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RESUMEN

La inflamacion observada en la osteoartritis (OA) esta mediada por el infiltrado
celular en el tejido sinovial y por la subsecuente liberacion de citocinas, inicialmente
por macrofagos y después por sinoviocitos y condrocitos. Las citocinas interleucina
(IL)-1B y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a estan consideradas como las mas
importantes en la OA debido a que la IL-1B8 esta asociada con la destruccion del
cartilago y TNF-a con el inicio de la cascada de inflamacion. La liberacién de dichas
citocinas y la degradacién de la matriz extracelular induce la generacién de
fragmentos de proteinas de matriz que actuan como patrones moleculares asociados
a dafio (DAMP’s) y que son reconocidos por los receptores tipo Toll (TLRs). De esta
manera, los fragmentos de fibronectina y de acido hialurénico inducen la produccion
de oxido nitrico, citocinas pro-inflamatorias y metaloproteasas (MMPs) a través de
TLR-2 y TLR-4. Lo que sugiere que la activacion de los TLRs es importante en la
induccion y progresion de la OA.

Se ha mostrado que la disminucion en la sintesis de TNF-a en monocitos tratados
con vitamina D se debe a que regula negativamente las vias de sefalizacion de
TLR-2 y TLR-4. En este sentido, estudios tanto epidemiolégicos como
experimentales en modelos animales sugieren que concentraciones bajas de
vitamina D en sangre, estan asociadas con la severidad de enfermedades
inflamatorias como la artritis reumatoide y la OA. En particular, la deficiencia de
vitamina D ha sido asociada positivamente con la progresion de OA de rodilla y
cadera, pérdida de cartilago y baja en la densidad mineral 6sea. Sin embargo,
también se ha observado que la deficiencia de vitamina D solo esta asociada a
ciertos grupos de edad y a ciertos factores como el dolor mas que a cambios
radiograficos; mientras que otros estudios no encuentran asociacion alguna entre la
vitamina D y la OA, aun en pacientes que consumen suplementos de vitamina D.

Debido a que estudios epidemioldgicos solo pueden evaluar el efecto de la vitamina
D en ciertas etapas de la OA, el objetivo del presente trabajo fue definir si la
suplementacion con vitamina D tiene un efecto protector durante el inicio o la
progresion de la OA utilizando un modelo de rata. Se mostré6 que TLR-4 es el
mecanismo proinflamatorio que resulta en la expresion de MMP-3, IL-18 y TNF-a y
que conlleva a la inflamacién y degradacion del cartilago; y que la vitamina D tiene
un efecto protector en la induccién de la enfermedad que se pierde durante la
progresion.

il



ABSTRACT

Inflammation in osteoarthritis (OA) is mediated by cellular infiltration into the synovia
and the subsequent release of cytokines, primarily by macrophages and later by
synoviocytes and chondrocytes. Interleukin (IL)-1B and tumor necrosis factor (TNF)-a
are considered to be key pro-inflammatory cytokines in OA because IL-13 mediates
cartilage destruction and TNF-a drives the inflammatory cascade. The release of
cytokines and the degradation of the extracellular matrix (ECM) drive the generation
of matrix protein fragments that could act as damage-associated molecular patterns
(DAMPs), which are recognized by Toll-like receptors (TLRs). Indeed, fibronectin and
hyaluronic acid fragments induce the production of nitric oxide, pro-inflammatory
cytokines and metalloproteases (MMPs) through both TLR-2 and TLR-4 signaling.

Thus, TLR activation plays a major role in the induction and progression of OA.

It has been shown that TNF-a synthesis decreases in monocytes treated with vitamin
D due to the down-regulation of TLR-2 and TLR-4 signaling. In this context,
epidemiological studies and experimental animal models suggest that the status of
vitamin D is associated with the severity of inflammatory diseases such as
rheumatoid arthritis and OA. In particular vitamin D deficiency has been positively
associated with knee and hip OA progression, cartilage loss, and low bone mineral
density. However it has also been shown that vitamin D deficiency is associated with
only certain age groups and with certain factors, such as pain, rather than with
radiographic changes, while others studies have found no association between
vitamin D and OA, even in patients diagnosed with OA who were using vitamin D

supplements.

Because epidemiological studies can only evaluate the effect of vitamin D in certain
stages of OA, we aimed to define whether vitamin D has a protective effect during the
onset or progression of OA using a rat model.The present study shows the
involvement of the TLR-4 pathway in the expression of MMP-3, IL-13, and TNF-a
during the development of OA. It also shows that vitamin D supplementation has a
protective effect during the induction of OA but this effect thus not stand during

progression.

iv



INTRODUCCION

OSTEOARTRITIS
Epidemiologia

La osteoartritis (OA) es la enfermedad articular mas comun de todos los tipos de

artritis, cuya incidencia es 10 veces mayor a la de la artritis reumatoide (AR)".

En México, existen pocos estudios sobre su importancia y prevalencia. En el 2002,
Cardiel y Rojas-Serrano, determinaron una prevalencia del 23% de dolor del sistema
musculoesquelético y el 1.4% de discapacidad por dichos problemas (dolor y rigidez)
en las 2,500 personas entrevistadas?. Por otro lado, en el 2005, Espinosa, et al.,
encontraron una elevada prevalencia de dolor a nivel articular en la poblacion
mexicana, siendo las personas de sexo femenino las mas afectadas, con un
incremento en las manifestaciones conforme a la edad?. Estos datos concuerdan con
un estudio realizado en Guanajuato, en donde se mostré que el 14.8% de los
pacientes que ingresaron a ortopedia, principalmente entre los 50 y 59 afios de edad,
fueron por OA, con una mayor incidencia en la poblacion femenina (73%)*.
Recientemente, un estudio basado en la metodologia propuesta por el Programa
Orientado a la Comunidad para el Control de Enfermedades Reumaticas
(COPCORD, por sus siglas en inglés), realizado en Chihuahua, Nuevo Ledn, Sinaloa,
Yucatan, y D.F., encontraron que la OA tiene una mayor prevalencia (10.5%)
comparada con la AR (1.6%) o la gota (0.3%)° (Fig. 1). Sin embargo, el porcentaje de
pacientes con OA podria ser mayor debido a que la enfermedad solo puede ser
diagnosticada en estadios avanzados, cuando las evidencias radiolégicas lo
permiten, y a que se estima que de la poblacion con OA solo el 30% presenta

evidencias radioldgicas®.
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Figura 1. Prevalencia de las manifestaciones musculoesqueléticas mas frecuentes en
la poblacion mexicana (Chihuahua, Nuevo Ledn, Sinaloa, Yucatan, y D.F.). Estudio
basado en la metodologia COPCORD realizado en 19,213 personas (95% CI) entre
agosto de 2008 y de 2009. Gréfica realizada con los datos obtenidos por Pelaéz-

Ballestas®.

Existen diversos factores etioldgicos que se encuentran asociados a la enfermedad,
los cuales, pueden clasificarse en sistémicos (edad, género, menopausia,
genéticos™?, nutricion'?, densidad 6sea'') y mecanicos (obesidad'?, cirugias o dafios
en la articulacion, debilidad muscular'®, atletas profesionales'’, deformidad
articular)'#+-15, de los cuales, la edad y la obesidad son los de gran importancia para la

poblacion mexicanabd.

Durante muchos afios se ha establecido a la OA como una enfermedad crénico-
degenerativa, debido a que afecta principalmente a la poblacion mayor de 40 afios
(que en ocasiones puede traducirse en la pérdida de jornadas de trabajo)* 16-17,
siendo mas frecuente en la mayor de 60'* '6; poblaciones que abarcan cada vez
mayores proporciones en la poblacion mexicana (figura 2)'8. Esta relacion entre la
edad y la OA, probablemente esta dada por la combinacion de factores, tanto
mecanicos como sistémicos a los que estan sometidas las articulaciones a lo largo
de la vida del individuo, principalmente en las mujeres en las que el sobrepeso y las

hormonas desempefian un papel muy importante4 17-18,
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Figura 2. Proyeccion de la poblacion por edad al 2050 en la Republica Mexicana. Grafica
realizada a partir de los datos de la CONAPO!8.

Por otra parte, la obesidad es uno de los factores mejor establecidos como de riesgo
para la OA de rodilla y cadera’ 1920 que son los tipos de OA mas comunes en
México?!, EE.UU y RU'. Se ha establecido que la pérdida de peso reduce el riesgo
del desarrollo subsecuente de OA de rodilla®. Debido a que México ocupa el segundo
lugar de obesos en el mundo, con alrededor del 70% de la poblacion mayor de 20
afios con sobrepeso, problema igualmente alarmante en nifios (5.3% <5anos, 26%
escolares) y adolescentes (>30%)??, este factor se convierte en uno de los mas

importantes para el desarrollo de la enfermedad en nuestro pais.

Otros factores a considerar son los genéticos, ya que se ha mostrado que su
influencia, en ciertas articulaciones, puede alcanzar cerca del 70%?23-24. Estudios
realizados en la poblacion mexicana, indican que polimorfismos en el gen de CA
(repetido en el dinucledtido C-T)?® y de COL2A 1?6 se encuentran asociados con una
mayor o menor predisposicién para la enfermedad. En el 2009, Magana, et al.,
encontraron que el alelo A y el genotipo AG se encuentran asociados con la OA de
rodilla, mientras que el genotipo GG presentd un menor riesgo de progresion de la
enfermedad?®. Mientras que Galvez-Rosas, en el mismo afio, encontré asociaciones
entre los genotipos pp/Pp del gen de la COL2A1 con el grado 4 de OA de rodilla,
sugiriendo una asociacion entre los polimorfismos de este gen con estadios

avanzados de OA de rodilla en la poblacion mexicana?®.



Generalidades

La OA se caracteriza principalmente por la degradaciéon del cartilago, formacion de
osteofitos en los margenes del hueso y muerte de los condrocitos, mayoritariamente
por muerte celular programada o condroptosis?’. Se ha sugerido que estos cambios
se deben a que cuando el cartilago recibe estimulos catabdlicos, como el estrés
mecanico, que estimula la sintesis de citocinas inflamatorias y de enzimas
degradativas como las MMPs, los condrocitos pueden recuperar la homeostasis del
tejido al sintetizar moléculas de la MEC, regulando a su vez negativamente la
sintesis de las moléculas inflamatorias y degradativas. Sin embargo, cuando estos
estimulos o sefales sobrepasan la capacidad reparativa de dichas células, éstas
comienzan a sintetizar moléculas de naturaleza o longitud no adecuadas por lo que
el dafo se incrementa sin ser contrarrestado?8-30. Al mismo tiempo la sintesis de

MMPs aumenta favoreciendo la pérdida de la homeostasis?°.

Por otro lado, la formacién de osteofitos, inducida por HIF-2a3', también podria estar
relacionada con el intento de recuperar el equilibrio en la articulacion, que se pierde
con el desgaste heterogéneo del cartilago, reduciendo la inestabilidad de la misma.
Estas osificaciones secundarias se ven favorecidas gracias a que el tejido es
vascularizado por la accion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) cuya
expresion incrementa debido a la inflamacion, lo que a su vez permite que se activen
las vias de sefalizacién involucradas en la osificacién endocondral, como la de la 3-

catenina, incrementando la expresion de col X31-32,

Finalmente, los condrocitos al ser continuamente estimulados a sintetizar citocinas
(IL-1B, TNF-a), que a su vez promueven la sintesis de las MMPs y éxido nitrico (NO),
favorecen la degradacion del tejido y la muerte celular, respectivamente3?3-34. Algunos
autores consideran al NO como el mediador principal de la muerte de los
condrocitos, al inducir dafio en el ADN mitocondrial®®, incrementando la expresion de
p533% y la activacion de caspasas3® 3738, Sin embargo, otros estudios, muestran que
no solo el estrés mitocondrial®® y del reticulo3®-4? estan involucrados con la muerte de
los condrocitos, también parece haber una participacion importante del aparato de
Golgi*!. Todos estos estudios y otros realizados por Kouri, et al., en donde se
exponen principalmente los cambios morfolégicos que sufren los condrocitos al

morir?’- 4142 han mostrado que la muerte celular programada del condrocito esta
4



mediada tanto por apoptosis como por autofagia?’- 43, en donde las células que
mueren podrian estar siendo eliminadas mediante fagocitosis** por células vecinas?’,

a través de la posible comunicacién iterlagunar entre los condrocitos?®.

