia del procedente de pacientes con OA o AR que 

posee altas concentraciones de NO (Farrell AJ, 1992). Además la cantidad de NO producido por el 

tejido artrósico está en relación directa con el grado de lesión del cartílago (Hashimoto S, 1998). De 

los tejidos que forman parte de la articulación, el cartílago es el tejido que tiene mayor capacidad para 

sintetizar y liberar NO. El cartílago artrósico expresa la iNOS y produce nitritos tras 72 horas en 

cultivo, en ausencia de estimulos como la IL-1β y el TNF-α (Attur MG, 2000; Amin AR, 1997) y se ha 

observado que los condrocitos de las zonas superficiales producen más NO que las células de las 

capas más profundas (Hayashi T, 1997). En cambio, el tejido sinovial humano tiene una escasa 

capacidad para sintetizar y liberar NO (Rediske JJ, 1994).  

 El NO puede inhibir la síntesis de macromoléculas de la matriz del cartílago, tal como 

colágeno y proteoglicanos. También pude aumentar la actividad de las MMP, incrementar la 

susceptibilidad al daño inducido por otros oxidantes como H2O2, reducir la síntesis de IL-1Ra, inhibir 

la proliferación e inducir apoptosis (López-Armada MJ, 2004). Por otro lado, se ha implicado al NO en 

la formación de osteofitos (Nishida K, 2001) y se ha visto que pueden inducir la mineralización del 

cartílago en la OA mediante la inhibición de la fosforilación oxidativa mitocondrial (Johnson K, 2000). 

Por ello, debido a las propiedades eminentemente destructivas del cartílago articular, el NO puede ser 

un importante mediador de la lesión articular crónica en la OA.  

 

3.5 Relación entre la PGE2 y el NO. 
 
 Diferentes trabajos han demostrado la existencia de una estrecha relación entre los 

mediadores de la inflamación NO y PGE2 que pueden regular la homeostasis del tejido y contribuir al 

proceso fisiopatológico (Clancy R, 2000), aunque los resultados obtenidos son muy contradictorios y 

parecen depender del tipo celular, del microambiente presente y de la isoforma de la COX implicada. 

En este sentido, se ha observado que el NO incrementa la liberación de la PGE2 mediada por la COX-

1, pero disminuye la síntesis del mediador asociada a la COX-2 (Clancy R, 2000). Existen trabajos 

que demuestran que el tratamiento con inhibidores de la NOS disminuye la liberación de la PGE2 al 

líquido sinovial en modelos experimentales de artritis y OA, lo que sugiere que parte de la protección 

del cartílago que se observa con estos tratamientos es debida a la modulación de las PG (De Mello 

SB, 1997; Pelletier JP, 1998). Estos resultados coinciden con trabajos previos en los que se demostró 

que la modulación de los niveles de NO o de la expresión de la NOS puede influir en la síntesis de las 

prostaglandinas a través de la alteración de la transcripción de los genes de la COX o la modulación 

de la actividad de la ciclooxigenasa (Salvemini D, 1993; Salvemini D, 1995). Además algunos autores 

han observado que la PGE2 es capaz también de inhibir el incremento en la expresión de la iNOS  y 

en la síntesis de NO inducido por el LPS en macrófagos (Marotta P, 1992). Sin embargo, en los 

condrocitos humanos normales el NO aumenta la síntesis de la PGE2 mientras que la PGE2 no tiene 
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ningún efecto en la producción de NO (Blanco FJ, 1995). En cambio, la producción de NO por el 

cartílago artrósico inhibe la producción de la PGE2 (Amin AR, 1997). A pesar de estos efectos 

aparentemente contradictorios, está claro que existe una relación muy estrecha entre las vías de NOS 

y COX en situaciones patológicas y en la homeostasis normal de los tejidos. En enfermedades, como 

la OA, donde  tanto la expresión de la iNOS como de la COX-2 están incrementadas, aquellas 

estrategias centradas en la regulación de ambas enzimas pueden ser beneficiosas. Sin embargo, el 

NO y la PGE2 tienen efectos pro y antiinflamatorios, por lo que una completa depleción de alguno de 

los mediadores podría tener efectos negativos en la progresión de la enfermedad. 

 

3.6 Las Metaloproteasas. 
 

Las MMP son una familia de endopeptidasas dependientes de Zn2+, capaces de degradar los 

componentes de la matriz extracelular (Murphy G, 2002). Participan en procesos fisiológicos como el 

desarrollo embrionario, la migración celular, la cicatrización de heridas y la reabsorción de tejido. Sin 

embargo, una desregulación o activación de la expresión de la MMP conduce a situaciones 

patológicas, como metástasis tumoral, remodelación vascular y cardiaca, rotura de la placa 

aterosclerótica en síndromes coronarios agudos y enfermedades reumáticas como artritis y OA. 

 Las distintas MMP humanas presentan una organización estructural semejante: 

• Dominio catalítico de unos 165 aminoácidos, con un sitio característico de unión a zinc. 

• Prodominio implicado en el mantenimiento de la latencia enzimática. 

• Secuencia señal implicada en la secreción de las proteasas. 

• Dominio hemopexina que modula las interacciones con los sustratos y con los inhibidores 

tisulares de metaloproteasas (TIMP). 

 

Sin embargo, más allá de esta organización estructural común existen variaciones que permiten 

la división de las MMP en seis subfamilias diferentes: colagenasas (MMP-1, -8 y -13), gelatinasas 

(MMP-2 y -9), estromelisinas (MMP-3 y –10), matrilisanas (MMP-7 y -26), matriz metaloproteasas de 

membrana (MT-MMPs) y otras MMP (MMP-11, -12, -19, -20, -21 y –28) (revisado en Murphy G, 

2002).   

 La actividad de las MMP está regulada a tres niveles: transcripción del gen, activación 

postraduccional de las proenzimas e inhibición por inhibidores endógenos específicos. Los 

mecanismos de regulación transcripcional de las MMP son muy complejos, pero su transcripción se 

induce notablemente en el tejido articular tras la acción de numerosos factores, entre los que 

destacan las citoquinas proinflamatorias, especialmente la IL-1β y el TNF-α. Las rutas de transducción 

de señales que median la actividad de los reguladores transcripcionales de las MMP son también muy 

diversas, aunque entre ellas se encuentran los factores nucleares NF-κB y AP-1 y las MAPK (Vincenti 

MP, 2002). En cuanto a la regulación postraduccional, las MMP son secretadas como enzimas 

inactivas requiriendo la pérdida del prodominio implicado en el mantenimiento de la latencia 

enzimática para que puedan actuar sobre sus sustratos. La activación puede ocurrir 

intracelularmente, en la superficie celular por la acción de MT-MMP, en el espacio extracelular a 

través de la acción de otras proteasas o por otras MMP previamente activadas (Rannou F, 2006). Por 
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último, la actividad enzimática de estas enzimas está estrictamente controlada por sus inhibidores 

específicos conocidos como TIMP. Se han identificado tres formas diferentes de inhibidores de MMP 

en los tejidos de la articulación humana: TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 (Rannou F, 2006). 

 El rasgo principal de la OA es la destrucción progresiva de la matriz del cartílago, en la cual 

están muy implicadas las MMP. En la actualidad, sabemos que las colagenasas, las estromelisinas y 

las gelatinasas son enzimas determinantes en el proceso de destrucción del cartílago articular 

(Pelletier JP, 2001a). Diferentes trabajos han demostrado la implicación de las colagenasas MMP-1, 

MMP-8 y MMP-13 y de la estromelisina MMP-3 en la destrucción del cartílago articular que sucede en 

la OA (Billinghurst RC, 1997; Freemont AJ, 1997). La MMP-1, la MMP-3 y la MMP-13 se encuentran 

presentes en el líquido sinovial de pacientes con OA, en unos niveles bastante elevados en el caso 

de la MMP-1 y la MMP-3 (Lohmander LS, 1993; Yoshihara Y, 2000). También se ha demostrado que 

tanto en condrocitos como en sinoviocitos artrósicos se incrementa la expresión de la MMP-13 

(Billinghurst RC, 1997; Walling HW, 2003). Mediante inmunohistoquímica se ha detectado la 

presencia de la MMP-1 y la MMP-3 en las zonas erosionadas del cartílago articular así como en la 

membrana sinovial procedente de articulaciones artrósicas (Murphy G, 2002). Aunque el papel de la 

MMP-3 es fundamental en el desarrollo de la OA,  sólo las colagenasas MMP-1, MMP-8 y MMP-13 

son capaces de degradar la triple hélice del colágeno tipo II, la principal proteína estructural del 

cartílago. Es más, Billinghurst et al. demostraron que en los condrocitos artrósicos se incrementaban 

los niveles de la MMP-13 y que la degradación del colágeno tipo II que se observaba en el cartílago 

parecía estar correlacionada con la actividad de la colagenasa (Billinghurst RC, 1997). Finalmente 

varios grupos han sugerido la idea de que un desequilibrio entre los niveles de las MMP y los TIMP es 

fundamental en la progresión de la OA (Martel-Pelletier J, 1994; Dean DD, 1989). El cartílago articular 

y los condrocitos artrósicos son capaces de sintetizar los tres tipos de inhibidores descritos, TIMP-1, 

TIMP-2 y TIMP-3. Sin embargo, se ha observado tanto en el cartílago, como en el líquido y el tejido 

sinovial artrósico un desequilibrio entre la concentración de MMP y TIMP (Su S, 1999). 

 

 

4.  EL TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO DE LA ARTROSIS. 
 

En ausencia de una cura definitiva la terapia de la OA se ha basado tradicionalmente en el 

control de la sintomatología de la enfermedad centrándose en estrategias que redujeran el dolor y 

mejoraran la movilidad. Las modalidades terapéuticas en el tratamiento de la OA son muy numerosas 

incluyendo tanto tratamientos farmacológicos como no farmacológicos. Entre los farmacológicos se 

incluyen los analgésicos, AINE, opiáceos, SYSADOA y los corticoides. 
 

4.1 Analgésicos. 
 

El paracetamol continúa siendo el analgésico típico y constituye la primera línea de tratamiento 

sintomático. El paracetamol no es un antiinflamatorio, aunque su eficacia analgésica es equivalente a la 

de los AINE. El paracetamol presenta escasos efectos secundarios a dosis terapéuticas, pero si se 

utiliza a dosis superiores puede aparecer toxicidad hepática. 
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4.2 Inhibidores de la COX. 
 

Los AINE son un grupo heterogéneo de compuestos, generalmente ácidos débiles, cuyo 

mecanismo común de acción se conoce desde 1971, cuando se describieron sus efectos sobre la 

síntesis de las PG (Vane JR, 1971). Los AINE tienen efectos analgésicos, antipiréticos, 

antiagregantes y antiinflamatorios. El principal mecanismo de acción de estos medicamentos radica 

en la inhibición de la COX, lo que provoca un bloqueo en la fase inicial de la cascada proinflamatoria 

de las acciones mediadas por los eicosanoides (Vane JR, 1971). Los primeros AINE que se 

desarrollaron eran inespecíficos, inhibiendo tanto a la COX-1 como a la COX-2. Estos fármacos 

pueden producir una inhibición de la enzima reversible (indometacina (IND) e ibuprofeno) o 

irreversible (ácido acetil salicílico) al competir con el sustrato por el centro activo. (Vane JR, 1996). 

Algunos AINE poseen otros efectos que pueden contribuir a la eficacia antiinflamatoria, como es el 

caso del diclofenaco (DCF) y la IND, que interfieren en la migración de los neutrófilos hacia los tejidos 

disminuyendo en estas células la expresión de la selectina L, es decir, inhibiendo la interacción de los 

neutrófilos con el endotelio activado (Díaz-González F, 1995). Otro AINE no específico empleado en 

el tratamiento de la OA es el aceclofenaco (ACF) que parece no ser capaz de inhibir a la COX pero 

que interfiere directamente en la síntesis de las prostaglandinas tras ser metabolizado en su 

metabolito activo, el DCF.  

El tratamiento con los AINE presenta una serie de efectos adversos, sobre todo en la mucosa 

gástrica y en la función renal, que hay que considerar. Por este motivo se desarrollaron inhibidores 

selectivos de la COX-2 esperando que tuvieran unas acciones terapéuticas similares a los inhibidores 

no selectivos pero sin causar los efectos adversos citados anteriormente. 

 

CLASIFICACIÓN DE LOS AINE 
 
       
      Ácido Acetilsalicílico                        

 

 
Ácido Fenilacético: 

• Diclofenaco (DCF). 
• Aceclofenaco (ACF). 

 
Ácido Indolacético: 

 
• Indometacina (IND). 

 
Oxicams: 

• Piroxicam. 
• Meloxicam (MXC). 

 
Ácido Propiónico: 

•  Ibuprofeno. 
•  Flurbiprofeno. 
•  Naproxeno. 
•  Ketoprofeno. 

 
COXIBs: 

•  Celecoxib (CBX). 
•  Valdecoxib. 
•  Rofecoxib. 

 
Tabla 1: Clasificación de los AINE más utilizados. 

 

El MXC fue uno de los primeros inhibidores preferenciales de COX-2 disponibles. Es un AINE 

de la familia de los oxicam con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Su 

selectividad se ha definido en estudios cinéticos, comparando su capacidad relativa de inhibir ambas 
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isoformas con la de un gran número de AINE. En estos estudios, con el 80% de inhibición de la COX-

2, el MXC bloquea el 25% de la actividad de la COX-1, mientras que un inhibidor no selectivo como el 

DCF bloquea alrededor del 65% de actividad de la COX-1 (Bertolini A, 2001).  

La caracterización de la estructura tridimensional de las ciclooxigenasas mediante estudios 

cristalográficos y de fluorescencia ha permitido el desarrollo de los COXIBs, los cuales son capaces 

de inhibir a la COX-2 sin modificar la actividad de la COX-1. El celecoxib (CBX) fue el primer COXIB 

aprobado para el tratamiento de la OA y de la artritis reumatoide. Este fármaco es capaz de mejorar 

el dolor y la movilidad de forma similar a los AINE convencionales, presentando sin embargo menos 

complicaciones gastrointestinales y se ha demostrado que el CBX es 375 veces más selectivo para la 

COX-2 que para la COX-1 (Clemett D, 2000). 

 

4.3 Fármacos de acción lenta modificadores de los síntomas de la OA (SYSADOA). 
 

A pesar del uso generalizado de los AINE y los COXIB en el control de la inflamación y el 

dolor que se observa en la OA, y del importante papel que desempeña la PGE2 en el desarrollo de la 

enfermedad, el uso crónico de inhibidores de la COX no parece atenuar la destrucción del cartílago 

articular en la OA, razón por la cual se ha desarrollado un grupo nuevo de compuestos denominados 

SYSADOA. Estos fármacos son capaces de paliar los síntomas de la OA y parece que también 

retardan su progresión. Se caracterizan por una acción de aparición lenta (6-8 semanas después del 

inicio del tratamiento) y sus efectos pueden prolongarse durante un período de tiempo significativo 

tras el cese del tratamiento. Los SYSADOA incluyen compuestos como la glucosamina (N-Acetil 

Glucosamina (AcG), Sulfato de Glucosamina (SG) e Hidrocloruro de Glucosamina (HG)), el Condroitín 

Sulfato (CS), la Diacereína (DC) y el Ácido Hialurónico. La Glucosamina y el CS se empezaron a 

utilizar en un intento de recomponer los componentes que forman parte de la matriz extracelular del 

cartílago (Fajardo M, 2005). Diferentes estudios han demostrado la eficacia de los SYSADOA en el 

tratamiento de pacientes artrósicos. Pero debido a que no todos los trabajos han proporcionado 

resultados favorables existe mucha controversia sobre el papel de estos fármacos como agentes 

modificadores de la enfermedad. La DC reduce el estrechamiento del espacio articular en pacientes 

con OA de rodilla, aunque no parece modificar los síntomas de la OA (Dougados M, 2001). Richi et al. 

realizaron una revisión del los estudios realizados en pacientes con OA de rodilla y observaron que la 

glucosamina mejoraba tanto las medidas sintomáticas como las estructurales mientras que el CS solo 

era capaz de mejorar la sintomatología (Richy F, 2003). Sin embargo otro estudio demostró que el CS 

disminuía la probabilidad de que los pacientes desarrollaran OA erosiva (Verbruggen G, 2002). 

Recientemente, se han obtenido interesantes resultados en lo que se refiere al dolor asociado a la 

enfermedad procedentes de dos ensayos multicéntricos, los estudios GAIT y GUIDE (Clegg DO, 

2006; Herrero-Beaumont G, 2005) que sugieren que los diferentes compuestos de glucosamina 

podrían tener efectos distintos (Hochberg MC, 2006). 

 

• El Condroitín sulfato: el CS es un proteoglicano formado por sulfato de galactosamina y ácido 

glucurónico con diferentes efectos biológicos. Parece que su eficacia en la OA se debe no sólo a su 

actividad antiinflamatoria sino también a sus efectos anabólicos y anticatabólicos en la matriz del 
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cartílago, como sería la modulación en la síntesis de proteoglicanos y AH, la inhibición de algunas 

enzimas proteolíticas y la inhibición de la síntesis del NO (Verbruggen G, 2006). 

 

• La Glucosamina: La Glucosamina es un amino-monosacárido esencial para la síntesis de 

glicolípidos, glicoproteínas y GAG, componentes esenciales de todos los tejidos conectivos. Existen 

diferentes compuestos de glucosamina: N-Acetil Glucosamina (AcG), Sulfato de Glucosamina (SG) e 

Hidrocloruro de Glucosamina (HG). El SG presenta una actividad anabólica (incrementa la síntesis de 

proteoglicanos) y disminuye la actividad catabólica (inhibe la MMP, la agrecanasa y los radicales 

superóxido), por lo que podría tener un efecto sobre la reparación y el mantenimiento de la estructura 

del cartílago (Verbruggen G, 2006). 

 

•  La Diacereína: La DC es un derivado de la antraquinona, y su metabolito activo, la reína, 

presenta propiedades antiinflamatorias y analgésicas. La DC es capaz de inhibir la producción la de 

IL-1β inducida por lipopolisacárido en el tejido sinovial y el cartílago, disminuir la liberación de NO y 

aumentar los niveles de IL-1Ra (Yaron M, 1999). 

 
4.4 Glucocorticoides. 
 

Los glucocorticoides constituyen uno de los grupos farmacológicos más utilizados en el 

tratamiento de enfermedades inflamatorias. Se pueden clasificar en función de su vida media 

biológica: corta (cortisona), intermedia (metilprednisona) y prolongada (dexametasona). A dosis 

farmacológicas, estos fármacos presentan acciones antiinflamatorias e inmunosupresoras. Estimulan 

la síntesis de la liporcortina I, proteína que bloquea la acción de la fosfolipasa A, con lo que provocan 

la inhibición de la producción intracelular de PG y leucotrienos. Además, inhiben la síntesis de 

algunas enzimas proinflamatorias como las colagenasas, la elastasa y el activador del plasminógeno. 

También disminuyen la expresión de diversas moléculas de adhesión (selectina E e ICAM-I) y 

modulan la apoptosis linfocitaria (Nolla Solé JM, 1999). 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. OBJETIVOS 
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OBJETIVOS 
 

 

 

1. Estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 en la inflamación sinovial y en la 

expresión de genes proinflamatorios en la membrana sinovial de pacientes con artrosis de 

rodilla avanzada. Para ello utilizamos dos inhibidores de la síntesis de PGE2, uno inespecífico 

de la COX, el ACF, y otro selectivo de la COX-2, el CBX y estudiamos la expresión y síntesis de 

los diferentes componentes de la ruta de las PG y del NO. También analizamos la expresión de 

citoquinas proinflamatorias y de las enzimas implicados en la degradación de la matriz 

extracelular. 

 

 

 

2. Estudiar el efecto de la depleción de la PGE2 endógena sobre el estado catabólico de los 

condrocitos y sinoviocitos humanos en cultivo. Para ello comparamos de forma simultánea el 

efecto de diferentes fármacos anti-OA como los AINE (MXC, DCF, IND y CBX), los SYSADOA 

(SG, DC, CS) y de otros azúcares biológicos como (HG, N-AcG y NAC) y de glucocorticoides 

como la MP sobre la activación de diferentes mediadores proinflamatorios y estructurales 

inducidos por citoquinas proinflamatorias en condrocitos y sinoviocitos procedentes de 

pacientes con OA. 

 

 

 

3. Estudiar uno de los posibles mecanismos que podría ser responsable de los cambios observados 

en la expresión y síntesis de los mediadores proinflamatorios y estructurales estudiados. Para ello 

estudiamos el efecto de los AINE, de los SYSADOA y de otros azúcares biológicos sobre la 

activación del factor nuclear NFκB inducida por IL-1β en condrocitos y sinoviocitos humanos en 

cultivo. 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. ESTUDIOS EN PACIENTES. 
 
En este estudio se incluyeron 30 pacientes que presentaban evidencias clínicas y 

radiográficas correspondientes a artrosis de rodilla de acuerdo con los Criterios de la Sociedad 

Americana de Reumatología (ACR) para las clases funcionales III y IV al menos durante 6 meses 

antes del inicio del estudio. Todos los pacientes del estudio estaban en lista de espera para la 

realización de una artroplastia total de rodilla en el servicio de cirugía ortopédica del Hospital Virgen 

de la Cinta (Tortosa, Tarragona, España). A los pacientes se les ofreció seguir un tratamiento con 

fármacos antiinflamatorios hasta la cirugía. Aquellos que aceptaron el tratamiento con los AINE fueron 

distribuidos aleatoriamente en dos grupos para recibir celecoxib (CBX) (200 mg/24h) o aceclofenaco 

(ACF) (100 mg/12h) durante un tiempo mínimo de tres meses. El tratamiento comenzó después de un 

periodo de lavado de una semana. Aquellos pacientes que aceptaron participar en el estudio pero 

prefirieron no ser tratados con los AINE se incluyeron en el grupo control (CONTROL). Se utilizó el 

acetaminofeno (500 mg max.) en todos los pacientes como fármaco de rescate para controlar el 

dolor. 

Los criterios de exclusión fueron los siguientes: negativa o imposibilidad del paciente a participar 

en el estudio, mujeres embarazadas, diagnosis previa de patología gastrointestinal , insuficiencia renal, 

insuficiencia hepática, diabetes insulino dependiente, enfermedades cardiovasculares, neoplasias, 

alteraciones de la coagulación sanguínea, enfermedades neurológicas e hipersensibilidad a los AINE. Así 

mismo se excluyeron aquellos pacientes que hubieran recibido en los tres meses previos a la inclusión 

en el estudio corticosteroides o ácido hialurónico intraarticular. También se excluyeron aquellos pacientes 

con historia de abuso de alcohol o drogas así como aquellos que estaban siguiendo un tratamiento con 

litio o anticoagulantes orales. 

Los pacientes fueron evaluados tres veces: en el momento del reclutamiento (T0), después 

del período de lavado (T1) y dos o tres días antes de la cirugía (T2). Se midieron los síntomas y la 

capacidad funcional de los pacientes siguiendo el índice de artrosis de las universidades de Western 

Ontario y McMaster (WOMAC) (Bellamy N, 1998), el cual evalúa el dolor, la rigidez y la actividad física 

y social. Los comités éticos locales aprobaron el estudio y se obtuvo el consentimiento informado de 

todos los pacientes. 

