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Abstracto:La tendinopatia del manguito rotador (RCT) es el motivo principal de la cirugia del hombro y su tratamiento
clinico sigue siendo un desafio. Se ha demostrado que el 4cido hialurénico (HA) tiene efectos antiinflamatorios in vitro e
in vivo en condiciones de ECA, caracterizadas por un estrés oxidativo (OS) exagerado. Sin embargo, los mecanismos
moleculares que subyacen a los efectos relacionados con el HA todavia estan parcialmente divulgados. Con estos
objetivos, se establecié un modelo celular de ECA exponiendo tenocitos humanos primarios a Hzoh2hasta por 72 h. Se
administraron cuatro HA diferentes por peso molecular para medir el éxido nitrico (NO) y la OS, la apoptosis y la
expresion de coldgeno 1. Paralelamente se administré a modo de comparacién el conocido antioxidante acido
ascorbico. El presente estudio destaca que los HA caracterizados por un bajo peso molecular son capaces de
contrarrestar el H20h2-OS inducida al disminuir el porcentaje de células apoptéticas y revertir la activacion de las
caspasas 3y 7. Asimismo, los niveles intracelulares de NO son comparables a los de los controles. Paralelamente, la
expresion de colageno 1 mejord con HA caracterizados por pesos moleculares mas altos en comparacién con AA. Estos
hallazgos confirman que el HA desempefia un papel antioxidante comparable al AA dependiendo del peso moleculary

resaltan los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos antiapoptéticos del HA.

Palabras clave:acido hialurdnico; peso molecular; tendén; caspasa; estrés oxidativo; inflamacién;
apoptosis; acido ascérbico; colageno; 6xido nitico

1. Introduccion

La tendinopatia del manguito rotador (RCT) es la causa mas comun de dolor de hombro, con
una frecuencia creciente que varia del 5% al 40%.1,2]. El ECA se caracteriza por alteracion de la
estructura del tendén, neovascularizacién ineficaz y disminucién de la produccién de colageno 1.3].
En varios estudios se ha descrito un papel en la patogénesis de las tendinopatias por estrés
oxidativo (0S).4]. Se ha demostrado ampliamente que la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) estimula el sistema antioxidante intracelular, que esta estrechamente regulado por
Nrf2 (factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NF-E2)).5], y que un fallo funcional en la
reparacién del tendén podria estar fuertemente asociado con la activacién de la via Nrf2 [6].
Recientemente, se ha sugerido el acido hialurénico (HA) para el tratamiento clinico de las
tendinopatias.7,8]. Nuestros estudios previos demostraron que diferentes preparaciones de HA,
dependiendo de su peso molecular, contrarrestaban la apoptosis bajo H20h2SO inducido [9],
recuperacion celular mejorada de H2oh2exposicién en términos de disminucién de la citotoxicidad
y reduccion de la expresion de Nrf2, y aumento de la expresion del receptor CD44 de HA.10].

El HA, como uno de los componentes fundamentales de los cartilagos y tendones, contribuye
a sus propiedades viscoelasticas in vivo [8,11,12]. Sin embargo, la eficacia del HA en el manejo
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La importancia de los ECA aun se debate y aun falta una descripcién completa de los mecanismos
moleculares subyacentes involucrados.8].

En este sentido, para comprender mejor los diferentes resultados biolégicos de HA en condiciones
de OS y ampliar y mejorar las aplicaciones farmacéuticas de HA, se estudiaran los efectos antioxidantes
de cuatro HA diferentes por peso molecular en células derivadas del tendén del manguito rotador
humano en términos de citoproteccién y caspasa. Se estudiaron 3/7 de activacion. Ademas, durante la
administracién de HA se investigaron los niveles de expresién de proteinas del colageno 1, la isoforma de
coldgeno predominante involucrada en la deposicién de ECM en condiciones inflamatorias. Ademas, para
evaluar si el HA podria tener funciones antioxidantes, se utiliz6 como comparacién el conocido
antioxidante acido ascorbico (AA).13]. Ademas, se sabe que el AA participa en la biosintesis de colageno.
14], incluso en un modelo de rata con lesién del tendén de Aquiles [15].