En los ultimos afos, se ha dado una especial atencioén al aspecto inmunoldgico en el
desarrollo de la enfermedad. Se ha descrito que, al igual de lo que ocurre en la AR,
en la OA se detectan autoanticuerpos que solo se observan en estos pacientes, lo
que indica que esta enfermedad presenta una inmunidad patolégica especifica, que
podria contribuir en la secrecion de citocinas*®-48, Es por ello que la inflamacion, a
pesar de no ser tan evidente y estudiada como en la AR, parece jugar un papel
importante en el catabolismo del cartilago*®; en donde las citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-1p (tabla1), son producidas por los sinoviocitos, el infiltrado celular

de la sinovial y posteriormente por los mismos condrocitos34 50-52,

Se ha observado que la sintesis de estos factores catabdlicos puede ocurrir a través
de la senalizacion de los receptores tipo Toll, los cuales, pueden ser activados por

citocinas como la IL-1p3%3.



Tabla1. Efecto de algunas citocinas sobre el cartilago42.

CITOCINA EFECTO EN EL CARTILAGO : EFECTO EN LA SINOVIAL
Citocinas catabdlicas
%Disminuye la sintesis de PG, L o
IL-1 incrementa la expresion y produccion élnc)j(u;:e Iigr?ztlvl?ﬂcl\lﬂog idneﬂlamsm?’vrl]al
‘de MMP, NO y PGE2. {expresion de MMP, inflamacion).
§Disminuye la produccién de PG, menosé ; ; . ; ; :
IL-17 potente que la IL-1B. Induce NO e E:rljfj1u[§:e ligera inflamacién y sinergiza con la :
IL-1B. : ’
TNF-a Induccién de MMPs, PGE2 Elnduccién de inflamacién y MMP.
Citocinas reguladoras
;Imr;ﬁrtante en Ieé: mtanteni;’nier;tof dfIEModula la inflamacién pero puede inducir elg
-4 P IILa-l?[CS) ”S’Irsmnuygnlgasrﬁtz o do NO infiltrado _celular. Inhibe la produccion de:
%Induce IL-1Ra y sTNFR. EIL-1 By TNF-a e induce la de TGF-.
IL-6 Induce TIMPs. Elnduce inflamacion.
No ejerce un efecto directo sobre Iag ; : e :
IL-10  produccion de PG. Contrarresta el§|er]12£§3 (Ijae Imgrgﬁﬁfuné e _IC_)((;EErBarresta IOSE
iefecto de IL-1B. g )
Factores anabdlicos
gEstimuIa la produccion de proteinas deEAnti-ianamatoria pero puede funcionarg
TGF-B la matriz. Contrarresta el efecto dec®MO quimioatrayente. Inducir proIiferaciéng
IL-18 ' :de la sinovial y la formacion de osteofitos.:
: ' Induce diversos factores de crecimiento.
BMP-2 iEstimuIa la produccion de proteinas deélnduccién de apoptosis de fibroblastos y deg
BMP-4  ila matriz formacion de osteofitos. :
iEstimuIa la produccion de proteinas deé i :
IGF-1 la matriz. La IL-18 bloquea su;';l;)r;rearc]itgn la_produccion de PGy Ia;
respuesta. : ' :
VEGF gAsociado con la progresion de la OA Elnduce la angiogénesis

IL: interleucina, MMP: metaloproteasas; NO: 6éxido nitrico; PGE2: prostaglandina E2; PG:
proteoglicanos; TNFa: factor de necrosis tumoral a; IL-1R: receptor de interleucina 1; sTNFR:
receptor de TNF soluble; TGF: factor de crecimiento transformante B; TIMPs: inhibidores de
metaloproteasas de tejido, BMP: proteina morfogénica de hueso, IGF-1: factor de crecimiento tipo
insulina; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.



RECEPTORES TIPO TOLL (TLR)

Los receptores Toll de Drosophila, desempefian un papel importante en la respuesta
a infecciones y en la polaridad del desarrollo dorso-ventral en los embriones. En los
mamiferos, se han encontrado alrededor de 10 receptores homologos®* que son
esenciales en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs, ver tabla 2) y que se caracterizan por presentar un repetido rico en leucinas
(LRR) en su dominio extracelular y un dominio citoplasmatico, llamado receptor toll-
interleucina (TIR) dado que presenta una alta homologia al receptor de IL-1 (IL-1R)
formando parte de los receptores transmembranales tipo |. A estos receptores, se les
ha denominado receptores tipo Toll (TLRs), los cuales fueron descritos en las células
del sistema inmune (macrofagos, células dendriticas) y cuyo reconocimiento permite
que se activen vias de sefalizacion que resultan en la sintesis de moléculas
inflamatorias, estableciendo una conexién entre la inmunidad innata y el inicio de la

adquirida, a través de la activacion de los linfocitos54-56.

Tabla2. Ligandos que activan la sefalizacion via TLR2, TLR2-1, TLR2-6 y TLR-458

TLR Ligando Origen del ligando

 TLR2 Lipoproteina/lipopéptidos Patoégenos

Diacil lipopéptidos Ligandos sintéticos (Pam2,

: MALP2SK4) i
Peptidoglicano Bacterias Gram + :
EAcido lipoteicoico Bacterias Gram + i
!Glicoll'pidos Treponema maltophilum :
Porinas Neisseria meningitidis :
iZymosan Fungi i
Ac. hialuronico Hospedero :
Proteina de choque térmico 70 (HSP70):Hospedero :
\TLR1/2 Triacil lipopéptidos Bacteria, micobacteria |
______ Factores solubles Neisseria meningitidis :
'OspA Borrelia burgdorferi :
' TLR2/6 Diacil lipopéptidos Mycoplasma |
 TLR4 \ps Bacterias gram-

Proteina de choque térmico 60 (HSP60).Chlamydia pneumoniae, hospedero

EProtel'na de choque térmico 70 (HSP70)Hospedero

:Repetido extra tipo Il del dominio A de

fibronectina. Hospedero

Taxol Planta



Con la excepcioén del TLR3, la sefializacién de los TLRs se da a través de la proteina
de diferenciacién mieloide 88 (MyD88), que se recluta a través del dominio TIR del C-
terminal; mientras que su dominio de muerte (DD), localizado en el N-terminal, se
une a la cinasa asociada al IL-1R (IRAK-1) iniciando la sefalizacion a través del
factor 6, asociado al receptor de TNF (TRAF-6). TRAF-6, permite que las cinasas de
IkB (IKKs), fosforilen al inhibidor de kappa B (IkB) liberando asi al factor nuclear-kB
(NF-kB), y que las proteinas cinasas activadas por mitdégeno (MAPK), activen al
factor nuclear AP-1 (proteina de activacion-1) permitiendo la transcripcion de genes
con relevancia inmunolégica®* 57-58, Por otro lado, también se ha descrito que TLR-2,
puede reclutar a la GTPasa de la familia Rho, Rac-1, a la fosfatidilinositol-3 cinasa
(PI3K) y Akt®. En el caso de TLR-4, se ha descrito a la proteina adaptadora que
contiene al dominio TIR inductor de IFN-B (TRIF), que es esencial para la
sefalizacion de TLR3 y que permite la produccion del IFN-B° (Fig. 3). Finalmente,
para TLR-1/2, TLR-2/6 y TLR-4 se ha descrito una segunda proteina adaptadora que
se une a MyD88, la proteina adaptadora que contiene TIR (TIRAP) 6 adaptador tipo
MyD88 (Mal), que permite la sefializacion de estos TLRs a través de NF-kB y de las
MAPK?S1-62,

A pesar de que estas vias de sefializacion fueron descritas en las células del sistema
inmune innato, se ha observado que estos TLRs también estan en otras células
como los condrocitos y que, en ausencia de infeccion, pueden reconocer ligandos
enddgenos o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs)83, como proteinas de
choque térmico, acidos grasos®’- 6465 citocinas y fragmentos de MEC®5-7, entre

otras®8.

En el cartilago articular humano, Bobacz y cols.%, encontraron que los condrocitos
de personas menores de 35 anos expresan del TLR-1 al TLR-9 y que la expresion de
TLR-7 desaparece en las personas mayores de 35 afos, lo que sugiere que con la
edad, el cartilago podria perder o disminuir su capacidad de expresar algunos TLRs,
independientemente de la enfermedad®. Esto podria explicar la controversia que se
ha reportado de la expresién de algunos de los TLRs en los pacientes con OA, en
donde la mayoria coinciden unicamente en la expresiéon de TLR2 y TLR4, mismos
que parecen incrementarse durante la enfermedad con respecto al tejido sano®3 57. 70,

Se ha observado que moléculas que resultan de esta enfermedad, como IL-1B, f-
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Fn%3, microcristales de pirofosfato de calcio dihidratado (CPPD) y de urato
monosaodico (MSU), sirven como ligando de estos TLRs y que su reconocimiento

resulta en la sintesis de citocinas, MMPs y NO7° (Fig. 3).

Condrocitos

» ILI-1B,F-FN
CPPD/MSU

Proteosoma

*TLR2-TLR1 P )
TLR2-TLR6 MMPs (-1,-3 y -13), PGE,
TLRs (TLR-1 al -8} difiere en a edad I\ﬁ%

Fig. 3. Vias de sefnalizacion de TLR-2 y TLR-4. La activacion de estos TLRs permiten la sintesis
de MMPs, citocinas, VEGF, NO. f-Fn (fragmentos de fibronectina); F-HA (fragmentos de acido
hialurénico); CPPD (Pirofosfato de calcio dihidratado); MSU(urato monosddico); LTA (acido
lipoteicoico); LPS (lipopolisacarido).

En el afo 2006 Sadeghi, et al.,”' observaron en monocitos humanos que el
metabolito 1,250H2D3 de la vitamina D, inhibe parcialmente la expresién de TLR-2 y
TLR-4 a nivel de mRNA vy proteina y que; por lo tanto, los elementos de la via de
sefalizacion se encontraban inactivos, disminuyendo finalmente la expresiéon de
TNF-a’'. Esto sugiere que en el condrocito, la vitamina D podria tener el mismo

efecto y evitar que se dé el catabolismo del cartilago.



VITAMINA D

El metabolito activo de la vitamina D o calcitriol, 1,25(OH)2D3, es de gran importancia
en el mantenimiento de la homeostasis del calcio y del fésforo en el hueso e
intestino. Se sintetiza en el rindn y su funcién esta mediada por el receptor de la
vitamina D (VDR), presente en tejidos como el rifidn, hueso, intestino, colon y piel,

asi como en células del sistema inmune’2.

Para realizar su funcién, el VDR, forma un complejo con la 1,250H2Ds3, la cual le
induce un cambio conformacional que favorece su heterodimerizacion con el receptor
retinoide X (RXR)7375 permitiéndole regular la expresion de genes que codifican para
proteinas que determinan el crecimiento y remodelacion del hueso, absorcion de

calcio en intestino, proliferacion celular y desintoxicacion de lipidos, entre otros’2 76,

Otros efectos de la vitamina D sobre distintas células son el arresto del ciclo celular’?,
por el cual ha adquirido importancia en el tratamiento del cancer, en la induccién de
tolerancia inmunolégica’® y en la generacion de péptidos antimicrobianos’® (figura 4),
lo cual es importante en el tratamiento de enfermedades inflamatorias e infecciosas,
respectivamente. Estos efectos evitan o reducen el efecto negativo que tienen los
rayos UV de la luz solar como son el cancer’” 80, l|a inflamacion e infecciones

asociadas a las quemaduras en la piel®’.

Se ha observado que las deficiencias en la vitamina D, estan asociadas a diferentes
enfermedades como la diabetes tipo 182, la OA83, AR834, lupus eritematoso sistémico8®
y algunos tipos de cancer®, entre otras®® y que aproximadamente mil millones de

personas en el mundo presentan insuficiencias de esta vitamina?®”.

