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Confirmacion en el laboratorio de Proteomica de la
sinergia entre Glucosamina y Condroitin

La osteoartritis es la patologia reumatica mas
prevalente asociada a la edad. Es una enfermedad cronica
degenerativa causante de una importante discapacidad en
el paciente. Se trata fundamentalmente de una alteracion
del tejido condral, caracterizada por la destruccion del
cartilago articular.

El cartilago articular esta constituido por el condrocito,
el cual es responsable de la biosintesis de los componentes
de la matriz extracelular. Esta matriz extracelular es
responsable de las caracteristicas mecanicas del cartilago.
Cuando hay alguna alteracion mecénica o biologica, se
produce una destruccion acelerada de la matriz mediada
por enzimas procedentes del propio condrocito.

El tratamiento farmacologico en la osteoartritis
tiene como objetivo reducir el dolor y la incapacidad
funcional del paciente. El fracaso de los tratamientos
convencionales, basados en el uso de AINE, para
regenerar o ralentizar la degeneracion del dafio en
el cartilago, combinado con sus frecuentes efectos
secundarios, ha supuesto un incremento en el uso de
agentes condroprotectores, llamados SYSADOA, que
han demostrado un cierto beneficio de accion lenta en el
control sintomatico de la artrosis. A este grupo pertenecen
el sulfato de glucosamina y el condroitin sulfato, entre
otros, siendo estos los mas cominmente utilizados, por
lo que nos hemos centrado en ellos.

GLUCOSAMINA:

La glucosamina es un aminoaziicar, precursor importante
de la sintesis de glucosaminoglicanos, los cuales se unen
para formar proteoglicanos, un componente principal
del cartilago. Normalmente se comercializa como
clorhidrato o sulfato de glucosamina, pero en el uso de la
forma sulfato, existe la posibilidad de un efecto adverso
del sulfato aislado. Entre los mecanismos de accion que
se le atribuyen se incluye el descenso de la actividad
inflamatoria, el aumento de la sintesis de proteoglicanos
y la alteracion de la actividad de los condrocitos.

CONDROITIN SULFATO:

Es un glucosaminoglicano que participa en la sintesis
de proteoglicanos y es un componente estructural del
cartilago articular. Dentro de sus mecanismos de accion
se incluyen el efecto antiinflamatorio, el aumento de la

sintesis de proteoglicanos, la alteracion en la funcion de
los condrocitos y propiedades antioxidantes.

COMBINACION DE GLUCOSAMINA Y
CONDROITIN:

Muchos de los ensayos que se han publicado hasta ahora
basados en la practica clinica muestran una mejoria
significativa del trascurso de la enfermedad al comparar
el uso de la combinacion frente a placebo y el perfil
de seguridad de ambos es excelente, con una tasa de
acontecimientos adversos similar a placebo.

FARMACOPROTEOMICA:

Recientemente, en junio de 2014, se ha publicado
un estudio realizado por Valentina Calamia ef al,
llevado a cabo sobre condrocitos articulares humanos
en osteoartrosis con el objetivo de evaluar el efecto
combinado del condroitin sulfato y de la glucosamina
sobre la matriz extracelular del cartilago y de describir
mejor el mecanismo de accion de ambos. El estudio se
basé en los diferentes patrones de modificacion proteica
cuando se emplean solos 0 en combinacion.

El estudio se realizO sobre muestras del secretoma
de los condrocitos articulares tratadas con condroitin
sulfato, glucosamina o la combinacion de ambos. Para
analizar las muestras se emplearon técnicas analiticas de
protedmica mas sensibles a las empleadas en estudios
anteriores que permitieron demostrar la sinergia existente
entre estos dos compuestos.

Resultados:

Se identificaron un total de 186 proteinas secretadas
por los condrocitos, entre las que se encontraban
componentes de la matriz extracelular del cartilago
maduro, factores reguladores de la matriz y 9 péptidos
de colageno tipo 2 (colageno mayoritario en el cartilago).
De esas 186 proteinas detectadas se comprobd que
36 de ellas estaban moduladas significativamente
por el tratamiento: 32 aumentaron su expresion y 4 la
disminuyeron. Entre ellas, el condroitin sulfato alteraba
la expresion de 28 proteinas mientras que la glucosamina
modulaba Ginicamente 12.

