Viejos conocidos, nuevos usos:
bloqueando la respuesta inflamatoria en el cartilago artrosico.
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INTRODUCCION El paulatino envejecimiento de la poblacion se relaciona con el aumento en la prevalencia de enfermedades degenerativas como la artrosis. Esta se define por una disminuciéon del espacio articular debido a

la degradacion progresiva del cartilago. Esta degradacion articular es debida en gran parte a las alteraciones biomecanicas asociadas al envejecimiento o a la obesidad y provoca la liberacién de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs)
gue activan receptores inmunes innatos como el “Toll-like receptor-4” (TLR4). La activacion del TLR4 induce la sintesis de factores proinflamatorios y pro-catabdlicos que actuan de forma sinérgica promoviendo una mayor degradacidn tisular.
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) considera la artrosis una de las principales causas de dolor crénico y de invalidez. Los traumatdlogos no disponen actualmente de un tratamiento eficaz, sin embargo, en otras areas clinicas estan

usando medicamentos (amitriptilina, naloxona y talidomida) que podrian presentar actividad bloqueadora especifica del TLR4.

OBJECTIVO Determinar la actividad de amitriptilina (AT), naloxona (NLX) y talidomida (TALI) CONCLUSIONES

en condrocitos artrésicos para bloquear las respuestas inmunes innatas mediadas por TLR4. El estudio de reposicionamiento de farmacos en condrocitos artrosicos humanos ha demostrado que:

1. Amitriptilina inhibe la expresion de multiples proteinas implicadas en la respuesta inmune innata

METODOS El efecto de amitriptilina, naloxona y talidomida en la respuesta inmune innata mediada por mediadas por TLR4y IL1R.

2. Amitriptilina, naloxona y talidomida bloquean la secrecion proteica de IL6 y |la expresion génica de
LPS [100ng/ml]), agonista del TLR4, y por IL1B [0,1ng/ml], agonista del receptor IL1R, fue determinada en condrocitos humanos > i E > v > £

multiples biomarcadores de la inmunidad innata dependientes de TLR4 y IL1R
artrésicos aislados de cartilago de rodilla. El andlisis protedmico masivo se realizé por MALDI/TOFF y se filtro por FDR 5% vy p- 2 ; v

. . o . , e . Por tanto, el reposicionamiento farmacoldgico de estos farmacos es viable, otorgando a los traumatologos
valor <0,05. Los niveles de la citoquina interleuquina 6 (IL6) se determinaron por ELISA. El analisis de expresion génica (mRNA) de P 5 5 5

una nueva herramienta terapéutica.
IL6, lipocalina 2 (LCN2) y metaloproteinasa 3 (MMP3) se realizé por RT-PCR. La viabilidad se testdé usando el ensayo MTT. 2

RESULTADOS AMITRIPTILINA, NALOXONA Y TALIDOMIDA BLOQUEAN LAS RESPUESTAS IMMUNE INNATAS MEDIADAS POR TLR4

El analisis protedmico de condrocitos humanos artrdsicos tratados con LPS [100ng/ml] desveld un enriquecimiento de las vias de senalacidon relacionados con la inmunidad innata. La co-estimulacién con AT [1uM] redujo la promocidn de estas

vias, incluyendo la citoquina IL6, la cual ha sido relacionada con la artrosis. La reduccion de los niveles y expresion (mRNA) de IL6 fue validada por ELISA y RT-PCR. Ademas, otros biomarcadores de la artrosis previamente identificados, LCN2 y

MMP3, también mostraron una reduccion de expresion génica. NLX y TALI mostraron resultados muy similares a AT. La viabilidad celular de los condrocitos humanos artrésicos estimulados no se vio significativamente alterada por los farmacos.

h . .
Q LC-MALDI-TOFF/TOFF @ ELISA Gene expression (mRNA) G Vitalidad Celular
Proteina Total - Amitriptilina IL6 ILE LCN2 MMP3 Microscopia y MTT
('U 200 %N 154 1.51 .
c|. \ :
'-l_: % § i:-*\ g; N § - § 7 § Control AT
positive regulation of interleukin-6 production = Q| § §\ < § § § -
S E \ \ % 0.5 \ 0.54 \ 05 \ » |
positive regulation of tumor necrosis factor secretion = E — \\ \\ § o \\§ N e § K_\rﬂ = % \T\\ ‘ O
| “ S 0&&0\ N ) & 0&@\ R A & S ‘ : ' '
positive regulation of interleukin-6 secretion = < ‘ - o v ’ a ) /, S LPS + AT
: %2 \\ % 1.04 § 1.0+ § 1.04 x
o | N\ N - N - N\ =
é % \ % 0.5+ \ 0.54 \ T 054 §
Figura 1 — Efecto de amitriptilina, naloxona y talidomida bloqueando la respuesta inmune innata mediada (© § § ol § § i, |l| § § I P § S
por TLR4 en condrocitos artrdsicos humanos. 1A, 1B y 1C.- Condrocitos artrosico humanos se estimularon Z " ‘9- x o er Q@' Q; ' o VJ; & Q@' \ol & Q@' Qé
con los farmacos AT [1uM], NLX [100uM] o TALI [500uM] y adicionalmente se co-estimularon con LPS T JXVQ s 5N gx» s Y éfv s ng