2. Resultados

2.1. Efecto de los HA sobre la tasa de proliferacion celular y la viabilidad

Se realiz6 un analisis de proliferacion celular durante hasta 72 h de tratamiento en tenocitos para
verificar los efectos de los HA administrados en paralelo con H2ohzen su tasa de proliferacion (Figura1A).
Como era de esperar, el porcentaje de H2oh2-Los tenocitos proliferantes expuestos disminuyeron
drasticamente después de 24 h, y el estresor oxidativo administrado tuvo un efecto ain mayor después
de 72 h, con porcentajes de proliferacion inferiores al 5% en todas las muestras. Cuando se
administraron preparaciones de AAy HA en paralelo con H2oh2después de 24 h, la tasa de proliferacién
aumento leve pero significativamente en todas las condiciones experimentales con respecto a Hzoh2
solo. Después de 72 h, este efecto se mantuvo.

2.2. Modulacion de aniones superdxido en presencia de HA

La generacién intracelular de aniones superéxido se midié en tenocitos después de 6 h de
exposicion en todas las condiciones experimentales (Figura1B). Cuando h2oh2se afiade a los
cultivos, se registra un aumento espectacular en la generacion de anidn superéxido, siendo el ratio
MFI 3 veces mayor que el del UC (Figura1B). Como era de esperar, AA es capaz de reducir
significativamente la generacion de superdxido en presencia de H2oh2, con la ratio IFM reducida a
la mitad con respecto a H2oh2solo. Paralelamente, Hyalgan es el mejor para disminuir la cantidad
de aniones superéxido entre las cuatro preparaciones de HA, seguido de Hyalubrix y Artrosulfur
HA.
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Figura 1.Proliferacion celular, generacién de aniones superéxido, apoptosis y actividad de caspasa 3/7 en
tenocitos expuestos a acidos hialurénicos en condiciones de OS. (A) Los graficos de barras representan el % de
los valores de reduccién de alamarBlue después de 24 y 72 h. Los datos son los medios (#SD) de tres
experimentos diferentes. (B) Las superposiciones de los picos en el canal FL2 representan las emisiones
fluorescentes de cada muestra. El grafico de barras muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI)
relacionada con la emisién en el canal FL2 que es proporcional a la generacién de aniones superéxido. Los
valores son las proporciones de las MFI generadas a partir de cada muestra en el control sin tefiir (negativo). (C)
Las barras representan el porcentaje de células viables (sin tefiir), células en apoptosis temprana (anexina),
células en apoptosis tardia (anexina + SYTOX Green) y células en necrosis (SYTOX Green). (D) Imagenes
representativas de tres experimentos independientes de actividad de caspasa 3/7 (gl6bulos rojos). 1 cm = 100p
metro. El grafico de barras representa el MFI relacionado con las células tefiidas para caspasas activadas.
Control no tratado (CU); peréxido de hidrégeno 2 mM (Hz2ohz); &cido ascérbicopg/mL (AA); Artrosulfuro HA®
(HAT), Synolis VA®(HA2), Hyalubrix®(HA3) y Hyalgan®(HA4) a una concentracién final de 1 mg/mL. a:pag=0,05; b:
pag=0,001; C:pag=0,0001; d:pag<0,0001 frente a CU; mi:pag=0,05; F:pag=0,001; gramo:pag=0,0001; h:pag<
0,0001 frente a H2ohz2; yo:pag<0,0001 frente a AA.