La deficiencia en la vitamina D ha sido ligada a la osteoporosis y en los ultimos anos
con la OA, ya que existe una asociacion positiva entre los indices de densidad
mineral ésea y la vitamina D con la OA, pues al aumentar estos dos factores, la
progresion de la enfermedad disminuye®. Se ha reportado que dosis diarias de
vitamina D (2700)'%- 83. 88 disminuyen la progresion de la enfermedad en cadera y
rodilla, lo que su vez reduce las caidas y fracturas asociadas a la enfermedad en las
personas mayores de 65 afnos®-89. Se ha descrito que la expresiéon del VDR en los
condrocitos de cartilago articular incrementa en pacientes con enfermedades

reumaticas como la OA%-°" y que este incremento se encuentra asociado a la
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expresion de MMP-3%0, Debido a que los macrofagos de la sinovial sintetizan
1,250H2D3%, se ha sugerido que el incremento de ambos podria estar relacionado
ya sea con una modulacion positiva en el comportamiento de los condrocitos para
contrarrestar la enfermedad, dado que polimorfismos en el VDR se han asociado con
la progresién de la OA® 9, 6 con una modulacién negativa favoreciendo el
comportamiento aberrante de los condrocitos®® en la produccién de factores
asociados a la osificacién, incrementando la degradacion de la MEC vy la
vascularizacion del tejido, debido al efecto descrito de la vitamina D en los
condrocitos en la placa de crecimiento y a la hipertrofia de los condrocitos asociada a
la OA31, 50, 94_

7-DHC | D3 —>@—>®E

/ Mc;:m mrg%

e * * * [ncrementa
Patron molecular o ® | t . o
asociada a patogeno _ ° a Pro e,c?'on
(PAMP) o | Microbicida
TLR2/1 — .
heterodimeroﬁr Macrofago

—ED
|
Incrementa ers
la proteccion ° oo, / —
microbicida ° o _di ’
LL 37
. « ® : e %e .
o .\, . rrm.mvww stﬂ

Flg 4. Vias de accion de la vitamina D. La luz solar, convierte la 7-dihidrocolesterol (7-DHC) en la
piel en vitamina D que es convertida sucesivamente en 25-hidroxi-D3 (25-D3) y esta a su vez en
1,25-dihidroxi-D3 (1,25-D3) en los queratinocitos. La luz solar, también induce la expresion del
receptor de la vitamina D (VDR). La 1, 25D3 y el VDR, inducen la expresion de genes que
codifica al péptido antimicrobiano LL-37. La 1,25-D3, entra a la circulacion y es convertida en 25-
D3 en el higado, y es convertida nuevamente en la 1,25-D3 por la enzima CYP27B1 en la
circulacion. Los monocitos circulantes son activados por los agonistas de TLR2/1 presentes en
los microbios. Lo que permite el incremento de la LL-37 y la actividad microbicida en los

fagocitos81.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

JUSTIFICACION

Se ha descrito que citocinas y metaloproteasas, que son importantes en el desarrollo
de la OA, pueden expresarse tras la activacion de TLR-2 y TLR-4. En monocitos
humanos la vitamina D interfiere con la sefalizacion de estos dos TLRs lo que
conlleva a la disminucion de la produccion de TNF-a. Debido a que niveles
adecuados de vitamina D se encuentran asociados con una disminucion en la
progresion de OA de rodilla y cadera, es importante determinar el efecto que tiene la
vitamina D sobre TLRs, citocinas y MMPs expresados en los condrocitos de cartilago
de rodilla, asi como en el desarrollo de la enfermedad en un modelo de progresién de

OA en rata.

HIPOTESIS

La vitamina D disminuye la progresion de la OA interfiriendo en la expresion de
citocinas y metaloproteasas, que participan en la degradacion del cartilago, a través

de la disminucion en la expresion de los TLRs.
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OBJETIVOS

GENERAL

B Determinar el efecto de la vitamina D sobre la expresidon de moléculas
involucradas en el catabolismo del cartilago durante el desarrollo de OA de

rodilla.

PARTICULARES

1. Determinar la expresion de los TLR-1, TLR-2, TLR-4 y TLR-6 en condrocitos de
cartilago articular de rata con OAde 1, 3, 6, 8, 10 y 20 dias.

2. Evaluar la expresion de citocinas inflamatorias (IL-1B8, IL-6, TNF-a) y
metaloproteasas (MMP-13, MMP-3 y MMP-9) en condrocitos de cartilago articular
de rata con OAde 1, 3, 6, 8, 10 y 20 dias.

3. Establecer el efecto de la vitamina D sobre los TLRs expresados en los
condrocitos y su relacion con la expresion de citocinas y MMPs, en ratas con OA
de 1, 3,6, 8,10 y 20 dias.
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METODOLOGIA (Estrategia experimental)

A ratas Wistar de 150 g de peso promedio, se les extrajeron los condrocitos para
determinar la expresion de TLRs, MMPs vy citocinas por qRT-PCR (10 ratas de 1, 3,
6, 8, 10 y 20D de OA, por experimento). En explantes de cartilago de condilos, se
evaluo la expresion del TLR-2 y TLR-4 en las 3 zonas del cartilago (superficial, media
y profunda) por inmunohistofluorescencia en microscopia confocal (1 rata de 3, 6, 8,
10 6 20D de ejercicio por experimento). Por otro lado, para determinar el efecto de la
vitamina D sobre la OA; se realizé una curva dosis respuesta de 4, 40, 400 y 4000 Ul
en ratas con 20 dias de OA y se evaluo la hipertrofia de la superficie de la
articulacion como evidencia de dano. Finalmente, para evaluar el efecto de la dosis
que disminuyé la hipertrofia de la superficie articular sobre las moléculas asociadas
al dafio durante la progresion, se determinaron los niveles de expresion de TLR-4,
MMP-3, TNF-a e IL-1B por gRT-PCR en ratas tratadas con vitamina D + ejercicio de
alto impacto (EAI) y en ratas tratadas con vitamina D + EAIl (3, 10 y 20 dias) + 20
dias de progresion (sin ejercicio) con o sin vitamina D (6 ratas por cada grupo). Fig.
5.

Normal, OA* y OA** + Vit D

‘ wokek

ndrocit |

qRT. ‘EQB Cartilago
] |
| Inmunohistofluorescencia
TLR-1.-2, -4y -6 |
MMPs (3.9 y 13)
citocinas (IL-1B. IL-6, TNF-a) TLR-2y-4

Fig. 5. Estrategia Experimental. Determinacion de expresion de TLRs, MMPs y citocinas en
condrocitos aislados y explantes de cartilago articular de rata con OA inducida, con y sin vitamina
D.*0OAde 1, 3,6, 8,10y 20 dias; ** OAde 3, 10y 20; ***OAde 3,6, 8, 10y 20
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MATERIAL Y METODOS

Induccién de OA

Se realiz6 en ratas Wistar de 150 g de peso promedio, mediante menisectomia
parcial de la parte interna de la pata derecha y ejercicio de alto impacto. Para la
operacion, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de xilacina-ketamina (9-0.4

mg) por via intraperitoneal.

La pata derecha fue rasurada en la parte interna y limpiada con benzal. Una vez que
se identifico la zona en que se encontraba el menisco (entre platos tibiales y condilos
femorales) se realizé una pequefa incision a través de la cual se corté el musculo
hasta observar tanto el menisco como el ligamento colateral medio (MCL) que fue
cortado. Con la ayuda de una aguja de sutura quirurgica, que se pasa por debajo, el
menisco se agarra y corta por los extremos disecandolo por completo de la
articulacion. Finalmente se suturo la piel. El ejercicio se realiz6 a partir del 20 dia
post-quirurgico, 15 min diarios hasta concluir el tiempo de induccion a estudiar (1, 3,
6, 8, 10 6 20 dias)®. Los animales fueron sacrificados en una camara de CO2 al dia
siguiente de que se concluyé con los dias de ejercicio o después de los 20 dias de

progresion

Administracion y dosis de vitamina D

La 1,25D3 de capsulas (Member’s Marck, Bentonville, AR) fue disuelta en aceite de
maiz. Las dosis empleadas fueron 100 ng (4 Ul), 1ug (40 Ul), 10ug (400 Ul) y 100ug/
kg/d (4000 Ul) y administradas via oral con una canula esofagogastrica 14 horas
después de que la luz fue encendida (14HALO®). Las dosis fueron administradas
diariamente 3 dias antes de la cirugia y hasta el ultimo dia de ejercicio y/o progresion

(20 dias mas sin ejercicio).

La progresion de la OA fue evaluada a los 3 dias (fase aguda de OA), 10 dias (fase
intermedia de OA) y 20 dias (fase crénica de la OA) en 3 grupos experimentales:
Ratas Sin Vitamina durante el EAl + Progresion Sin Vitamina (SV+PSV, ratas
tratadas con Vitamina durante el EAIl + Progresion sin Vitamina (V+PSV) y ratas

tratadas con Vitamina + Progresién con Vitamina (V+PV; ver Fig. 6)
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Grupo 1: Ratas CTL (dia -4)

Grupo 2: Ratas OA Sin Vitamina (SV; dia 20)

Grupo 3: Ratas OA con Vitamina (V; dia 20)

Grupo 4: Ratas OA Sin Vitamina y Progresion Sin Vitamina (SV+PSV; dia 40)
Grupo 5: Ratas OA con Vitamina y Progresién Sin Vitamina (V+PSV; dia 40)
Grupo 6: Ratas OA con Vitamina y Progresién con Vitamina (V+PV; dia 40)

Cirugia EAI Progresion
.l dias  [r—t—vp } + !
- 4 3 2 4 0 1 20 21 40
130-150 g )
6-10 ratas grupo1 CTL
grupo 2 , SV
grupo 3
------------------------------------ > V
grupo 4
> SV+PSV
grupo 5
------------------------------------ > > V+PSV
grupo 6
------------------------------------------------------------ » V+PV

Fig. 6. Grupos experimentales. En cada grupo, el dia representa el dia de sacrificio
correspondiente al grupo de 20 dias de OA sin o con progresion. El mismo esquema que se
muestra para el grupo 2 y 3, se aplicé para los grupos de 1, 3, 6, 8 y 10 dias; mientras que el
esquema de los grupos 4, 5, 6 se utilizé para ratas de 3, 10 y 20 dias de ejercicio generando
grupos de OA con progresién de 23, 30 y 40 dias, respectivamente. La vitamina D (4 Ul/kg/d) se
administré diariamente via oral con una canula esofagogastrica 14 HALO. Control (CTL). = sin
vitamina; --» suplementacion con vitamina D.

Obtencion de condrocitos

Una vez sacrificados los animales, se lavaron con una solucion detergente, cloro y
agua. El cartilago articular de los platos tibiales y condilos femorales se obtuvo de las
patas posteriores derechas disecadas de cada rata con la ayuda de un bisturi con
una hoja del numero 11. El cartilago obtenido se sumergié en PBS. La digestion del
cartilago se realiz6 con tripsina bovina al 0.4% (>=2500 USP U/mg. Research
Organics, Clevely EUA) por 5 min y con colagenasa tipo Il al 0.4% (300U/mg.
Worthington Biochemical Corporation, Nueva Jersey EUA) por 4 h, ambas a 80 x g,
protegidas de la luz y a 37°C en Sorvall Legend Micro 17 (Thermo Fisher Scientific,
Selangor Darul Ehsan, Malaysia). Posteriormente, se elimind el tejido restante y las
células se centrifugaron a 80 x g 5 min a 4°C (microcentrifuga Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA, USA), se descartd el sobrenadante y se le agregé 1 ml de
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TRIZol (GIBCO, BRL). Para determinar la viabilidad y numero de células, se tomd
una alicuota y se observaron en el microscopio optico (Leica DMLS, Alemania) en

una camara de Neubauer con tincién vital de azul de tripano al 0.4% en PBS.

Extraccion de RNA total.

Los condrocitos (2 a 5 x 10%) fueron lisados con 1 ml de TRIZol (GIBCO, BRL). El
lisado se homogeneiz6 por pipeteo y se incubd 5 min a temperatura ambiente (TA) y
se le adicionaron 0.2 mL de cloroformo (grado molecular, SIGMA). Se agitd
vigorosamente durante 15 seg y se incubd 3 min a TA previo a la centrifugacion de 15

min 12, 000 x g a 4 °C. Se colect6 la fase acuosa (~0.6 ml) y se le afiadi6é 0.5 ml de

isopropanol frio (-20 °C) (grado molecular; IBI Scientific), se agité e incubé 10 min a
TA. Posteriormente, se centrifugd a 12, 000 x g y la pastilla (gel) se lavo con 1 mL de
etanol al 70% frio (-20 °C), mezclando y centrifugando a 7, 500 x g 5 min a 4°C. El
RNA obtenido (pastilla), se dejé secar al aire de 5 a 10 min y se disolvié por pipeteo
en 0.05 mL de agua libre de RNasas. Finalmente la muestra obtenida se incubo de
56 a 60 °C 10 min y se determind la concentracién del RNA por espectrofotometria
(A= 260 nm).

