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Citoquinas proinflamatorias en la grasa articular y
subcutanea del muslo en pacientes artrosicos

Pro-inflammatory cytokines in the knee fat pad and subcutaneous
fat of the thigh in osteoarthritic patients

Bravo B,* Arguello JM,* Rodriguez-De Gortazar A,* Forriol F,* Vaquero J®

Universidad San Pablo-CEU, Boadilla del Monte, Madrid.

RESUMEN. Objetivo: Analizar el nivel de citoquinas
proinflamatorias en la grasa articular del paquete adiposo en
pacientes con gonartrosis, en relacion con la grasa subcuta-
nea del muslo. Material y métodos: Efectuamos un estudio
de grasa del paquete adiposo articular de la rodilla afectada
de artrosis y de la grasa subcutanea del muslo del mismo
lado, a la mayor distancia de la articulacion en seis pacien-
tes con gonartrosis grave, con una edad media de 68 afios
(rango: 55-81 afios). De las muestras de grasa se obtuvieron
las células mesenquimales progenitoras. Los sobrenadantes
de células mesenquimales obtenidas se utilizaron para anali-
zar factores inflamatorios (IL-1b, IL6, ILS8, IL9, IL1ra, IL12,
IL13, IL15) y angiogénicos (VEGF, PDGF bb), asi como
citoquinas inmunomoduladoras (IP-10 e INF-y) y se com-
pararon las medias de dos muestras. Resultados: El analisis
cuantitativo revel6 una disminucion significativa (p < 0.05)
de IL-1b, IL6, IL8, IL9, IL1ra, IL12, IL13 y un aumento de
IL15 en la grasa de Hoffa frente al tejido adiposo subcuta-
neo. Del mismo modo, el analisis de factores angidgenicos
como VEGF y PDGF bb, al igual que los factores IP-10 e
INF-y presentaron una disminucion significativa en la grasa
de Hoffa (p < 0.05) frente al tejido adiposo subcutaneo. Dis-
cusion: Las células mesenquimales del paquete adiposo arti-
cular de la rodilla artrésica grave muestran una disminucion
significativa de citoquinas inflamatorias, aun en el estado
cronico, y una disminucion significativa de factores angiogé-
nicos y citoquinas inmunomoduladoras (IP10 ¢ INF).

Palabras clave: Grasa, citoquinas, inflamacion, artrosis,
interleuquinas.

ABSTRACT. Objective: To analyze the level of pro-
inflammatory cytokines in osteoarthritis knee joint fat pad
in relation to the subcutaneous fat of the thigh. Material
and methods: We performed a study of fat of the knee
joint adipose affected of osteoarthritis and subcutaneous
fat of the thigh of the same side to the greater distance
of the joint in six patients with severe gonarthrosis, with
a mean age of 68 years (range: 55-81 years). From the fat
samples the progenitor mesenchymal cells were obtained.
The supernatants of mesenchymal cells obtained to
analyze inflammatory factors (IL-1b, IL6, IL9, IL1ra,
IL12, IL13, IL15) and angiogenic (VEGF, PDGF bb) and
immunomodulatory cytokines (IP-10 and INF-y) means
of two samples. Results: Quantitative analysis revealed
a significant (p < 0.05) decrease in IL-1b, IL6, IL8, IL9,
IL1ra, IL12, IL13 and increase of IL15 in Hoffa fat pad
versus subcutaneous adipose tissue. Likewise, the analysis
of angiogenic factors such as VEGF and PDGF, as well as
factors IP-10 and INF-y presented a significant decrease
(p < 0.05) in Hoffa fat pad versus subcutaneous adipose
tissue. Discussion: Mesenchymal cells from the adipose
tissue of the severe osteoarthritic knee show a significant
decrease in inflammatory cytokines even in the chronic
state and a significant decrease in angiogenic factors and
immunomodulatory cytokines (IP10 and INF).

Keywords: Fat, cytokines, inflammation, osteoarthritis,
interleukins.
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Introduccion

La artrosis es una patologia que afecta de manera y
magnitud todavia desconocida a todos los tejidos de una
articulacion. La mayor parte de los trabajos publicados
describe, independientemente de los tejidos implicados en
la artrosis, el cartilago o el hueso subcondral, o bien la
membrana sinovial, y en mucho menor grado, la grasa ar-
ticular o de Hoffa.