2.3. Contrarrestacion de la apoptosis inducida por estrés oxidativo mediante HA

Los porcentajes de células en las diversas fases de muerte celular se evaluaron después de 48 h en
presencia de HA en condiciones de OS (Figura1C). Después de 48 h, las células viables aparecieron disminuidas
de forma dependiente del tiempo por H20h2(38,37%) y las células apoptéticas tempranas aumentaron
dramaticamente (39,14%), al igual que los tenocitos apoptéticos tardios. Cuando se afiade AA, la viabilidad
celular aumenta significativamente (56,60%) para las células apoptéticas tardias y las células necréticas,
mientras que el porcentaje de apoptosis temprana es comparable al de H2oh2solo. Paralelamente, Artrosulfur
HA 'y Synolis VA aumentan la viabilidad celular, disminuyen la apoptosis temprana, pero aumentan la necrosis
celular con respecto a H2oh2solo (11,51%), con porcentajes medidos como 21,31% y 24,57%, respectivamente. La
viabilidad celular aumenta ain mas en presencia de Hyalubrix y Hyalgan (65,49% y 68,39%, respectivamente).
Paralelamente, la apoptosis disminuye ligeramente y la viabilidad aumenta ligeramente.

2.4. El tratamiento con HA reduce la activacion de caspasa 3y 7

Para establecer si la induccion de la apoptosis podria estar impulsada por la activacién de las
caspasas, se midi6 la actividad de las caspasas 3y 7 después de 48 h en condiciones de OS (Figura1D).
Utilizando el software de andlisis de imagenes, se midié la intensidad fluorescente media relacionada
con las células caspasa positivas (apoptoticas) (consulte la Seccién4). Comparado con la UC
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control (IMF = 1,07), el H2ohzla exposicion aumenta drasticamente la activacién de las caspasas 3y
7 (MFI = 14,46). Paralelamente, cuando se aflade AA al cultivo, las caspasas 3y 7 MFI disminuyen
(5,69), lo que indica una actividad reducida de las caspasas. Artrosulfur HA'y Synolis VA reducen
ligeramente la actividad de caspasa (MFIL = 4,76 y 4,46, respectivamente) en comparacién con AA,
como se muestra en la Figura1D. Cuando se administran Hyalubrix y Hyalgan, la actividad de las
caspasas 3y 7 se redujo auin mas (MFI = 2,46 y 2,23, respectivamente) en comparacién con AA. Esto
sugiere que HA contrarresta el H2oh2-Apoptosis inducida mediante la reduccién de la activacion de
las caspasas 3y 7.

2.5. Modulacion del éxido nitrico (NO) en presencia de HA

El 6xido nitrico intracelular generado por los tenocitos se midi6 en tenocitos después de 6 h
de exposicién en todas las condiciones experimentales (Figura2A). h2ohzla exposicién
desencadena la caida de NO (Figura2A). Cuando se afiaden los preparados de AAy HA, el NO
disminuye ligeramente con respecto al UC, pero se mantiene por encima del H2oh2solo,
principalmente con Hyalubrix y Hyalgan.
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Figura 2.Generacion de expresion de 6xido nitrico y colageno 1 en tenocitos expuestos a acidos hialurénicos en
condiciones de OS. (A) El gréfico de barras muestra la intensidad media de fluorescencia (MFI) relacionada con la
emisién en el canal FL2, que es proporcional a la generacién de 6xido nitrico. Los valores son las proporciones
del MFI generado a partir de cada muestra en el control sin tefiir (negativo). (B) Las superposiciones de los picos
en el canal FL2 representan las emisiones fluorescentes de cada muestra. El gréfico de barras representa el % de
expresion relacionada con el colageno 1. Los datos se expresan como el % de la UC. Control no tratado (CU);
peréxido de hidrégeno 2 mM (H2oh2); &cido ascérbicopg/mL (AA); Artrosulfuro HA®(HA1), Synolis VA®(HA2),
Hyalubrix®(HA3) y Hyalgan®(HA4) a una concentracion final de 1 mg/mL. a:pag=<0,05; d:pag<0,0001 frente a CU;
mi:pag=0,05 frente a H2o0h2; i:pag=<0,05 frente a AA.