 El día antes de la cirugía se obtuvieron las muestras de suero que se almacenaron a –20º C para 

su posterior análisis. Durante la cirugía se recogieron muestras de líquido sinovial (LS) y se almacenaron 

a –70º C hasta su análisis. Además se recogieron muestras de cartílago articular del cóndilo femoral y de 

membrana sinovial. Parte de las muestras de ambos tejidos se congelaron en nitrógeno líquido para 

llevar a cabo estudios de expresión génica y de síntesis proteica. Dado el carácter parcheado del daño 

articular en la OA, en estos estudios se utilizaron al menos tres porciones diferentes de membrana 

sinovial y cartílago articular para evitar la obtención de resultados sesgados. Además, una porción de los 

dos tejidos se fijó durante 24 h en un tampón frío de paraformaldehido al 4% y se procesó para ser 

incluida en parafina.  
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2. CULTIVOS CELULARES. 
 

2.1 Cultivo celular de condrocitos. 

Los condrocitos se obtuvieron del cartílago articular procedente de conejos New Zealand sanos o 

de pacientes con OA a los que se les practicó una artroplastia total de rodilla por cirugía convencional, 

después de obtener su consentimiento informado. El cartílago articular procedente del cóndilo femoral y 

del platillo tibial se diseccionó en un medio estéril. Los condrocitos se obtuvieron después de digerir el 

cartílago secuencialmente con pronasa (Roche, 10 g/L) durante 30 minutos y colagenasa tipo IV (Sigma, 

1 g/L) durante 6 horas. La reacción se paró añadiendo medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle´s 

Médium, BioWhittaker) suplementado con un 10% de STF (suero de ternera fetal, BioWhittaker), 60 U/ml 

de penicilina, 60 µg/ml de estreptomicina y 2 mmol/L de glutamina (BioWhittaker). Las células se 

resuspendieron en medio DMEM con 10% STF, se sembraron en placas de 100x20mm y se incubaron a 

37ºC en una estufa humidificada con 5% CO2. Los experimentos se realizaron con células que sufrieron 1 

ó 2 pases y que fueron depleccionadas durante 48 horas antes de la realización de los experimentos en 

medio DMEM al 0% de STF. 

Las células utilizadas en los experimentos constituían una población homogénea de células 

adheridas y con un fenotipo típico de condrocitos. Para la caracterización celular se realizó una tinción 

con Safranina O para la determinación de glicosaminoglicanos sulfatados y azul alcian-PAS para 

glicosaminoglicanos totales. También se confirmó por inmunohistoquímica la presencia de colágeno tipo 

II y agrecano en los cultivos de condrocitos (Reginato AM, 1994). 

 

2.2 Cultivo celular de sinoviocitos. 

Las muestras de membrana sinovial se obtuvieron de pacientes con OA a los que se les practicó 

una artroplastia total de rodilla por cirugía convencional, después de obtener su consentimiento 

informado. Las membranas sinoviales se mantuvieron 1 hora en suero salino con gentamicina (0.4 u/ml) 

en un baño a 37º C. Los sinoviocitos se obtuvieron tras tres digestiones secuenciales de 15 minutos cada 

una con tripsina (Roche, 1.25 mg/ml, pH8) a 37º C en un baño orbital en agitación. La reacción se paró 

añadiendo medio RPMI 1640 (BioWittaker) suplementado con un 20% de STF (BioWhittaker), 60 U/ml de 

penicilina, 60 µg/ml de estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina (BioWhittaker) y 1% de ITS (insulin-

trasferrin sodium-selenite, Sigma). Posteriormente se recogieron las células se centrifugaron y se 

resuspendieron en medio RPMI con 20% de STF. Los sinoviocitos se incubaron en placas 100x20mm a 

37º C en una estufa humidificada en presencia de un 5% de CO2. Los experimentos se realizaron con 

células que sufrieron entre 6 y 12 pases que se mantuvieron en medio RPMI al 0% de STF durante 48 

horas antes de la realización de los experimentos. 

Las células utilizadas en los experimentos constituían una población homogénea de células 

adheridas y con un fenotipo típico de fibroblastos, correspondiente a sinoviocitos tipo B. Para la 

caracterización celular se realizó una tinción de esterasas que resultó ser negativa excluyendo 

contaminación de monocitos/macrófagos o granulocitos en nuestras muestras. Además mediante 

estudios de inmunohistoquímica se confirmó que las células presentaban tinción negativa tanto para KP-
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1, anti-CD68 (Dako) y anti-Factor VII, específico para células endoteliales (Biomeda), confirmando la 

presencia de una única población celular formada exclusivamente por células de estirpe fibroblástica 

(Wilkilson LS, 1992). 

 

2.3 Fármacos empleados en los estudios in vitro. 

En cada experimento las células se crecieron y se mantuvieron quiescentes durante 48 horas en 

medio DMEM o RPMI sin suero, y posteriormente se estimularon durante diferentes periodos de tiempo 

con IL-1β (10 u/ml, Immunogenex). Cuando se indica, las células se preincubaron durante 60 minutos 

con N-acetil glucosamina (AcG, 2mM, Sigma), sulfato de glucosamina (SG, 0.02 mM, 0.2 mM ó 2 mM, 

forma cristalina, Rottapharm), hidrocloruro de glucosamina (HG, 2 mM, Sigma), diacereína (DC, 10-5 M, 

Sigma), condroitin 6-sulfato (C-6S, 2 mM, Sigma), N-acetil cisteina (NAC, 2 mM, Sigma), 6α-

metilprednisona (MP, 10-6M, Sigma), celecoxib (CBX, 10-6M, Pfizer), diclofenaco (DCF, 10-6M, Sigma), 

meloxicam (MXC, 10-6M, Boehringer Ingelheim), indomethacina (IND, 10-6M, Sigma), N-acetil 

manosamina (AcM, 2 mM, Sigma) e hidrocloruro de manosamina (HM, 2 mM, Sigma). Los compuestos 

se mantuvieron en el medio durante todo el periodo de incubación. 

 

3. TÉCNICAS EMPLEADAS. 
 
3.1 Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA). 
 
3.1.1 Preparación de extractos nucleares y citosólicos. 

Los extractos nucleares y citosólicos se obtuvieron según se ha descrito previamente (Gomez-

Garre D, 2001). Tras el periodo de incubación adecuado, las células se tripsinizaron y se resuspendieron 

en tampón A [10 mmol/L HEPES pH 7.8, 15 mmol/L KCl, 2 mmol/L MgCl2, 0.1 mmol/L ácido 

etilendiaminotetraacetico (EDTA), 1 mmol/L ditiotreitol (DTT), y 1 mmol/L de fluoruro de fenilmetilsulfonil 

(PMSF)] y se homogeneizaron. Los núcleos y las fracciones citosólicas de las células de separaron por 

centrifugación a 1000 g durante 10 min. Las fracciones citosólicas (sobrenadantes) se almacenaron a -

80°C para posteriormente realizar la medida deL IκBα. Los extractos nucleares (precipitado) se lavaron 

dos veces en tampón A y se resuspendieron en el mismo tampón, añadiéndole KCl a una concentración 

final de 0.39 mol/L. Los núcleos se extrajeron por precipitación durante 1 hora a 4°C y posterior 

centrifugación a 12.000 g durante 60 minutos. Los sobrenadantes se dializaron en  tampón C (50 mmol/L 

HEPES pH 7.8, 50 mmol/L KCl, 10% glicerol, 1 mmol/L PMSF, 0.1 mmol/L EDTA, y 1 mmol/L DTT) y se 

centrifugaron antes de guardarse a -80°C. La concentración de proteínas totales de las muestras se 

midió por el método del ácido  bicinchoninico (BCA). 

 

3.1.2 EMSA. 

La actividad de los factores de transcripción se determinó según se ha descrito previamente 

(Gomez-Garre D, 2001). Brevemente, los oligonucleótidos que contienen las secuencias consenso de 

unión para los factores nucleares NF-κB y AP-1, (5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) y (5’-
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CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3’) respectivamente, se marcaron radiactivamente con [32P] ATP 

utilizando una enzima T4 polinucleótido quinasa (Promega). Los extractos nucleares de las células (5 µg) 

se equilibraron durante 10 minutos en tampón de unión [4% glicerol, 1 mmol/L MgCl2, 0.5 mmol/L EDTA, 

0.5 mmol/L DTT, 50 mmol/L NaCl, 10 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, y 50 g/ml de poli(dI-dC); Pharmacia LKB], 

después se añadió el oligo marcado (0.35 pmol) y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Para asegurar la especificidad de la reacción, realizamos controles negativos del ensayo sin extractos 

celulares y ensayos de competición con un exceso de 100 veces de oligo sin marcar al que se le añadió 

el extracto nuclear y la misma cantidad de oligo marcado. En los ensayos de competición, el oligo no 

marcado se añadió a la mezcla de reacción 10 minutos antes de añadir el oligo marcado. Extractos 

nucleares procedentes de células Hela se utilizaron como control positivo de la reacción. Para los 

ensayos de super retardo, se añadió 1 µg de cada anticuerpo (p50 y p65, ambos de Santa Cruz Biotech) 

a la mezcla de reacción y se incubó con el extracto nuclear durante 1 hora, tras lo cual se añadió el oligo 

marcado. La especificidad de estos anticuerpos se aseguró por ensayos de Western blot. La reacción se 

paró añadiendo a la mezcla tampón de carga para geles de electroforesis (250 mmol/L Tris-HCl, 0.2% 

azul de bromofenol, 0.2% xileno cianol, y 40% glicerol) y se corrieron en un gel de electroforesis no 

desnaturalizante al 4% en tampón Tris-Borato. El gel se secó y se expuso a películas de rayos-X. 

 

3.2 Inmunocitoquímica. 

Los condrocitos se crecieron en portaobjetos de cultivo de 8 pocillos (Costar). Para estudiar las 

proteínas que forman el complejo NFκB, las células quiescentes  se incubaron con 10 u/ml de la IL-1β en 

presencia o ausencia de SG (2 mM) durante 60 minutos. Tras la incubación, las células se lavaron, se 

fijaron en metanol/acetona (50:50 v/v) durante 1 h a -20º C y se trataron con triton X-100 al 0.1% durante 

1 minuto en hielo, para permeabilizar las membranas nucleares. Los condrocitos se incubaron después 

con suero no inmune de cabra al 6% y albúmina de suero bovino al 4% en tampón fosfato salino (PBS) 

(9.1 mmol/L fosfato sódico dibásico, 1.7 mmol/L fosfato sódico monobásico, 150 mmol/L de NaCl, pH 7.4) 

durante 1 hora a 37º C. Los anticuerpos frente a las subunidades p50 y p65 (10 µg/ml) realizados en 

conejo (Santa Cruz Biotech) se utilizaron como anticuerpos primarios, y una dilución 1/200 del anticuerpo 

anti-IgG de conejo hecho en cabra marcado con FITC se utilizó como anticuerpo secundario (Sigma). Los 

controles se incubaron con suero de conejo no inmune o con el anticuerpo secundario únicamente. Las 

preparaciones se montaron en solución de glicerol y se examinaron al microscopio. Las imágenes que se 

observan están realizadas e impresas a tiempos de exposición equivalentes.    

 

3.3 Western Blot. 

Para la determinación de los niveles de la subunidad inhibitoria IκBα, las fracciones celulares 

citosólicas se obtuvieron como se ha descrito en los apartados anteriores. Para establecer los niveles de 

MMP-1 y MMP-13 en el sobrenadante celular de condrocitos y sinoviocitos, las células quiescentes se 

incubaron en placas de 24 pocillos en 300 µl de medio. Tras el período de incubación se recogieron los 

sobrenadantes celular que fueron almacenados a -80º C hasta su posterior análisis. Para la medida de 

COX-1, COX-2, TNF-α, IL-1β, iNOS, MMP-1 y MMP-13, las células o el tejido sinovial se 
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homogeneizaron en tampón de lisis enfriado previamente [1% Nonidet P-40 (Sigma); 0.5% SDS, 0.1 

mmol/L EDTA, 1 mmol/L DTT, y 1 mmol/L PMSF en PBS]. El lisado celular se transfirió a tubos  

eppendorf y se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos dos veces. La concentración de proteínas 

totales se determinó por el método BCA.  

Cantidades similares de proteínas de todas las muestras se corrieron en un gel de electroforesis 

de poliacrilamida-SDS y se transfirieron a membranas de polivinilideno (Millipore). Las membranas se 

bloquearon posteriormente con un tampón 0.1 mmol/L Tris, pH 7.4, y 0.1 mmol/L NaCl que contenía 

0.3% deTween-20 y 6% de leche desnatada, durante 60 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, las membranas se incubaron toda la noche con los anticuerpos anti IκBα, anti COX-1, anti 

COX-2 (ambos de Santa Cruz Biotech.), anti MMP-1 (Chemicon), anti MMP-13 (Calbiochem), anti TNF-α 

(PeproTech), anti IL-1β (MBL) o anti iNOS (Affinity BioReagents) a 4ºC. Después de lavar, la detección 

de las proteínas se llevó a cabo mediante incubación de las membranas con anticuerpos secundarios 

conjugados con  peroxidasa utilizando un kit quimioluminiscente (ECL, Amersham) para detectar la señal. 

En los experimentos en los que se midieron las proteínas celulares totales para asegurar que se 

cargaron cantidades iguales de proteínas, también hibridamos las membranas con un anticuerpo anti α-

tubulina (Sigma). 

 

3.4 Medida de PGE2. 

Se recogió LS de los pacientes en tubos con EDTA. Después de descongelarlo, el LS se trató 

con hialuronidasa (Boehringer) durante 1 h a 37º C. Se centrifugaron los tubos y se recogieron los 

sobrenadantes que se utilizaron para la determinación de PGE2. En cuanto a las células, el medio de 

cultivo de los condrocitos o de los sinoviocitos (cultivados en placas de 96 pocillos, a 50.000 

células/pocillo en 150 µl de medio) se recogió tras el periodo de incubación y se guardó a –80º C hasta el 

análisis de PGE2. La concentración de PGE2 se determinó en el LS o en el medio de cultivo mediante un 

inmunoensayo enzimático (EIA) (Assay Designs Inc.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 
3.5 Medida de Nitritos. 

Para la determinación de los niveles de nitritos, las células quiescentes se incubaron durante 24 

horas con IL-1β (10 u/ml) sola o con los fármacos utilizados en cada caso. Al finalizar el periodo de 

incubación, se recogió el medio de cultivo procedente de los cultivos de condrocitos o sinoviocitos 

(cultivados en placas de 24 pocillos en 300 µl de DMEM 0% o RPMI 0% respectivamente) y se almacenó 

a –80ºC para su posterior análisis.  

 La cuantificación de nitritos en el medio de cultivo o en el líquido sinovial de los pacientes se llevó 

a cabo por el método de Griess (Iwanaga T, 2000). Brevemente, 50 µl del medio de cultivo celular o de 

LS se incubaron con 50 µl de reactivo de Griess (1% sulfanilamide, 0.1% N-1-naphthylethylenediamide 

dihydrochloride in 5% H3PO4) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación se midió la 

absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro y se calculó la concentración de las muestras utilizando 

una curva estándar realizada con diluciones seriadas de una solución de nitrito sódico (Fluka). 
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3.6 Extracción de ARN total. 

El ARN total se extrajo de tejido y de células en cultivo mediante el método de fenol-cloroformo 

en medio ácido (Chomczynski P, 1987). La cuantificación del ARN se realizó por medida de absorbancia 

de las muestras a 260 nm, teniendo en cuenta que 1 unidad de absorbancia corresponde a 40 mg/ml de 

ARN. Se comprobó que la relación entre la absorbancia 260 y 280 nm era cercana a 2, indicando la 

ausencia de contaminación proteica. 

 

3.7 Estudios de expresión génica por ensayo de transcripción reversa y reacción en 
cadena de la polimerasa (RT-PCR). 

Para realizar los estudios de RT-PCR, se necesitaba 100 ng de ARN que se transcribió a 

cDNA, y éste se sometió a sucesivos ciclos de amplificación en presencia de α-[32P]-dCTP 

(Amersham), siguiendo las instrucciones de un sistema comercial (Access RT-PCR System kit; 

Promega). Este método permitía la presencia en el mismo tampón de dos enzimas envueltas en 

dichos procesos, la transcriptasa inversa del virus Myeloblastis de aves y la ADN polimerasa 

termoestable de Termus flavus. 

 

  
 

GEN 

 
Cebadores: (s) sentido 

                                     (as) antisentido 
 

 
Fragmento 
amplificado 

C.Amplificación
Tª 

Nº de ciclos 

 
COX-2 

(humano y 
conejo) 

 
(s):   5´- TCTTTGCCCAGCACTTCA - 3´ 
 
(as) : 5´- CCATTCAGGATGCTCCTGTT -3´ 

 
 

371 pb 

 
58ºC 

25 ciclos 

 
EP-1 

(conejo) 

 
(s):   5´- GCGGCTGGCGCCAGGC- 3´ 

(as) : 5´- CACCCAAGGGTCCAGGATCT-3´ 

 
 

464 pb 

 
57ºC 

30 ciclos 

 
EP-4 

(conejo) 

 
(s):   5´- GTTCATCTTCGGGGTGGTGG- 3´ 
 
(as) : 5´- TGGCGAGGATGAGGAAGGAG-3´ 

 
 

515 pb 

 
63ºC 

36 ciclos 

 
mPGES-1 
(humano) 

 
(s):   5´- CCAGCCAATCTAGAGGCAAG - 3´ 
 
(as) : 5´- GCCTTGCTTCCACAGAGAAC -3´ 

 
 

413 pb 

 
62ºC 

34 ciclos 

 
GAPDH 

(humano y 
conejo) 

 
(s):   5´- ATTGCATCCTGCACCACCAA- 3´ 
 
(as) : 5´-GTAGCCATATTCATTGTCATA-3´ 

 
 

515 pb 

 
54ºC 

22 ciclos 

 
Tabla 2. Secuencias de los cebadores y condiciones de amplificación utilizadas para la detección de 
diferentes genes en el ARNm de condrocitos humanos y de conejo. 

 

 

Los ciclos de amplificación de los fragmentos de PCR para los diferentes genes estudiados 

así como para el gen constitutivo gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) consistió en: 1 
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minuto de desnaturalización a 94ºC, 1 minuto de alineamiento a una temperatura que dependía de la 

longitud y el contenido C+G de cada cebador, y 2 minutos de extensión a 68ºC. El número óptimo de 

ciclos se eligió basándonos en experimentos iniciales en los que se estableció el rango lineal de la 

reacción. Los cebadores fueron diseñados de acuerdo con las secuencias genómicas encontradas en 

la base de datos Genebank. Las condiciones óptimas de alineamiento, así como las secuencias de 

los cebadores se detallan en la tabla 2. 

Los tubos con la mezcla de reacción se colocaron en un termociclador (Perkin Elmer Cetus). 

Posteriormente, alícuotas de cada reacción de PCR se separaron por tamaño en un gel de acrilamida al 

4%. Los geles se secaron y se expusieron para autorradiografía en películas X-OMAT AR (Eastman 

Kodak, Rochester, NY). Las autorradiografías se analizaron en un densitómetro bidimensional (Molecular 

Dynamics). Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con 

respecto a la expresión de la enzima GAPDH, utilizada como control interno. 

 

3.8 Estudios de expresión génica por PCR a tiempo real. 

Mediante el kit ADNc Archive (Applied Biosystems), se retrotranscribió 1mg del ARN total, de la 

membrana sinovial de los pacientes o de los condrocitos humanos procedentes de cultivos celulares, 

para obtener ADNc total utilizando 2.5 u/ml de una trascriptasa reversa durante 2 h a 37º C en un 

volumen total de 50 µl. Posteriormente se almacenó el ADNc a –20º C hasta su posterior análisis. Como 

controles negativos se utilizaron muestras no retrotranscritas. La cuantificación del ARN específico se 

realizó usando un equipo de PCR cuantitativa a tiempo real utilizando el Sistema de Detección de 

secuencia ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). Los cebadores específicos se marcaron con un 

marcador fluorescente (FAM) en el extremo 5´, y las sondas TaqMan FAM específicas para COX-1, 

COX-2, IL-1β, TNF-α, EP-1, EP-2, EP-3, EP-4 e iNOS se adquirieron de Applied Biosystems. También se 

utilizó un ensayo prediseñado de ARN ribosomal 18S (ARNr) (Applied Biosystems) como control 

endógeno. Las reacciones TaqMan se realizaron en un volumen final de 25 µl, que contenía: los 

cebadores, la sonda TaqMan marcada con FAM (o con VIC para los controles internos), y 12.5 µl de 

TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para realizar la PCR a tiempo real se utilizó el 

programa del Sistema de Detección de secuencia ABI Prism 7500 (95º C durante 10 minutos, seguido de 

40 ciclos en los que se repetían los dos pasos de la PCR, desnaturalización a 95º C durante 15 segundos 

y unión/extensión a 60º C durante 1 minuto). Después de comprobar que la eficacia de la reacción de 

amplificación para todos los genes estudiados, así como para el control endógeno de ARNr 18S fue 

equivalente, se calcularon las diferencias utilizando el ciclo umbral (Ct) y se usó el método del Ct 

comparativo para la cuantificación relativa. El ARNm de los diferentes genes estudiados se normalizó con 

respecto al ARNr 18S en cada pocillo, y el valor de cada paciente o punto del experimento para la 

expresión de cada gen se normalizó con respecto al valor calibrador (se eligió uno de los pacientes del 

grupo de CBX como calibrador=1 y en el caso de los experimentos in vitro, se utilizó el punto no 

estimulado como calibrador). Todas las muestras se analizaron por triplicado. 
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3.9 Estudios histopatológicos del cartílago articular de pacientes. 

Las muestras de cartílago articular procedentes del cóndilo femoral inferior de los pacientes 

incluidos en el estudio se decalcificaron en una solución de EDTA (EDTA 0.07%, tartrato NaK 0.014%, 

HCl 9.92 ml/100 ml de agua destilada) durante un mes y medio y a continuación se incluyeron en 

parafina. El cartílago articular de los pacientes se dividió en dos zonas,  en función de las alteraciones 

macroscópicas observadas en el tejido, la primera con mayor grado de alteraciones (zona A) y una 

segunda zona que presentaba un menor grado de lesión (zona B). Para la realización de los estudios 

histopatológicos ambas zonas se cortaron en secciones de 4 µm de grosor y a continuación se tiñeron 

con hematoxilina-eosina y azul alcián. El grado de lesión del tejido fue evaluado por dos observadores 

independientes de forma ciega y de acuerdo a la escala publicada por Mankin (Mankin HJ ,1971). Esta 

escala evalúa las alteración morfológicas presentes en el cartílago articular independientemente de su 

etiología, analizando cuatro características del cartílago que se encuentran alteradas en la OA: 

estructura, celularidad, tinción de la matriz e integridad de la limitante basófila. Estas cuatro subescalas 

se evalúan independientemente tal y como se muestra en la tabla 3. La puntuación total se obtiene tras la 

suma de la puntuación obtenida en cada una de las subescalas, siendo la puntuación máxima 14 puntos. 

 

 
Subescalas 

 
Alteraciones 

 
Puntuación 

 
 
 
 

ESTRUCTURA 

 
• Normal. 
• Irregularidades en la superficie. 
• Irregularidades en la superficie y pannus. 
• Hendiduras hasta la zona de transición. 
• Hendiduras hasta la zona radial. 
• Hendiduras hasta la zona calcificada. 
• Desorganización completa. 
 

 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

 
 
 

CELULARIDAD 

 
• Normal. 
• Hipercelularidad difusa. 
• Clones. 
• Hipocelularidad. 
 

 
0 
1 
2 
3 

 
 
 

TINCIÓN DE LA MATRIZ 

 
• Normal. 
• Reducción leve. 
• Reducción moderada. 
• Reducción severa. 
• Sin tinción. 
 