[100ng/ml], el agonista del TLR4. 1A.- Analisis proteémico masivo por MALDI/TOFF mostrando los ) 250 7

resultados con mas significancia estadistica de un enriquecimiento de vias de sefalizacion en una %A 157 159 159 A
comparativa de LPS vs LPS+AT. Los datos para NLX y TALI no se muestran. Este analisis combina datos de (¢v] - < = =
Uniprot con algoritmos de clasificacion y cuantificacion relativa de FunRich software. 1B.- Analisis © B \j " § Lo < 104 < Lo < < 5 5o
protedmico por ELISA de la proteina total secretable de IL6. Andlisis de expresidon génica (mMRNA) por RT- s \ N 5 \\\i § § Z o
. e . R S = N\ : N\ N N s |1 . :

PCR y normalizado por el tratamiento “LPS” de los biomarcadores de la inmunidad innata IL6, LCN2 vy < s 100 N = S Q

o E \ \ > \ 0.5- \ ** 0.5 \ > 2 \ \ §
MMP9. 1C.- Ensayo de viabilidad celular MTT en los condrocitos artrésicos humanos. El “Fetal bovine S e \ \ o 051 \\ ' § 1< ' § = = § \ \
serum” (FBS) actua como control positivo. Datos normalizados por “Control”. * o= - = § \ g \ -& \ \\ \ @ e 0] § § §
Graficas representan la media y error estandar de un minimo de tres muestras experimentales oo x & § 0.04— . & N 0.0 '_T_‘ == & & 0.0 & : NI : & & i , &
independientes. La significancia estadistica se ha determinado por One-Way ANOVA seguido de un post- - & o&@\ RN SR & 00“‘0\ N ,\86 0&@\ @& \XV‘?% T T Y SO
test Tukey *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. L < © <@ © o © ol o I ¢

AMITRIPTILINA, NALOXONA Y TALIDOMIDA BLOQUEAN LAS RESPUESTAS IMMUNE INNATAS MEDIADAS PORIL1IR

Se ha sugerido que el receptor TLR4 participa en los procesos inflamatorios mediados por la IL1 a nivel articular. Interesantemente, el bloqueo de TLR4 por parte de un inhibidor especifico (CLI95) en condrocitos artrésicos, redujo la expresion

génica (mMRNA) de IL6 inducida tanto por la estimulacién con LPS como IL1B. En este contexto, nos planteamos estudiar si la respuesta inmune innata mediada por IL1R en condrocitos artrésicos también se ve modulada por parte de los

farmacos reposicionados. La accion de AT, NLX y TALI fue muy similar a la observada previamente mediada por TLR4, tanto para los andlisis protedmicos como los genéticos y de vitalidad (MALDI/TOFF, ELISA, RT-PCR y MTT).
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Figure 2 — Efecto de amitriptilina, naloxona y talidomida bloqueando la respuesta inmune innata mediada por TLR4 en condrocitos artrdsicos humanos. Condrocitos artrésicos humanos se estimularon con: 2A.- CLI95 [1uM] (inhibidor especifico de TLR4). 2B, 2Cy 2D.- AT [1uM], NLX [100uM] o TALI [500uM]. Adicionalmente
se co-estimularon con: 2A, 2B, 2C y 2D.- LPS [100ng/ml], agonista del TLR4, o IL1B [0,1ng/ml], agonista del IL1R. 2A.- Andlisis de expresion génica (mMRNA) de IL6 por RT-PCR y normalizado por el tratamiento “LPS” o “IL1B”. 2B.- Analisis protedmico masivo por MALDI/TOFF mostrando los resultados con mas significancia
estadistica de un enriguecimiento de vias de seializacion en una comparativa de IL1B vs IL1B+AT. Los datos para NLX y TALI no se muestran. Este analisis combina datos de Uniprot con algoritmos de clasificacidon y cuantificacion relativa de FunRich software. 2C.- Analisis protedmico por ELISA de la proteina total secretable
de IL6. Analisis de expresion génica (mMRNA) por RT-PCR y normalizado por el tratamiento “IL1B” de los biomarcadores de la inmunidad innata IL6, LCN2 y MMP3. 2D.- Ensayo de viabilidad celular MTT en los condrocitos artrésicos humanos. El “Fetal bovine serum” (FBS) actia como control positivo. Datos normalizados por
“Control”. Graficas representan la media y error estdndar de un minimo de tres muestras experimentales independientes. Lla significancia estadistica se ha determinado por One-Way ANOVA seguido de un post-test Tukey *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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