2.6. Modulacion de los niveles de coldgeno 1 mediante preparaciones de HA

Los niveles de expresién de colageno 1 se midieron en tenocitos en condiciones de sistema operativo después de
72 h (Figura2B). Como era de esperar, la H2ohzla exposicién disminuye fuertemente los niveles de expresiéon de

coladgeno 1 en comparacién con la UC, mientras que la presencia de AA mejora los niveles de expresién de coldgeno 1
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bajo condiciones del sistema operativo. Los datos revelan que Hyalgan ejerce un mayor efecto sobre las células

derivadas de tendones expuestas a Hzoh2que todos los demas tratamientos en términos de expresién de colageno 1.

3. Discusion

El estrés oxidativo (OS) es crucial en las lesiones de tendones [dieciséis]. Esto podria atribuirse a los
vinculos entre la OS, la inflamacién y la apoptosis, todos los cuales perjudican la estructura y funcién de
las células. Una OS excesiva da como resultado la activacion de vias de transduccién de sefiales sensibles
a redox.17].

En el presente trabajo, la OS fue inducida en células derivadas de tendones por el H2oh2exposicion.
Nuestro grupo ya demostré que la HA podria contrarrestar la apoptosis bajo OS inducida por H2oh2[9].
Aqui, nuestros resultados anteriores se consolidan, mostrando que los cuatro HA utilizados
contrarrestaron significativamente la accién citotéxica de Hzoh2en términos de proliferacion (Figura1A).

Dado que las ROS intracelulares se producen principalmente en las mitocondrias, se midié la
produccién mitocondrial de superéxido para verificar si el HA podria influir en su modulacién. Aqui,
aunque todas las preparaciones de HA disminuyen la cantidad de aniones superoéxido, Hyalgan se revela
como la mejor preparacién para contrarrestar su produccién (Figura1B). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que los HA caracterizados por un peso molecular mas bajo reducen la produccién de ROS
mitocondriales.

La caspasa 3 es una proteina clave en la estimulacién de la apoptosis, siendo la principal ejecutora
de la muerte celular apoptética. Paralelamente, caspasa 7 juega un papel de apoyo en la fase de
ejecucion del proceso [18]. Por lo tanto, aplicamos una visualizacién de caspasa 3/7 para evaluar la
eficacia de HA en términos de respuestas celulares antiapoptéticas en condiciones de sistema operativo.
19]. Muy interesante, todos los HA tienen un comportamiento similar (Figura1D). En consecuencia, se
destacé que HA mejora H2oh2-apoptosis inducida mediante caspasa 3/7, independientemente del peso
molecular.

La generacién de NO juega un papel relevante en la reparacién de un tendén lesionado [20,21].
Ademas, se demostré que el uso de un profadrmaco liberador de NO es util en el desarrollo de una
terapia prometedora basada en NO.22]. Por estas razones, la evaluacion de la expresion de NO es un
parametro importante a considerar en tendones dafiados. En primer lugar, la H2ohzla exposicion
provocé una disminucién en la produccién de NO. Aqui se muestra que los HA indujeron un aumento
significativo en la produccion de NO en comparacion con el Haoh2células tratadas solas (Figura2A). En
detalle, Artrosulfur, Hyalubrix y Hyalgan fueron capaces de inducir una mayor producciéon de NO que el
conocido antioxidante AA [23]. Este resultado es particularmente intrigante ya que se demostré que el
NO favorece la curacién del tendén a nivel molecular al aumentar la sintesis de coldgeno después de 7
dias de tratamiento en un cultivo de células de tendén in vitro.24]. Sin embargo, para ofrecer
conocimientos mas profundos sobre los efectos del NO en las tendinopatias, se necesitan mas estudios.

