Los condrocitos del cartilago de pacientes con osteoartritis (OA) presentan un
incremento en la expresion in situ de balsas lipidicas
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Introduccion

Las balsas lipidicas (BL) son microdominios de membrana ricos en colesterol, esfingomielina y proteinas ancladas
por glucosilfosfatidilinositol (GPI). Se ha mostrado que las BL se agrupan en respuesta a diferentes estimulos
extracelulares para formar plataformas que reclutan o agrupan una gran variedad de moléculas que participan en la
transduccion de sefiales (receptores, proteinas G, cinasas de tirosina, fosfatasas etc.) [1]. Aunque el agrupamiento
dinamico de las BL se ha documentado ampliamente en la transduccion de sefiales en diferentes células de
mamiferos (normales y patologicas), no se conoce su papel durante la progresion de la OA. La OA es una
enfermedad cronico degenerativa caracterizada por la perdida progresiva del cartilago articular. Durante la
patogénesis de la OA los condrocitos (inico tipo celular presente en el cartilago) responden a los estimulos adversos
promoviendo la degradacion de la matriz y regulando negativamente los procesos para la reparacion. Como
consecuencia los condrocitos sufren cambios fenotipicos dramaticos, cambios a los que se les ha denominado como
“transdiferenciacion” [2]. Este fendmeno de “transdiferenciacion” esta relacionado con los cambios en la actividad
bioquimica y molecular de los condrocitos y que trae como consecuencia su muerte por un tipo de apoptosis
denominado condroptosis [2, 3]. Consecuentemente, los condrocitos deben de desplazar toda una maquinaria de
transduccidn capaz de inducir sus propios cambios morfofuncionales. Varios mediadores se sobreexpresan en el
liquido sinovial y el cartilago de pacientes con OA tales como la interleucina -1  (IL-1B) , factor de necrosis
tumoral (TNF), FAS, que se han involucrado en los cambios fenotipicos de los condrocitos. Sin embargo, si las
seflales inducidas por estos ligandos extracelulares para regular la progresion de la OA dependen de la redistribucion
de los BL no se ha determinado hasta la fecha. Por lo que el objetivo de este trabajo es determinar si el existen

cambios en el agrupamiento de BL en los condrocitos de pacientes con OA comparados con cartilago no OA.
Metodos

Las muestras de cartilago normal se tomaron de los condilos de cadaveres sin diagnostico de OA y las muestras de
cartilago OA se tomaron de pacientes a los que se les practico una artroplastia de sustitucion. En ambos casos, las
muestras se fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS y se embebieron en medio de congelacion. Se realizaron
cortes de 6 L m en el criostato (Leica CM1100, Leica Microsystems), los cuales luego se incubaron con la
subunidad B de la toxina del colera, acoplada con fluoresceina (CBT-FITC, 0.5 | g/ml), por 1 hora a temperatura

ambiente en PBS que contenia BSA al 1%. Después de 3 lavados con PBS los tejidos se contratifieron con ioduro de



propidio y se montaron con Vectashield. Como control positivo se utilizaron células de bazo tratadas por 24 horas
con TNF-a (10 P g/ml). Para descartar un pegado inespecifico de la FITC se utilizo FITC (Sigma-Aldrich) a la
misma concentraciéon molar que la acoplada a la CBT. Las imagenes se registraron con un microscopio confocal
(Leica TSCS-SP5MO, Leica Microsystems). Se contaron las células totales y positivas para CBT-FITC, en nueve
campos tomados al azar, tanto de la zona superficial como de la zona media. Las células se contaron en las imagenes
del cartilago proveniente de tres donantes normales y de tres donantes con OA. Los resultados se expresaron en
porcentaje de células positivas +desviacion estandar de la media (DE). Los resultados se consideraron significativos

con una p <0.05.
Resultados

El andlisis de las imagenes de las muestras de cartilago marcadas con CBT-FITC revel6 diferencias significativas en
la presencia de BL entre el cartilago normal y el OA, tanto en las zonas superficial como media (tabla 1 y figura 1).
Comparado al cartilago normal, los condrocitos de pacientes con OA positivos para las BL se incrementaron
aproximadamente un 35 % en la zona superficial y en un 19% en la zona media (tabla 1). La sefial fue especifica ya

que la FITC libre no marco ninguna célula (no mostrado).

Nuestros resultados muestran que los condrocitos del cartilago normal y OA promueven de manera diferente la
formacion de BL, lo que sugiere que durante la progresion de la OA los condrocitos son biologicamente activos y

promueven la formacion de complejos de sefializacion para producir diferentes respuestas biologicas.
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Tabla 1. Porcentaje
de células con
Balsas Lipidicas en
los condrocitos de

cartilago humano

En cada zona del
cartilago se
contaron las células
totales y las células
positivas para la
CBT-FITC. Los

datos son el

promedio + DE
(n=3 muestras de cartilago independientes) *: p<0.05 con respecto al cartilago normal; **p<0.001 con respecto al

cartilago normal. Las células totales por tejido se consideraron el 100%.

Figura 1. Localizacion de BL en la membrana de los condrocitos de la zona superficial (a, b) y zona media (c, d) de

cartilago normal (a, ¢) y OA (b, d). ) Células de bazo marcadas con CTB-FITC se utilizaron como control positivo,

f) Células de bazo marcadas con FITC (sin CBT) se utilizaron como control negativo. Barra de la escala 75 1 m.