La calidad de las muestras se determind por la diferencia entre las abosorbancias de
260 y 280 nm. EI RNA tuvo un valor promedio de A260/A280 de 1.87. La calidad del
RNA también fue evaluado por electroforesis del RNA total seguido por la tincion con
bromuro de etidio, observandose los rRNAs de 28S y 18S con un tamafo
aproximado de 5 kb y 2 kb, respectivamente. EI cDNA resultante tuvo un valor
promedio de 1.86 de A260/A280.

Sintesis de cDNA

El cDNA total de los condrocitos se obtuvo mediante el método de RT-PCR, mediante
el kit “high capacity cDNA reverse transcription” (Applied Biosystems, CA, USA). Para
la sintesis de cDNA, se utiliz6 1 yg de RNA libre de DNA con la mezcla de reactivos
(buffer, dNTPs, primers, retrotranscriptasa, inhibidor de RNasas y agua libre de

RNasas) en un volumen final de 20 pL.
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La retrotranscripcion se realizé en un termociclador Veriti (Applied Biosystems), bajo
las siguientes condiciones: 25 °C por 10 min, 37 C° 120 min, 85 °C 5 min y 4 °C . El

cDNA sintetizado se cuantificé y almacend a —70 °C.

Amplificacion del cDNA por gqRT-PCR.

Utilizando como templado ~160 ng del producto de la reaccion de transcripcion

reversa, se preparo la mezcla reactiva para la amplificacion en un volumen final de 6
ML, conteniendo 0.6 uL de oligos (tabla 3), 1.5 pM (para una concentracion final de
150 nM), 2.5 ul de SYBR-Green (Fast SyBR-Green master mix. Applied Biosystems.
CA, USA) y agua libre de RNasas y DNasas. En todos los casos se incluyé como
control interno el gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y como
control negativo la reaccion sin cDNA. Para los amplificados del TLR-2 y MMP-9 la
concentracion del cDNA utilizado fue de aproximadamente 1600 ng y la de oligos de

600 y 900 nM (concentracion final) respectivamente.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se efectuo en un termociclador Step
One (Applied Biosystems. CA, USA). La amplificacion se completé a 95°C 20’ y 35
ciclos a 95°C 3’ y 60°C 30’ mas los tiempos y temperaturas establecidos para la
curva de disociacion. Los productos de PCR fueron cuantificados mediante el
método de cuantificacion relativa AACt a partir del ciclo umbral (Cr; ciclo umbral, por
sus siglas en inglés). El valor de los genes en los condrocitos de rata fueron
normalizados con los datos obtenidos del GAPDH utilizado como calibrador y los
resultados expresados como veces de incremento con respecto al CTL (niveles de

expresion relativa, 2-24Ct),
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Tabla 3. Oligos disefiados para rata, utilizados para detectar la presencia de los

genes

Olgos ; Temafio (ob) secuencia antisentido . Tm

: 5'-TACCCTGAACAACGTGGACA-3' ;b2

TLR1 165 i :
"""" MR | as  eoioRCTCTOGMOGASOTOS XL
"""" TRe L 29 L oohoAOCCOTIGOTOTNICTY L %
"""" rRe | 20 o CICTCCCCACTICATCCAGAS o o1
"""" WP oRoResCACTTITosCey %
"""" PP O s s U B
e g L oMASORCOCTOOACCCCTORS T
RV 7 L ACCTOTOMGCIOAOCACAS S B
T 7 o 1ICONTCGTCTICOTECTIAGOCS &
"""" e 100 o hCCCTTGTCCCTTGARGAS ke
awon e SoTecMoMTecsheTIoes L e

Inmunohistofluorescencia

El cartilago del condilo femoral lesionado se fijé en paraformaldehido al 4% en PBS
durante 2h a temperatura ambiente y se lavo 3 veces con PBS. Posterior a la fijacion,
el tejido se dejo en sacarosa al 10% en PBS toda la noche y se corté en el criostato.
Una vez obtenidos los cortes, se colocaron en laminillas gelatinizadas al 0.5% con
sulfato de potasio crémico al 0.05% y se guardaron a -20 °C para procesar los cortes
del tejido al menos 2 dias después. Los cortes se hidrataron con PBS 10 min, se
permeabilizaron con PBS-Tween al 0.2% 10 min y se bloquearon con albumina
bovina libre de 1gG al 0.2% en PBS-Tween por 20 min a TA, se lavaron 2 veces 5 min

con PBS-Tween e incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario en PBS-

19



Tween. Al término de la incubacién con el anticuerpo, los cortes se lavaron 3 veces
con PBS-Tween y se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 h a TA en
camara humeda, en oscuridad. se A continuacion, se lavaron para hacer la
contratincion con diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en PBS a una
dilucion 1:600 o con ioduro de propidio (IP) a una concentracion de 10mg/mL (Sigma-
Aldrich. San Luis. E.U.A). Finalmente, se le agregd 10 yL del medio de montaje para
fluorescencia, Vectashield (Vector. Burlingame, CA) y se guardaron a -20°C
protegidos de la luz hasta observar en el microscopio confocal (Leica TCS-SP5-
DMI6000B con objetivos Plan NeoFluor, Alemania).

Tabla 4. Especificaciones de los anticuerpos utilizados.
‘Marca Dilucion gEspecificidad

TLR2 (policlonal de cabra IgG) ‘Santa Cruz (sc-16237: S-16) 1:150  Rata, ratén

TLR4 (policlonal de cabra IgG) Santa Cruz (sc-16240: L-14) 51:150 éRata, ratén
Burro anti- cabra-FITC :Zymed 1:100 —

Analisis estadistico

Para los experimentos de cinética de OA y expresion de TLRs, MMPs y citocinas se
evaluaron 5 experimentos independientes (n=5) y 3 experimentos independientes
(n=3) para los analisis de dosis-respuesta de vitamina D y la progresion de la OA. El
analisis estadistico fue realizado utilizando el programa Graph Pad Instat (Graph Pad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de
dos factores con la prueba de comparacion de Bonferroni, para comparar los niveles
de expresion de los dias de OA con el CTL; mientras que el ANOVA de un factor con
la prueba de comparacién de Dunnet se utilizé para determinar la dosis de vitamina
D. La prueba de t de Student se utilizé para comparar entre los grupos de progresion
y para el analisis de correlacion se utilizé la prueba de Pearson. Los datos se
muestran como la media % el error estandar (error estandar de la media; SEM). La

significancia estadistica es representada como p<0.05 (*), p<0.01 (**) 6 p<0.001(***).
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RESULTADOS

EXPRESION DE LOS TLRS EN CONDROCITOS DURANTE LA INDUCCION DE LA OA

Para evaluar la expresion del TLR-1, TLR-2, TLR-4 y TLR-6 durante el desarrollo de
la OA, se aislaron condrocitos de cartilago de rata de 1, 3, 6, 8, 10 y 20 dias posterior
a la induccion y se evalud los niveles de RNAm por RT-PCR cuantitativa. En la Fig. 7,
se muestra que los TLR-1, TLR-2 y TLR-6 se expresaron en los condrocitos durante
el tiempo de induccién de la OA sin mostrar diferencias significativas con el grupo
CTL (Fig. 7Ay 7B). La expresion de TLR-1 y TLR-2, mostraron un patron similar de
expresion (Fig. 7B) consistente con la cooperacién entre estos dos receptores
mediante su heterodimerizacién. En contraste se observé un incremento notorio en la
expresion de TLR-4 a partir del dia 8 (1.6 veces; *p<0.05) que continu6 hasta el dia
20 (2.1 veces; **p<0.001), con una expresion maxima al dia 10 (2.8 veces;
***p<0.001; Figura 7A y 7C); observandose un incremento lineal significativo
(*p<0.05) durante la induccién (R? = 0.8339; Fig. 7C).

Mediante inmunohistofluorescencia se determiné la expresion del TLR-2 (Fig. 8) y del
TLR-4 (Fig. 9) en las zonas superficial, media y profunda del cartilago de los
diferentes grupos de estudio, mediante la suma de pixeles y el porcentaje de células
positivas al receptor. En cuanto al TLR-2 (Fig. 8A-F), se pudo observar que la
expresion en la zona media del cartilago aumenté en el dia 10 de inducciéon de OA
(p<0.001; Fig. 8G), dia en que la expresiéon del RNAm fue mayor (Fig. 7A), mientras
que la expresion en la zona superficial y profunda se mantuvo sin cambios (Fig. 8G).
El porcentaje de células capaces de expresar al receptor (Fig. 8H) se mantuvo sin
cambios significativos a lo largo de la progresion de la enfermedad en un patrén de
regulacion semejante al observado por numero de moléculas expresadas (suma de

pixeles) en los ultimos dias de induccion.

Al evaluar la expresion de TLR-4 (Cy5; Fig. 9A-F), se observé una expresiéon similar
entre las capas superficial y media con una marcada, pero no significativa,
disminucién en la expresion (Fig. 9G). Al evaluar el porcentaje de células positivas,
éste se mantuvo constante entre los grupos evaluados (Fig. 9H). El hecho de que el
porcentaje de células se haya mantenido alrededor del 80% de expresion con

modestos cambios, sugiere que la regulacion de los receptores se did principalmente
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por el numero de receptores expresados por célula y no por el numero de células que
los expresaron. Los decrementos a lo largo del desarrollo de la OA, podrian
explicarse por la endocitosis que ocurre tras la activacion, como consecuencia del
reconocimiento de su ligando, seguido de su reciclamiento e induccion de la

expresion de mas receptores en la superficie celular.
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Fig. 7. La expresion de TLR-4 se induce durante el desarrollo de la OA. (A) Expresion
relativa de TLR-4, TLR-2, TLR-1 y TLR-6 normalizada con respecto a GAPDH y presentada
como 224CT (B) TLR-2 y TLR-1 muestran un patron similar de expresion durante la induccion de
la OA mientras que TLR-6 parece regularse negativamnte; los datos estan presentados como
veces de incremento con respecto al grupo control (CTL). (C) La expresion del TLR-4 mostrd un
incremento en su expresion con respecto al grupo CTL durante la induccion de la OA con una
tendencia lineal significativa (**p<0.005). Los resultados representan los datos de cinco
experimentos independientes con un total de 50 ratas por grupo (dias de OA). *p< 0.05;
***n<0.001 determinados con el analisis de 2-factores ANOVA) con el la prueba de Bonferroni
para comparar cada grupo con el CTL, barras de error, SEM.
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Fig. 8. La expresion de TLR-2 cambia en la zona media del cartilago. (A-F) La expresion del
TLR-2 (FITC) se evaluo en las diferentes zonas del cartilago en los distintos dias de desarrollo
de la enfermedad y se compararon con respecto al control. La expresion fue evaluada al dia 3
(B), 6 (C), 8 (D), 10 (E) y 20 (F) de OA. (A’-F’) Sobreposicién de canales en donde se muestra la
expresion de TLR-2 en FITC y a los nucleos de los condrocitos en DAPI. (G) La expresién se
determindé mediante la suma de pixeles en FITC de las tres zonas. (H) Porcentaje de células
totales que expresaron al receptor. Los resultados representan los datos de 3 experimentos
independientes con un total de 3 ratas y 6 a 9 campos por cada rata. Escala de la barra= 75um.
n=3
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Fig. 9. Expresion de TLR-4 en las diferentes zonas del cartilago. La expresion del TLR-4 se
evaluo en las diferentes zonas del cartilago en los distintos dias de desarrollo de la enfermedad
y se compararon con respecto al control (A-F). La expresion fue evaluada al dia 3 (B), 6 (C), 8
(D), 10 (E) y 20 (F) de OA, mediante la suma de pixeles en Cy5. (A’-F’) Sobreposicién de
canales en donde se muestra la expresion de TLR-4 en Cy5 y a los condrocitos con ioduro de
propidio. (G) La expresion se determind mediante la suma de pixeles en Cy5 en la zona
superficial, media y profunda. (H) Porcentaje de células totales que expresan al receptor. Los
resultados representan los datos de 1 rata y 9 campos analizados. Escala de la barra= 75um.
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EXPRESION DE CITOCINAS Y MMPS EN LA INDUCCION DE LA OA