En ocasiones la causa de la artrosis es mecanica; el so-
brepeso o una desalineacion del miembro inferior producen
una sobrecarga, lo que aumenta la presion en una zona loca-
lizada de la articulacion. En otras ocasiones, la excesiva uti-
lizacion de la articulacion produce un desgaste generaliza-
do. La sinovitis es un proceso inicial de la enfermedad' que
esta regido por diferentes vias y mediadores, asi como por
citoquinas proinflamatorias que influyen en el proceso y que
dafian al tejido. También una lesion ligamentosa o menis-
cal aguda o un traumatismo articular puede liberar media-
dores proinflamatorios que mantienen el dafio articular en
el tiempo.? La lesion del ligamento cruzado anterior (LCA)
produce una respuesta inflamatoria; en ella se incrementan
cuatro citoquinas especificas [IL-6, IFN- y, MCP1 (Mono-
cyte Chemotactic Protein 1) y MIP1B (Macrophage Inflam-
matory Protein)].> La respuesta inflamatoria esta presente
entre 24-48 horas, pero en muchos casos permanece en el
tiempo,* como se ha visto en rodillas con lesién meniscal o
del LCA junto con un aumento de citoquinas proinflamato-
rias en el liquido sinovial durante mas de tres meses después
de la lesion.??

El exceso de peso se relaciona con la degeneracion del
cartilago, al aumentar la carga del paciente y uso de sus
articulaciones, pero también se ha observado una relacion
entre la obesidad y la artrosis en articulaciones que no estan
sometidas a carga, como son las articulaciones interfalan-
gicas,® por lo que hay que pensar en factores metabdlicos
asociados con el tejido adiposo blanco como responsable de
una prevalencia alta de osteoartritis (OA) en personas con
sobrepeso.” El tejido adiposo es una fuente de factores infla-
matorios que se engloban dentro de las adipocinas. Muchas
de estas adipocinas estan aumentadas en personas obesas;
en el sindrome metabdlico se ha observado que median la
inflamacion del tejido sinovial y sobrerregulan la sintesis de
la matriz de cartilago y su degradacion.?®

También la grasa de la médula osea tiene relacion con
la fragilidad 6sea en pacientes con diabetes. La grasa me-
dular 6sea comprende 70% de la médula dsea, aproxima-
damente un kilogramo en peso u 8% de la grasa total cor-
poral, con un mayor predominio en la extremidad inferior,
al ser un deposito inerte de grasa, pero también un 6rgano
enddcrino con efectos locales y sistémicos que participa
en el almacenaje de lipidos, remodelacion 6sea, homeos-
tasis metabolica, regulacion hematopoyética, funcion
mecanica y termogénesis.'®!! La grasa se expande como
respuesta a las condiciones metabdlicas como la anorexia
nerviosa, la edad, la falta de estrogenos, los tratamientos
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con glucocorticoides y la falta de hormona de crecimien-
to.'” A mayor cantidad de grasa se asocia menor densidad
mineral y, por lo tanto, un aumento de la fragilidad 6sea
(en ambos sexos y también en diferentes etnias).'>!31415.16
El mecanismo se debe al desequilibrio entre la adipogé-
nesis y la osteoblastogénesis, pues tanto el hueso como la
grasa comparten un precusor mesenquimal comun en la
médula; si se favorece la adipogénesis, va en perjuicio de
la osteogénesis y viceversa.'

Consideramos el tejido adiposo como un factor determi-
nante en algunas patologias del sistema musculo-esquelé-
tico. El objetivo de nuestro estudio es analizar las citoqui-
nas proinflamatorias de la grasa subcutanea del muslo, el
tejido adiposo a distancia de la articulacion, que no debe
verse alterado por la patologia articular, y el tejido adiposo
periarticular en la rodilla, muy bien delimitado en lo que es
conocido como paquete de Hoffa, en pacientes artrosicos y
durante la intervencion de una protesis de rodilla.

Material y métodos

Efectuamos un estudio de las muestras de grasa del pa-
quete adiposo articular de la rodilla afectada de artrosis en
el momento de implantar una protesis de rodilla y al mismo
tiempo aprovechando el abordaje obtuvimos grasa subcu-
tanea del muslo del mismo lado a la mayor distancia de la
articulacion. Las muestras se tomaron en seis pacientes con
gonartrosis grave, en el momento de la cirugia de una artro-
plastia total de rodilla, con una edad media de 68 afios (ran-
go de 55-81 afios). Todos los donantes fueron informados
y firmaron el consentimiento informado de acuerdo con el
protocolo clinico, asi el estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica de nuestra institucion.