El coldgeno es la principal molécula secretada por las células del tenddn y participa en la
remodelacion y el mantenimiento de la MEC.25]. Fisiolégicamente, los tendones estan compuestos por
entre un 65% y un 85% de coldgeno 1 [14]. En nuestros estudios anteriores, ya demostramos que Synolis
VA fue capaz de estimular la sintesis de coldgeno 1 de manera dosis dependiente durante 14 dias [9]. En
el presente trabajo investigamos el efecto del tratamiento con HA en un tiempo de exposicion mas
temprano (72 h). Nuestros resultados muestran que la expresién del coldgeno 1 esta regulada
negativamente durante el H2ohztratamiento. En condiciones de OS, Hyalubrix y Hyalgan mejoran la
expresion de coldgeno 1. Por lo tanto, se puede especular que estos dos HA actdan antes con respecto a
Synolis VA en términos de deposicion de coldgeno 1, y este efecto podria estar relacionado con la
diferencia en el peso molecular., ya que Synolis VA es el mas alto.

En conclusidn, la apoptosis inducida por OS en tenocitos es impulsada por caspasa 3y
7,y esta condicién podria contrarrestarse mediante la administracién de HA. Ademas, la
administraciéon de HA con pesos moleculares mas bajos conduce a una deposicién mas temprana
de colageno 1y muestra mejores resultados en términos de contrarrestar la OS, comparable al
conocido antioxidante AA. Este estudio in vitro puede sentar las bases para mejores resultados con
respecto al manejo clinico de los ECA.
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4. Materiales y métodos

4.1. Cultivo de células

Se utilizaron células criopreservadas derivadas de tendones, almacenadas en viales en nitrégeno liquido y
aisladas de los mismos pacientes utilizados en nuestro trabajo anterior.26]. El protocolo de aislamiento celular
se describié ampliamente anteriormente [9,10,26,27]. El fenotipo de los tenocitos se confirmé mediante la
evaluacién de la expresién de genes especificos de los tenocitos.28]. Para el presente trabajo, las células del
pase 0 de tres muestras se descongelaron y se cultivaron rapidamente para evitar cambios de fenotipo
causados por pases posteriores. Los tenocitos se cultivaron como en otros lugares [26] y utilizado hasta el
pasaje 5.

4.2. Tratamiento celular

Los tenocitos se sembraron en 96- (0,5x104células/pocillo), 12- (0,2 x10scélulas/pocillo) o 6
pocillos (0,5x105células/pozo) placas tratadas con cultivo de tejidos (Falcon®, Corning
Incorporated, Brooklyn, NY, EE. UU.) y se dejaron adherir durante 24 h. Las células cultivadas se
expusieron a 2 mM de H2ohz2(solucién madre 30%v/v, Sigma-Aldrich, Milan, Italia), cido ascérbico
(AA), 50pg/mL (polvo stock adquirido de Sigma-Aldrich, Milan, Italia) y a cuatro HA, a saber,
Artrosulfur HA®(PM 1000 KDa) (HA1), Synolis VA®(PM 2200 KDa) (HA2), Hyalubrixe(MW 1600 KDa)
(HA3), y Hyalgan®(PM 500-730 KDa) (HA4) a una concentracién final de 1 mg/ml como se informé
anteriormente [9,10]. Se utilizaron células no tratadas (UC) como control. Los tiempos de
exposicion variaron segun los distintos parametros analizados, desde 6 h hasta 72 h.

4.3. Ensayo de proliferacion (alamarBlue)

En los tiempos de exposicién establecidos (24 o 72 h), el medio se reemplazé por uno
nuevo que contenia reactivo alamarBlue al 10% (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.), y luego se incubé durante 4 h a 37-C. La absorbancia se midié a 570 y
600 nm mediante un espectrofotémetro de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher
Scientific). El valor obtenido sin células se establecié como control negativo.

4.4. Deteccion de aniones superdxido mitocondriales

Después de 6 h de exposicién, la generacién de aniones superéxido mitocondriales se determiné
mediante citometria de flujo utilizando la sonda fluorescente MitoSOX™ (MitoSOX™ Red Mitochondrial
Superoxide Indicator, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) segln un
procedimiento establecido como en otros lugares. reportado [29]. Las emisiones de fluorescencia
relativas se detectaron mediante un citémetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE.
UU.) y se expresaron como relaciones medias de intensidad de fluorescencia en el control sin tefiir (no se
muestra).