 
0 
1 
2 
3 
4 

 
INTEGRIDAD DE LA 

LIMITANTE BASÓFILA 

 
• Intacta 
• Cruzada por vasos 
 

 
0 
1 

 
Tabla 3.  Escala de Mankin para la valoración histopatológica del cartílago articular (Mankin HJ ,1971). 
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3.10 Estudios histopatológicos de la membrana sinovial de pacientes. 

Las muestras de membrana sinovial procedentes de los pacientes incluidos en el estudio se 

incluyeron en parafina y se cortaron en  secciones de 4 µm de grosor. Para los estudios de microscopía 

óptica estos cortes se tiñeron con hematoxolina-eosina y tricrómico de Masson La sinovitis de cada 

muestra fue evaluada por dos observadores independientes de forma ciega y de acuerdo a la escala 

publicada por Kreen (Krenn V, 2002). Esta escala evalúa todo tipo de alteración morfológica de la 

membrana sinovial independientemente de su etiología, dividiendo la membrana en tres compartimentos, 

íntima, estroma e infiltrado celular, que se evalúan independientemente tal y como se muestra en la tabla 

4. La puntuación máxima (Índice de sinovitis global)  sería entonces de 9 puntos. En enfermos con OA, lo 

habitual es que la membrana sinovial se caracteriza por una hiperplasia moderada, un aumento del  

estroma y la presencia de un infiltrado entre leve y moderado, por lo que habitualmente se alcanzan 

puntuaciones en esta escala de sinovitis global entre 3 y 6 puntos.   

 

 
Subescalas 

 
Alteraciones 

 
Puntuación

 
 
 
 

INTIMA 

 
• Baja densidad celular, una o dos filas. 
• Hiperplasia media o focal. 
• Hiperplasia difusa o áreas puntuales de hipercelularidad severa. 
• Hiperplasia difusa notable. 
 

 
0 
1 
2 
3 
 

 
 
 

ESTROMA 

 
• Intersticio normal. 
• Cambios fibróticos puntuales en la subíntima. 
• Incremento de la matriz intersticial y de la vascularización. 
• Fibrosis extendida e incremento en el número de vasos. 
 

 
0 
1 
2 
3 

 
 
 

INFILTRADO 
INFLAMATORIO 

 
• Células diseminadas o ausencia de infiltrado. 
• Grupos de células, pequeños agregados o focos de células  

polimorfonucleares. 
• Agregados frecuentes o formación de abscesos. 
• Infiltrados extensos o agregados grandes. 
• Sin tinción. 
 

 
0 
1 
2 
3 
4 

 
Tabla 4. Escala de Kreen de valoración histopatológica de la membrana sinovial (Krenn V, 2002). 

 

 

3.11 Inmunohistoquímica. 

Las técnicas de inmunohistoquímica se realizaron según se ha descrito previamente (Palacios I, 

1998). Brevemente, los cortes fueron desparafinados y rehidratados con concentraciones decrecientes 

de etanol. Para la detección de CD68, los cortes se incubaron con pepsina (0.5% peso/vol en HCl 0.1 N, 

pH 1.5) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después del bloqueo de la actividad de la 



Materiales y Métodos          31                  

peroxidasa endógena, los cortes se incubaron con un anticuerpo monoclonal de ratón anti-CD68 humano 

(KP-1, DakoCytomation) a una concentración de 4 mg/ml durante toda la noche a 4º C en un ambiente 

húmedo. Después, los cortes se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con el sistema 

EnVision+Ò (DakoCytomation) y posteriormente se trataron con el cromógeno 3-3´-diamino-benzidina 

(DAB; Sigma). Los cortes de tejido se contrastaron con hematoxilina de Mayer (Sigma). Se realizaron 

controles negativos en paralelo sustituyendo el anticuerpo primario por suero normal de ratón no inmune. 

Solo se incluyeron en el análisis los cortes de tejido sinovial en los cuales la capa íntima celular era 

identificable. Los cortes se evaluaron al azar por un investigador que desconocía los detalles clínicos de 

los pacientes. Para la evaluación se utilizó un análisis semicuantitativo usando una escala de 0-5 que 

permitía discriminar entre los bajos porcentajes de células positivas, como se ha descrito anteriormente 

(Dolhain RJ, 1998; Kane D, 2004) (0=0-1% de células positivas; 1=2-10%; 2=11-25%; 3=26-50%; 4=51-

75%; 5=76-100%). 

 

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

 

Los resultados del densitometrado (unidades arbitrarias de densitometrado (UAD)) se 

expresan como n-veces sobre el control. Los resultados de los estudios de PCR a tiempo real 

(unidades arbitrarias (UA)) se expresan como n veces sobre el calibrador. La concentración de PGE2 

(pg/ml) y la de NO (µM) se expresan como media ± error estándar de la media (EEM). Todos los 

análisis estadísticos se desarrollaron utilizando el programa SPSS 8.0 para Windows (SPSS Inc.). Los 

datos entre los diferentes grupos se compararon usando los análisis no paramétricos Kruskal-Wallis y 

Mann-Whitney cuando fue necesario. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor 

de la p fue inferior a 0.05. 
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1. EFICACIA DE UN INHIBIDOR ESPECÍFICO DE LA COX-2 EN PACIENTES CON 
ARTROSIS DE RODILLA. 

 

Aunque la OA ha sido definida como una artropatía no inflamatoria, existen numerosos 

trabajos que indican que la inflamación sinovial juega un importante papel en la progresión de la OA 

(Pelletier JP, 2001a; Pelletier JP, 2001b). Varios estudios, experimentales y en pacientes, han 

demostrado que la síntesis de la PGE2 y la COX-2 está incrementada en la membrana sinovial 

artrósica, sugiriendo que una inhibición selectiva de la actividad de la COX-2 podría mejorar la 

sintomatología de la OA (Iñiguez MA, 1998; Siegle I, 1998). Por lo tanto, el objetivo de esta primera 

parte de la tesis fue estudiar el efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 en la inflamación 

sinovial y en la expresión de genes proinflamatorios en la membrana sinovial de pacientes con 

artrosis de rodilla avanzada. Para ello comparamos el efecto de un inhibidor inespecífico de la COX, 

el aceclofenaco (ACF), y de uno selectivo de la COX-2, el celecoxib (CBX) y estudiamos la expresión 

y síntesis de los diferentes componentes de la ruta de las PG y del NO. También analizamos la 

expresión de citoquinas proinflamatorias y de las enzimas implicados en la degradación de la matriz 

extracelular. 

 

1.1 Información de los pacientes y respuesta clínica. 
Treinta pacientes con OA de rodilla, que se encontraban en lista de espera para la realización 

de una artroplastia total de rodilla en el servicio de cirugía ortopédica del Hospital Virgen de la Cinta 

(Tortosa, Tarragona, España), se incluyeron en un estudio de tres meses de duración. Cinco de los 

treinta pacientes incluidos en el estudio fueron excluidos antes de la finalización del mismo. Uno de 

los pacientes del grupo del ACF fue eliminado porque sufrió complicaciones durante el tratamiento 

(dolor gástrico). Tres pacientes fueron excluidos porque no se pudieron obtener muestras de 

membrana sinovial durante la cirugía debido a problemas técnicos, y finalmente uno de los pacientes 

fue excluido porque no quiso someterse a la intervención. 

Información Basal de los 
pacientes 

CBX 
n=9 

ACF 
n=7 

CONTROL 
n=9 

Sexo    

        Masculino 22% 14% 22% 

        Femenino 78% 86% 78% 

Edad, años 73±5 71±8 72±8 

WOMAC (VAS)    

    Después del lavado T1 2240±918 2807±644 1966±390 

    Anterior a Cirugía T2 1952±908* 2536±528* 2140±378* 

    Diferencia T2-T1 -289±308 -270±359 144±85 

 
Tabla 5. Información basal de los pacientes. *p<0.05 vs. los datos del mismo grupo de pacientes. En el 
momento T1. 
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La tabla 5 muestra las características clínicas y demográficas de los pacientes. Los síntomas 

y la funcionalidad de los pacientes se evaluaron varias veces: T0, T1 y T2, como se ha descrito en el 

apartado de métodos. Tanto los pacientes tratados con el ACF (2536±528 vs. 2807±644, p<0.05) 

como los tratados con el CBX (1952±908 vs. 2240±918, p<0.05) presentaban una disminución 

significativa del dolor en T2 en comparación a T1 (Tabla 5). Sin embargo, los pacientes CONTROL 

(2140±378 vs. 1966±390, p<0.05) mostraban un incremento significativo en el índice WOMAC en T2 

comparado con T1, lo cual probablemente fuera debido a que no recibieron ningún tratamiento 

durante el estudio (Tabla 5). 

 

1.2 Histopatología del cartílago articular. 
Para la valoración histopatológica del cartílago articular se evaluaron muestras de la zona A 

(o zona de mayor lesión) y de la zona B (o zona de menor lesión) del cartílago articular, mediante la 

escala de Mankin en cortes teñidos con hematoxilina-eosina o con azul de toluidina. Las alteraciones 

histopatológicas que se encontraron se describen a continuación: 

• Alteraciones de la estructura: en la zona A del cartílago articular de todos los pacientes 

incluidos en el estudio se describieron hendiduras o erosiones focales que alcanzaban la capa radial 

y que ocasionalmente llegaban hasta la zona de calcificación dejando expuesto el hueso subcondral. 

En cambio, en la zona B, se observaron irregularidades en la superficie con presencia de pannus, y 

en algunos casos se describieron hendiduras que llegaban hasta la zona de transición del cartílago. 

• Alteraciones celulares: la zona A del cartílago articular presentaba, independientemente del 

grupo estudiado, una densidad celular baja y clones celulares frecuentes, que aparecían tanto en las 

capas superficiales como en las capas profundas del cartílago. En cuanto a la zona B, en algunos 

pacientes aparecieron clones celulares frecuentes e hipercelularidad difusa, mientras que en otros 

pacientes se describieron pocas alteraciones celulares. 

 

0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL
0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL
0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

0,0

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 A

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROL

M
an

ki
n

ca
rt

íla
go

 zo
na

 B

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

CBX ACF CONTROLCBX ACF CONTROL

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Histopatología del cartílago articular en los pacientes de los grupos tratados con CBX, ACF y 
grupo CONTROL. Las gráficas de barras muestran la valoración del daño del cartílago articular de acuerdo a la 

escala de Mankin como se describió en el apartado de Métodos. Los resultados se expresan como media ± EEM, 

n= 7-9 pacientes por grupo. 
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• Alteraciones de la matriz: en la zona A del cartílago articular se produjo una disminución de la 

tinción de la matriz que fue desde moderada a severa dependiendo del paciente estudiado. En lo que 

se refiere a la zona B, también se produjo una disminución de la tinción de la matriz, pero en este 

caso, la disminución fue leve o moderada dependiendo del paciente estudiado. 

• Alteraciones en la integridad de la limitante basófila: independientemente de la zona 

estudiada, los pacientes tratados con el CBX presentaron menos irregularidades en la limitante 

basófila por el cruce de vasos que los pacientes tratados con el ACF o los del grupo CONTROL. 

 

A pesar de las alteraciones descritas anteriormente, no hubo diferencias significativas entre 

los diferentes grupos en ninguna de las subescalas estudiadas. En cuanto al Mankin total, tampoco 

se observaron diferencias significativas entre los grupos incluidos en el estudio en ninguna de las 

zonas estudiadas (Figura 6). 

 
 
1.3 Histopatología de la membrana sinovial. 

Entre los hallazgos histopatológicos más importantes que se encontraron en la membrana 

sinovial de los pacientes incluidos en el estudio se incluye el incremento en la densidad de los vasos 

de la zona subintimal, la aparición de infiltrados leucocitarios e hiperplasia, desde puntual a difusa, en 

la capa íntima (Figura 7).  
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Figura 7. Histopatología de la membrana sinovial en los pacientes de los grupos tratados con el CBX, el 
ACF y del grupo CONTROL. Se muestran fotografías representativas de los 7-9 pacientes de cada grupo 
(Hematoxilina-eosina; aumento: 100x). La gráfica de barras muestra el índice de sinovitis global de acuerdo a la 
escala de Kreen como se describió en el apartado de Métodos. Los resultados se expresan como media ± EEM, 
n= 7-9 pacientes por grupo.  
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Estos cambios se evaluaron en cada muestra de acuerdo a lo descrito en el apartado de 

métodos. Como se muestra en la figura 7, no se encontraron diferencias significativas en las lesiones 

de la membrana sinovial entre los tres grupos estudiados, así como tampoco en la sinovitis global o 

en cualquiera de las tres subescalas evaluadas. El índice de sinovitis global se obtuvo en cada uno 

de los grupos de acuerdo con las observaciones previas descritas por Kreen en tejidos artrósicos 

(Krenn V, 2002). 

 
 
1.4 Inmunohistoquímica de CD68. 

La tinción de CD68 se localizó tanto en la capa íntima como en la subintima de la membrana 

sinovial (Figura 8). En los pacientes CONTROL se observó una tinción positiva para CD68 que 

presentaba una distribución desigual en la capa subintima, mientras que era muy abundante en la 

capa íntima (Figura 8). En los grupos tratados con los inhibidores de la COX el patrón de distribución 

de CD68 fue similar al de los tejidos sinoviales del grupo CONTROL (Figura 8), pero la cantidad de 

células positivas en la capa íntima y en el intersticio fue claramente menor en los pacientes tratados 

con el CBX en comparación a los tratados con el ACF (1,2±0,3 vs. 2,6±0,3, p<0.05) (Figura 8). 
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Figura 8. Localización de las células CD68 positivas en la membrana sinovial de pacientes de los grupos 
CBX, ACF y CONTROL. Se muestran fotografías representativas de 7-9 pacientes de cada grupo 
(inmunoperoxidasa). La gráfica de barras muestra la evaluación semicuantitativa de acuerdo a lo descrito en el 
apartado de Métodos. *p<0.05 vs. ACF. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por 
grupo. 
 
 
 



Resultados                                                                                                36                      

1.5 Concentración de la PGE2 en el líquido sinovial. 
Se midió la concentración de la PGE2 en las muestras de LS previamente digeridas. La figura 

9 muestra el resultado de la medida cuantitativa de la concentración de la PGE2. Los tratamientos con 

el CBX y el ACF fueron capaces de disminuir de forma significativa la concentración de la PGE2 en el 

LS en comparación a los pacientes no tratados (CONTROL) (94,9±14,9 vs. 268,8±114,6 y 103,5±40,9 

vs. 268,8±114,6 respectivamente, p <0.05). No existieron diferencias significativas en los niveles de la 

PGE2 en el líquido sinovial entre los pacientes tratados con el CBX o el ACF. 
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Figura 9. Concentración de la PGE2 en el LS de los pacientes de los grupos CBX, ACF y CONTROL en el 
momento de la cirugía. *p<0.05 vs. CONTROL. Los resultados se expresan como media ±EEM, n=7-9 
pacientes por grupo. 
 

1.6 Concentración de NO en el líquido sinovial. 
Quisimos comprobar si tampoco los tratamientos con el CBX o con el ACF eran capaces de 

modificar los niveles de NO presentes en el líquido sinovial de los pacientes. Para ello se midió la 

concentración de NO en las muestras de LS previamente digeridas. La figura 10 muestra el resultado 

de la medida cuantitativa de la concentración de NO. Ninguno de los tratamientos fue capaz de 

modificar de forma significativa los niveles de este mediador proinflamatorio en el líquido sinovial de 

los pacientes. 
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Figura 10. Concentración de NO en el LS de los pacientes de los grupos CBX, ACF y CONTROL en el 
momento de la cirugía. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por grupo. 
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1.7 Expresión y síntesis de la COX-1 y la COX-2. 
Mediante estudios de PCR a tiempo real, se midió la expresión génica de la COX-1 y la COX-

2 en el tejido sinovial de los pacientes artrósicos. Como se muestra en la figura 11, no existían 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión génica de la COX-1 entre los grupos CBX, 

ACF y CONTROL. Sin embargo la expresión génica de la COX-2 se encontraba disminuida 

significativamente en los pacientes tratados con el CBX en comparación al grupo CONTROL (1,0±0,1 

vs. 4,5±0,6, p <0.05). La expresión de la COX-2 en los pacientes tratados con el ACF presentaba una 

tendencia similar, pero sin llegar a ser estadísticamente significativa en comparación al grupo 

CONTROL. Tampoco existían diferencias significativas en la expresión de la COX-2 entre el grupo 

CBX y el grupo ACF (Figura 11). 
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Figura 11. Expresión y síntesis de la COX en la membrana sinovial de los pacientes de los grupos CBX, 
ACF y CONTROL. (A) Expresión génica de la COX-1 y de la COX-2, medida por PCR cuantitativa a tiempo real. 
Se utilizó el método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La expresión del ARNm de la COX-1 y la 
COX-2 se normalizó en relación a la expresión de 18S en cada pocillo, y el valor de cada paciente para la 
expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del calibrador (se eligió a uno de los 
pacientes CBX como calibrador=1). Todas las muestras se procesaron por triplicado. (B) Análisis de la presencia 
de la COX en la membrana sinovial de los pacientes. Panel superior: estudio de Western blot representativo 
correspondiente a las señales para la COX-1, la COX-2 y α-tubulina. Panel inferior: Análisis densitométrico de la 
presencia de la COX-1 y la COX-2 expresado en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a la 
de α-tubulina. *p<0.05 vs. CONTROL. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por 
grupo. 
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A continuación, mediante estudios de Western blot se estudió la síntesis de las proteínas 

COX-1 y COX-2. Como se muestra en la figura 11, se obtuvieron resultados similares a los 

encontrados para la expresión de ARN. La COX-1 se sintetizó de forma similar en los tres grupos de 

pacientes. Sin embargo, la proteína COX-2 se indujo en mayor cantidad en los pacientes CONTROL 

en comparación a los pacientes tratados. Tanto los pacientes tratados con el CBX como los tratados 

con el ACF tuvieron una expresión significativamente menor de la proteína COX-2 que los del grupo 

CONTROL (Figura 11). Sin embargo no se encontraron diferencias significativas en la síntesis de la 

COX-2 entre los grupos CBX y ACF. Nuestros resultados también muestran una correlación 

significativa entre la presencia de la proteína COX-2 en la membrana sinovial y la concentración de la 

PGE2 en el LS (p=0.46; p<0.05). El mismo estudio de correlación para la expresión génica de la COX-

2 y la concentración de la PGE2 no mostró resultados estadísticamente significativos. 

 

1.8 Expresión de la mPGES-1. 
A continuación quisimos estudiar otra de las enzimas implicadas en la síntesis de la PGE2 y 

que también se encuentra aumentada en situaciones inflamatorias. Mediante estudios de RT-PCR 

medimos la expresión génica de la mPGES-1 en el tejido sinovial de los pacientes incluidos en el 

estudio. El tratamiento con el CBX disminuyó de forma significativa la expresión de la mPGES-1 en la 

membrana sinovial de los pacientes en comparación al grupo ACF (100±17 vs. 210±38, p <0.05) y al 

CONTROL (100±17 vs. 312±44, p <0.05) (Figura 12). En los pacientes tratados con el ACF la 

expresión de la enzima también disminuyó, aunque dicha disminución no fue significativa en 

comparación al grupo CONTROL (Figura 12). 
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Figura 12: Expresión génica de la mPGES-1. (A) Estudio de RT-PCR representativo correspondiente a las 
amplificaciones de la mPGES-1 y la GAPDH en las membranas sinoviales de los pacientes. (B) Análisis 
densitométrico de los cambios en la expresión de la mPGES-1 con respecto a la expresión de la GAPDH. 
*p<0.05 vs. CONTROL; # p<0.05 vs ACF. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por 
grupo. 
 
 



Resultados                                                                                                39                      

1.9 Expresión génica de los receptores de la PGE2. 
Quisimos estudiar si alguno de los inhibidores de la COX utilizados en el estudio era capaz 

de modificar la expresión de los receptores de la PGE2 (EP2, EP3 y EP4) en la membrana sinovial de 

pacientes artrósicos.  
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Figura 13. Expresión génica de EP2, EP3 y EP4, medida por PCR cuantitativa a tiempo real. Se utilizó el 
método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La expresión del ARNm de EP2, EP3 y EP4 se 
normalizó en relación a la expresión de  18S en cada pocillo, y el valor de cada paciente para la expresión génica 
de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del calibrador (se eligió a uno de los pacientes CBX como 
calibrador=1). Todas las muestras se procesaron por triplicado. Los resultados se expresan como media ± EEM, 
n= 7-9 pacientes por grupo. 

 

Para ello realizamos estudios de PCR cuantitativa y observamos que ninguno de los 

tratamientos era capaz de modificar la expresión génica de ninguno de estos receptores, no 

existiendo diferencias significativas entre los tres grupos incluidos en el estudio (Figura 13). 

 

1.10 Expresión génica y síntesis de la iNOS. 
Quisimos comprobar el efecto de los dos inhibidores de la ciclooxigenasa utilizados en este 

estudio sobre la expresión génica y la síntesis de otra enzima que juega un papel fundamental en 

situaciones inflamatorias, la iNOS. Mediante estudios de PCR a tiempo real, se midió la expresión 

génica de la iNOS en el tejido sinovial de los pacientes artrósicos. Como se muestra en la figura 14, 

no existían diferencias estadísticamente significativas en la expresión génica de la iNOS entre los 

grupos CBX, ACF y CONTROL. A continuación, mediante estudios de Western blot estudiamos la 

síntesis de la proteína iNOS. Como se puede observar en la figura 14, se obtuvieron similares 

resultados a los encontrados para la expresión de ARN, observándose que la iNOS se sintetizó de 

forma similar en los tres grupos de pacientes, no existiendo diferencias significativas entre los tres 

grupos estudiados. 
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Figura 14. Expresión y síntesis de la iNOS en la membrana sinovial de los pacientes. (A): Expresión 
génica de la iNOS, medida por PCR cuantitativa a tiempo real. Se utilizó el método comparativo de Ct para la 
cuantificación relativa. La expresión del ARNm de la iNOS se normalizó en relación a la expresión de  18S en 
cada pocillo, y el valor de cada paciente para la expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación 
al valor del calibrador (se eligió a uno de los pacientes CBX como calibrador=1). Todas las muestras se 
procesaron por triplicado. (B): Análisis de la presencia de iNOS en la membrana sinovial de los pacientes. 
Panel superior: estudio de Western blot representativo correspondiente a las señales para la iNOS y α-tubulina. 
Panel inferior: Análisis densitométrico de la presencia de la iNOS expresado en unidades arbitrarias de 
densitometrado (UAD) con respecto a la de α-tubulina. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 
pacientes por grupo. 

 

1.11 Expresión y síntesis de la IL-1β y el TNF-α 
Para estudiar si el tratamiento con los AINE podría modificar la expresión y síntesis de las 

citoquinas en el tejido sinovial en la OA, estudiamos la expresión génica y la síntesis proteica de dos 

citoquinas proinflamatorias asociadas al desarrollo de la enfermedad. 
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Figura 15. Expresión génica de la IL-1β y el TNF-α en la membrana sinovial de los pacientes, medida por 
PCR cuantitativa a tiempo real. Se utilizó el método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La 
expresión del ARNm de la IL-1β y el TNF-α se normalizó en relación a la expresión de  18S en cada pocillo, y el 
valor de cada paciente para la expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del 
calibrador (se eligió a uno de los pacientes CBX como calibrador=1). *p<0.05 vs. CONTROL. Todas las muestras 
se procesaron por triplicado. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por grupo. 
 