Los criterios de inclusion fueron: ademas de ser pa-
cientes intervenidos de una artroplastia de rodilla y, por
lo tanto, con gonartrosis grado 3 o 4 en la escala Kell-
gren-Lawrence, eran mayores de 55 afios y tenian diag-
noéstico de artrosis primaria sin patologias asociadas (como
condiciones reumaticas, inmunoldgicas o inflamatorias).
Ninguno de los pacientes habia recibido tratamientos con
corticoides o del sistema inmunomodulador en los tltimos
cuatro meses y no habian tomado antiinflamatorios no es-
teroideos en el ultimo mes. Unicamente se recomendé pa-
racetamol en caso de dolor.

Durante la cirugia, después de efectuar el corte de la por-
cion tibial, se extrajo toda la grasa del paquete adiposo de
Hoffa y aprovechando el abordaje con una pinza de biopsia
larga, se extrajo la grasa subcutanea del muslo, la cual se
guardd de forma independiente en dos botes estériles para
efectuar su traslado al laboratorio.

Aislamiento, cultivo primario y estudio funcional de
células mesenquimales progenitoras adiposas. De las
muestras de grasa se obtuvieron las células mesenquima-
les progenitoras. Estas fueron diluidas en 0.075% de so-
lucién colagenasa tipo I (Invitrogen, Life Technologies,
Nueva York, EUA), durante 30 minutos, a 37 °C, siguien-
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do el protocolo descrito anteriormente.!” A continuacion,
las células se sembraron en una superficie plastica (Cor-
ning, Nueva York, EUA), durante 24 horas, en medio de
crecimiento DMEM con glutamax (Invitrogen, Life Te-
chnologies, Nueva York, EUA), con 10% de FBS (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) y suplementado
con los siguientes antibidticos: penicilina (100 IU/ml) y
estreptomicina (100 mg/ml) (Sigma-Aldrich; St. Louis,
Missouri, EUA).

Las células no adherentes se retiraron y se afiadié me-
dio fresco para el cultivo primario de la fraccion de células
adherentes durante siete dias. El medio de cultivo se reem-
plazé cada tres dias. Previamente a su uso experimental,
las células fueron caracterizadas mediante citometria de
flujo y diferenciacion osteogénica y adipogénica (datos no
mostrados).

Analisis cuantitativo de factores solubles de células me-
senquimales de grasa. Los sobrenadantes de células me-
senquimales obtenidas del paquete adiposo articular y del
tejido adiposo de los pacientes se obtuvieron tras 20 horas
en cultivo y congelados a -80 °C. Un panel de factores in-
flamatorios (IL-1b, IL6, IL8, IL9, IL1ra, IL12, IL13, IL15)
y angiogénicos (VEGF, PDGF bb) y citoquinas inmunomo-
duladoras (IP-10 e INF-y) fueron estudiados en los sobrena-
dantes por Sistema Luminex (Luminex Corp, Austin, TX).
El analisis se realizo usando un Panel Bio-Plex de factores
(Biorad Laboratories, Inc., CA, EUA) siguiendo las instruc-
ciones de fabricante; las muestras no diluidas se incubaron
durante una hora con los anticuerpos primarios, tras ello,
30 minutos con los anticuerpos secundarios y finalmente,
30 minutos mas con el complejo estreptavidina-ficoeritrina.
Los datos fueron analizados con el software BioPlex Mana-
ger v.6.0 y se sigui6 la curva estandar usando los parametros
logisticos (5PL).

Analisis estadistico. los resultados se expresaron como
media + desviacion estandar (DE). La comparacion no pa-
ramétrica entre las medias de dos muestras se realizo por la
prueba de Mann-Whitney. Se utiliz6 ANOVA no paramétri-
ca para comparar varias muestras (Kruskal-Wallis). Todos
los valores con p < 0.05 fueron considerados significativos.

Resultado

El analisis cuantitativo de factores solubles de células
mesenquimales aisladas de grasa de Hoffa y tejido adiposo
subcutaneo de pacientes con artrosis grave de rodilla me-
diante analisis multiplex por sistema Luminex revel6 una
disminucion significativa (p < 0.05) de IL-1b, IL6, ILS8, IL9,
IL1ra, IL12, IL13 y un aumento de IL15 en grasa de Hoffa
frente al tejido adiposo subcutaneo (Figura 1).