La activacion de TLR-4 induce la expresién de moléculas asociadas a dafio como
citocinas inflamatorias y metaloproteasas®”- /1. Por ello, se evalué la expresion de los
RNAm de IL-6, IL-1B, TNF-a, MMP-3, MMP-9 y MMP-13. La expresion de IL-6 se
mantuvo sin cambios durante el desarrollo de la OA (Fig. 10A) mientras que la de
IL-1B8 (R?=0.375; Fig 10B) y de TNF-a (R2=0.4173; Fig. 10C), mostré6 modificaciones
en su expresion entre los diferentes dias de induccién de la OA. El incremento de
IL-18 fue mayor el dia 8 (19 veces; p<0.001; Fig. 10Ay 10B), lo que sugiere que esta
citocina se encuentra implicada desde el inicio de la enfermedad y durante el
desarrollo de la misma. La expresién de las MMP-9 y -13 no presentd cambios
significativos con el grupo CTL a lo largo de la induccién de la OA (Fig. 10D). Sin
embargo, la expresion de MMP-3 incremento6 en los grupos de 8 (1.8 veces; p<0.01)
y 10 (2.1 veces; p<0.01) dias de OA como se muestra en las Fig. 10D y 10E. El
aumento en la expresion de TLR-4 observada durante la induccién de OA (Fig. 7C),
se correlaciono con el incremento en la expresion de MMP-3 (R2=0.7692; Fig. 11Ay
11B), TNF-a (R?=0.7127; Fig. 11C y 11D) y en menor medida con la IL-18
(R?=0.3954; Fig. 11E y 11F). Estos resultados sugieren que la activacion de la via de
sefalizacion de TLR-4 juega un papel importante en la patogénesis de la OA y podria
activar la expresion de MMP-3, TNFa e IL-1B. El incremento en la expresion de IL-13
podria no depender totalmente de la activaciéon de TLR-4, debido a que la expresion
de IL-1B también esta regulada por la via de senalizacion de los receptores tipo
NOD?Y.
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Fig. 10. La expresién de la IL-18, TNF-a y de la MMP-3 incrementa en el desarrollo de la OA.
Los condrocitos fueron obtenidos y procesados para el analisis la expresion de genes por qRT-
PCR. (A) Expresion relativa de IL-18, TNF-a e IL-6 normalizada con la expresion de GAPDH y
expresada como 222C, |L-18 mostré una maxima expresion al dia 8 de OA (19.22; ***p<0.001). (B)
Expresion de IL-18 normalizada con la expresion de GAPDH presentada como veces de
incremento (R? = 0.375). (C) La expresion de TNFa mostré cambios moderados durante la
induccion de OA (R? = 0.4173) con respecto al CTL. (D) Expresion relativa de MMP-3, MMP-9 y
MMP-13 normalizada con la expresién de GAPDH y expresada como 2-22C, (E) La expresion del
MMP-3 mostré un incremento en su expresion con respecto al grupo CTL al dia 8 (1.8 veces;
**p<0.01) y 10 (2.1 veces; **p<0.01) de OA con una tendencia lineal significativa (R? = 0.5883;
p<0.05). Los resultados representan los datos de cinco experimentos independientes con un total
de 50 ratas por grupo. *p<0.05; **p< 0.01; ***p<0.001 fueron determinados con el analisis de
ANOVA de 2-factores con la prueba de Bonferroni para comparar cada grupo con el CTL, barras
de error, SEM.
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Fig. 11. La expresion de TLR-4 mostré una alta correlacién con moléculas asociadas a
daio en la OA. Expresién de TLR-4 comparada con la expresion de MMP-3 (A), TNF-a (C) e
IL1-8 (E), todas normalizadas con la expresion del gen GAPDH vy presentados como
2-BACT Correlacion entre la expresion relativa de TLR-4 y MMP-3 con una R?=0.7692 (B); TLR-4
y TNF-a con una R2= 0.7127 (D) y TLR-4 con IL1-B con una R?= 0.3954 (F). *p < 0.05; **p <
0.01 fueron determinadas utilizando el anélisis de correlacion de Pearson.

EFECTO DE LA VITAMINA D EN EL CARTILAGO OA (DOSIS-RESPUESTA)

A continuacion, se determino el efecto de diferentes dosis de vitamina D (4, 40, 400 y
4000 Ul/kg/d) sobre el engrosamiento del condilo a los 20 dias de induccién de OA a
través de una curva dosis-respuesta. Para ello se midié el grosor de la superficie
articular del céndilo OA y del céndilo no menisectomizado (derecho e izquierdo,
respectivamente; ver Fig. 12) y la diferencia entre ellos fue tomada como indicador
de severidad de hipertrofia en la OA. También, se evalud el engrosamiento en los

condilos de ratas de 20 dias de OA sin vitamina D. La dosis de 4 Ul/kg/dia, fue la
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Unica dosis que indujé una disminucion (0.34.£0.047mm; p<0.01) en el

engrosamiento de los condilos OA con respecto al grupo no tratado (Fig. 12).
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Fig. 12. La vitamina D redujo la hipertrofia de la superficie articular de los céndilos con
OA. Imagenes representativas de los condilos femorales de una rata no tratada (A) comparada
con las el condilo femoral de una rata tratada con 4 Ul/kg/d de vitamina D (B). La diferencia en el
grosor fue tomada como indicador del grado de severidad de la hipertrofia en la OA. (C) La
grafica representa el promedio de engrosamiento a determinada dosis de vitamina D, de 3
experimentos independientes con un total de 15 ratas por grupo. La disminucién del
engrosamiento 0.34+0.047 mm observada con una **p < 0.01 fue determinada mediante el
analisis de ANOVA de 1-factor con la prueba de Dunnet para comparar cada grupo con el de
20D, barras de error, SEM. Escala de la barra= 1 mm. 8 X.

EFECTO DE LA VITAMINA D EN LA INDUCCION DE LA OA

Para evaluar si el efecto protector observado con 4Ul de vitamina D involucra la
modulacién de TLR-4, se evalué la expresiéon de TLR4, IL-18, TNF-a y MMP-3
durante las diferentes etapas de induccién de OA. A la induccion durante 3 dias se
les establecié como etapa aguda, a los 10 dias como etapa intermedia y a los 20
dias como cronica. Esta clasificacion fue establecida con base a los resultados
previos®. La expresion de TLR-4 incrementd en la etapa crénica (5.89 veces;
p=0.0102 prueba f) (Figura 13A), mientras que la expresion de MMP-3 incremento

desde la etapa intermedia (4.79-veces; p=0.0246 prueba f) hasta la crénica (4.13-
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veces; p=0.0116 prueba f. Figura 13B). TNF-a también increment6 su expresiéon en
ambas etapas de la enfermedad (10 dias: 12.75-veces; p=0.0004 y 20 dias: 5.31-
veces; p=0.0041 f test), como se muestra en la Figura 13C. Mientras que la
expresion de IL-1B disminuyd en la etapa aguda (2.21-veces; p=0.0104 prueba f), e
incrementd a los 10 dias de induccién (12.75-veces; p=0.0473 prueba f) para
finalmente, expresarse en los mismos niveles que el grupo SV en la etapa crénica de
induccion (5.31-veces; p=0.2422 prueba f) (Figura 13D). Estos datos sugieren que el
efecto protector de la vitamina D observado (Figuras 13E, 13F y 15), no se debe a la
modulacién transcripcional en la activaciéon de TLR-4. En la figura 13F se puede
observar, después de 20 dias de induccién un dafo severo con intensa hipertrofia e

hiperplasia del cartilago que disminuyé con el tratamiento de vitamina D.
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Figura 13. El efecto protector de la vitamina D es independiente de la modulacién
transcripcional de TLR-4. La evaluacion fue realizada surante el periodo de induccion de la
enfermedad. Expresion génica de TLR4 (A), MMP-3 (B), TNF-a (C) e IL-1B (D) de ratas en el

grupo SV (™) comparado con el grupo V (A). Los niveles de expresién fueron normalizados
con la expresion de GAPDH y presentados como la diferencia de expresién en veces de
increento. E. Comparacion de la hipertrofia (engrosamiento) de los céndilos de ratas con 20 dias
de OA que fueron tratadas con vitamina D (V) con respecto a aquellas no suplementadas (SV).
(F) Comparacién morfolégica por HE entre ratas control (CTL) y las ratas con 20 dias de
induccion tratadas con vitamin D (V) o que no fueron tratadas (SV). Los resultados mostrados
son el resultado de datos obtenidos de 3 experimentos independientes con un total de 16 a 18
ratas (A-D), de 6 ratas por grupo (E). Imagenes representativas de 2 experimentos
independientes (cortes y tincion realizado por la Dra. Hernandez Cueto). (F) Las barras de error
indican la SEM. La prueba de t con una prueba de F fue realizada; los asteriscos indican:

*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. Los grupos incluidos fueron los siguientes: V (suplementados
con vitamina); SV (sin vitamina).

EFECTO DE LA VITAMINA D DURANTE LA PROGRESION DE LA OA

Con la finalidad de mimetizar la progresion natural de la OA, se evalud el efecto de
suplementar con vitamina D a ratas con induccion de OA y 20 dias de progresion,
como se describe en la figura 1. La expresion de TLR-4 mostré una regulacion
negativa al dia 30 (28.61 veces; p=0.0125 prueba f) en el grupo V+PV comparado
con el grupo SV+PSV (Fig. 14A). La expresion de MMP-3 fue similar entre los grupos

evaluados (Fig. 14B). Mientras que la expresion de TNF-a presentd una regulacion
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negativa en el grupo V+PV en el dia 30 comparado con los grupos V+PSV (39.55
veces; p=0.0042 prueba f) y SV+PSV (3.66 veces; p=0.0244 prueba f; Fig. 14C).
Finalmente, la expresion de IL-1B también mostré una regulacion negativa en el dia
40 (51.97 veces; p=0.0168 prueba f) entre el grupo V+PV y el V+PSV (Fig. 14D) y
una regulacion positiva en el dia 23 (1.09 veces; p=0.0491 f prueba f) con respecto al
grupo no tratado: SV+PSV (Fig. 14D).

A diferencia del efecto protector de la vitamina D mostrado durante la induccion, no
se observo evidencia de éste efecto durante la progresién. En en la figura 13E y en la
figura 14 se muestra que el engrosamiento de cada uno de los grupos no se ve
modificado en el dia 40. En este caso, el dafio fue correlacionado con los cambios

observados en la expresion génica de TLR-4, MMP-3 y TNF-a.
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Fig. 14. La vitamina D no tiene un efecto sobre la severidad de la OA. Expresion génica de
TLR-4 (A), MMP-3 (B), TNF-a (C) e IL-1B (D) de ratas en el grupo V+PV (e) comparada con los
grupos V+PSV (x) y SV+PSV (¢). Los niveles de expresion fueron normalizados con la del gen
GAPDH y son presentados como la diferencia de expresién en veces de incremento. E.
Comparacién de la hipertrofia (engrosamiento) de los céndilos de ratas de los grupos V+PV (e), V
+PSV (x) y SV+PSV (¢). Los datos mostrados son el resultado de datos obtenidos de 3
experimentos independientes con un total de 16 a 18 ratas (A-D) o de 12 a 16 ratas (E). Las
barras de error indican el SEM. La prueba de t con una prueba de F se realizo; los asteriscos
indican: *p<0.05 y **p<0.01. Los grupos incluidos fueron los siguientes: V+PV (suplementados
con vitamina durante la induccion y progresion); V+PSV (suplementadas con vitamina durante la
etapa de induccién); y SV+PSV (grupo no suplementado con vitamina en ninguna de las etapas).
Las ratas fueron diariamente suplementadas con 4 Ul de vitamina D.

EFECTO DE LA VITAMINA D EN EL ENGROSAMIENTO

La participacién de las moléculas asociadas al dafio (citocinas y MMPs) en la OA,

inferida por los cambios en los niveles de expresion de RNA, coincide con la

hipertrofia del cartilago, la erosion del hueso y cartilago y el incremento en el tejido

fibrético en los bordes de la articulacion. La fibrosis que inicia en la zona de carga y
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se extiende conforme progresa la enfermedad, promueve una superficie rugosa y el
incremento en el tamafo del condilo (Fig. 15). En figura 14E se observa el
incremento que tuvieron los céndilos en los animales del grupo que recibid vitamina
D durante el EAl y que fueron sacrificados sin progresion. Tal como se mostro en la
Fig. 12, cada céndilo (derecho e izquierdo) fue medido para evaluar el efecto de la
progresion de la OA sobre el engrosamiento del condilo y determinar si la vitamina D

tenia un efecto sobre la progresion.