 Mediante estudios de PCR cuantitativa observamos que los tratamientos no modificaban de 

forma significativa la expresión génica de IL-1β en la membrana sinovial de los pacientes, aunque 
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existía una clara tendencia en los pacientes tratados con CBX hacia la disminución de la expresión de 

la IL-1β (Figura 15). En los pacientes tratados con el CBX se inhibió de forma significativa la 

expresión del TNF-α en comparación a los pacientes CONTROL, mientras que no se observó ningún 

efecto en el grupo ACF (Figura 15). 

Para saber si la expresión génica se correlacionaba con la presencia de la proteína, se 

realizó un estudio de Western blot para detectar la presencia de la IL-1β y el TNF-α en los extractos 

de membrana sinovial.  
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Figura 16. Análisis de la presencia de la IL-1β y el TNF-α en la membrana sinovial de los pacientes. Panel 
derecho: Se muestra un experimento de Western blot representativo correspondiente a las señales para la IL-1β, 
el TNF-α y α-tubulina. Panel izquierdo: Análisis densitométrico de los niveles de la IL-1β y el TNF-α expresado 
en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con respecto a los niveles de α-tubulina. *p<0.05 vs. 
CONTROL; # p<0.05 vs ACF. Los resultados se expresan como media ± EEM, n= 7-9 pacientes por grupo. 
 

Nuestros resultados demostraron que ambas proteínas estaban disminuidas 

significativamente en el grupo CBX en comparación con el grupo CONTROL, mientras que no se 

encontraron diferencias significativas entre los pacientes ACF y los CONTROL (Figura 16). Además, 

se encontraron diferencias significativas en la síntesis de la IL-1β y el TNF-α entre los grupos CBX y 

ACF (Figura 16). 

 
 
1.12 Síntesis de la MMP-1 y la MMP-3. 

Para estudiar si el tratamiento con el CBX o el ACF era capaz de controlar la síntesis de la 

MMP-1 o de la MMP-3, mediante Western Blot medimos los niveles de estas enzimas en la 

membrana sinovial de pacientes artrósicos. Como se puede obervar en la figura 17 el tratamiento con 

el CBX disminuyó de forma significativa los niveles de la proenzima de la MMP-1 en comparación al 

grupo CONTROL (0,8±0,1 vs. 1,1±0,1, p <0.05). En cambio, el CBX incrementó de forma significativa 

los niveles de la enzima activa en comparación al grupo CONTROL (1,2±0,3 vs. 0,6±0,1, p <0.05). El 

ACF presentaba una tendencia similar, de forma que era capaz de disminuir los niveles de la 
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proenzima de la MMP-1 y a la vez aumentar los niveles de la forma activa, sin embargo, en ninguno 

de los dos casos las diferencias fueron significativas en comparación al grupo CONTROL (Figura 17). 
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Figura 17. Análisis de la presencia de la MMP-1 en la membrana sinovial de los pacientes. (A) Panel 
superior: Western blot representativo correspondiente a las señales para la forma proenzimática de la MMP-1 y 
α-tubulina. Panel inferior: Análisis densitométrico de los niveles de la enzima expresado en unidades arbitrarias 
de densitometrado (UAD) con respecto a los niveles de α-tubulina. (B) Panel superior: Western blot 
representativo correspondiente a las señales para la forma activa de la MMP-1 y α-tubulina. Panel inferior: 
Análisis densitométrico de los niveles de la enzima expresado en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) 
con respecto a los niveles de α-tubulina. *p<0.05 vs. CONTROL. Los resultados se expresan como media ± 
EEM, n= 7-9 pacientes por grupo.  
 

 En cuanto a la expresión de la MMP-3, mediante Western Blot se midieron los niveles de esta 

enzima en la membrana sinovial de los pacientes del grupo CBX, ACF y CONTROL. Como se pude 

observar en la figura 18, ninguno de los tratamientos fue capaz de modificar los niveles de la enzima 

en comparación al grupo CONTROL. Tampoco se observaron diferencias significativas entre los dos 

grupos de tratamiento. 
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Figura 18. Análisis de la presencia de la MMP-3 en la membrana sinovial de los pacientes. Panel superior: 
Western blot representativo correspondiente a las señales para la MMP-3 y α-tubulina. Panel inferior: Análisis 
densitométrico de los niveles de la MMP-3 expresado en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) con 
respecto a los niveles de α-tubulina. *p<0.05 vs. CONTROL. Los resultados se expresan como media ± EEM, 
n=7-9 pacientes por grupo. 
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2. EFECTO DE LA  INTERLEUQUINA (IL)-1β Y DEL FACTOR DE  NECROSIS 
TUMORAL (TNF)-α SOBRE LA EXPRESIÓN DE LOS RECEPTORES DE 
PROSTAGLANDINA E2 EN CONDROCITOS SANOS. 

 
Las citoquinas son péptidos de pequeño tamaño que presentan funciones fisiológicas en la 

homeostasis normal del los tejido pero que cuando son producidas en cantidades excesivas 

conducen a situaciones patológicas. La IL-1β y el TNF-α, son dos de los principales mediadores que 

participan en la destrucción del cartílago en la OA. Estas citoquinas son capaces de inducir su propia 

producción al tiempo que inducen en sinoviocitos y condrocitos la estimulación de otros mediadores 

como la IL-8, la IL-6 y el factor de inhibición leucocitaria (LIF) (López-Armada MJ, 2004; Mor A, 2005). 

En este apartado quisimos evaluar el efecto de la IL-1β y el TNF-α sobre la expresión de los 

receptores de la PGE2 y sobre la principal enzima implicada en la síntesis del mediador, la COX-2. 

 

2.1 Efecto de los fármacos sobre la viabilidad celular. 
Para comprobar que ninguno de los compuestos utilizados en los estudios in vitro alteraba la 

viabilidad celular se llevaron a cabo estudios de viabilidad celular mediante tinciones con azul de 

trypan en todas las condiciones experimentales utilizadas en esta parte de la tesis. En ningún caso se 

observó que alguno de los compuestos utilizados alterara la supervivencia celular, siendo la viabilidad 

celular superior al 90% en cualquiera de las condiciones experimentales utilizadas. En todos los 

experimentos realizados en esta parte, la células fueron preincubadas con los diferentes fármacos 

antes de estimularlas con la IL-1β. Además, ninguno de los fármacos usados produjo un efecto 

directo sobre la expresión de las células en estado basal a las concentraciones y periodos de 

incubación utilizados en el estudio. 

 

2.2  Efecto de la IL-1β sobre  la expresión de los receptores EP y la COX-2 en 

condrocitos de conejo y humanos. 
Mediante técnicas de RT-PCR se estudió la expresión del ARNm de EP-1, EP-4 y COX-2 en 

condrocitos de conejo. No fue posible estudiar la expresión génica de los receptores EP-2 y EP-3 

debido a que no estaba publicada la secuencia de estos receptores en conejo. En los experimentos 

realizados con diferentes concentraciones de IL-1β (0.1 a 100 u/ml) demostramos que la presencia de 

esta citoquina en el medio incrementó de forma significativa la expresión de los receptores EP-1 y 

EP-4 y de la COX-2 en comparación a células no estimuladas (figura 19). Elegimos la dosis de 10 

u/ml para llevar a cabo el resto de los experimentos. 

Mediante técnicas de RT-PCR también estudiamos el efecto tiempo-dependiente de la 

estimulación de la  IL-1β sobre la expresión génica de EP-1, EP-4 y COX-2 en condrocitos de conejo. 

Estimulamos las células con IL-1β (10 u/ml), durante diferentes tiempos de incubación (0, 2, 4, 8, 18, 

24 horas). Como se muestra en la figura 20, la presencia de la IL-1β incrementó de forma significativa 

la expresión de los tres genes estudiados en condrocitos de conejo sanos. Observamos que el 

incremento en la expresión tanto  de la COX-2 como de los  receptores EP-1 y EP-4  producido por  la  
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Figura 19. Efecto de la IL-1β y el TNF-α en la expresión génica de EP-1, EP-4 y COX-2 en condrocitos de 
conejo. Las células se estimularon con diferentes dosis de IL-1β (0.1 a 100 u/ml) o TNF-α (100 ng/ml) durante 24 
horas. (A) Autoradiografía representativa de cinco experimentos diferentes con resultados similares. (B), (C), (D) 
Análisis densitométrico correspondiente a los cambios en los niveles de ARNm de EP-1, EP-4 y COX-2, 
respectivamente, corregidos por los niveles de expresión de la GAPDH en unidades arbitrarias de 
densitometrado (UAD) como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B (expresión basal). (n= 4-5).  
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Figura 20. Efecto tiempo dependiente de IL-1β sobre la expresión génica de EP-1, EP-4 y COX-2 en 
condrocitos de conejo. Las células se estimularon durante diferentes períodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 
horas) con IL-1β (10 u/ml). (A) Autoradiografía representativa de tres experimentos diferentes con resultados 
similares. (B), (C), (D) Análisis densitométrico correspondiente a los cambios en los niveles de ARNm de EP-1, 
EP-4 y COX-2, respectivamente, corregidos por los niveles de expresión de la GAPDH en unidades arbitrarias de 
densitometrado (UAD) como Media±E.E.M. *p<0.05 vs 0 horas de incubación. (n= 3). 
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IL-1β fue dependiente del tiempo de incubación, alcanzándose un efecto estadísticamente 

significativo entre las 18 y las 24 horas de incubación (figura 20). 

A continuación estudiamos, mediante técnicas de PCR cuantitativa a tiempo real, si  la IL-1β 

era capaz de modificar la expresión de los receptores EP-1, EP-2, EP-3 y EP-4 y de la COX-2 en 

condrocitos humanos de pacientes con OA de rodilla. Para ello estimulamos los condrocitos con IL-1β 

(10 u/ml) durante diferentes tiempos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 horas) y analizamos la 

expresión de los genes de interés.  
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Figura 21. Efecto tiempo dependiente de la IL-1β sobre la expresión génica de EP-1, EP-2, EP-3 y EP-4 en 
condrocitos humanos. Las células se estimularon durante diferentes períodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 
horas) con IL-1β (10 u/ml). (A-D) Expresión génica de los diferentes receptores medida por PCR cuantitativa a 
tiempo real. Se utilizó el método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La expresión del ARNm de los 
receptores se normalizó en relación a la expresión de  18S en cada pocillo, y el valor de cada punto para la 
expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del calibrador (se utilizó el punto de 0 
horas de incubación como calibrador=1). Los resultados se expresan como Media±E.E.M. *p<0.05 vs 0 horas de 
incubación. (n= 3). 
 

Como se muestra en la figura 21, la IL-1β no incrementó la expresión ni de EP-1 ni de EP-3 

en comparación a células no estimuladas al mismo tiempo de incubación. En cuanto a la expresión de 

los otros dos receptores, la presencia de la IL-1β incrementó de forma significativa en condrocitos 

humanos la expresión tanto de EP-2 como de EP-4, en comparación a células no estimuladas, 

alcanzando un máximo de expresión entre las 8 y las 24 horas de incubación, en el caso de EP-2, y a 

las 4 horas en el caso de EP-4 (figura 21). 

Finalmente estudiamos la expresión de la COX-2 en condrocitos humanos estimulados con 

IL-1β a diferentes tiempos de incubación, y observamos que, al igual que en condrocitos de conejo, la 

citoquina producía un incremento tiempo dependiente en la expresión de la COX-2 que fue 

significativo a todos los tiempos estudiados alcanzando un pico de expresión entre las 8 y las 24 

horas en comparación a células no estimuladas en el mismo tiempo de incubación (figura 22A). 
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Figura 22. Efecto tiempo dependiente de la IL-1β y el TNF-α sobre la expresión génica de la COX-2 en 
condrocitos humanos. Las células se estimularon durante diferentes períodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 
horas) con IL-1β (10 u/ml) (A) o TNF-α (100 ng/ml) (B). (A-B) Expresión génica de la COX-2 medida por PCR 
cuantitativa a tiempo real. Se utilizó el método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La expresión del 
ARNm de COX-2 se normalizó en relación a la expresión de  18S en cada pocillo, y el valor de cada punto para 
la expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del calibrador (se utilizó el punto de 0 
horas de incubación como calibrador=1)Los resultados se expresan como Media±E.E.M. *p<0.05 vs 0 horas de 
incubación. (n= 3). 
 
 
 
2.3  Efecto del TNF-α sobre  la expresión de los receptores EP y la COX-2 en 

condrocitos de conejo y humanos. 
A continuación realizamos experimentos similares a los descritos en el apartado anterior para 

determinar si otra citoquina muy implicada en procesos inflamatorios, el TNF-α, era capaz de 

modificar la expresión de los receptores EP o de la COX-2. Se utilizaron diferentes dosis de esta 

citoquina (0.1 a 100 ng/ml). A diferencia de los resultados obtenidos con la IL-1β, no observamos 

ningún efecto significativo en la modificación de la expresión de estos genes, incluso a la dosis de 

100 ng/ml (figura 19, solo se muestran los datos correspondientes a la dosis de 100 ng/ml). 

Además estimulamos los condrocitos de conejo, con la máxima dosis de TNF-α utilizada (100 

ng/ml), durante diferentes tiempos de incubación (0, 2, 4, 8, 18, 24 horas) y analizamos la expresión 

de EP-1, EP-4 y COX-2. En ningún caso el TNF-α modificó la expresión de estos genes de forma 

significativa, en comparación a células no estimuladas al mismo tiempo de incubación (figura 23). 

A continuación quisimos estudiar el efecto del TNF-α en condrocitos humanos procedentes 

de pacientes con artrosis de rodilla. Para ello estimulamos las células con TNF-α (100 ng/ml) durante 

diferentes tiempos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 horas) y mediante técnicas de PCR cuantitativa a 

tiempo real analizamos la expresión de los receptores EP y de la COX-2. Como se puede observar en 

la figura 24, la incubación de los condrocitos humanos con el TNF-α no incrementó de forma 

significativa la expresión de los receptores EP a ninguno de los tiempos estudiados en comparación 

con células no estimuladas en el mismo tiempo de incubación. 
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Figura 23. Efecto tiempo dependiente del TNF-α sobre la expresión génica de EP-1, EP-4 y COX-2 en 
condrocitos de conejo. Las células se estimularon durante diferentes períodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 
horas) con TNF-α (100 ng/ml). (A) Autoradiografía representativa de tres experimentos diferentes con resultados 
similares. (B), (C), (D) Análisis densitométrico correspondiente a los cambios en los niveles de mRNA de EP-1, 
EP-4 y COX-2, respectivamente, corregidos por los niveles de expresión de la GAPDH en unidades arbitrarias de 
densitometrado (UAD) como Media±E.E.M. (n= 3).  
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Figura 24. Efecto tiempo dependiente de TNF-α sobre la expresión génica de EP-1, EP-2, EP-3 y EP-4 en 
condrocitos humanos. Las células se estimularon durante diferentes períodos de incubación (0, 2, 4, 8, 18 y 24 
horas) con TNF-α (100 ng/ml). (A-D) Expresión génica de los diferentes receptores medida por PCR cuantitativa 
a tiempo real. Se utilizó el método comparativo de Ct para la cuantificación relativa. La expresión del ARNm de 
los receptores se normalizó en relación a la expresión de  18S en cada pocillo, y el valor de cada punto para la 
expresión génica de cada gen se normalizó entonces en relación al valor del calibrador (se utilizó el punto de 0 
horas de incubación como calibrador=1) Los resultados se expresan como Media±E.E.M. *p<0.05 vs 0 horas de 
incubación. (n= 3). 
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Finalmente analizamos la expresión de la COX-2 y observamos que el TNF-α también era 

capaz de incrementar de forma tiempo dependiente la expresión de la ciclooxigenasa en condrocitos 

humanos. Este incremento fue significativo a todos los tiempos estudiados, alcanzando los niveles 

máximos de expresión a las 8 horas en comparación a células no estimuladas en el mismo tiempo de 

incubación (figura 22B). 

 
 
2.4  Efecto de los AINE sobre la expresión génica de los receptores EP1 y EP4 y la 

COX-2 inducida por la IL-1β. 
Para evaluar el efecto de la depleción de la PGE2 endógena en la expresión de los receptores 

EP-1 o EP-4 inducida por la IL-1β en condrocitos de conejo, utilizamos dos inhibidores COX-1/COX-2 

no selectivos, como el DCF y el MXC, con diferente perfil inhibitorio sobre la COX-2 (Bertolini A, 

2001). 

 Para ello, los condrocitos se preincubaron durante 1 hora con MXC 10-6 M o DCF 10-6 M. A 

continuación estimulamos las células con IL-1β (10 u/ml) durante 24 horas. La figura 25 muestra que 

la incubación de las células con MXC 10-6 M o DCF 10-6 M sólo no modificó la expresión génica de los 

receptores EP-1 y EP-4 o de la COX-2 en condrocitos de conejo. Más aún, las células preincubadas 

con los AINE y estimuladas con la IL-1β mostraron el mismo incremento en la expresión génica de los 

receptores EP-1 y EP-4 o de la COX-2 que aquellas expuestas únicamente a la IL-1β. 
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Figura 25. Efecto de la inhibición de la síntesis de la PGE2 sobre la expresión génica de los receptores 
EP-1 y EP-4 y la COX-2 inducida por la IL-1β. Las células se preincubaron durante 1 hora con MXC 10-6 M o 
DCF 10-6  M y luego se estimularon con IL-1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Autoradiografía representativa de 
cinco experimentos diferentes con resultados similares. (B), (C), (D) Análisis densitométrico correspondiente a 
los cambios en los niveles de ARNm de EP-1, EP-4 y COX-2, respectivamente, corregidos por los niveles de 
expresión de la GAPDH en unidades arbitrarias de densitometrado (UAD) como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B 
(expresión basal). (n= 4-5). 
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3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 Y 
OTROS FÁRMACOS ANTI-OA EN EL METABOLISMO DE CONDROCITOS Y 
SINOVIOCITOS ARTRÓSICOS EN CULTIVO. 

 
 

A continuación nos propusimos estudiar cuál era el efecto de la presencia de inhibidores de la 

síntesis de la PGE2 y de otros fármacos anti-OA sobre el metabolismo de condrocitos y sinoviocitos 

artrósicos en cultivo. Empleamos para ello varios antiinflamatorios como MXC, DCF, IND y CBX que 

se diferencian con diferente perfil inhibitorio sobre la COX-2. Estudios anteriores han establecido que 

el MXC y la IND son inhibidores duales de la ciclooxigenasa, de forma que inhiben tanto a la COX-1 

como a la COX-2. El MXC en un inhibidor preferencial de la COX-2, de forma que mientras inhibe el 

80% de la actividad de la COX-2, también es capaz de inhibir un 20% de la actividad de COX-1 

(Bertolini A, 2001). Finalmente, el CBX es un inhibidor selectivo de la COX-2 no inhibiendo a la COX-

1 (Clemett D, 2000). 

 Además evaluamos simultáneamente el efecto de algunos SYSADOA como el SG, la DC, el 

CS, de otros azúcares biológicos como el HG, la AcG y la NAC y de glucocorticoides como la MP 

sobre la activación de diferentes mediadores proinflamatorios y estructurales inducidos por citoquinas 

proinflamatorias en condrocitos y sinoviocitos humanos procedentes de pacientes con OA. 

 
3.1 Efecto de los fármacos sobre la viabilidad celular. 

Al igual que en el apartado anterior para comprobar que ninguno de los compuestos 

utilizados en los estudios in vitro realizados en esta parte de la tesis alteraba la viabilidad celular se 

llevaron a cabo estudios de viabilidad celular mediante tinciones con azul de trypan en todas las 

condiciones experimentales utilizadas. En ningún caso se observó que alguno de los compuestos 

utilizados alterara la supervivencia celular, siendo la viabilidad celular superior al 90% en cualquiera 

de las condiciones experimentales utilizadas. En todos los experimentos realizados en esta parte, la 

células fueron preincubadas con los diferentes fármacos antes de estimularlas con la IL-1β. Además, 

ninguno de los fármacos usados produjo un efecto directo sobre la expresión de las células en estado 

basal a las concentraciones y periodos de incubación utilizados en el estudio. 

 
3.2 Efecto de los fármacos sobre la producción de la PGE2. 

Quisimos comparar el efecto de diferentes AINE sobre la inhibición de la síntesis de la PGE2 

con el de otros fármacos anti-OA comúnmente utilizados en el tratamiento de la OA. Con este motivo 

medimos la liberación de la PGE2 al sobrenadante tras estimular las células con la IL-1β durante 24 

horas. La estimulación con IL-1β provocó, tanto en condrocitos como en sinoviocitos un incremento 

en la concentración de PGE2 medida en el sobrenadante celular (Figura 26 y 27). 

 En lo que se refiere a condrocitos, los tres compuestos de glucosamina (AcG, SG y HG) 

fueron capaces de disminuir el incremento en la liberación de la PGE2 inducido por la IL-1β (inhibición 

del 38, 60 y 56 %; p= 0.040, 0.006 y 0.009 respectivamente). En cambio, la DC, el C-6S y la NAC no 

modificaron la liberación de la PGE2 inducida por la citoquina (Figura 26). La presencia de la MP y de 

los AINE disminuyó de forma significativa la liberación basal  de la PGE2 (p<0.01 en  todos los  casos,  
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Figura 26. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la PGE2 inducida por la IL-1β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. La concentración de PGE2 se muestra como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 
vs. IL-1β (n= 6-11). 
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Figura 27. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la PGE2 inducida por la IL-1β en sinoviocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. La concentración de PGE2 se muestra como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 
vs. IL-1β (n= 5-12).  
 

en comparación a células no estimuladas). Así mismo, como era esperable, tanto la MP como todos 

los AINE incluidos en el estudio redujeron de forma drástica los niveles de la PGE2 en el 

sobrenadante celular de condrocitos estimulados con la IL-1β (en muchos casos los niveles de la 

PGE2 no fueron detectables), no solo en comparación a células estimulas con IL-1β, sino en 
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comparación también a los niveles de PGE2 encontrados en el sobrenadante de células estimuladas 

con la citoquina y tratadas con la AcG, el SG y el HG (Figura 26). 

 En cuanto a los sinoviocitos, los resultados obtenidos fueron similares a los observados en 

condrocitos. El incremento en la producción de PGE2 observado tras la estimulación de las células 

con la IL-1β fue revertido por los tres compuestos de glucosamina utilizados (AcG, SG y HG) 

inhibición del 32, 45 y 40%; p= 0.013, 0.001 y 0.001 respectivamente) así como por la NAC (63% de 

inhibición, p= 0.001). La DC y el C-6S no solo no disminuyeron los niveles de PGE2 sino que 

provocaron un incremento aún mayor al inducido por la IL-1β en la liberación de este mediador al 

sobrenadante celular (p= 0.005 y 0.001, respectivamente. Figura 27). Finalmente como podemos 

observar en la figura 27 el corticoesteroide MP así como todos los AINE utilizados en los 

experimentos inhibieron de forma significativa la liberación de la PGE2 al sobrenadante de 

sinoviocitos estimulados con IL-1β (en muchos casos los niveles de la PGE2 no fueron detectables). 

Por último, al igual que observamos en condrocitos, esta inhibición fue significativa también con 

respecto al efecto de la AcG, el SG, el HG y la NAC en células estimuladas con la IL-1β. 

 A continuación quisimos estudiar si dosis inferiores del SG (0.2 mM y 0.02 mM) a las 

utilizadas en el apartado anterior eran capaces de controlar la liberación de la PGE2 al sobrenadante 

celular inducida por la IL-1β. Para ello, medimos la concentración del mediador en el sobrenadante de 

los condrocitos que se incubaron durante 6 ó 24 horas con la IL-1β en presencia o ausencia del SG.  
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Figura 28. Efecto del SG sobre la síntesis de la PGE2 inducida por la IL-1β en condrocitos humanos. Las 
células se preincubaron durante 1 hora con las diferentes dosis de SG (2 a 0.02 mM) y luego se estimularon con 
IL-1β (10 u/ml) durante 6 ó 24 horas. La concentración de PGE2 se muestra como Media±E.E.M. *p<0.01 vs B; 
#p<0.01 vs. IL-1β (n= 5-12).  
 