Del mismo modo, el analisis de factores angiogénicos
como VEGF y PDGF bb mostré una disminucion significa-
tiva en los sobrenadantes de células mesenquimales aisladas
de grasa de Hoffa frente a las células mesenquimales extrai-
das del tejido adiposo subcutaneo (Figura 2 A-B). El estudio
de los factores IP-10 e INF-y revel6 que ambos presentaban
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una disminucioén significativa (p < 0.05) en grasa de Hoffa
frente al tejido adiposo subcutaneo (Figura 2 C-D).

Discusion

En este trabajo se compara la expresion de citoquinas
del tejido graso articular con la expresion en el tejido graso
subcutaneo del muslo en los mismos pacientes como grupo
control. Todos eran pacientes afectados con artrosis en la
rodilla y se tomaron muestras durante la intervencion.

Las citoquinas proinflamatorias como IL-1b, TNF-a
estan implicadas en el desarrollo de la OA,'®!® y se ha de-
mostrado que estimulan la produccion de las MMP," al
regular la produccién de agrecanasas y colagenasas y al
suprimir la sintesis de agrecano y colageno-2 por parte de
los condrocitos, ambos necesarios para reparar y mantener
el cartilago articular.?’ Muchos de los mediadores proinfla-
matorios y proteasas atribuidas a la senectud, IL-1b, IL-6,
IL-8, MMP-3 y MMP-13, estan aumentadas en el tejido
artrosico.'?! Estos mediadores proinflamatorios junto con
el oxido nitrico y la prostaglandina E2 promueven un des-
equilibrio en la sintesis y degradacion de la matriz extra-
celular del cartilago.?? También sabemos que durante el
intercambio de la matriz de cartilago, normal y patologico,
las moléculas de la matriz extracelular y otros productos
de degradacion se liberan al liquido sinovial y mas tarde
en la sangre.

La inflamacion es una de las causas de la artrosis?*4232
y se han ido incluyendo cada vez mas mediadores inflama-
torios liberados por el cartilago, hueso y sinovial.}?*?’ La
determinacion del ntimero de células sanguineas blancas en
la sinovial es fundamental para integrar el grado de infla-
macion. %

Se considera que la patomecénica de la artrosis de rodilla
producida por el sobrepeso se debe al aumento de la carga
mecanica articular.®® Sin embargo, estos factores mecanicos
no pueden explicar por si solos la relacion entre obesidad
y artrosis,*!*? por lo que se ha recurrido a estudiar las vias
«enddcrinas» que incluyen a los mediadores proinflamato-
rios secretados por las células adiposas, aunque hay autores
que sefialan que la obesidad es un factor de riesgo indepen-
diente de la inflamacion® e incluso, al disminuir la carga
sobre una articulacion, puede aumentar la susceptibilidad de
los tejidos articulares a la inflamacion.

Las moléculas derivadas de los adipocitos, conocidas
como adipoquinas, estan relacionadas con la obesidad, y
tienen una funcién en la homeostasis del hueso y del car-
tilago; ademas son mediadores de la obesidad y grasa en
la inflamacion de la OA. La degradacion del cartilago es el
resultado de un desequilibrio entre los cambios catabolicos
y anabolicos en la matriz del cartilago articular.3* Las cito-
quinas proinflamatorias IL-1b, IL-6 y el TNF-a modulan los
intercambios de la matriz extracelular para acelerar la de-
gradacion del cartilago e inducir la apoptosis de los condro-
citos en el desarrollo de la OA.** Los niveles de citoquinas
proinflamatorias son altos en las articulaciones artrosicas.
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Figura 1:

Analisis cuantitativo de factores
solubles de células mesenquimales
aisladas de grasa de Hoffa y tejido
adiposo subcutaneo de pacientes con
artrosis grave de rodilla (p < 0.05).



Bravo B y cols.