4.5. Determinacion de la apoptosis

El kit de apoptosis de células muertas/anexina V de PE con SYTOX®Se utilizé Green for Flow Cytometry
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para detectar la apoptosis mediante citometria de
flujo después de 24 o0 48 h de exposicién, como se informé en otro lugar [9]. Las poblaciones celulares se
detectaron mediante un citdmetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE. UU.) y se analizaron
con el software CytExpert (Beckman Coulter, Indianépolis, IN, EE. UU.).

4.6. Deteccion de Caspasa 3y 7.

Las caspasas 3y 7 activas se detectaron después de 48 h de exposicién utilizando el kit de deteccién
Image-iT™ LIVE Red Caspase 3y 7 (Invitrogen, Molecular Probes, Waltham, MA, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El kit emplea un enfoque novedoso para detectar caspasas activas que se
basa en una metodologia de inhibidor fluorescente de caspasas (FLICA™) [30]. Las muestras se
observaron a través de un microscopio fluorescente invertido ECLIPSE Ti-U (Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, EE. UU.) equipado con una cdmara. Para el analisis de imagenes, todas las imagenes
digitales se capturaron con el software NIS-Elements Imaging Software (Nikon Instruments).
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mentos Inc.). La intensidad total de fluorescencia de un area.=Se determinaron 10 fotogramas de cada
diapositiva. El nivel de intensidad se normalizé con uno de los controles no tratados.

4.7. Deteccion de éxido nitrico intracelular

La sonda Nitrixyte™ se utiliz6 para detectar NO libre en tenocitos (kit de ensayo de éxido
nitrico intracelular fluorimétrico Cell Meter™; AAT Bioquest, Inc., Sunnyvale, CA, EE. UU.) mediante
citometria de flujo como ya se informé [21]. Las emisiones de fluorescencia relativas se detectaron
mediante un citdmetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE. UU.) y se
analizaron con el software CytExpert (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, EE. UU.) y se expresaron
como relaciones medias de intensidad de fluorescencia en el control sin tefir. (no mostrada).

4.8. Expresion de coldgeno 1 mediante citometria de flujo.

En el tiempo de exposicién establecido (72 h), los sedimentos celulares se fijaron, permeabilizaron y
tifieron como ya se informé [31]. A continuacion, se afiadio el anticuerpo monoclonal de ratén
anticolageno 1A1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) 1:50 a cada muestra y se incubd
durante 1 h a 4-C. A continuacién, se afiadié el anticuerpo IgG (H + L) anti-ratén de caballo secundario de
ficoeritrina (PE) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE. UU.) (1:50) y se incub6 a 4-C en la oscuridad
durante 45 min. Las emisiones de fluorescencia relativas se detectaron como se describié anteriormente
[31].

4.9. Estadisticas

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE. UU.) mediante una prueba t y ANOVA unidireccional ordinario, seguido de pruebas
de comparaciones multiples post hoc de Tukey. Valores depag<0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

5. Conclusiones

La OS sostenida conduce a una disminucién en la proliferacién de tenocitos causada por un
aumento en la muerte celular a través de la apoptosis y una consiguiente remodelacién disminuida de la
ECM debido a la falta de deposicion de coldgeno 1. En este sentido, comprender que la via molecular
subyacente a la apoptosis inducida por OS en los tenocitos esta impulsada por las caspasas 3y 7, y que
esta condicién podria contrarrestarse con HA caracterizadas por pesos moleculares mas bajos, puede
sentar las bases para obtener mejores resultados en el manejo. de ECA.
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ACB; analisis formal, MG y CALP; curacién de datos, MG y CALP; redaccién: preparacion del
borrador original, MG y ACB; redaccion: revision y edicion, MG, AC, ACB y LO; administracion de
proyectos, ACB; adquisicién de financiacién, LO Todos los autores han leido y aceptado la version
publicada del manuscrito.
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