Al igual que se había observado en los experimentos anteriormente realizados, la 

estimulación con la IL-1β dio lugar a un incremento en la liberación de la PGE2 que fue dependiente 

del tiempo de estimulación. Sin embargo, solo la dosis más alta del SG (2 mM) consiguió disminuir los 
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niveles del mediador inducidos por la IL-1β tanto a las 6 como a las 24 horas de incubación (p= 0.012 

y 0.002, respectivamente). (Figura 28). 

 

3.3 Efecto de los fármacos sobre la producción del NO. 
Otro mediador inflamatorio que se encuentra incrementado en procesos inflamatorios es el 

NO, por lo que quisimos evaluar el efecto de las diferentes fármacos utilizados en este trabajo sobre 

la liberación de NO al sobrenadante celular tras estimular las células con la IL-1β durante 24 horas 

tanto en condrocitos como en sinoviocitos. La estimulación con la IL-1β provocó un incremento en la 

concentración del NO medida en el sobrenadante celular de condrocitos tras 24 horas de 

estimulación (Figura 29).   

 

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

+ IL-1β

AcGB IL-1β SG C-6SDC NAC DCF MXC INDMPHG CBX

*

#

#

#

#

#

N
iv

el
es

 d
e 

NO
 (µ

M
)

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

+ IL-1β

AcGB IL-1β SG C-6SDC NAC DCF MXC INDMPHG CBX

*

#

#

#

#

#

N
iv

el
es

 d
e 

NO
 (µ

M
)

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

+ IL-1β

AcGB IL-1β SG C-6SDC NAC DCF MXC INDMPHG CBX

+ IL-1β

AcGB IL-1β SG C-6SDC NAC DCF MXC INDMPHG CBXAcGB IL-1β SG C-6SDC NAC DCF MXC INDMPHG CBX

*

#

#

#

#

#

N
iv

el
es

 d
e 

NO
 (µ

M
)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Efecto de los fármacos sobre la síntesis del NO inducida por la IL-1β en condrocitos humanos. 
Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-1β (10 
u/ml) durante 24 horas. La concentración de NO se muestra como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β 
(n= 10-17).  
 

La incubación de las células con el SG, el HG, la DC o el C-6S (p= 0.001, 0.001, 0.040 y 

0.045, respectivamente) revertió el incremento en la liberación del NO inducido por la IL-1β, mientras 

que la presencia de la AcG y de la NAC no modificaron los niveles de NO observados tras la 

estimulación con la citoquina (Figura 29). Con respecto al resto de los fármacos, la MP disminuyó de 

forma significativa los niveles de NO en el sobrenadante celular (p= 0.001) mientras que ninguno de 

los AINE utilizados (CBX, DCF, MXC o IND) fueron capaces de modificar la liberación de NO inducida 

por la presencia de la IL-1β en el sobrenadante celular de condrocitos humanos (Figura 29). 

En cuanto a sinoviocitos, la estimulación de las células con la IL-1β no incrementó la 

liberación de NO al sobrenadante celular. Además, los sinoviocitos, tanto en estado basal como 

incubados con los diferentes fármacos empleados en los experimentos, no liberaron cantidades 

detectables de NO al sobrenadante celular. 
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3.4 Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la COX-1 y la COX-2. 
A continuación quisimos estudiar el efecto de la depleción de PGE2 endógena sobre la 

expresión de la COX-2 en condrocitos y sinoviocitos humanos en cultivo. En los experimentos in vitro 

realizados observamos que la estimulación con la IL-1β incrementaba los niveles proteicos de COX-2, 

tanto en sinoviocitos como en condrocitos, entre 29 y 55 veces en comparación a células no 

estimuladas (Figura 30 y 31). Los resultados de estos experimentos demostraron que solo dos de los 

compuestos de glucosamina, SG y HG, fueron capaces de inhibir la síntesis de la COX-2 inducida por 

la IL-1β en condrocitos humanos (p= 0.004 y 0.022, respectivamente). Ninguno de los otros 

SYSADOA incluidos en estos experimentos (AcG, DC y C-6S) así como tampoco la NAC modificaron 

de forma significativa los niveles de esta enzima. Por otro lado, tanto la MP como todos los 

inhibidores de la COX (CBX, DCF, MXC e IND) empleados en el estudio redujeron el incremento en 

los niveles de la proteína COX-2 en condrocitos estimulados con la IL-1β (p= 0.004 en todos los 

casos, figura 30). 
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Figura 30. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la COX-2 inducida por la IL-1β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a las señales para COX-2 y α-
tubulina. (B) Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de COX-2 con respecto a los 
niveles de α-tubulina. Los resultados se muestran como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1 β (n= 3-
12).  
 

Los experimentos realizados con sinoviocitos demostraron que la presencia de los tres 

compuestos de glucosamina (AcG, SG y HG) así como de la NAC inhibió de forma significativa la 

síntesis de la COX-2 inducida por la IL-1β (p= 0.016, 0.047, 0.025 y 0.014, respectivamente) (Figura 

31). Por otro lado la DC en sinoviocitos no solo no disminuyó los niveles de la proteína de COX-2 sino 

que indujo un incremento estadísticamente significativo en la síntesis de esta enzima en comparación 

a células incubadas solo con la IL-1β (p= 0.013). Por último, al igual que se había observado en 

condrocitos, tanto la MP como todos los inhibidores de la COX (CBX, DCF, MXC e IND) empleados 

en los experimentos fueron capaces de disminuir de forma significativa el incremento en la síntesis de 
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la COX-2 inducido por la IL-1β en sinoviocitos humanos (p= 0.001, 0.022, 0.005, 0.008 y 0.002 

respectivamente) (Figura 31). 
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Figura 31. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la COX-2 inducida por la IL-1β en sinoviocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a las señales para COX-2 y α-
tubulina. (B) Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de COX-2 con respecto a los 
niveles de α-tubulina. Los resultados se muestran como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β (n= 3-16).  
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Figura 32. Efecto del SG sobre la síntesis de COX-1 y COX-2 inducida por la IL-1β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con las diferentes dosis de SG (2 a 0.02 mM) y luego se 
estimularon con IL-1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a las señales 
para COX-1, COX-2  y α-tubulina. (B) Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de COX-
2 con respecto a los niveles de α-tubulina. Los resultados se muestran como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; 
#p<0.05 vs. IL-1β (n= 3-4). 
 

A continuación realizamos otros experimentos para estudiar el efecto del SG en la síntesis de 

la COX-2. Para ello estudiamos el efecto de este azúcar a diferentes concentraciones (2, 0.2 y 0.02 

mM) sobre la síntesis de las proteínas COX-1 y COX-2 inducida por la estimulación de los condrocitos 
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humanos con la IL-1β durante 24 horas. Los resultados de estos experimentos demostraron que la 

presencia del SG inhibe la síntesis de laCOX-2 inducida por la IL-1β a la dosis de 2 mM. Sin embargo, 

como se muestra en la figura 32 , ni la IL-1β ni el SG modificaron la síntesis de la COX-1. 

También investigamos si el SG era capaz de inhibir la síntesis de la COX-2 inducida por la IL-

1β en condrocitos humanos en cultivo a través de la inhibición de la expresión génica de la COX-2. La 

figura 33 muestra que la presencia del SG (2 mM) fue capaz de inhibir significativamente el 

incremento en la expresión de la COX-2 inducido por la IL-1β (p= 0.029). 
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Figura 33. Efecto del SG sobre la expresión de la COX-2 inducida por la IL-1β en condrocitos humanos. 
Las células se preincubaron durante 1 hora con las diferentes dosis de SG (2 a 0.02 mM) y luego se estimularon 
con IL-1 β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Experimento de RT-PCR representativo correspondiente a las señales 
para COX-2 y GAPDH. (B) Análisis densitométrico de los resultados obtenidos en la expresión de COX-2 con 
respecto a la expresión de GAPDH. Los resultados se muestran como Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. 
IL-1β (n= 4-7). 
 

3.5 Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la MMP-1 y la MMP-13. 
Las MMP son un grupo de enzimas que se encuentran incrementadas en la OA y que juegan 

un papel fundamental en la destrucción del cartílago articular que acontece en esta enfermedad. Por 

lo tanto, quisimos estudiar el efecto de la depleción de la PGE2 endógena sobre la activación de la 

MMP-1 y la MMP-13 tanto de condrocitos como de sinoviocitos estimulados con la IL-1β. 

Observamos que la citoquina inducía en ambos tipos celulares un incremento significativo en 

los niveles de la MMP-1 en el medio de cultivo (alrededor de 84000% y 6400%, respectivamente) 

(Figura 34 y 35). Cuando los condrocitos estimulados con la IL-1β los preincubamos con los fármacos 

incluidos en el estudio observamos que solo el SG y el C-6S fueron capaces de disminuir de forma 

significativa la liberación de la MMP-1 al sobrenadante celular (p= 0.001 y 0.008, respectivamente, 

Figura 34). Por otro lado mientras que el HG, la DC y la NAC no fueron capaces de modificar la 

síntesis de la enzima, la AcG incrementó de forma significativa los niveles de la MMP-1 ya de por sí 

incrementados por la estimulación de las células con la IL-1β (p= 0.030, figura 34). En cuanto al resto 

de los fármacos empleados en los experimentos, el tratamiento con la MP disminuyó de forma 

drástica la producción de la MMP-1 al final del periodo de incubación (p= 0.001), mientras que los 
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AINE (CBX, DCF, MXC e IND) incrementaron de forma significativa la liberación de la enzima en 

condrocitos estimulados con la IL-1β (p= 0.030, 0.008, 0.008 y 0.004, respectivamente. Figura 34). 
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Figura 34. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la MMP-1 inducida por la IL-1β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a la señal para MMP-1. (B) 
Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de MMP-1. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β (n= 4-9). 
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Figura 35. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la MMP-1 inducida por la IL-1β en sinoviocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a la señal para MMP-1. (B) 
Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de MMP-1. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β (n= 3-9). 
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En cuanto a los sinoviocitos, todos los compuestos de glucosamina utilizados (AcG, SG y 

HG) disminuyeron significativamente la síntesis de la MMP-1 en células estimuladas con la IL-1β (p= 

0.017, 0.006 y 0.008, respectivamente. Figura 35). En cambio, la DC, el C-6S y la NAC no 

modificaron la liberación de la colagenasa, mientras que el tratamiento con la MP provocó una 

inhibición casi completa de la síntesis de la enzima en comparación a células estimuladas con la IL-1β 

(p= 0.001. Figura 35). Finalmente, al igual que habíamos observado en condrocitos, los AINE (CBX, 

DCF, MXC e IND) no solo no disminuyeron los niveles de la MMP-1 sino que provocaron un 

incremento significativo en la liberación de la enzima en comparación a sinoviocitos estimulados con 

la IL-1β (p= 0.017, 0.003, 0.018 y 0.005, respectivamente. Figura 35). 

En cuanto a la otra colagenasa estudiada en esta parte de la tesis observamos que tanto en 

células no estimuladas como en aquellas incubadas con la IL-1β, la síntesis de la MMP-13 fue mayor 

en condrocitos que en sinoviocitos. La IL-1β indujo un incremento significativo de la liberación de la 

enzima tanto en condrocitos como en sinoviocitos (alrededor de 46000% y 64%, respectivamente. 

Figura 36 y 37).  
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Figura 36. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la MMP-13 inducida por la IL-1β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a la señal para MMP-13. (B) 
Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de MMP-13. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β (n= 4-9). 

 

En los experimentos realizados en condrocitos observamos que el SG era capaz de disminuir 

el incremento en la síntesis de la MMP-13 inducido por la IL-1β (p= 0.004), mientras que los otros dos 

compuestos de glucosamina (AcG y HG) así como la DC no demostraron tener ningún efecto sobre la 

liberación de la colagenasa al medio de cultivo inducida por la IL-1β (Figura 36). El C-6S y la NAC 

incrementaron de forma significativa los niveles de la MMP-13 en el sobrenadante celular en 

comparación a condrocitos estimulados con la IL-1β (p= 0.002 y 0.028, respectivamente. Figura 36). 

Finalmente y al igual que observamos en el caso de la MMP-1, el tratamiento con la MP provocó una 
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inhibición casi completa de la liberación de la enzima al medio de cultivo, mientras que el tratamiento 

con los diferentes AINE (CBX, DCF, MXC e IND) incrementó significativamente los niveles de la 

enzima presentes en el sobrenadante celular en comparación a condrocitos estimulados con la IL-1β 

(p= 0.003, 0.043, 0.048 y 0.001, respectivamente. Figura 36). 

En lo que se refiere a los sinoviocitos, todos los fármacos incluidos en el grupo de los 

SYSADOA, así como la NAC y la MP disminuyeron de forma significativa la liberación de la MMP-13 

al sobrenadante celular inducida por la IL-1β (p< 0.016 en todos los casos. Figura 37). En lo que se 

refiere a los AINE empleados en los experimentos, el DCF, el MXC y la IND no fueron capaces de 

modificar de forma significativa la liberación de la MMP-13 en células estimuladas con la IL-1β. Sin 

embargo, el otro AINE utilizado en los experimentos, el CBX, no solo no disminuyó la síntesis de la 

MMP-13 sino que incrementó significativamente los niveles de la colagenasa en el medio de cultivo 

en comparación a sinoviocitos estimulados con la IL-1β (p= 0.008. Figura 37). 
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Figura 37. Efecto de los fármacos sobre la síntesis de la MMP-13 inducida por la IL-1β en sinoviocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 1 hora con los diferentes fármacos y luego se estimularon con IL-
1β (10 u/ml) durante 24 horas. (A) Western blot representativo correspondiente a la señal para MMP-13. (B) 
Análisis densitométrico de los resultados obtenidos de la síntesis de MMP-13. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1β (n= 3-9). 
 

3.6 Efecto de los fármacos sobre la activación del NFκB. 

El NFκB es un factor nuclear que se une de forma específica a sus secuencias consenso en 

el ADN. Existen sitios de unión para NFκB en las regiones promotoras de muchos genes implicados 

en la fisiopatología de la OA, como son COX-2, iNOS y algunas MMP (Tak PP, 2001; Bond M, 1999). 

En esta parte de la tesis nos propusimos estudiar si la modulación de este factor nuclear estaba 

implicada en el efecto que algunos de los fármacos ejercían sobre los diferentes mediadores del 

catabolismo celular estudiados anteriormente. 
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En primer lugar evaluamos el efecto de la IL-1β sobre la unión al ADN del NFκB, para lo cual 

estimulamos los condrocitos humanos con la IL-1β durante diferentes tiempos de incubación (0, 15, 

30, 60, 90 y 120 minutos). Mediante ensayos de retardo de movilidad electroforética observamos que 

la estimulación con la IL-1β provocó una activación del factor NFκB que fue dependiente del tiempo 

de incubación. La máxima respuesta se observó a los 60 minutos (Figura 38). Esta reacción de unión 

fue específica, como demuestra la ausencia de banda cuando la mezcla de reacción se incubó con un 

exceso de oligo sin marcar (Figura 38, carril C). Establecimos que 60 minutos era el tiempo óptimo de 

incubación para medir la activación del factor NFκB. 
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Figura 38. La IL-1β activa la unión al ADN del factor nuclear kappa B (NFκB) en condrocitos humanos en 
cultivo. Las células se incubaron durante 15, 30, 60, 90 y 120 minutos con 10 u/ml de IL-1β. (A) Se muestra una 
autorradiografía representativa de cuatro experimentos diferentes con resultados similares. La especificidad del 
ensayo se aseguro mediante ensayos de competición en los que un exceso de sonda sin marcar anuló la señal 
de NFκB (línea C). Las posiciones en el gel de los complejos de NFκB están indicadas por las flechas. (B) 
Resultado del análisis densitométrico de los geles de la activación de NFκB. Los resultados se muestran como 
Media ± EEM. * p<0.05 vs. 0 minutos de incubación (n=3). 
 

La IL-1β incrementó de forma significativa la unión del NFκB a sus secuencias consenso 

tanto en condrocitos como en sinoviocitos tras 60 minutos de incubación (Figura 39 y 40). En los 

experimentos realizados con condrocitos observamos que el SG, el HG y la DC inhibían 

significativamente la activación del NFκB inducida por la IL-1β (p= 0.007, 0.017 y 0.001, 

respectivamente. Figura 39), mientras que la AcG, el C-6S y la NAC no fueron capaces de modificar 

la activación del factor nuclear inducida por la citoquina (Figura 40). En cuanto a los otros fármacos 

utilizados, la coincubación de la MP y la IL-1β provocó una inhibición significativa de la unión del 

NFκB inducida por la citoquina (p= 0.001. Figura 39). Finalmente, todos los AINE incluidos en el 

estudio (el CBX, el DCF, el MXC y la IND)  disminuyeron de  forma  significativa la activación de NFκB  
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Figura 39. Efecto de los fármacos sobre la activación del NFκB inducida por la IL-1 β en condrocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 60 minutos con los diferentes fármacos y luego se estimularon 
con IL-1 β (10 u/ml) durante 60 minutos. (A) Autorradiografía representativa correspondiente a la señal para 
NFκB. Las posiciones en el gel de los complejos de NFκB están indicadas por las flechas. (B) Análisis 
densitométrico de los resultados obtenidos de la activación de NFκB. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1 β (n= 3-14). 
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Figura 40. Efecto de los fármacos sobre la activación del NFκB inducida por la IL-1 β en sinoviocitos 
humanos. Las células se preincubaron durante 60 minutos con los diferentes fármacos y luego se estimularon 
con IL-1 β (10 u/ml) durante 60 minutos. (A) Autorradiografía representativa correspondiente a la señal para 
NFκB. Las posiciones en el gel de los complejos de NFκB están indicadas por las flechas. (B) Análisis 
densitométrico de los resultados obtenidos de la activación de NFκB. Los resultados se muestran como 
Media±E.E.M. *p<0.05 vs B; #p<0.05 vs. IL-1 β (n= 3-14). 
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en condrocitos humanos estimulados con la IL-1β (p= 0.001, 0.001, 0.035 y 0.012, respectivamente. 

Figura 39). 

En cuanto a los sinoviocitos, el tratamiento con el SG, el HG, la DC, el C-6S, la NAC  y la MP 

disminuyó de forma significativa la unión del NFκB a sus secuencias consenso en células estimuladas 

con la IL-1β (p= 0.02, 0.001, 0.004, 0.001, 0.004 y 0,029, respectivamente. Figura 40). En cuanto a 

los AINE, exceptuando la IND que no fue capaz de modificar la activación del factor nuclear, tanto el 

CBX como el DCF y el MXC disminuyeron significativamente la unión del NFκB a sus secuencias 

consenso inducida por la estimulación con la IL-1β en sinoviocitos humanos (p= 0.02, 0.001 y 0.001, 

respectivamente. Figura 40). 

A continuación realizamos otros experimentos en los que preincubamos los condrocitos 

humanos con tres dosis diferentes de SG (2, 0.2 y 0.02 mM). Como se muestra en la figura 41 la 

presencia del SG sólo no modificó la actividad del factor NFκB. Sin embargo el SG inhibió de forma 

dosis dependiente el incremento en la activación del factor nuclear inducido por IL-1β en condrocitos 

humanos tanto a la dosis de 2 mM como de 0.2 mM (p= 0.042 y 0.045, respectivamente. Figura 41). 
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Figura 41. Efecto del SG sobre la activación del NFκB inducida por la IL-1β. Los condrocitos se preincubaron 
durante 60 minutos con diferentes concentraciones de SG (0.02 a 2 mM) y posteriormente se estimularon con IL-
1β. (A) Autorradiografía representativa de cuatro experimentos diferentes con resultados similares. Las 
posiciones en el gel de los complejos de NFκB están indicadas por las flechas. (B) Resultado del análisis 
densitométrico de los geles de la activación de NFκB. Los resultados se muestran como Media ± EEM. * p<0.05 
vs. 0 minutos de incubación (n=3-10). 
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Para verificar si el efecto inhibitorio del SG era específico para el NFκB, analizamos si la 

activación del factor nuclear AP-1, también inducido por la IL-1β, puede ser modificada por la 

presencia en el medio de diferentes dosis del SG en condrocitos humanos. Extractos similares a los 

que se utilizaron para medir la activación del NFκB se emplearon para medir la actividad de AP-1. 

Estos estudios demostraron que el SG no es capaz de modificar la actividad de AP-1 inducida por la 

IL-1β en condrocitos humanos a ninguna de las dosis utilizadas (Figura 42). 
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Figura 42. Efecto del SG sobre la activación de AP-1 inducida por la IL-1β. Los condrocitos se preincubaron 
durante 60 minutos con diferentes concentraciones de SG (0.02 a 2 mM) y posteriormente se estimularon con IL-
1β. Autorradiografía representativa de cuatro experimentos diferentes con resultados similares. Las posiciones 
en el gel de los complejos de AP-1 están indicadas por las flechas.  
 

 

3.7 Caracterización de las subunidades de la familia NFκB/Rel implicadas en la 

activación del NFκB inducida por la IL-1β en condrocitos humanos. 

Después de observar que la estimulación con la IL-1β daba lugar a un incremento de la 

activación del NFκB tanto en condrocitos como en sinoviocitos y que dicha estimulación era 

parcialmente revertida por algunos de los fármacos utilizados en los experimentos in vitro, quisimos 

caracterizar las subunidades de la familia NFκB/Rel implicadas en la activación del factor nuclear en 

condrocitos humanos. Como se puede observar en la figura 43 los extractos nucleares procedentes 

de células estimuladas con la IL-1β dieron lugar a dos bandas en los ensayos de EMSA. Mediante la 

utilización de anticuerpos específicos para dos miembros diferentes de la familia de proteínas 

NFκB/Rel (anti p50 y anti p65) analizamos la composición de los complejos NFκB procedentes de 
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condrocitos humanos estimulados con la IL-1β y observamos que la presencia de los anticuerpos 

provocaba la aparición de complejos más grandes con una movilidad electroforética menor 

(complejos super-retardados) (Figura 43). De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de 

super-retardo podemos afirmar que la banda mayoritaria  de los complejos NFκB que aparecía en 

nuestros experimentos (la de mayor tamaño) correspondía al heterodímero p50/p65, mientras que la 

banda minoritaria no contenía ninguna de estas dos subunidades del complejo NFκB (Figura 43). 
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Figura 43. Determinación de las subunidades del NFκB implicadas en su activación por la IL-1β. Los 
extractos nucleares se preincubaron con anticuerpos frente a las subunidades p50 y p65 y posteriormente la 
mezcla se separó por EMSA para comprobar la activación de NFκB. Las bandas de super-retardo 
(correspondientes a la banda mayoritaria del complejo NFκB) se observaron tanto con anti-p50 como con anti-
p65. 
 