A PDGF-bb B VEGF
12 120
—
— 10 - — 100 -
g * g *
=y e
= 8 A T = 80 A ——
g =
B RS
é 6 - § 60
5 =
S 4 - 8 40
S 3
2 20 A
0 0
Adiposo subcuta-  Adiposo infrapa- Adiposo subcuta-  Adiposo infrapa-
neo muslo (control)  telar (artrdsico) neo muslo (control)  telar (artrdsico)
C IP-10 D INF vy
12 8
E 10 - = 7
i s
& 8 g 37
2 ' *
Figura 2: ‘E 6 1 § 41 T
) =
Q o 3 4
- . g 44 x 2
La expresion en las células @ e et g
: R © e 2
mesenquimales disminuyd los ©
factores angiogénicos. A) PDGF 2 1 14
bb y B) VEGF disminuyeron en la
grasa de Hoffa (p < 0.05), también 0 ] ] ] ] 0
disminuyeron C) factor IP-10 y D) Adiposo subcutd-  Adiposo infrapa- Adiposo subcutd-  Adiposo infrapa-

INF-y (p < 0.05). neo muslo (control)

La investigacion de la OA se ha centrado en encontrar agen-
tes destinados a reducir los factores catabolicos de la OA
para frenar o revertir el proceso degenerativo.

En nuestro estudio la expresion de interleuquinas ha
sido significativamente menor en el tejido adiposo del
paquete de Hoffa, al ser comparado con el tejido adiposo
subcutaneo del muslo. Asi mismo los factores angiogé-
nicos y citoquinas inmunomoduladoras estaban signifi-
cativamente disminuidos, lo cual nos indica que el tejido
adiposo articular esta afectado a nivel inflamatorio, a pe-
sar de que son rodillas con una artrosis cronica. Con el
tiempo la inflamacidn persiste, y disminuye la capacidad
angiogénica asi como las citoquinas inmunomoduladoras
de este tejido. Las citoquinas inflamatorias del liquido
sinovial y el suero, IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a, estan ele-
vadas en la artrosis, lo cual suigiere que la inflamacion
sistémica puede ser el desencadenante de la OA.* Cuando
se comparan adultos mayores con y sin artrosis, los con-
troles no artroésicos muestran una produccion reducida de
IL-1b e IL-6 en las muestras de sangre, estimulada con
lipopolisacaridos.*® Esto se ha querido ver como una re-
sistencia a la inflamacidn sistémica y una proteccion con-
tra la OA. La importancia de lo anterior es que el tejido
adiposo articular debe ser una fuente de recambio celular
y de secrecion de factores anabolicos capaces de reparar
lesiones articulares.
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Los tejidos adiposos secretan mediadores inflamatorios
que son capaces de influir sobre el cartilago y la sinovial,
aunque desconocemos lo que ocurre y como actia la gra-
sa del paquete adiposa de Hoffa en rodillas artrosicas.’”-®
La manera como influyen los factores inflamatorios sobre
la patologia artrosica resultan desconocidos.* Los facto-
res de crecimiento y citoquinas circulantes en la sangre
periférica pueden llegar al cartilago a través del liquido
sinovial que es secretado por la sinovial y esta en relacion
con la grasa articular. Tanto la sinovial como la grasa es-
tan alterados en la artrosis y, por lo tanto, podrian estar
incapacitadas para influir en el cartilago por quimiotaxis,
incluyendo los factores FGF, PDGF, VEGF, IGF, ILS,
BMP7, TGF-B y SDF (stromal-derived factor) 4041424344
El cartilago traumatico libera factores quimioatractivos
para atraer progenitores de condrocitos, PDGF e IGF1,
los cuales inducen una respuesta migratoria.*? Sin embar-
go, al mismo tiempo, IL1p y TNF-a son liberados ¢ inhi-
ben la migracion, influyendo en la baja capacidad regene-
rativa del cartilago.*

Como limitacion del estudio cabe destacar el niimero de
pacientes, pero también queremos resaltar el nimero ade-
cuado de citoquinas analizadas, todas ellas proinflamatorias.
Otra limitacion es no haber analizado otras citoquinas o fac-
tores de crecimiento que permitan visualizar el comporta-
miento global de los mediadores de la grasa. Haria falta un
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grupo similar de pacientes sin artrosis para poder valorar el
comportamiento de las mismas citoquinas en el tejido adi-
poso articular no afectado por la artrosis.

En este estudio observamos que hay diferencias signifi-
cativas en la expresion de citoquinas proinflamatorias en el
tejido graso articular y que es menor en éste que en el tejido
graso subcutaneo. Un comportamiento similar se observo
en los factores angiogénicos y las citoquinas inmunomodu-
ladoras. Estos resultados preliminares podrian ser un punto
de partida para el estudio de biomarcadores que puedan pre-
decir la progresion de la enfermedad.
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