Al igual que para las moléculas asociadas al dafio, se realizé una comparacion entre
el engrosamiento en los grupos suplementados con vitamina D (V+PV) y los grupos
que solo recibieron vitamina D durante el EAI (V+PSV; Fig. 14E y 15) y el grupo que
nunca fue suplementado con la vitamina D (SV+PSV; Fig. 14E y 15). La unica
diferencia significativa observada fue a los 10 dias de OA entre los grupos V+PV y V
+PSV, el mismo grupo que mostré menos expresion de MMP-3, TLR-4, y TNF-a. El
analisis de correlacion entre la expresion de MMP-3 y el engrosamiento en el grupo
OA suplementado con vitamina D (V+PV) mostré una correlacién de R2=0.7013 (Fig.
16), lo que sugiere que la expresion de esta MMP esta asociada con el grado de

hipertrofia.
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Fig 15. La vitamina D reduce la hipertrofia inducida por la progresién observada en ratas
con 10D de OA. Imagenes representativas de rodillas de ratas tratadas con vitamina D durante el
ejercicio de alto impacto (EAI). Ratas tratadas con vitamina D durante el EAI (V) y durante la
progresiéon de 20dias (V+PV), ratas tratadas con vitamina D solamente en el periodo de ejercicio
(V+PSV) y ratas sin tratamiento con vitamina D y progresion (SV+PSV). Imagenes representativas
de 3 experimentos independientes con un total de 12 a 16 ratas por grupo. Escala de la barra= 1
mm. 12.5 X.
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Fig. 16. La expresion de MMP-3 se correlaciona con el engrosamiento del cartilago en
ratas suplementadas con vitamina D. Correlacién entre la expresion de MMP-3 vy el
engrosamiento observado en el cartilago obtenido de ratas con 3, 10 y 20 dias de OA con la
progresion (A) y con progresion suplementadas con vitamina D (B). La correlacion tuvo una R2=
0.8638 y de 0.7013 respectivamente, y se determind utilizando el analisis de Pearson.
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DISCUSION

El presente estudio demostré que la via de sefializacion de TLR-4 participa en la
expresion de MMP-3, IL-1B y TNF-a durante el desarrollo de la OA. También mostro
que la vitamina D tiene un efecto protector, observado tanto a nivel histolégico como
al evaluar en la anchura del céndilo durante la induccion de la OA, que se observo
aun cuando la expresién de los genes previamente mencionados incrementaron. Al
evaluar este efecto en la progresion de la OA se observé que a pesar de que la
expresion de TLR-4 e IL-1B disminuyd esto no fue suficiente para mejorar de manera

importante la hipertrofia de los condilos.

Aunque los condrocitos del cartilago humano expresan todos los TLRs (1-9)%, solo la
expresion de TLR-2 y TLR-4 incrementa en los condrocitos OA%"- 8. Algunos estudios
muestran que cuando los condrocitos OA son estimulados in vitro, incrementan la
expresion de TLR-2, induciendo la sintesis de PGE2, MMPs (-1, -3 y -13) y NO>%3.57.70,
De manera similar, la estimulacion de TLR-4 de condrocitos de tejido normal induce
la sintesis de TNF-a, IL-18, MMP-13 y de la 6xido nitrico sintasa inducible®® 99, En
este trabajo se observd que la expresion de TLR-4 increment6 durante la induccion
de la OA in vivo, y que correlacion6 con la de TNF-qa, IL-18 y MMP-3, mientras que
TLR-1, TLR-2, TLR-6, IL-6, MMP-9 y MMP-13 permanecieron sin cambios durante el
desarrollo de la enfermedad. Debido a que la via de senalizacion de TLR-4 induce la
sintesis de TNF-a, IL-18 y MMP-3, estos datos sugieren que la sefalizacion de
TLR-4 es importante para inducir la respuesta patofisioldgica, favoreciendo la

inflamacion y degradacion del cartilago en la OA,

De acuerdo a las etapas de la OA sugeridas para el establecimiento cronico de la
enfermedad (inicio del estimulo, reparativa y degradativa)?® 19 E| incremento
observado en el dia 8 de induccion de la OA, de la mayoria de las moléculas
evaluadas (TLRs, citocinas y MMPs), sugiere que es en ese dia en el que se
comienza a perder la capacidad para recuperar la homeostasis y probablemente

dando inicio a la etapa degradativa.

La activacion de la via de los TLRs induce la expresion del receptor de la vitamina D
(VDR) y CYP27B1 (1a-hidroxilasa), enzima que convierte a la 25-hidroxicolecalciferol

en 1,25(0OH)2Ds, promoviendo la inmunidad innata a través de la activacién del
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VDR, Se ha reportado que p65, subunidad de NF-kB, interacciona directamente
con el VDR modulando las respuestas via VDR y TLR 102104 E| resultado de esta
relacion transcripcional es la regulacion de genes blanco de ambos receptores. Por
esta razén, se evalué si el efecto protector de la vitamina D propuesto’® se debe a la
modulacion de los TLRs, citocinas y MMPs a nivel transcripcional”! o si la vitamina D
en realidad esta asociada con la severidad de la enfermedad®®. En este sentido, se
ha sugerido que la expresion del VDR esta asociado con la expresién de MMP-3 en
el cartilago OA%0 y con el incremento de citocinas inflamatorias'®. En este estudio, se
observé que el suplementar a los animales con vitamina D, modula diferencialmente
la expresidn génica de TLR-4, TNF-a, IL-18 y MMP-3 en un modelo de induccién y

progresion de OA en rata.

La vitamina D promovié un incremento en la expresion de TLR-4 durante la induccion
(20 dias de EAI), pero una disminucién durante la progresion (grupo de progresion de
30 dias). Estos efectos antagonistas podrian deberse a la sobrecarga mecanica
constante a la que es sometida la articulacién por el EAI diario, lo que promueve la
activacion de la inflamacion durante la induccion de la OA, sobrepasando los efectos
benéficos de la vitamina D. Estos podria ser explicado por un reporte reciente que
indica que el efecto de la vitamina D precede a la activacion de los TLRs, dado que
no se observa ningun efecto cuando la vitamina es administrada al mismo tiempo
que se estimula la activacion de los TLRs'%7. Estos datos y los nuestros sugieren que

la vitamina D, debe ser administrada antes de que el dafio del cartilago ocurra.

Sin embargo, ademas de los efectos diferenciales de la vitamina D en ambas etapas
del desarrollo de la enfermedad (induccién y progresion), también se han descrito
efectos duales en la modulacién de la expresidn de citocinas y metaloproteasas que
dependen del tipo celular (fibroblastos de la sinovial, monocitos/macréfagos y
condrocitos)?® 108 Se ha reportado que individuos sanos con niveles de vitamina D
altos expresan menos TLRs en la superficie de células mononucleares de sangre
periférica y que esta disminucidén esta asociada con una menor produccién de las
citocinas IL-1B8 y TNF-a'%°. Sin embargo, en macrofagos derivados de monocitos
humanos, activados con LPS, la vitamina D estimula la produccion de IL-1B31% y
disminuye la de TNF-a’' 199 En este trabajo, se observo que la vitamina D indujo

ambos efectos en esas citocinas, favoreciendo el incremento de IL-13 a los 10 dias
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de OA y la disminucién en el grupo de progresion de 40 dias de OA (V+PV) con

efectos similares para TNF-a.

Este efecto supresor e inductor de la vitamina D también ha sido descrito en la
expresion de las metaloproteasas. En cartilago OA humano la vitamina D se ha
asociado con la expresién de la MMP-3"19. Estudios in vitro, en condrocitos humanos,
muestran que la vitamina D induce la produccion de la MMP-1, MMP-3 y PGE: al ser
estimulados con IL-1B, mientras que reduce su expresion en fibroblastos de la
sinovial de pacientes con AR50 110 |o que denota la posibilidad de que ambos
escenarios estan presentes en la articulacion OA contribuyendo al microambiente
anti- o pro-inflamatorio final del cartilago. El efecto in vitro, descrito para la MMP-3 en
los condrocitos concuerda con los resultados obtenidos in vivo en este trabajo, con
los grupos de induccion y con el grupo de progresiéon de 40 dias, en donde su
expresion se vio favorecida. Estos datos sugieren que el efecto de la vitamina D no
solo depende del tipo celular sino del estado de activacion de la célula, determinado

por el ambiente inflamatorio en el que se encuentre.

El resultado de esta regulacion en las citocinas y MMPs, son los cambios fisicos en
el cartilago OA que incluyen fibrosis, rugosidad y desgaste de la superficie articular y
la formacion de osteofitos que se vuelven mas prominentes conforme progresa la
enfermedad®® y que resultan en la hipertrofia del cartilago articular. Para evaluar la
hipertrofia en este modelo, se midieron y compararon los condilos derecho e
izquierdo, observando que el engrosamiento (en mm) permanece sin cambios
significativos, excepto cuando se comparé al grupo de progresién de 30 dias, tratado
con vitamina D durante la progresion (V+PV), contra el grupo que solo fue tratado
durante los dias de induccién y no durante la progresion (V+PSV), en donde se
observd una disminucidon en el engrosamiento en el primer grupo, que correlaciona
con la menor expresion génica de TLR-4, MMP-3 y TNF-a. Estos resultados, que
corresponden al inicio de la etapa crénica de OA, podrian estar en concordancia con
datos epidemioldgicos que encuentran que la asociacion entre la deficiencia de

vitamina D y la OA solamente se da en determinados grupos de pacientes'0% 110-111,

El hecho de que el efecto protector sobre la hipertrofia del condilo OA ocurra con
dosis bajas de vitamina D (4 IU) y no en dosis mas elevadas (40-4000 IU), podria

deberse al efecto dual previamente descrito sobre las diferentes poblaciones
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celulares presentes en la articulacion. 50 108 Se ha reportado que la administracion
de dosis elevadas de vitamina D inducen efectos secundarios como hipercalcemia e
hiperfosfatemia®. Sin embargo, no existe un estudio farmacocinético adecuado que
establezca los efectos de la vitamina D sobre el cartilago. Ademas, otros factores
deben ser tomados en consideracion como son la expresion VEGF, factores de
crecimiento’?2 y MMPs108. 112113 " ya que ademas de la regulacién en la inflamacion y
el dafo, la vitamina D podria también contribuir al incremento de otros factores

altamente asociados con la progresion de la OAS50. 114,

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la vitamina D
podria jugar un papel importante en la fisiopatologia de la OA y que sus efectos
sobre la OA podrian reflejar el estado de activacion celular. Se requieren de mas
estudios para evaluar el papel de la vitamina D en la regulacion de otras moléculas
asociadas con el proceso reparador o degenerativo en el cartilago osteoartritico.
Ademas, debido a que se ha reportado que mujeres sanas con altos niveles de
vitamina D en suero tienen menos concentraciones de TNF-a''5, es importante
establecer si en humanos sanos con niveles serolégicos adecuados de vitamina D la
suplementacion con dicha vitamina conlleva a una mejor respuesta que en aquellos

sujetos cuyos niveles de vitamina son bajos.
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CONCLUSION
La sefalizacion a través de TLR-4 es el mecanismo proinflamatorio en la osteoartritis
que resulta en el incremento en la expresion génica de MMP-3, IL-1B y TNF-a
promoviendo la inflamacién y degradacion del cartilago. La vitamina D juega un papel
importante en la patofisiologia de la enfermedad y tiene un efecto protector durante la

induccion de la OA que se pierde conforme la enfermedad progresa.

PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la suplementacion de la vitamina D por tiempos mas
prolongados previos a la induccién de la OA. Asi como la farmacocinética de la
vitamina D en los distintos tejidos de la articulaciéon asociados a la OA (hueso,

cartilago, sinovial).
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Epidemiological studies correlate low levels of vitamin D with the osteoarthritis (OA) progression. Cytokines and metalloproteases
play a major role in OA promoting the inflammation and degradation of the cartilage and can be induced through the Toll-like
receptor (TLR) pathway. The aim of this study was to evaluate the protective effect of vitamin D supplementation on the develop-
ment of osteoarthritis (OA) through examining the genetic regulation of TLRs, cytokines, and metalloproteases in chondrocytes as
well as the wideness of cartilage in rats with OA. Our results demonstrate that the signaling through TLR-4 is a proinflammatory
mechanism in osteoarthritis that drives the upregulation of MMP-3, IL-1f3, and TNF-« gene expression, leading to cartilage
degradation and inflammation. Vitamin D supplementation had a protective effect during the onset but not during the chronic

stage of OA in the rat model.