A continuación mediante inmunofluorescencia quisimos localizar las subunidades p50 y p65 

en condrocitos humanos en cultivo. Los resultados de estos experimentos nos mostraron una tinción 

citoplásmica difusa para ambas proteínas en condiciones basales. Sin embargo, tras estimular los 

condrocitos con la IL-1β aparecía un claro patrón de tinción nuclear tanto para p50 como para p65, 

indicando la translocación al núcleo de las dos subunidades del complejo NFκB (Figura 44A, 44B, 

44E y 44F). Además gracias a estos experimentos pudimos comprobar que la incubación de los 

condrocitos con el SG (2 mM) previno la translocación al núcleo tanto de p50 como de p65 inducida 

por la IL-1β (Figura 44D y 44H). 
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Figura 44. Ensayos de inmunofluorescencia para las subunidades p50 (A-D) y p65 (E-H). (A y E) Tinción en 
células no estimuladas para p50 y p65 respectivamente. (B y F) Tinción en células estimuladas con IL-1β durante 
60 minutos para p50 y p65 respectivamente. (C y G) Tinción en células incubadas solo con SG (2 mM) p50 y p65 
respectivamente. (D y H) Tinción en células preincubadas con SG (2 mM) y posteriormente estimuladas con IL-
1β p50 y p65 respectivamente. 
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La activación del NFκB tiene lugar tras la disociación del complejo y la subunidad inhibitoria 

de la familia de proteínas IκB que se degrada por un proceso proteolítico. Por ello, a continuación 

estudiamos la implicación de la proteína inhibitoria IκBα en la activación del NFκB en nuestros 

experimentos. Mediante Western blot observamos que en condiciones basales IκBα aparecía en el 

citoplasma de los condrocitos humanos como una proteína de aproximadamente 37 KDa. Tras la 

estimulación con la IL-1β, esta banda desapareció, sugiriendo que IκBα se degradaba al mismo 

tiempo que se producía la activación del NFκB (Figura 45). Sin embargo la preincubación de los 

condrocitos con el SG previno la desaparición de la banda de IκBα y por tanto su degradación (Figura 

45). 
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Figura 45. Efecto del SG sobre la proteína IκBα en el citoplasma de las células estimuladas con la IL-1β. 
Los condrocitos se preincubaron durante 60 minutos con diferentes concentraciones de SG (0.02 a 2 mM) y 
posteriormente se estimularon con IL-1β. Autorradiografía representativa de seis experimentos diferentes con 
resultados similares.  
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V. DISCUSIÓN 
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1. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 EN LA ARTICULACIÓN 
ARTRÓSICA. 

 
1.1 Efecto sobre la ruta de síntesis de los prostanoides. 
  Durante años la OA fue considerada como una enfermedad no inflamatoria. Sin embargo, se ha 

observado que la inflamación de la membrana sinovial juega un importante papel en la progresión de la 

OA (Pelletier JP, 2001a; Pelletier JP, 2001b; Saito I, 2002). Un estudio ecográfico ha demostrado que 

el 70% de los pacientes con artrosis de rodilla sintomática presenta sinovitis (Wakefield RJ, 1998). De 

hecho, la intensidad de la sinovitis (medida por artroscopía) se correlaciona con la gravedad del dolor 

en enfermos con OA de rodilla, y ambos procesos mejoran con el tratamiento con corticoides 

intraarticulares (Jones A, 1996). Varios autores han descrito lesiones inflamatorias importantes en el 

tejido sinovial, como el incremento de la vascularización, del infiltrado celular y del edema en el tejido 

subintimal, así como una hiperplasia de las células sinoviales de la íntima (Saito I, 2002) y parece que 

la inflamación sinovial y la concentración local de mediadores proinflamatorios está directamente 

implicada en la aparición del dolor en las rodillas artrósicas (Brandt KD, 1987; Nishimura M, 2002). 

 La PGE2, el eicosanoide que se encuentra en mayor concentración en las  articulaciones 

artrósicas (Goetzl EJ, 1995), modula varios de los principales procesos implicados en la destrucción 

progresiva del tejido en la OA, como son la activación de proteasas, la síntesis de proteínas de 

matriz, la proliferación/apoptosis celular, e incluso, la sensibilización a nociceptores (revisado en 

Martel-Pelletier J, 1994; Crofford LJ, 1999). En el líquido sinovial y en la membrana sinovial de los 

pacientes con OA se han detectado niveles incrementados de la PGE2 (Sahap Atik O, 1990; 

Wittenberg RH, 1993). De hecho, la membrana sinovial parece ser la principal fuente de  producción 

de la PGE2 durante la OA (Wittenberg RH, 1993). En este estudio hemos demostrado que dos AINE 

utilizados en el tratamiento de la artrosis, el ACF y el CBX, mejoran el dolor y la función articular y 

disminuyen la concentración de la PGE2 en el liquido sinovial de forma similar. Además, estos 

tratamientos inhiben la expresión génica y la síntesis de la COX-2 en la membrana sinovial de 

pacientes artrósicos, mientras que la expresión de la COX-1 no se altera. Nuestros datos muestran 

que tanto el ACF como el CBX disminuyen la producción de la PGE2 no solo inhibiendo la actividad 

de la enzima, sino también mediante un efecto directo sobre la expresión génica y la síntesis de la 

COX-2. Creemos que este es el primer estudio in vivo que demuestra un efecto significativo de los 

AINE en la regulación de la COX-2 tisular en humanos. Estos datos coinciden con resultados 

publicados anteriormente en un estudio realizado en la membrana sinovial de ratas con artritis en las 

que se observó que la administración de IND y de un inhibidor selectivo de la COX-2 disminuyó 

significativamente la expresión de la ciclooxigenasa (Anderson GD, 1996). Estudios previos in vitro 

también han sugerido que la expresión de la COX-2 podría estar regulada por los AINE, aunque los 

resultados publicados en este sentido son contradictorios. En fibroblastos sinoviales en cultivo, varios 

tipos de fármacos antiinflamatorios (como dexametasona o nimesulide) inhibieron la síntesis de la 

COX-2 (Fahmi H, 2001), mientras que otros (como naproxeno, MXC o IND) no tuvieron ningún efecto 

(Fahmi H, 2001; Kojima F, 2004; Hardy MM, 2002). Sin embargo, un estudio reciente en células 

leucémicas humanas afirma que estas discrepancias podrían ser debidas tanto a diferencias en el 
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estímulo celular utilizado  como a diferencias en la potencia de los AINE testados (Takada Y, 2004). 

Los autores de este trabajo demostraron que todos los AINE estudiados fueron capaces de inhibir la 

expresión de la COX-2 si se empleaban a una concentración lo suficientemente elevada (Takada Y, 

2004). 

 El mecanismo por el cual la COX-2 podría estar inhibida en presencia de concentraciones 

bajas de la PGE2 no se conoce. Sin embargo, la misma PGE2 podría ser responsable, al menos en 

parte, de esta situación, ya que se ha demostrado que la PGE2  estabiliza el ARNm de la COX-2 y 

promueve su traducción en las células sinoviales (Faour WH, 2001). Por lo tanto en presencia de 

concentraciones bajas de la PGE2, el ARNm de la COX-2 es menos estable. En este contexto, 

nuestro laboratorio ha demostrado recientemente que la presencia de la PGE2 incrementa la síntesis 

de la COX-2 en fibroblastos sinoviales en cultivo estimulados con la IL-1β (Largo R, 2004). 

 También evaluamos el efecto de los dos AINE, el CBX y el ACF, sobre la expresión de otra 

enzima implicada en la síntesis de la PGE2 en situaciones inflamatorias, la mPGES-1. Esta enzima es 

responsable de la conversión final de la PGH2 a la PGE2 y se encuentra incrementada en la 

membrana sinovial y el cartílago de la articulación artrósica (Li X, 2005; Westman M, 2004) como en 

condrocitos y sinoviocitos estimuladas con diferentes citoquinas (Masuko-Hongo K, 2004; Kojima F, 

2004). Esta enzima está implicada en el desarrollo de la respuesta inflamatoria así como en otros 

efectos producidos por la PGE2. Saha et al. observaron que ratones con una delección en el gen que 

codifica para la mPGES-1 no desarrollaban fiebre ni sintetizaban PGE2 en el sistema nervioso central 

en respuesta a una inyección de lipopolisacárido bacteriano (Saha S, 2005). Nuestros datos 

demuestran que el tratamiento con el CBX disminuyó significativamente la expresión génica de la 

mPGES-1 en la membrana sinovial de pacientes artrósicos, mientras que el efecto del ACF no fue 

estadísticamente significativo. Estos resultados coinciden con estudios in vitro previos en los que se 

observó que el tratamiento de fibroblastos sinoviales con inhibidores selectivos de la COX-2 

(rofecoxib, NS-398 y MXC) disminuía la expresión y síntesis de la mPGES-1 tras la estimulación con 

la IL-1β. Además estos investigadores observaron que la adición de PGE2 exógena era capaz de 

revertir la disminución en la expresión de la enzima (Kojima F, 2003). Estos datos junto con los 

resultados de nuestros estudios in vivo, sugieren que los inhibidores de la COX-2 son capaces de 

disminuir la producción de la PGE2 no solo mediante la inhibición de la ciclooxigenasa sino también 

mediante la inhibición de la expresión y síntesis de la mPGES-1 y la COX-2. 

La PGE2 produce diferentes efectos sobre las células de forma que puede tener propiedades 

antiinflamatorias y proinflamatorias. Esta variedad en los efectos que provoca podría explicarse en 

parte por la existencia de cuatro receptores diferentes para este mediador denominados EP-1, EP-2, 

EP-3 y EP-4. Estos receptores están acoplados a diferentes rutas de señalización intracelular, lo que 

podría ser la causa del amplio espectro de efectos atribuidos a la PGE2. Parece que la PG podría 

tener diferentes efectos dependiendo del contexto de activación y de la población celular. Por 

ejemplo, se ha descrito que la PGE2 a través del receptor EP-4 podría presentar efectos 

antiinflamatorios al suprimir la producción de quimioquinas en macrófagos humanos (Takayama K, 

2002) y proinflamatorios al aumentar la expresión de la mPGES-1 en fibroblastos sinoviales (Kojima 

F, 2003). En nuestros estudios in vivo observamos que en el tejido sinovial procedente de pacientes 
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con OA de rodilla se expresan los receptores EP-2, EP-3 y EP-4, aunque no EP-1, como ya se había 

visto previamente en sinoviocitos en cultivo procedentes de pacientes con OA o AR (Inoue H, 2002). 

Sin embargo, ninguno de los tratamientos fue capaz de modificar la expresión de estos receptores. 

Por tanto estos inhibidores de la COX son capaces de disminuir la liberación de la PGE2 y de reducir 

la expresión de las enzimas implicadas en la síntesis del mediador, pero no modifican la expresión de 

los receptores de la prostaglandina. 

El NO es otro de los mediadores implicados en la progresión de la OA y se ha involucrado en 

la destrucción del cartílago articular a través de diferentes mecanismos (Abramson SB, 2001; Blanco 

FJ, 1995; Pelletier JP, 2001a). En este sentido, el NO puede inhibir la síntesis de macromoléculas de 

la matriz del cartílago, tales como colágeno y proteoglicanos, aumentar la actividad de las MMP, 

incrementar la susceptibilidad al daño inducido por otros oxidantes como H2O2, reducir la síntesis del 

IL-1Ra, inhibir la proliferación e inducir apoptosis (López-Armada MJ, 2004). El líquido sinovial 

procedente de las articulaciones de pacientes con OA o AR posee altas concentraciones de NO 

(Farrell AJ, 1992) y se ha observado que el grado de lesión del cartílago está relacionado 

directamente con la cantidad de NO producido por el tejido artrósico (Hashimoto S, 1998). En 

modelos animales de OA, se ha observado que la inhibición de la síntesis del NO en los tejidos de la 

articulación retarda la degeneración del cartílago (Pelletier JP, 1998). Nuestros datos muestran que ni 

el ACF ni el CBX fueron capaces de disminuir de forma significativa la expresión o la síntesis de la 

iNOS en la membrana sinovial de pacientes artrósicos ni de modificar la concentración del NO en el 

líquido sinovial. Sin embargo, se ha observado que el condrocito es la principal fuente de NO en las 

articulaciones con OA (Amin AR, 1995), mientras que el tejido sinovial humano presenta una escasa 

capacidad para sintetizar y liberar NO (Rediske JJ, 1994). Estos datos parecen indicar que la 

membrana sinovial artrósica no constituye el tejido apropiado para estudiar el efecto de los AINE 

sobre la síntesis del NO en la OA. Las membranas sinoviales artrósicas son tejidos muy 

heterogéneos, que presentan una gran variabilidad en cuanto al contenido de macrófagos. Es muy 

probable que diferentes tipos celulares como macrófagos, sinoviocitos y condrocitos, todos ellos 

capaces de liberar mediadores inflamatorios al líquido sinovial, no respondan de la misma forma a los 

mismos estímulos. En este sentido, se ha demostrado que la estimulación con la IL-1β no 

incrementaba la producción de NO en sinoviocitos en cultivo (Guicheux J, 2002). Por lo tanto, es 

posible que el descenso en los niveles de NO observado en el líquido sinovial de los pacientes  

tratados con el CBX sea debido al efecto del fármaco sobre los condrocitos o los macrófagos 

presentes en la articulación. 

 

1.2 Efecto sobre la expresión de citoquinas. 
Todos los AINE parecen compartir ciertas similitudes en cuanto su capacidad de inhibir la 

síntesis de la PGE2. Sin embargo, hay muchas diferencias entre ellos en cuanto a otras acciones, 

como la inhibición de la síntesis de citoquinas, su toxicidad para los condrocitos normales o 

artrósicos, su efecto sobre la síntesis de la matriz del cartílago, etc. Nuestros estudios demostraron 

que la administración a largo plazo del CBX inhibía la expresión y síntesis de la IL-1β y del TNF-α en 
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la membrana sinovial de pacientes artrósicos en comparación a pacientes no tratados. Sin embargo, 

el tratamiento con el ACF no modificó de forma significativa estos parámetros. 

Gracias a los estudios histopatológicos realizados en la membrana sinovial de los pacientes 

con OA de rodilla observamos la aparición de infiltrados leucocitarios en la capa íntima evaluados por 

la escala de Kreen (Krenn V, 2002), aunque no se observaron diferencias significativas entre los 

grupos CBX, ACF y CONTROL. A continuación analizamos la presencia de macrófagos en la 

membrana sinovial artrósica y observamos que aunque el patrón de distribución de los macrófagos 

fue similar en los pacientes tratados con el CBX y el ACF y en el grupo CONTROL, el CBX disminuyó 

significativamente la presencia de macrófagos en la capa íntima y en el intersticio de la membrana 

sinovial en comparación con el ACF 

La concentración local de citoquinas proinflamatorias, principalmente de la IL-1β y del TNF-α, 

en el tejido sinovial inflamado es elevada durante la artrosis (Smith MD, 1997), y controla los 

mecanismos de degradación estructural de la articulación (Fernandes JC, 2002). Algunos autores han 

descrito que se produce un incremento en la síntesis de citoquinas paralelo a la disminución de los 

niveles de la PGE2 durante los tratamientos con los AINE (Ferrari AJ, 1996; Schumacher HR, 1996; 

He W, 2002; Lopez-Armada MJ, 2002). Se ha especulado que este fenómeno se produciría por la 

supresión de los efectos protectores de la PGE2 (Schucher HR, 1996; Lopez-Armada MJ, 2002). Los 

pacientes tratados con CBX y ACF presentaron diferencias en la expresión de citoquinas y en la 

densidad de macrófagos, aún teniendo niveles similares de la PGE2 y de la COX-2. Estos datos 

sugieren que en la membrana sinovial de pacientes tratados con el CBX podría existir un mecanismo 

antiinflamatorio adicional independiente de la PGE2 y la COX-2. Las citoquinas juegan un papel 

esencial en la inflamación sinovial crónica y son principalmente producidas por los macrófagos del 

tejido (Burger D, 2002). Se podría pensar que la depleción de macrófagos podría ser responsable, al 

menos en parte, del descenso en la síntesis de citoquinas que hemos visto en nuestro estudio. En 

este sentido, se ha demostrado que el CBX es un agente proapoptótico para varias estirpes celulares, 

incluyendo macrófagos humanos y fibroblastos sinoviales (Subhashini J, 2005; Kusunoki N, 2002). La 

hipótesis de que el efecto proapoptótico del CBX podría ser un mecanismo independiente de la COX 

se apoya en descubrimientos recientes que demuestran un efecto apoptótico del CBX en células que 

no expresan COX-2. Además, se ha demostrado que un fármaco derivado del CBX, que no es capaz 

de inhibir a la COX-2, actúa también como agente apoptótico (Grosch S, 2001; Song X, 2002; 

Waskewich C, 2002). 

Además de disminuir la concentración de la PGE2, los inhibidores de la COX-2 podrían actuar 

a través de un nuevo mecanismo que está siendo discutido en la actualidad. En este sentido, estudios 

in vivo han demostrado que algunos AINE tienen propiedades antitumorales (Moore BC, 2000; Zha S, 

2004). Esta propiedad podría ser debida, al menos en parte, a sus acción sobre otros procesos 

asociados, como por ejemplo el efecto antiangiogénico (Masferrer JL, 1999) o a los cambios que 

producen en la movilidad e invasividad celular que puede ser inducida tanto por inhibidores selectivos 

como por no selectivos de la COX-2 (Zha S, 2004). No se ha estudiado hasta el momento si el CBX o 

el ACF son capaces de modificar la angiogénesis en la membrana sinovial de pacientes artrósicos. 

De acuerdo con nuestros datos, estos tratamientos no fueron capaces de alterar el índice de sinovitis 
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global ni los cambios hipertróficos del intersticio, que incluyen la proliferación de vasos, evaluados por 

la escala de Kreen. Aunque esta escala fue diseñada para evaluar todo tipo de sinovitis, 

independientemente de su causa (Krenn V, 2002), es probable que carezca de la sensibilidad 

necesaria para realizar una medida específica de la angiogénesis en la membrana sinovial como 

característica relevante de daño en la misma. 

 

1.3 Efecto sobre la expresión de las MMP.  

  Las MMP son una familia de endopeptidasas capaces de degradar los componentes de la 

matriz extracelular (Murphy G, 2002). Diferentes trabajos han demostrado la implicación de las 

colagenasas MMP-1, MMP-8 y MMP-13 así como la estromelisina MMP-3 en la destrucción del 

cartílago articular que sucede en la OA (Billinghurst RC, 1997; Freemont AJ, 1997). En modelos 

animales se ha observado que la sobreexpresión de las MMP provoca una serie de alteraciones muy 

semejantes a las que acontecen durante el desarrollo de la OA humana (Neuhold LA, 2001). Varios 

autores han observado que la MMP-1, la MMP-3 y la MMP-13 se encuentran presentes en el líquido 

sinovial de pacientes con OA, en unos niveles bastante elevados en el caso de la MMP-1 y la MMP-3 

(Lohmander LS, 1993; Yoshihara Y, 2000). También se ha demostrado que la estimulación de 

fibroblastos sinoviales procedentes de pacientes artrósicos incrementa enormemente la expresión de 

la MMP-1 y la MMP-3 y en menor medida de la MMP-13 (Fuchs S, 2004). La expresión de la MMP 

por parte de la membrana sinovial influye en el desarrollo de la OA y parece ser que la degradación 

del cartílago articular se produce por la acción de metaloproteasas procedentes tanto de los 

condrocitos como de los sinoviocitos. En este sentido se ha demostrado que los fibroblastos 

sinoviales estimulados con citoquinas son capaces de degradar los componentes de la matriz del 

cartílago (Neidhart M, 2000). Nuestros datos demuestran que los tratamientos con el CBX y el ACF 

disminuyeron los niveles de la forma inactiva de la MMP-1 a la vez que incrementaba los de la forma 

activa de la metaloproteasa, sin embargo sólo se alcanzó la significación estadística en el caso del 

CBX. En cuanto a la MMP-3 ninguno de los dos fármacos modificó la síntesis de la enzima en la 

membrana sinovial de los pacientes artrósicos. Estos resultados están de acuerdo con estudios 

previos in vitro en los que se ha observado que la depleción de la PGE2 podría activar el catabolismo 

celular a través de la síntesis de las MMP (Pillinger MH, 2003; Dayer JM, 1976; He W, 2002). 

La importancia de la sinovitis en la fisiopatología de la artrosis es una idea cada vez más 

reconocida (Pelletier JP, 2001b; Sharif M, 2000). Estudios recientes han demostrado que existe una 

fuerte asociación entre la progresión de la artrosis y la inflamación (Sharif M, 2000; Ayral X, 2005). 

Por tanto, la supresión de la inflamación podría reducir la progresión de la enfermedad. En esta parte 

de la tesis hemos demostrado que en pacientes con artrosis de rodilla, el tratamiento a largo plazo 

con los AINE CBX o ACF mejoró de forma similar el dolor y la función articular, disminuyó la 

concentración de PGE2 en el líquido sinovial, e indujo una disminución en la expresión y síntesis de la 

COX-2 y la mPGES-1 en la membrana sinovial. Los dos fármacos utilizados en el estudio, el CBX y el 

ACF parecen tener diferente perfil antiinflamatorio en cuanto al control de la infiltración de macrófagos 

y la expresión de citoquinas proinflamatorias en la membrana sinovial. Sin embargo hemos observado 

que aunque el tratamiento con los AINE disminuye la producción de la PGE2, inhibiendo por tanto una 
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de las principales vías implicadas en la inflamación que se observa en la OA, podría presentar efectos 

adversos al incrementar la activación de la MMP-1, una enzima muy implicada en la destrucción del 

cartílago articular. 

 

 

2. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA SÍNTESIS DE LA PGE2 SOBRE EL ESTADO 
CATABÓLICO DE CONDROCITOS Y SINOVIOCITOS EN CULTIVO. 

 

2.1 Efecto sobre la ruta de síntesis de los prostanoides y la del NO. 
  La OA es una enfermedad degenerativa en cuyo desarrollo están implicadas todos los 

componentes de la articulación, incluyendo el cartílago articular y la membrana sinovial. Las células 

presentes en cada uno de estos tejidos, los condrocitos y los sinoviocitos, están implicadas en el inicio y 

desarrollo de la enfermedad que culmina en la degeneración de todas las estructuras que forman parte 

de la articulación. Aunque siempre se ha creído que el cartílago estaba más involucrado en el desarrollo 

de la OA, la implicación de la membrana sinovial en la progresión de la enfermedad ha aumentado en 

los últimos años. De hecho, los cambios patológicos que se observan en la membrana sinovial de 

pacientes con artrosis o artritis son bastante parecidos (Farahat MN, 1993) y existen numerosos 

trabajos que demuestran que los sinoviocitos juegan un papel fundamental tanto en el daño que se 

produce en la enfermedad como en la propagación de la inflamación (Mor A, 2005).Teniendo en cuenta 

todos estos trabajos es razonable pensar que tanto el condrocito como el sinoviocito pueden ser 

potenciales dianas terapéuticas en el tratamiento de la OA. 

  En ausencia de un tratamiento definitivo para la OA, los tratamientos que existen hoy en día se 

centran en reducir el dolor y mejorar la movilidad. A pesar del uso generalizado de los AINE en el 

tratamiento del dolor asociado a la OA, no parece que ninguno de estos fármacos sea capaz de 

ralentizar la progresión de la enfermedad (Fajardo M, 2005). Es más, en pacientes tratados con IND se 

ha observado una disminución del espacio articular en comparación al grupo placebo (Huskisson EC, 

1995), por lo que a pesar de la implicación de la PGE2 en la progresión de la inflamación asociada a la 

OA, el uso crónico de inhibidores de la ciclooxigenasa no parece atenuar la destrucción del cartílago 

articular que se observa en la enfermedad. En los últimos años se han empezado a utilizar en el 

tratamiento de la OA un grupo de fármacos conocidos como SYSADOA que incluye compuestos como 

la Glucosamina, el Condroitín sulfato o la Diacereína. Existen diferentes estudios in vitro que sugieren 

que la administración de los SYSADOA podría prevenir el daño del cartílago articular, aunque los 

resultados son contradictorios (Gouze JN, 2001; Shikhman AR, 2001; Largo R, 2003; Sanchez C, 

2003; Verbruggen G, 2006). Sin embargo, la mayor parte de estos estudios están realizados en 

cartílago o en condrocitos por lo que no se conoce muy bien el efecto que puedan ejercer estos 

fármacos sobre el metabolismo de los sinoviocitos. 

  Aunque los resultados obtenidos en los diferentes estudios in vitro son difíciles de trasladar a la 

enfermedad in vivo, estos estudios son de gran ayuda a la hora de analizar los efectos específicos de 

los fármacos sobre los mecanismos celulares implicados en la patogenía de una enfermedad concreta. 
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Los estudios in vitro son necesarios en la OA para tratar de discernir entre fármacos con efectos 

condroprotectores y aquellos que sólo son capaces de modificar los síntomas de la enfermedad. 

  La IL-1β es la principal citoquina liberada por condrocitos, sinoviocitos y los macrófagos que se 

encuentran en las articulaciones inflamadas. Esta citoquina juega un papel crítico en el proceso 

inflamatorio y en la destrucción del tejido conectivo que se observa en la OA (Sandell LJ, 2001). En 

nuestros experimentos, la estimulación con la IL-1β incrementó todos los parámetros catabólicos 

estudiados en los dos tipos celulares, excepto la liberación del NO por parte de los fibroblastos 

sinoviales. Existen diferentes estudios que demuestran que la mayor parte del NO liberado en el 

proceso inflamatorio asociado a la OA es producido por los condrocitos, y no se conoce muy bien el 

papel de los sinoviocitos en este proceso. En nuestras condiciones experimentales, los sinoviocitos 

estimulados con la IL-1β producían unos niveles extremadamente bajos o incluso indetectables de NO, 

resultados que están de acuerdo con publicaciones previas (Guicheux J, 2002). 

  Nuestros resultados muestran que los compuestos de glucosamina SG y HG fueron capaces de 

controlar los mediadores proinflamatorios estudiados tanto en condrocitos como en sinoviocitos. Estos 

fármacos disminuyeron los niveles proteicos de la COX-2 así como la liberación de la PGE2 y el NO al 

sobrenadante celular después de la estimulación de los dos tipos celulares con la IL-1β. Es más, la 

estimulación de condrocitos humanos con la IL-1β daba lugar a un incremento en la liberación de la 

PGE2 que se inhibió en presencia del SG tanto a las 6 como a las 24 horas de incubación con el 

fármaco. En cuanto a la COX-2, la preincubación de los condrocitos estimulados con la IL-1β con el SG 

provocó una disminución de los niveles proteicos de la enzima, así como una reducción en la expresión 

génica de la COX-2, mientras que no modificó los niveles de la isoforma constitutiva COX-1. Sin 

embargo, el efecto observado con AcG no fue completo, ya que mientras fue capaz de reducir la 

síntesis de la PGE2 en los dos tipos celulares y la síntesis de la COX-2 en sinoviocitos, no pudo revertir 

el incremento en los niveles de NO y de la COX-2 debido a la estimulación de los condrocitos con la IL-

1β. En un trabajo previo se había observado que AcG disminuía la expresión y síntesis de la iNOS y la 

COX-2 y la liberación de NO en condrocitos humanos estimulados con IL-1β (Shikhman AR, 2001). Las 

diferencias observadas en los resultados podrían deberse a que las dosis utilizadas en estos 

experimentos (10 mM) son bastante más elevadas que las hemos empleado nosotros. Es más, a la 

concentración utilizada en nuestro estudio (2 mM), casi no es apreciable la disminución en la síntesis de 

NO observada en este trabajo (Shikhman AR, 2001). Las diferencias observadas entre los resultados 

obtenidos con los tres compuestos de glucosamina utilizados pueden deberse a diferencias en la 

composición de los fármacos. El SG y el HG son preparaciones en forma cristalina en las que la 

glucosamina y el grupo sulfato o el hidrocloruro son dos moléculas independientes, por lo que cuando 

se utilizan estos compuestos se acepta que el monosacárido es el ingrediente activo de la preparación 

y, por tanto, es razonable que los resultados  obtenidos con los dos compuestos sean similares. Sin 

embargo, el derivado acetilado AcG, actúa sobre el metabolismo celular sin que se produzca la 

deacetilación del compuesto, por lo que parece razonable pensar que este fármaco module de forma 

diferente los mediadores estructurales e inflamatorios estudiados. 

  Entre los otros SYSADOA empleados en los estudios in vitro, la DC redujo la liberación del NO 

al sobrenadante celular de los condrocitos estimulados con la IL-1β. La DC disminuye la inflamación que 
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se observa en diferentes modelos experimentales de daño articular (Moore AR, 1998) lo cual podría ser 

debido a su capacidad para inhibir la síntesis del NO. Sin embargo, la DC no modificó el aumento en los 

niveles proteicos de la COX-2 ni en la liberación de la PGE2 inducido por la citoquina e incluso provocó 

un incremento en la síntesis de estos mediadores en sinoviocitos. De hecho, trabajos previos han 

demostrado que la DC aumenta la síntesis de prostaglandinas tanto in vivo como in vitro (revisado en 

Verbruggen G, 2006), lo cual podría explicar el bajo control que ejerce este fármaco sobre la 

sintomatología asociada a la OA en los ensayos clínicos realizados (Dougados M, 2001). Este 

mecanismo de acción de la DC por el cual es capaz de aumentar la expresión de la COX-2 y la 

producción de la PGE2, independientemente de su capacidad para inhibir la síntesis de NO es similar al 

de las tetraciclinas, que son capaces de inhibir a la iNOS a la vez que aumentan la expresión de la 

COX-2 (Attur MG, 1999). 

  Nuestros datos muestran que el C-6S no modificó significativamente la activación de las células 

inducida por la IL-1β. Estos resultados no coinciden con estudios previos que demostraban una 

disminución en la expresión de la COX-2 y en la síntesis de la PGE2 en células tratadas con condroitín 

sulfato (Chan PS, 2005). Las diferencias entre los datos podrían ser debidas al uso de diferentes 

compuestos a la hora de realizar los experimentos (condroitín polisulfato, glicosaminglicanos sulfatados, 

C-6S, C-4S y C-4-6S). El Condrotín sulfato engloba a un grupo heterogéneo de compuestos que 

presentan diferente peso molecular y densidad de cargas. Además estas variantes de CS parece que 

se distribuyen diferencialmente en los distintos tejidos y en diferentes dominios funcionales dentro de 

cada tejido. Estos datos sugieren que los diversos tipos de CS, que presentan un grado y patrón de 

sulfatación diferente, podrían tener funciones distintas dentro de un mismo organismos (Sorrell JM, 

1990). Finalmente, hay que tener en cuenta que aunque el CS se obtiene generalmente a partir de 

traquea bovina, cada compañía farmacéutica puede procesar de forma diferente el compuesto, de 

forma que varía la pureza del CS obtenido finalmente en lo que se refiere a peso molecular, patrón de 

sulfatación y cantidad de otros GAG (como queratan sulfato, dermatan sulfato, etc.) presentes en la 

preparación. Estas diferencias también pueden modificar los resultados terapéuticos que se obtienen 

tras la administración del fármaco (Kelly GS, 1998). Por lo tanto a la hora de comparar los resultados 

obtenidos en estudios tanto in vitro como in vivo, es necesario considerar el tipo de compuesto utilizado, 

ya que las diferencias en los resultados podrían deberse a diferencias en la composición del CS 

empleado en cada sistema experimental. 

  Existen varios trabajos en los que se ha investigado el posible papel de los antioxidantes como 

candidatos en el tratamiento de las enfermedades articulares inflamatorias. Recientemente se ha 

demostrado que la NAC inhibe la producción de citoquinas proinflamatorias y la activación del NFκB en 

estudios in vivo (Zafarullah M, 2003) e incrementa los efectos supresores de los AINE en la producción 

de PG en monocitos (Hoffer E, 2002). Nuestros experimentos muestran que la NAC no disminuyó la 

liberación de NO en condrocitos estimulados con la IL-1β. La trabajos previos existentes en la literatura 

apuntan a que este compuesto es capaz de incrementar la expresión y síntesis de la iNOS así como la 

liberación de NO en células vasculares (Jiang B, 1999) y en condrocitos (Mathy-Hartert M, 2002; 

Sasaki K, 1998), lo cual parece deberse a que NAC modula el estado de oxidación/reducción 

intracelular de forma que produce un microambiente más reductor que podría influenciar en las rutas de 
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señalización sensibles al estado redox de las células. La NAC bloquea la reacción por la cual el anión 

superóxido reacciona con el NO para generar peroxinitritos, con lo que es capaz de aumentar las 

concentraciones intracelulares del mediador. En cuanto a las prostaglandinas, la NAC tuvo unos efectos 

completamente diferentes dependiendo del tipo celular sobre el que actuara. Mientras que este fármaco 

no fue capaz de regular el metabolismo condrocitario, en sinoviocitos la NAC inhibió la síntesis de la 

COX-2 y la liberación de la PGE2 inducida por la IL-1β. Los datos previos existentes en la literatura 

muestras que los efectos de la NAC sobre la COX-2 y la PGE2 dependen bastante de las condiciones 

experimentales y del tipo celular empleado, de forma que este fármaco es capaz tanto de inhibir la ruta 

de síntesis de las prostaglandinas en osteoblastos (Origuchi T, 2000) como de no modificarla en 

condrocitos humanos (Mathy-Hartert M, 2002). 

  Los glucocorticoides se usan habitualmente en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, 

en parte debido a su capacidad para inhibir la expresión y función de citoquinas. Está totalmente 

establecido que estos fármacos modifican los medidores inflamatorios implicados en las enfermedades 

articulares, de forma que son capaces de inhibir la producción de NO así como la expresión y síntesis 

de la iNOS y la COX-2 en diferentes tipos celulares (revisado en Czock D, 2005). En nuestros 

experimentos incluimos la MP, un fármaco de la familia de los glucocorticoides, como control positivo de 

nuestro estudio, y observamos que este compuesto disminuía el incremento en la síntesis de la COX-2 

y en la liberación de la PGE2 y el NO inducido por la IL-1β tanto en condrocitos como en sinoviocitos.  

  En cuanto a los AINE (CBX, DCF, MXC e IND) utilizados en los experimentos in vitro, los 

resultados que obtuvimos fueron bastante uniformes. Todos fueron capaces de disminuir, en muchos 

casos incluso por debajo de los niveles encontrados en células no estimuladas con la IL-1β, la liberación 

de la PGE2 al sobrenadante celular tanto de condrocitos como de sinoviocitos y sorprendentemente 

inhibieron la síntesis de la COX-2 en los dos tipos celulares. En los últimos años se ha estudiado en 

profundidad el mecanismo de acción de estos fármacos. La capacidad de estos fármacos para inhibir la 

síntesis de la COX-2 y la liberación de la PGE2 tras la estimulación con citoquinas se había descrito en 

células leucémicas anteriormente (Takada Y, 2004). En cuanto a células de la articulación, se han 

realizado varios estudios in vitro (Kojima F, 2004; Hardy MM, 2002). En concreto, se ha demostrado 

que la utilización de inhibidores selectivos de la COX-2 disminuye la liberación de la PGE2 en explantes 

de cartílago y membrana sinovial (Hardy MM, 2002). Nuestros resultados demuestran que tanto en 

condrocitos como en sinoviocitos, la inhibición de la síntesis de la PGE2 provoca una efecto directo 

sobre la expresión génica y la presencia proteica de la COX-2. Estos resultados coinciden con lo 

observado en los estudios in vivo en la membrana sinovial de pacientes artrósicos y aunque no se 

conoce el mecanismo responsable de estos efectos, podrían estar implicados mecanismos tanto 

dependientes como independientes de PGE2 (Alvarez-Soria MA, 2006; Faour WH, 2001). 

Cada vez existen más pruebas que apoyan la idea de que los diferentes y a la vez específicos 

efectos de la PGE2 dependen de la expresión en la superficie celular de los diferentes subtipos de 

receptores EP (Breyer RM, 2001). Dependiendo del subtipo de receptor que se active, la respuesta 

celular en cuanto a la producción de mediadores inflamatorios versus moléculas anabólicas podría 

variar (Guan Y, 1998). Este podría ser el motivo que explicara los efectos diferentes, e incluso 

opuestos, de la PGE2 en el cartílago dependiendo del sistema experimental utilizado (Breyer RM, 
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2001; Largo R, 2004). En trabajos anteriores nuestro grupo demostró que la IL-1β aumentaba la 

expresión de los receptores EP en células sinoviales (Largo R, 2004). En relación al cartílago, 

muchos estudios han señalado que la PGE2 en condrocitos en cultivo disminuye la síntesis de 

proteoglicanos e incrementa la producción de metaloproteasas, así como también modula alguna de 

las acciones de la IL-1β en el cartílago (Noguchi K, 2002). Por otro lado, se han descrito efectos 

anabólicos interesantes, al menos en condrocitos de la zona sin carga, para la PGE2, en cuanto a la 

estimulación de la proliferación, la acumulación de proteoglicanos y la inducción del ARNm del 

colágeno tipo II (Yamane H, 2000). Estos procesos tienen lugar en respuesta a la estimulación 

simultánea de EP-2 y EP-4. Sin embargo, el receptor EP-1 media diferentes respuestas celulares 

inducidas por la PGE2 que conducen a una disminución en la proliferación y a un aumento en la 

diferenciación en condrocitos de la zona de crecimiento (Fehrenbacher JC, 2005; Spaziani EP, 1998). 

Existen trabajos recientes que demuestran que la liberación de calpaina inducida por el TNF-α en 

células HCS-2/8 de condrosarcoma está mediada principalmente por el receptor EP-2 (De Brum-

Fernandes AJ, 1996), pero, en general, existe poca información sobre la regulación de los diferentes 

subtipos de receptores EP en condrocitos en respuesta a la IL-1β o el TNF-α, los dos principales 

mediadores proinflamatorios en las articulaciones afectadas. 

 Los resultados obtenidos en los experimentos in vitro demuestran que la presencia de la IL-1β 

estimula la expresión génica de EP-1 y EP-4 en condrocitos. Esta inducción parece ser independiente 

de PG  ya que no se modificó en presencia de los AINE, lo cual coincide con los resultados obtenidos 

in vivo, ya que ninguno de los dos AINE utilizados para el tratamiento de pacientes artrósicos fue 

capaz de disminuir la expresión de los receptores EP estudiados. Por lo tanto, la IL-1β podría ejercer 

una doble acción sobre el sistema de las PG, incrementando tanto la producción de la PGE2 como la 

sensibilidad de los condrocitos al eicosanoide mediante la inducción de sus receptores. El mensaje 

transmitido después de la activación de los receptores EP-1 o EP-4 podría depender en gran medida 

del estado metabólico de las células. 

  En cuanto al otro mediador proinflamatorio estudiado, ninguno de los AINE (CBX, DCF, MXC 

e IND) utilizados en los experimentos in vitro fue capaz de disminuir la liberación del NO inducida por 

la IL-1β al sobrenadante celular de los condrocitos, lo que coincide con la literatura previa (Matsuda K, 

2006; Attur MG, 1998). No obstante, en algunos trabajos se había observado una disminución de los 

niveles de NO en condrocitos con inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2 como el CBX (Matsuda 

K, 2006). Sin embargo este efecto se observa a una dosis 10 veces superior a la empleada en nuestros 

experimentos in vitro, con lo que es posible que a dosis fisiológicas no se observe una disminución de 

los niveles de la PGE2 tras el tratamiento con los inhibidores de la ciclooxigenasa. 

  Actualmente está demostrado que la inflamación juega un papel fundamental en la progresión 

de la OA y que la acción de las diferentes citoquinas inflamatorias parece estar regulada por dos 

mediadores fundamentalmente, el NO y la PGE2 (Berenbaum F, 2004; Haywood L, 2003). Sin embargo 

en diferentes trabajos se ha observado que estos mediadores presentan tanto efectos pro como 

antiinflamatorios (Henrotin YE, 2003; Guilak F, 2004). Además, hay que tener en cuenta que existe una 

compleja interrelación entre las vías NOS y COX. En este sentido se ha observado que los prostanoides 

son capaces de disminuir la expresión de la iNOS y la producción del NO, y que dicha modulación a su 
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vez puede influir en la síntesis de las PG a través de la modulación de la transcripción génica de los 

genes que codifican para la ciclooxigenasa así como la modulación de la actividad enzimática de la 

COX (Guilak F, 2004). Por lo tanto, el balance entre los mediadores NO y PGE2 que determina la 

homeostasis normal en los tejidos es complejo y crea un dilema en lo que se refiere al tratamiento 

farmacológico. En un contexto patológico, como la OA, tanto la iNOS como la COX-2 se encuentran 

activadas, por lo que aquellas terapias que sean capaces de controlar ambas vías podrían tener efectos 

beneficiosos en el control de los mecanismos patológicos asociados a la enfermedad. Sin embargo, 

debido a que ambos mediadores presentan también efectos antiinflamatorios, la depleción total de los 

niveles de alguno de ellos podría tener efectos negativos en la progresión de la enfermedad. 

 

2.2 Efecto sobre la síntesis de MMP. 
  La degradación progresiva de la matriz extracelular de los tejidos que forman parte de la 

articulación es una de las principales características de la OA. Las principales enzimas implicadas en 

este proceso son las MMP, capaces de degradar todos los componentes de la matriz extracelular. 

Dentro de las MMP, la colagenasa 1 (MMP-1) y la colagenasa 3 (MMP-13) están muy implicadas en la 

degradación del colágeno II que se observa en el cartílago articular en la OA (Billinghurst RC, 1997). 

MMP-1 es sintetizada tanto por condrocitos como por sinoviocitos, mientras que MMP-13 es sintetizada 

sobre todo por condrocitos, por lo que algunos autores piensan que la MMP-1 es la principal colagenasa 

implicada en la AR, donde se produce la proliferación de la membrana sinovial hasta formar un pannus, 

mientras que la MMP-13 estaría más implicada en el desarrollo de la OA donde el condrocito juega un 

papel más importante en la destrucción del cartílago articular (Murphy G, 2002). Sin embargo, 

diferentes trabajos muestran que los niveles de la MMP-13 se encuentran incrementados en fibroblastos 

sinoviales procedentes de pacientes artrósicos (Walling HW, 2003). Así mismo, se ha observado que la 

estimulación con la IL-1β induce en sinoviocitos un incremento en la síntesis de la MMP-13, aunque 

dicho incremento es mucho menor que el observado en condrocitos (Guicheux J, 2002; Fuchs S, 

2004). Todos estos datos apuntan a que las MMP que degradan el cartílago articular en la OA proceden 

tanto del propio cartílago como de la membrana sinovial. 

  Nuestros datos procedentes de los experimentos in vitro muestran que la estimulación con la IL-

1β tanto de condrocitos como de sinoviocitos incrementó la síntesis de las dos colagenasas estudiadas 

en este trabajo, MMP-1 y MMP-13. Sin embargo, el incremento en la síntesis de estas colagenasas fue 

mucho mayor en condrocitos en comparación a sinoviocitos. Además, en comparación a la MMP-1, los 

niveles de la MMP-13 liberados al sobrenadante celular de ambos tipos celulares son bastante bajos. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la actividad catalítica de la MMP-13 para degradar el 

colágeno tipo II es diez veces superior a la de la MMP-1 (Mitchell PG, 1996), lo que sugiere que aún 

siendo menor la síntesis de la MMP-13 esta enzima juega un papel fundamental en la degradación del 

cartílago articular que se observa en la OA. 

  En cuanto a la producción de las MMP, el SG fue capaz de disminuir los niveles de la MMP-1 y 

la MMP-13 en los dos tipos celulares. El AcG y el HG disminuyeron la síntesis de las colagenasas en 

sinoviocitos, pero no modificaron los niveles de las enzimas en condrocitos. Actualmente se desconoce 

si estas diferencias observadas en los estudios in vitro pueden estar relacionadas con el posible efecto 
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de los agentes modificadores de la estructura en el cartílago artrósico (Richy F, 2003; Reginster JY, 

2001; Pavelka K, 2002).  

  La DC no modificó la síntesis de las MMP en condrocitos, aunque consiguió disminuir el 

incremento en los niveles de la MMP-13 inducidos por la estimulación con la IL-1β en sinoviocitos. Los 

resultados obtenidos por otros autores muestran que la reina, el metabolito activo de la DC, disminuye 

la síntesis de varias MMP, entre las que se encuentran la MMP-1 y la MMP-13 en condrocitos de conejo 

(Tamura T, 2001). Sin embargo, a la concentración empleada en nuestros experimentos (10 µM) este 

compuesto solo controla parcialmente la expresión de las metaloproteasas, siendo necesarias 

concentraciones mayores  para revertir totalmente el aumento en la expresión de las MMP inducido por 

la estimulación con la IL-1β. A pesar de las discrepancias, estos resultados podrían explicar en parte los 

efectos como agente modificador de la estructura que se atribuyen a la DC en diferentes ensayos 

clínicos realizados con pacientes artrósicos (Dougados M, 2001; Richy F, 2003; Reginster JY, 2001; 

Pavelka K, 2002; Tiraloche G, 2005; Shikhman AR, 2005).  

  El C-6S inhibió la síntesis de la MMP-1 en condrocitos y la de MMP-13 en sinoviocitos, pero 

incrementó los niveles de la MMP-13 en condrocitos. Existe mucha controversia en los datos previos 

existentes en la literatura en lo que ser refiere al control de las MMP por parte del condroitin sulfato. En 

este sentido se ha observado que un tipo de condroitin polisulfatado es capaz de reducir la actividad 

colagenasa total de las células y de inhibir la expresión de la MMP-1 y la MMP-3 en condrocitos 

articulares (Sadowski T, 2002). Sin embargo, también se ha descrito que el C-6S incrementa la 

activación de las MMP en explantes corneales (Isnard N, 2003). Igual que pasaba con los mediadores 

proinflamatorios Las discrepancias observadas entre los resultados obtenidos por los diferentes grupos 

podrían ser debidas al uso de diferentes tipos de condroitín sulfato. 

  La NAC también aumentó los niveles de la MMP-13 en condrocitos, mientras que en 

sinoviocitos produjo el efecto contrario disminuyendo los niveles de la colagenasa. En cuanto a la MMP-

1, la NAC no modificó el incremento en la síntesis inducido por la IL-1β en ninguno de los dos tipos 

celulares. A pesar de nuestros resultados, es posible que la NAC ejerza algún control sobre las MMP ya 

que existen trabajos previos en la literatura que demuestran que este fármaco es capaz de inhibir la 

expresión génica de las colagenasas tanto en fibroblastos sinoviales como en condrocitos (Zafarullah 

M, 2003), aunque las dosis requeridas para inhibir la expresión de las MMP en estos estudios fueron 

mayores que las utilizadas en nuestros experimentos. 

  La MP, el glucocorticoide incluido en el estudio como control positivo, disminuyó de forma 

significativa los niveles de la MMP-1 y la MMP-13 tanto en condrocitos como en sinoviocitos, como era 

esperable, ya que trabajos previos han demostrado que los glucocorticoides, incluso a dosis bajas, son 

inhibidores muy potentes de la síntesis de las MMP (Sadowski T, 2001). 