1. Introduction

It has been shown that TNF-«a synthesis decreases in mono-
cytes treated with vitamin D (1,25(OH);D3) due to the
downregulation of TLR-2 and TLR-4 signaling [1]. In this
context, epidemiological studies and experimentally induced
animal models suggest that the status of vitamin D is
associated with the severity of inflammatory diseases such as
rheumatoid arthritis [2] and OA [3]. In particular, vitamin
D deficiency has been positively associated with knee [4] and
hip [5], OA progression [2, 6], cartilage loss [7], and low
bone mineral density [3]. However, it has also been shown
that vitamin D deficiency is associated with only certain
age groups [4, 6, 8] and with certain factors, such as pain,
rather than with radiographic changes [9, 10], while other
studies have found no association between vitamin D and OA
[8, 11, 12], even in patients diagnosed with OA who were
using vitamin D supplements [13].

Because epidemiological studies can only evaluate the
effect of vitamin D in certain stages of OA, we aimed to define
whether vitamin D has a protective effect during the onset
or progression of OA using a rat model. The effect of vitamin
D was evaluated by measuring condyle wideness and the
gene expression of key cytokines, MMPs, and TLRs that are
involved in the development of OA.

2. Methods

2.1. Rats and Cartilage Samples. Male Wistar rats weighing
130-150 g were kept in acrylic cages with a stainless steel
cover. The rats were housed in a controlled environment
with a 12 h light/dark cycle, constant temperature (22°C) and
humidity (70%), and free access to food and water. Their
diet was standard chow (Formulab Diet 5008) containing 1%
calcium, 0.65% phosphorous, and 3.3 [U/g of vitamin Ds.
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FIGURE 1: Experimental groups. A schematic example of the 20-day induction group and the 40-day progression group of rats with OA with
or without supplementation is shown. The same scheme was applied for the other induction (3 and 10 days) and progression (20 and 40
days) groups. Vitamin D (4 IU/kg/d) was administrated orally with an esophagogastric cannula 14 HALO. The arrow indicates the group
without vitamin supplementation (nV); the pointed arrow indicates the supplementation with vitamin D (sV). Each group was conformed

by 10 rats, and every experiment was performed at least by triplicate.

Cartilage samples were obtained from 10 knees of healthy
(control (CTL)) or OA rats per experimental group. The
local ethics committee of the UPEAL, CINVESTAV-IPN
(NOM-062-Z00-1999), approved this study. The rats were
anesthetized with a ketamine 60 mg/kg and xylazine 4 mg/kg
solution, and OA was induced in the knee of the right hind
leg by a partial meniscectomy, which is the transecting of the
medial collateral ligament (MCL) [14], and high-impact
exercise (HIE) for 1, 3, 6, 8, 10, or 20 days. For the pro-
gression groups, the rats exercised for 3, 10, or 20 days and
then were maintained for 20 additional days without exercise
(Figure 1), resulting, study periods of 23, 30, and 40 days, res-
pectively. Explants were obtained from the femoral condyles
and tibial plateau cartilage from joints where the partial
meniscectomy was performed.

The high-impact exercises began two days after surgery.
The rats were forced to slide from side to side for 2 minutes
in a box, and then the rats were dropped continuously for
another 2 minutes. Finally, the rats were forced to jump as
the box was continually shaken vertically for 1 minute. This
exercise cycle was repeated 3 times each day.

2.2. Vitamin D Administration. Capsules of vitamin D (1,25-
dihydroxyvitamin Ds) from Member’s Marck (Bentonville,
AR) were dissolved in corn oil (vehicle). The doses were
100ng (41U), 1ug (401U), 10 ug (4001IU), and 100 ug/kg/
day (4000 IU) and were administrated orally with an esopha-
gogastric cannula 14 h after lights on (14HALO [15]). Each
dose was administered 3 days before surgery, and daily

administration continued until the last day of OA induction.
For the evaluation of 41U of vitamin D supplementation
during OA progression, three experimental subgroups were
included: (1) rats without vitamin supplementation during
HIE + progression without vitamin supplementation (nV +
PnV), (2) rats supplemented with the vitamin during HIE +
progression without vitamin supplementation of vitamin
(sV+PnV), and (3) rats supplemented with the vitamin dur-
ing HIE + progression with vitamin supplementation (sV +
PsV) (Figure 1).

2.3. RNA Isolation, cDNA Synthesis, and Real-Time Quanti-
tative Polymerase Chain Reaction (PCR) Amplification. The
cartilage samples were enzymatically digested, and the total
RNA was isolated from chondrocytes for real-time reverse
transcriptase PCR analysis (QPCR) of TLR-1, TLR-2, TLR-4,
TLR-6, IL-1f3, TNF-a, IL-6, MMP-3, MMP-9, and MMP-13
(Real-Time PCR System, model 7500, Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) using the TRIzol LS Reagent (Invitrogen,
USA). The first strand of cDNA was synthesized from 1.0 yg
total RNA using a high capacity cDNA reverse transcrip-
tion kit with RNase inhibitor (Applied Biosystems, Carls-
bad, CA, USA). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) mRNA was used as an endogenous control to
allow for the relative quantification of the genes of interest.
The qRT-PCR was performed with the fast SyBR-Green mas-
ter mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) on both
the targets and the endogenous control (the probes used
are shown in Table 1). The amplified PCR products were
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TABLE 1: Probes used for genes expression.

Gene Sense Antisense

TLR1 5'-TACCCTGAACAACGTGGACA-3’ 5'-ATCGACAAAGCCCTCAGAGA-3’
TLR2 5'-GGAGACTCTGGAAGCAGGTG-3’ 5'-CGCCTAAGAGCAGGATCAAC-3’
TLR4 5'-CCAGAGCCGTTGGTGTATCT-3’ 5 -TCAAGGCTTTTCCATCCAAC-3’
TLR6 5 -GTCTCCCCACTTCATCCAGA-3’ 5 -CCCACGTTTACCCTTCTCAA-3’
TNF« 5 -AAACTCGAGTGACAAGCCCG-3' 5'-GCAGCCTTGTCCCTTGAAGA-3’
IL1B 5'-CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3’ 5'-GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3’
IL6 5'-TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3’ 5 -TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3’
MMP-3 5'-AGACAGGCACTTTTGGCG-3' 5 -CTTCATGACCTCGGATAGCC-3’
MMP-9 5'-TCGAATCACGGAGGAAGC-3’ 5'-CCTAGCCCCAACTTATCCAG-3’
MMP-13 5'-CAAGGACCCTGGAGCCCTGA-3’ 5'-TGAGGGTGCAGACGCCAGA-3’
GAPDH 5'-TCCTACCCCCAATGTATCCG-3' 5 -GGTGGAAGAATGGGAGTTGC-3’

quantified by measuring the calculated cycle thresholds
(Cr). The amounts of specific mRNA in the samples were
calculated by the AACt method. The mean value of the CTL
chondrocytes target levels was used as the calibrator (one
per sample), and the results were expressed as the n-fold
difference relative to normal controls for the relative expres-
sion level data (272ACr),

The quality of the samples was determined by the differ-
ence in the absorbance at 260 and 280 nm. The RNA had an
average A260/A280 ratio of 1.87. The RNA quality was also
assessed by the electrophoresis of the total RNA followed by
staining with ethidium bromide. In all samples, bands of 5 kb
and 2kb, corresponding to the 28S and 18S rRNAs, were
observed. The cDNA obtained had an A260/A280 average
value of 1.86.

2.4. Histological Analysis. Cartilage samples were obtained
from 2 knees of healthy (control; CTL) or 20 days OA rats
with or without vitamin D supplementation. Samples from
each group were fixed with 4% formol, embedded in paraffin,
cut at a thickness of 4 ym and stained with hematoxylin and
eosin (HE).

2.5. Statistical Analysis. The data are shown as the mean =+
the standard error (standard error of the mean; SEM). The
statistical significance is indicated on the graphs as follows:
P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), or P < 0.001 (***), with a 95%
CI. The expression levels of TLRs, MMPs, and cytokines were
measured in five independent experiments (n = 5) for the
OA kinetic analysis and in three independent experiments
(n = 3) for the vitamin D dose-response and the OA progres-
sion analysis. The statistical analyses were performed by the
Graph Pad Instat program (Graph Pad Software Inc., San
Diego, CA, USA). A two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s post hoc test was performed to compare
means between the experimental groups without vitamin
supplementation and the CTL group or a test for linear trend
when applicable. A one-way ANOVA analysis using Dunnet’s
post hoc test was performed to compare the different doses of
vitamin D. Student’s t-test was used to compare between the
progression groups without vitamin supplementation and
the progression group supplemented with vitamin D since

the induction. Finally, the correlation analysis was performed
using Pearson’s correlation.

3. Results

3.1. Expression of TLRs, Proinflammatory Cytokines, and
MMP Genes in Chondrocytes during OA Induction. To evalu-
ate TLR-1, TLR-2, TLR-4, and TLR-6 gene expression during
OA development in this rat model, we isolated cartilage
chondrocytes from rats subjected to 1, 3, 6, 8, 10, and 20
days of OA induction and assessed TLR mRNA levels using
quantitative RT-PCR. Figure 2(a) shows that TLR-1, TLR-2,
and TLR-6 were expressed in the chondrocytes throughout
the OA induction with no differences in expression levels
compared to the control group. Meanwhile, an increase in the
level of TLR-4 mRNA expression was observed (linear trend,
P = 0.0041; R? = 0.8339) from day 8 (1.6-fold; P < 0.05) to
20 (2.1-fold; P < 0.001) with maximal expression on day 10
(2.8-fold; P < 0.001).

TLR-4 activation results in the expression of molecules
associated with damage, such as MMPs and inflammatory
cytokines. Therefore, we evaluated the mRNA expression of
MMP-3, MMP-9, MMP-13, IL-6, TNF-a, and IL-1p3. The
expression of MMP-9 and MMP-13 was detected during the
progression of OA, but there were no major changes in their
expression between the OA and the CTL groups (Figure 2(b)).
In contrast, MMP-3 expression was higher in the OA groups
on days 8 (1.8-fold; P < 0.01) and 10 (2.1-fold; P < 0.01),
with a linear trend suggesting an increase in expression (R? =
0.5883; P = 0.0219), as shown in Figure 2(b). Similar to
MMP-9 and MMP-13 expression, the IL-6 expression level
remained similar to that of CTL, while the expression level of
TNF-a (R? = 0.4173) and IL-18 (R* = 0.375) was elevated
throughout OA induction (Figure 2(c)). There was a peak
in the IL-18 expression on day 8 (18-fold; P < 0.001),
suggesting that this cytokine plays an important role during
the onset of OA pathogenesis.

TLR-4 expression correlated with the expression of
MMP-3 (R? = 0.7692; P = 0.0095), TNF-a (R?> = 0.7127;
P =0.0169), and IL-18 (R? = 0.3954; P = 0.1304), as shown
in Supplementary Figure 1, (see Supplementary Material
available online at doi:10.1155/2012/156563). These results
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FIGURE 2: TLR-4, MMP-3, IL-1f3, and TNF-« expression was induced during osteoarthritis induction. Chondrocytes were collected and
assayed for gene expression by real-time RT-PCR. The relative expression levels were normalized to the expression of the housekeeping
GAPDH gene expression and presented as the n-fold difference. (a) TLR-2 and TLR-1 showed a similar pattern of expression during OA
induction, whereas TLR-6 was only expressed during the acute stage of OA. TLR-4 showed a remarkable increase in expression with respect
to the CTL group throughout OA induction, with a significant linear trend (R*> = 0.8339; P = 0.0041). (b) The relative expression levels
of MMP-3, MMP-9, and MMP-13, normalized to GAPDH gene expression, are shown. MMP-3 expression increased during OA induction
(R* = 0.5883, P = 0.0219) and was highest on days 8 (1.8-fold; 95% CI 0.005241 to 3.609) and 10 (2.1-fold; 95% CI 0.3375 to 3.941). (c)
The relative expression of IL-13, IL-6, and TNF-a, normalized to GAPDH gene expression, is shown. IL-15 gene expression increased during
OA induction (R*> = 0.375), while TNF-a gene expression changed modestly (R? = 0.4173), with the highest increase on day 10 (1.6-
fold). The results are pooled data from five independent experiments with 50 total rats. The asterisks indicate *P < 0.05, **P < 0.01, and
##%P < 0.001, which were determined using a 2-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test to compare the experimental groups with the
CTL group. The error bars indicate the SEM.

suggest that the activation of the TLR-4 pathway plays an  the joint in response to such modulation. Some of the main
important role in OA pathogenesis by inducing MMP-3,  characteristics of OA are joint hypertrophy and cartilage and
TNF-a, and IL-18 expression. However, IL-1f expression  bone erosion, which are associated with increased fibrotic
may not be entirely dependent on TLR-4 because it also  tissue at the borders of the joint. For that reason, we next
depends on the NOD-like receptors pathway [16]. evaluated the effect of supplementation with different vita-

min D doses (4, 40, 400, and 4000 IU/kg/d) during the induc-

tion of OA for 20 days (OA20). We measured the OA condyles
3.2. Effect of Vitamin D on OA Cartilage (Dose Response). If ~ and nonmeniscected condyles (right and left, resp.), and the
the activation of TLRs and the synthesis of cytokines and  difference between them was considered an indicative value
MMPs are associated with OA and if vitamin D modulates of OA hypertrophy severity (Figures 3(a) and 3(b)). The
TLR-4 activation, then there should be detectable changesin ~ wideness of the condyles in OA20 rats without vitamin D
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FIGURE 3: Vitamin D reduces the wideness of OA condyles. (a) A representative image of the femoral condyles from a rat with 20 days of OA
without treatment. (b) A representative image of the femoral condyles from a rat treated with 4 IU/kg/day of vitamin D. The difference in
wideness was taken as an indicator of the degree of severity of OA hypertrophy. (c) The graph presents the average wideness at a given dose
from 3 different experiments with 15 total rats. A decrease in the severity of 0.34 + 0.047 mm (95% CI 0.05367 to 0.4459, **P < 0.01) was
determined using a one-way ANOVA with Dunnet’s post hoc test to compare all of the conditions with the control group (OA of 20 days
without vitamin D). The error bars indicate the SEM. The scale bar = 1 mm 8x.

was used as the control (Figure 3(a)). We observed that the
41U/kg/day dose was the only dose that caused a reduction in
the wideness of the OA condyles (P < 0.01; 0.34 = 0.047 mm)
(Figure 3(c)).

3.3. Effect of Vitamin D Supplementation on OA Induction.
To assess whether the protective effect of supplementation
with 4 IU of vitamin D involves TLR-4 modulation, we first
evaluated the expression of TLR4, IL-15, TNF-a, and MMP-
3 during different stages of OA induction. We established day
3 of induction as the acute stage, day 10 as the intermediate
stage, and day 20 as the chronic stage. This classification was
established taking in consideration the previous results [14].
TLR-4 expression was upregulated (5.89-fold; P = 0.0102
F test) until the chronic stage (Figure 4(a)), while MMP-
3 expression was upregulated from the intermediate stage
(4.79-fold; P = 0.0246 F test) to the chronic stage (4.13-fold;
P =0.0116 F test, Figure 4(b)). TNF-« was also upregulated
during the intermediate and chronic stages (10 days: 12.75-
fold; P = 0.0004 and 20 days: 5.31-fold; P = 0.0041 F test),
as shown in Figure 4(c). Meanwhile, IL-18 expression was
downregulated in the acute stage (2.21-fold; P = 0.0104 F
test), which was followed by an upregulation on day 10
(12.75-fold; P = 0.0473 F test). Finally, IL-15 showed the
same levels of expression in the chronic stage (5.31-fold;
P =0.2422 F test) as the nV group (Figure 4(d)). These data
suggested that the protective effect (P = 0.0010 ¢ test) of
vitamin D supplementation observed during OA induction
(Figures 4(e) and 4(f) and Supplementary Figure 2) is not

due to the modulation of TLR-4 activation at the transcrip-
tional level. In Figure 4(f), we can observe after 20 days of
OA induction a severe damage with intense hypertrophy and
hyperplasia of the cartilage, which diminished with vitamin
D supplementation.

3.4. Effect of Vitamin D Supplementation on Gene Expression
during OA Progression. To mimic the natural progression of
OA, we evaluated the effect of vitamin D supplementation
in rats with OA progression, as described in Figure 1. The
expression of TLR-4 was downregulated at day 30 (28.61-
fold; P = 0.0125 F test) in the sV + PsV group compared to
the nV + PnV group (Figure 5(a)). MMP-3 expression was
similar between the evaluated groups (Figure 5(b)); while,
TNF-a expression was downregulated in the sV + PsV group
on day 30 compared to the groups: sV + PnV (39.55-fold;
P = 0.0042 F test) and nV + PnV (3.66-fold; P = 0.0244 F
test) (Figure 5(c)). In addition, IL-1/3 was downregulated on
day 40 (51.97-fold; P = 0.0168 F test) in the sV + PsV
group compared to the sV + PnV group (Figure 5(d)) and
upregulated on day 23 (1.09-fold; P = 0.0491 F test) com-
pared to the nV + PnV group (Figure 5(d)).

In contrast to the protective effect of vitamin D observed
during the OA induction, we did not find any evidence for
a protective effect of vitamin D supplementation during OA
progression. As is shown in Figure 5(e) and Supplementary
Figure 2, the rats of all groups had the same degree of damage
from OA at the end of the experiment. In this case, the
damage was correlated with the changes observed in the gene
expression of TLR-4, MMP-3, and TNF-« (Figure 5).
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FIGURE 4: The protective effect of vitamin D is independent of the transcriptional modulation of TLR-4. The evaluation was performed
during the OA induction period for (a)-(d). The gene expression of TLR4 (a), MMP-3 (b), TNF-« (c), and IL-1f (d) from rats in the nV
group ([J) compared with the sV group (A) is shown. The gene expression levels were normalized to GAPDH gene expression and presented
as the n-fold difference in expression. (e) A comparison of the hypertrophy (wideness) of the condyles from rats with 20 days of OA that
were supplemented with vitamin D (sV) to that of rats with no supplementation (nV). (f) A morphological comparison between condyles of
control rats and rats with 20 days of OA induction treated with vitamin D (sV) and nontreated (nV) by HE stain. The supplementation was
performed daily with 4 IU of vitamin D. The results are expressed as pooled data from three independent experiments with 16 to 18 total rats
(a—d) or with 6 rats per group (e). The error bars indicate the SEM. A ¢-test with an F test was performed to obtain the indicated statistical
significance values: *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Abbreviations indicate the following treatments: nV (without vitamin

supplementation); sV (with vitamin supplementation).

4. Discussion

The present study shows the involvement of the TLR-4
pathway in the expression of MMP-3, IL-1f3, and TNF-«
during the development of OA. It also shows that vitamin D
supplementation has a protective effect on condyle wideness
during the induction of OA despite an increase in the expres-
sion of the above genes. In contrast, during OA progression,
vitamin D supplementation induced the downregulation
of TLR-4, IL-1B, and TNF-« on day 30, but this had no
beneficial effect on the disease outcome.

Although human articular chondrocytes express mRNAs
for all TLRs (TLRs 1-9) [17] only TLR-2 and TLR-4 expres-
sion increased in OA chondrocytes. OA chondrocytes stimu-
lated in vitro with ligands for TLR-2 or IL-1f induced the
release of PGE,, MMPs (-1, -3, and -13), and nitric oxide
as a consequence of this stimulation [18-20]. Similarly, the
stimulation of TLR-4 expression in normal chondrocytes
[17, 21], induces the secretion of TNF-a, IL-1, MMP-13,

and inducible nitric oxide synthase [22]. In this study, we
found that TLR-4 was upregulated during OA induction in
vivo and that its expression correlates with TNF-a, IL-18,
and MMP-3 gene expression. These data suggest that TLR-
4 signaling is important in the pathophysiological response
that causes the inflammation and degradation of the cartilage
in OA.

The TLR activation pathway induces the expression of
the vitamin D receptor (VDR) and CYP27B1 (1a-hydrox-
ylase), the enzyme that converts 25-hydroxycholecalciferol
into 1,25(0OH),Ds, thereby promoting innate immunity
through VDR activation [23, 24]. It has been reported that
P65, a subunit of NF-xB, interacts directly with the VDR and
that this interaction modulates the VDR and TLR responses
[25-27]. The outcome of this TLR-VDR transcriptional
partnership is the regulation of the target genes of both
receptors. For this reason, we decided to evaluate if the sug-
gested protective effect of vitamin D supplementation on OA
was due to a modulation of TLRs, cytokines, and MMPs at
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administrated daily.

the transcriptional level [1] or if vitamin D was in fact
associated with more severe OA because VDR expression has
also been associated with MMP-3 expression in OA cartilage
[28] and the upregulation of inflammatory cytokines [29].
In this study, we observed that vitamin D supplementation
differentially modulated the gene expression of TLR-4,
TNF-a, IL-1f, and MMP-3 during OA induction and prog-
ression. Vitamin D supplementation induced TLR-4 expres-
sion during OA induction but downregulated it during

OA progression. These antagonistic responses might be due
to the continued mechanical overload that promotes the
activation of the inflammatory pathway during OA induc-
tion.

This differential response has been observed after inflam-
matory cytokines modulation. Vitamin D downregulates
IL-1 and TNF-a expression in peripheral blood mono-
nuclear cells via TLR-4 downregulation [22]. In contrast,
in human monocyte-derived macrophages activated with



lipopolysaccharide, vitamin D stimulates the production of
IL-1p [28] and downregulates TNF-« expression [1, 22, 30].
In our results, we observed both positive and negative effects
on cytokines. IL-1f increased on day 10 of OA induction
(sV) and was downregulated on day 40 of OA progres-
sion (sV+PsV). Similar effects on TNF-«a expression were
observed.

Enhancing and suppressive roles for vitamin D have
also been described for MMPs expression. Vitamin D has
been associated with MMP-3 expression in human OA
cartilage. In vitro studies show that vitamin D induces the
production of MMP-1, MMP-3, and PGE, in chondrocytes
stimulated with IL-1f, whereas it reduces MMP-1, MMP-3,
and PGE; induction by IL-1f in rheumatoid synovial fibro-
blasts [28, 31], which are two scenarios that could be present
and contribute to the final state of the cartilage during
OA development. Our in vivo results agree with the effect
described for MMP-3 in chondrocytes in vitro with regard to
the groups of OA induction and at day 40 of OA progression.
However, despite that at day 40, MMP-3 expression was
upregulated in OA rats, there were no major changes in the
other groups. These data suggest that the effect of vitamin D
depends not only on the cell type but also on the activation
state of the cells and the inflammatory environment.

The regulatory modulation leads to the hypertrophy of
the articular cartilage, which is characterized by physical
changes, such as fraying, fibrillations with a rough surface,
and the formation of osteophytes that become more promi-
nent as the disease progresses [28]. We evaluated hypertro-
phy in our model by comparing the width of the right and
left condyles and observed that the condyle wideness (in
millimeters) was not different except when comparing the
30-day group treated with vitamin D during OA progression
(sV + PsV) to the 30-day group supplemented only during
the induction (sV + PnV). The comparison of these groups
also revealed that vitamin D leads to the downregulation of
TLR-4, MMP-3, and TNF-a. These findings are in accor-
dance with a study indicating that vitamin D deficiency is
greatly associated with the early stages of OA but absent in
the advanced stages [4]. This could be explained by a recent
report indicating that vitamin D precedes the TLR activation,
with no effect observed when vitamin D is administrated at
the same time or after TLR stimulation [32]. These data and
our data suggest that vitamin D supplementation must be
administrated before cartilage damage occurs.

Remarkably, we observed hypertrophy protection with
low doses of vitamin D (4IU) that was not observed in the
same extends with higher doses (40—4000IU). This lack of
dose response might be due to the dual effect that vitamin D
has on the different cells of the joint [28, 31]. In fact, it has
been reported that administration of high doses of vitamin
D induces side effects like hypercalcemia and hyperphos-
phatemia [15]. However, there is not an appropriate pharma-
cokinetic study that establishes the effects of vitamin D on the
cartilage. Additionally, there are other factors that have to be
taken into consideration, including the vitamin D-dependent
induction of the expression of VEGE, growth factors [33],
and MMPs [31, 33, 34]. These findings suggest that, in addi-
tion to its regulation of inflammation and damage, vitamin
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D could also contribute to factors highly associated with OA
progression [28, 35].

In summary, our findings suggest that vitamin D may
play a key role in the pathophysiology of OA. Additionally,
the effects of vitamin D on OA may reflect the state of cell
activation. Further studies are needed to examine the effects
of vitamin D on the various molecules associated with the
key degenerative or reparative processes within osteoarthritic
cartilage. In addition, it is important to establish whether
vitamin D supplementation in healthy subjects with serolog-
ically adequate levels of vitamin D yields a better response
than supplementation in subjects with lower serum levels.
However, it has been reported that healthy women with
higher levels of vitamin D in serum had lower concentrations
of TNF-« [36]. Moreover, a pharmacokinetic would help to
understand the kinetics and effects of different doses of
vitamin D.
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