  En cuanto a los AINE (CBX, DCF, MXC e IND), estos fármacos incrementaron de forma 

significativa los niveles de la MMP-1 en el sobrenadante celular de los dos tipos celulares y los niveles 

de la MMP-13 en condrocitos. En cuanto a la síntesis de la MMP-13 en sinoviocitos, ninguno de los 

AINE clásicos fue capaz de modificar la síntesis de esta enzima. Sin embargo, el CBX provocó un 

incremento en la síntesis de la colagenasa por enzima de los niveles alcanzados con  la estimulación 

con la IL-1β. A pesar del uso generalizado de los AINE en el tratamiento de la OA, no existen pruebas 
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de que estos fármacos sean capaces de atenuar la destrucción del cartílago articular. Es más, el 

tratamiento de pacientes artrósicos con IND parece provocar una disminución del espacio articular en 

comparación a pacientes control (Huskisson EC, 1995). En experimentos realizados en explantes de 

cartílago humano normal o artrósico se ha observado que ciertos AINE utilizados a dosis fisiológicas 

inhiben la síntesis de glicosaminoglicanos (McKenzie LS, 1976). Diferentes grupos han demostrado que 

las diferentes PGE son capaces de disminuir la expresión de la MMP-1 y la MMP-13 en diferentes tipos 

celulares estimulados con citoquinas (Pillinger MH, 2003; Abramson SB, 2004; Noguchi K, 2005; Di 

Battista JA, 1994). Estudios in vitro previos han demostrado que los inhibidores de la COX presentan un 

efecto negativo sobre la expresión de las colagenasas. En este sentido, se ha observado que la IND 

estimula la producción de colagenasas en células sinoviales (Dayer JM, 1976) y que un inhibidor 

selectivo de la COX-2, como es el NS-398 induce la síntesis de la MMP-1 en explantes sinoviales de 

pacientes con OA (He W, 2002). La IND y el NS-398 también incrementan la expresión de la MMP-13 

en células humanas estimuladas con citoquinas (Noguchi K, 2005). Finalmente, se ha demostrado que 

la PGE1 y la PGE2 inhiben en fibroblastos sinoviales en cultivo la expresión de la MMP-1 a través de la 

inhibición de la quinasa ERK. En cambio, diferentes inhibidores de la COX, tanto selectivos como no 

selectivos (IND, ibuprofeno, CBX, NS-398, etc.) incrementan la producción de la MMP-1 debido a la 

depleción de la PGE1 y la PGE2  y por consecuencia del incremento en la activación de ERK (Pillinger 

MH, 2003; Abramson SB, 2004). Estos resultados parecen confirmar estudios previos realizados en un 

modelo experimental de OA en el cual se observaba que la administración oral de un inhibidor selectivo 

de la MAP quinasa quinasa (MEK) tiene como resultado la inhibición de ERK y la reducción de la 

inflamación sinovial, así como la disminución en la expresión de la MMP-1 y la progresión del daño 

estructural asociado a la enfermedad (Pelletier JP, 2003). Por lo tanto, los datos obtenidos en los 

experimentos in vitro coinciden con lo observado en los estudios in vivo y podrían ser una posible 

explicación de  por qué aunque los AINE son capaces de disminuir las inflamación asociada a la OA, no 

son capaces de retardar la destrucción del cartílago articular (Huskisson EC, 1995).  

  La PGE2 es un mediador dual, por un lado favorece la progresión de la enfermedad al 

incrementar la degradación de los proteoglicanos presentes en la matriz extracelular de los tejidos de la 

articulación (Hardy MM, 2002). Sin embargo la presencia de este mediador disminuye la expresión y 

síntesis de diferentes citoquinas (Guilak F, 2004). Todos estos resultados podrían indicar que tanto 

niveles excesivos como niveles subfisiológicos de PGE2 pueden ser perjudiciales, una hipótesis que ya 

han apuntado diferentes grupos de investigación (Largo R, 2004; Guilak F, 2004; Noguchi K, 1999; 

Takahashi HK, 2002). 

  En los experimentos in vitro realizados con diferentes dosis del SG observamos que este 

fármaco era capaz de controlar los diferentes parámetros estudiados en el rango de concentración 0.2-2 

mM. Por lo que en el resto de los experimentos comparamos los efectos de los SYSADOA a una 

concentración de 2 mM. En cuanto al resto de los fármacos, utilizamos unas concentraciones de AINE, 

DC y MP cercanas a la concentración media plasmática obtenida tras la administración oral de una 

dosis terapéutica (Sanchez C, 2002; Nicolas P, 1998; Czock D, 2005;). Estudios farmacocinéticos 

recientes muestran que tras la administración de una dosis terapéutica del SG se alcanza una 

concentración en suero y líquido sinovial de 10 µM (Persiani S 2005a; Persiani S, 2005b). Sin embargo 



Discusión          79                  

en el cartílago y el tejido sinovial parece que se produce la acumulación de glucosamina (Piperno M, 

2000; Setnikar I, 2001; Dodge GR, 2001; Giraud I, 2000), por lo que la continua administración de este 

fármaco a los pacientes con OA podría aumentar la concentración local de este compuesto en estos 

tejidos. Además parece que la administración a largo plazo del SG podría aumentar la concentración de 

glucosamina (Biggee BA, 2006), lo cual podría explicar la respuesta retardada que se observa en los 

ensayos clínicos realizados con glucosamina en comparación a los realizados con AINE. Biggee y 

colaboradores realizaron estudios famacocinéticos en los cuales se administraba una única dosis oral 

de SG. En estos estudios se ha observado diferencias en los niveles de glucosamina en plasma en 

aquellos individuos que previamente habían tomado el fármaco. Estos pacientes presentaban una 

respuesta más rápida, de modo que aparecían niveles detectables de glucosamina en plasma y se 

alcanzaban los niveles máximos en un tiempo menor en comparación a los pacientes que nunca habían 

tomado el fármaco anteriormente. Además los niveles máximos de glucosamina en plasma alcanzados 

también eran superiores en los individuos previamente tratados con el fármaco (Biggee BA, 2006). 

Finalmente en diferentes estudios in vitro se han descrito efectos antiinflamatorios e inhibidores de la 

colagenasa con dosis de 5-300 µM de glucosamina, dosis cercanas a la concentración media 

plasmática que se observa tras la administración de una dosis terapéutica del fármaco (Dodge GR, 

2003; Piperno M, 2000; Chan PS, 2005). 

  Con todos estos resultados y teniendo en cuenta que la extrapolación de los datos in vitro a in 

vivo es complicada, nuestro trabajo solo trata de sugerir alguna de los posibles mecanismos a través de 

los cuales los compuestos de glucosamina pueden afectar al metabolismo del cartílago y la membrana 

sinovial en la OA. 

  En conclusión, este es el primer estudio en el cual se ha comparado el efecto de los principales 

fármacos empleados en el tratamiento de la OA en lo que se refiere al control de las rutas inflamatorias 

y estructurales en dos tipos celulares implicados en el desarrollo de la OA. La glucosamina es capaz de 

inhibir la síntesis de estos mediadores en condrocitos y sinoviocitos artrósicos estimulados con la IL-1β. 

Otros fármacos que se engloban en el grupo de los denominados SYSADOA solo controlan 

parcialmente alguno de los mecanismos estudiados. Los AINE inhibieron las rutas de la ciclooxigenasa, 

disminuyendo la liberación de la PGE2 hasta niveles prácticamente indetectables, pero los fármacos 

incluidos en este grupo no consiguieron controlar, o incluso aumentaron, la presencia de las proteasas 

implicadas en la degradación de la matriz extracelular. Nuestros datos apoyan la idea de que la 

glucosamina no sólo inhibe los mediadores que controlan el dolor y la inflamación sino que también 

interfiere con las rutas que son directamente responsables de la destrucción del cartílago articular en la 

OA. 

 

3. IMPLICACIÓN Y MODULACIÓN FARMACOLÓGICA DEL NFκB EN LA EXPRESIÓN 
DE LOS MEDIADORES PROINFLAMATORIOS Y ESTRUCTURALES 
CARACTERÍSTICOS DE LA OA. 

 

El NF-κB es un factor de transcripción implicado en la transmisión de señales desde el 

citoplasma al núcleo en diversos tipos celulares. El NFκB se localiza en la membrana sinovial y el 
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cartílago de tejidos artríticos y artrósicos, siendo esencial en la iniciación y perpetuación de la sinovitis 

crónica, en la hiperplasia de la membrana sinovial y en la respuesta del cartílago articular a la 

sobrecarga (Firestein GS, 1999). La participación del NFκB en las enfermedades articulares 

inflamatorias se ha demostrado en diferentes modelos animales en los que se ha observado que la 

activación del factor nuclear se produce en los estadios iniciales de la enfermedad y que la inhibición de 

dicha activación disminuye la producción de mediadores proinflamatorios y la gravedad de las lesiones 

observadas (Han Z, 1998; Tsao PW, 1997; Tak PP, 2001). El NFκB está implicado en la expresión de 

metaloproteasas (MMP-1, MMP-3 y MMP-13), y de enzimas como la COX-2 y la iNOS, muy 

implicadas en la patología de las enfermedades articulares (Berenbaum F, 2004). Por lo tanto, 

quisimos estudiar la implicación y modulación farmacológica de NFκB en la expresión de los 

mediadores proinflamatorios y estructurales estudiados en los apartados anteriores de la tesis. 

Diferentes estímulos, entre los que se encuentra la IL-1β, inducen la activación de este factor 

en condrocitos y en sinoviocitos (Clancy R, 2004; Gomez PF, 2005). En los estudios in vitro 

observamos que la estimulación con la citoquina provocó una activación tiempo dependiente del 

NFκB observándose la máxima respuesta a los 60 minutos. En nuestros experimentos observamos 

que la DC fue capaz de inhibir la activación del NFκB en los dos tipos celulares. La DC disminuye la 

gravedad de las lesiones observadas en la OA, tanto en tejidos humanos (Nguyen M, 1994) como en 

diferentes modelos experimentales de daño articular (Smith GN, 1999; Moore AR, 1998), un efecto 

que podría ser debido a su capacidad para inhibir la activación del NFκB. El C-6S solo fue capaz de 

disminuir la activación del NFκB inducida por la estimulación con la IL-1β en sinoviocitos no siendo 

capaz de modificar la activación del factor nuclear en condrocitos. La NAC volvió a producir un efecto 

dependiente del tipo celular, de forma que mientras no fue capaz de regular la activación del NFκB en 

condrocitos, en sinoviocitos disminuyó la activación del factor nuclear debida a la estimulación con la 

IL-1β. Recientemente se ha demostrado que la NAC inhibe la producción la activación del NFκB en 

estudios in vivo (Zafarullah M, 2003). Existen datos previos en la literatura que apoyan los resultados 

obtenidos, ya que en diferentes estudios se ha observado que la NAC disminuye la activación del NFκB 

en diferentes tipos celulares (macrófagos, células mesangiales, astrositos) (Pahan K, 1998; Khachigian 

LM, 1997), mientras que en otros estudios, el tratamiento con la NAC no modificó la activación del factor 

nuclear inducida por la estimulación con diferentes citoquinas (Brennan P, 1995; Jiang B, 1999). Los 

efectos de la NAC sobre el metabolismo celular podrían deberse a su capacidad de inhibir otras rutas 

de transducción de señales intracelulares. En este sentido se ha observado que este fármaco 

incrementa la activación de las p44/42 MAPK en células vasculares estimuladas con la IL-1β. Estas 

enzimas que se han visto implicadas en la expresión de la iNOS, por lo que parece razonable pensar 

que  laNAC provoque un incremento en la expresión de la iNOS (Jiang B, 2000). 

En cuanto al resto de los fármacos, la MP disminuyó la activación del NFκB tanto en condrocitos 

como en sinoviocitos, como ya se había observado previamente en la literatura (Czock D, 2005). En lo 

que se refiere a los inhibidores de la COX todos los AINE (CBX, DCF, MXC e IND), excepto la IND en 

sinoviocitos, fueron capaces de revertir el incremento en la activación del NFκB inducido por la 

estimulación con la IL-1β. Existen datos previos en la literatura que demuestran que diferentes AINE son 

capaces de inhibir la activación del NFκB. El ácido acetil salicílico es capaz de inhibir a la IκB quinasa, 
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impidiendo la translocación al núcleo de los dímeros del factor nuclear (Cavallini L, 2001). Otros 

inhibidores de la COX como el ibuprofeno o el CBX incrementan la translocación al núcleo de p65 

mientras que inhiben la de la subunidad p50 en fibroblastos sinoviales (Gomez PF, 2005). Estos 

autores demuestran que este efecto se debe a la depleción de la PGE2 que se produce como 

consecuencia del tratamiento con los fármacos, ya que la adición de PGE2 exógena inhibe la 

translocación al núcleo de p65 en células estimuladas, mientras que promueve la acumulación en el 

núcleo de p50 (Gomez PF, 2005). Estos resultados son muy interesantes ya que datos previos de la 

literatura muestran que mientras que la translocación al núcleo de los dímeros p50/p65 induce la 

transcripción de numerosos genes implicados en procesos inflamatorios, los homodímeros p50/50 se 

unen a los sitios de unión para NFκB presentes en el ADN, pero no son capaces de inducir la 

expresión génica (Udalova IA, 2000; Plaksin D, 1993).  

En cuanto a los resultados obtenidos con los compuestos de glucosamina, observamos que el 

SG y el HG disminuyeron la activación del NFκB, después de la estimulación de las células con la IL-

1β, lo cual podría explicar en parte la inhibición de la síntesis de la PGE2 y el NO, así como de 

expresión de la COX-2 y de las MMP estudiadas, que se observa tras el tratamiento con el SG y el 

HG. El otro compuesto de glucosamina utilizado en los experimentos in vitro, el AcG, no pudo revertir 

la activación del NFκB, como ya se había descrito en trabajos anteriores (Shikhman AR, 2001). 

Además en los experimentos in vitro observamos que mientras que el SG prevenía la activación del 

NFκB en células estimuladas no tenía ningún efecto sobre la activación de otros factores nucleares 

como AP-1. Además, hemos observado que el heterodímero p50-p65 es el componente mayoritario 

que participa en la activación del NFκB en condrocitos humanos estimulados con la IL-1β. En este 

estudio también se describe el efecto del SG sobre la translocación al núcleo de las subunidades del 

NFκB. La preincubación con el SG previno la degradación de la subunidad inhibitoria IκBα y la 

traslocación al núcleo tanto de p50 como de p65 inducida por la IL-1β en condrocitos humanos. 

Nuestros datos apoyan firmemente la hipótesis de que la inhibición de la activación del NFκB 

inducida por el SG podría ser la responsable de la disminución de la expresión y síntesis de la COX-2 

y la iNOS y por tanto, de la liberación de  la PGE2 y el NO al medio extracelular. Diferentes trabajos 

han demostrado que el NFκB está también implicado en la regulación de las diferentes isoenzimas de 

la PLA2 (Roshak A, 1997; Lappas M, 2004) y que el SG en condrocitos artrósicos es capaz de 

disminuir la actividad de la PLA2, otra proteína muy implicada en la síntesis de la PGE2 (Piperno M, 

2000). El SG podría disminuir la inflamación asociada a la OA mediante el control de las funciones de 

los neutrófilos y leucocitos (expresión de moléculas de adhesión, fosforilación de la proteínas p38 o la 

quimiotaxis), la inhibición de la actividad inmune y la inhibición en la expresión de genes NFκB-

dependientes (Hua J, 2002; Chen JT, 2006; Ma L, 2002). Además la glucosamina es capaz de inhibir 

la agregación plaquetaria, la liberación de ATP y la producción de tromboxano A2 tanto in vivo como 

in vitro (Lu-Suguro JF, 2005; Hua J, 2004). Por tanto, la inhibición del factor NFκB podría ser la 

responsable, al menos en parte, de los efectos beneficiosos que se han descrito para este fármaco en 

condiciones de inflamación articular. Además de las propiedades antiinflamatorias descritas, otros 

mecanismos adicionales podrían ser los responsables del efecto específico del SG sobre la 

articulación, debido al efecto del fármaco sobre la degradación de glicosaminoglicanos. La 
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recuperación del balance homeostático entre degradación y síntesis en el cartílago articular podría 

tener beneficios estructurales que se reflejaran en una mejora en los signos radiológicos de la 

enfermedad. El SG fue capaz de restaurar el balance homeostático de proteoglicanos tanto evitando 

su degradaciónion (Gouze JN, 2001; Johnson KA, 2001; Sandy JD, 1998) como estimulando su 

síntesis (Bassleer C, 1998; McCarty MF, 2000). Parte de estos efectos podrían estar relacionados con 

la capacidad del SG para disminuir la síntesis de las metaloproteasas ya que existen datos en la 

literatura que demuestran que la activación del factor NFκB es esencial para la regulación de las 

metaloproteasas MMP-1, MMP-3 y MMP-13 (Bond M, 1999; Vicenti MP, 2002).  

Hemos mostrado que varios de los fármacos incluidos en los estudios in vitro son capaces de 

regular la activación del NFκB. Existen varias secuencias de unión para NFκB en el promotor de los 

genes de la iNOS (Kleinert H, 2004), la COX-2 (Tanabe T, 2002) y las colagenasas MMP-1 y MMP-13 

(Vicenti MP, 2002), lo que puede explicar la inhibición de la síntesis de estas proteínas, o de los 

mediadores que sintetizan, tras el tratamiento con los diferentes fármacos empleados en el estudio. 

Sin embargo otros factores de transcripción y rutas de transducción de señales han sido implicados 

en la regulación de la expresión génica de estas enzimas por la IL-1β. En particular, se ha 

demostrado que la activación de los factores de la familia C/EBP regula la expresión de la COX-2 en 

condrocitos estimulados con la IL-1β (Thomas B, 2000) y que el incremento en la expresión génica de 

la COX-2 que se produce tras la estimulación con la IL-1β están implicadas dos de las familias que 

forman parte de las MAPK, las JNK y p38 MAPK (Guan Z, 1998). En el promotor de la MMP-1 y la 

MMP-13 existe un sitio de unión a AP-1. Diferentes trabajos han demostrado que la sobreexpresión 

de c-jun, jun-B y c-fos está implicada en el incremento en la expresión génica de las dos colagenasas 

(Benbow U, 1997; Vincenti MP, 1996; Gack S, 1994). Además se ha observado que la inhibición de la 

actividad de la p38 MAPK bloquea el incremento de la expresión de la MMP-1 y la MMP-3 en 

fibroblastos sinoviales y en células vasculares inducido por la IL-1β (Ridley SH, 1997). Finalmente en 

la región promotora del gen que codifica para la iNOS existen sitios de unión para diferentes factores 

de transcripción como NFκB, AP-1, CREB y para la familia de las STAT (Aktan F, 2004). La activación 

de los factores de transcripción C/EBP y STAT-1 está implicada en la expresión de la iNOS en 

diferentes tipos celulares (Hecker M, 1999; Rao KM, 2000). 

Con todos estos datos, parece claro que la expresión de estas enzimas in vivo está altamente 

regulada. Nuestro trabajo sólo trata de estudiar parte de las vías implicadas en la expresión de estas 

enzimas y mediadores en situaciones inflamatorias. Sería muy interesante estudiar si los fármacos 

utilizados en los experimentos in vitro son capaces de regular la unión de otros factores de 

transcripción al promotor de los genes diana, o modificar las rutas de señalización intracelulares que 

llevan a la activación de dichos factores. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VI. CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 
 

 

1. La inhibición de la síntesis de la PGE2 con el CBX o el ACF mejoró de forma similar el dolor y 

la función articular e indujo una disminución en la expresión y síntesis de la COX-2 y la mPGES-1 en 

la membrana sinovial de pacientes con artrosis de rodilla. Sin embargo no modificó la expresión de 

ninguno de los receptores EP, así como tampoco tuvo ningún efecto significativo sobre la expresión 

de la iNOS en la membrana sinovial artrósica o sobre los niveles de NO en el líquido sinovial de los 

pacientes con OA. 

 

2. Los dos fármacos utilizados en el estudio, el CBX y el ACF, parecen tener diferente perfil 

antiinflamatorio, de forma que la administración a largo plazo del CBX inhibía la expresión y síntesis 

de la IL-1β y el TNFα en comparación a pacientes no tratados y disminuía significativamente la 

presencia de macrófagos en comparación con el ACF, en la membrana sinovial de pacientes con OA 

de rodilla. 

 

3. El tratamiento con el CBX disminuyó de forma significativa los niveles de la forma inactiva de 

la MMP-1 y aumentó los de la forma activa en comparación al grupo CONTROL en la membrana 

sinovial de los pacientes con OA de rodilla. Los resultados obtenidos tras el tratamiento con ACF 

mostraban una tendencia similar aunque no fueron estadísticamente significativos. Ninguno de los 

dos fármacos fue capaz de alterar la síntesis en el tejido sinovial artrósico de la MMP-3 en 

comparación al grupo CONTROL. 

 

4. Mediante estudios in vitro comprobamos que diferentes compuestos de glucosamina eran 

capaces de inhibir la presencia de mediadores inflamatorios y de las enzimas implicadas en la 

degradación de la matriz extracelular en condrocitos y sinoviocitos artrósicos. El SG y el HG 

disminuyeron la expresión génica y la síntesis de COX-2 y la liberación de PGE2 y NO al sobrenadante 

celular tras la estimulación con IL-1β. También fueron capaces de controlar el incremento en la síntesis 

de la MMP-1 y la MMP-13 inducido por la estimulación de las células con la citoquina. 

 

5. Sin embargo, otros SYSADOA, como el AcG, la DC y el C-6S, y la NAC solo controlaron 

parcialmente alguno de los mediadores proinflamatorios y de las enzimas implicadas en la degradación 

de la matriz extracelular estudiados en condrocitos y sinoviocitos humanos en cultivo. 

 

6. La presencia de diferentes AINE, como el CBX, el DCF, el MXC y la IND, en el medio de cultivo 

de condrocitos y sinoviocitos humanos inhibió la síntesis de la COX-2 y la liberación de la PGE2 al 

sobrenadante celular. Sin embargo, no tuvieron ningún efecto, o incluso aumentaron la síntesis de la 

MMP-1 y la MMP-13, enzimas implicadas en la degradación de la matriz extracelular. 

 

7. La presencia del SG, el HG y la DC en el medio de cultivo celular inhibió la activación del NFκB 

inducida por la estimulación con la IL-1β tanto en condrocitos como en sinoviocitos humanos. Todos los 
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AINE, excepto la IND en sinoviocitos, inhibieron la activación del factor nuclear inducido por la 

estimulación con la citoquina. 

 

8. El SG disminuyó la activación del NFκB mediante la inhibición de la degradación de la 

subunidad inhibitoria IκBα y de la translocación al núcleo de las subunidades p50 y p65 inducida por la 

estimulación con la IL-1β en condrocitos humanos en cultivo. 

 

 

 En conclusión, en esta tesis hemos demostrado que el tratamiento con fármacos inhibidores de 

la síntesis de la PGE2 en pacientes con OA de rodilla induce una  disminución en la expresión de las 

enzimas encargadas de la síntesis de este prostanoide, como la COX-2 y la mPGES-1. Hemos descrito 

como dos AINE empleados en la actualidad en el tratamiento de la OA tienen un perfil diferente en 

cuanto al control de la inflamación sinovial, puesto que su efecto sobre la síntesis de citoquinas y la 

presencia de células inflamatorias en la membrana sinovial es diferente.  

 Mediante estudios in vitro, hemos demostrado que algunos compuestos derivados de la 

glucosamina son capaces de inhibir la síntesis de mediadores proinflamatorios así como la presencia de 

enzimas implicadas en la degradación de la matriz extracelular. Otros azúcares biológicos sólo 

controlan parcialmente alguno de estos mediadores. Los AINE inhibieron la ruta proinflamatoria más 

eficazmente que los otros compuestos utilizados en los estudios in vitro. Sin embargo, no modificaron o 

incluso activaron la síntesis de proteasas. 

 El planteamiento de este trabajo permite abrir nuevas hipótesis en cuanto a la presencia de 

mecanismos dependientes e independientes de PGE2 que pueden controlar la inflamación sinovial 

durante la OA. 
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