En la siguiente figura se pueden ver las proteinas
moduladas por condroitin, glucosamina o la asociacion.
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Table 1| Secreted proteins identified by iTRAQ and LC-MS analysis as modulated by different treatments in OA HACs

Score % Cov™  Accession” Nome Symbol Peptides css GleN®  CS + GleN®
7,33 5,8 Q9UHI8 A disintegrin and metalloproteinase with  ADAMTS1 5 7,87 1,44% 7,18
thrombospondin motifs 1
31,18 6,8 P16112 Aggrecan core protein ACAN 18 7,31 2,88%* 9,29
27,8 45,6  PO1011 Alpha-1-antichymotrypsin SERPINA3 18 1,50 1,47 1,54
17,67 30,4 PO7355  Annexin A2 ANXA2 10 2,31 2,38 2,13
10,17 22,8 P08758 Annexin A5 ANXAS 6 2,33 2,70 2,15*%
31,74 47,3 P21810  Biglycan BGN 38 2,11 1,26% 2,25
54,29 40,6  P49747  Cartilage oligomeric matrix protein COMP 60 2,51% 1,89% 3,25
96,46 73,1 P36222 Chitinase-3-like protein 1 CHI3L1 236 3,38* 3,19 4,33
18,32 10,2 Q76M96  Coiled-coil domain-containing protein 80  CCDC80 Q9 2,63 1,61 2,40
19,37 9,9  P20908  Collagen alpha-1(V) chain COL5A1 17 1,72 1,17* 1,96
45,04 28,6 P12109 Collagen alpha-1(VI) chain COL6A1 55 2,68 1,53* 1,96
158,4 35,9 Q99715  Collagen alpha-1(XIl) chain COL12A1 108 5,50 4,17 6,55
129,14 68,2 P08123 Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 180 2,15 1,14% 2,01
80,88 16,9 P12111 Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3 49 5,15 2,70 3,91
7,59 12,6 P29279 Connective tissue growth factor CTGF 4 2,54 1,16* 2,40
13,63 21,8 Q06828  Fibromodulin FMOD 1 2,19 1,47* 1,71
150,04 40,6 P02751 Fibronectin FN1 147 0,86* 2,07* 2,58
55,85 64,3 P0O7093 Glia-derived nexin SERPINE2 79 6,98 2,44 7,87
5,12 4,1 P08238 Heat shock protein HSP 90-beta HSPQOB 3 0,28 0,54* 0,50%
19,69 35,6 P10915 Hyaluronan and proteoglycan link protein T HAPLN 1 14 4,70 1,44%* 4,88
18,38 25,6 P00338 Llactate dehydrogenase A chain LDHA 13 1,54% 1,89 1,67*
43,27 43,5 P51884 Lumican LUM 100 2,29* 1,56* 1,91
16,35 30,9  P20774  Mimecan OGN 15 1,92 1,05% 1,47
15,89 13 P26038  Moesin MSN 10 0,52 1,14 0,95%
7,86 13,4 P26022 Pentraxin-related protein PTX3 PTX3 7 3,77 2,65% 4,06
19,36 20 PO5155 Plasma protease C1 inhibitor SERPING1 12 1,63 1,39% 1,64
15,15 25,2 Q15113 Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 PCOLCE 10 1,82 1,29* 1,82%
13,57 35,2 PO1210  Proenkephalin-A PENK 8 1,39% 1,49 1,54
23,69 26,4 P14618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 PKM2 12 0,53 0,89+ 0,63
26,09 33,5 P08254 Stromelysin-1 MMP3 19 1,82 1,41 1,54
22,05 11,3 Q7Z7G0  Target of Nesh-SH3 ABI3BP 11 2,03 1,19* 2,56
88,43 28 P24821 Tenascin TNC 61 3,60 2,44 3,66
19,55 12 PO7996 Thrombospondin-1 THBS1 15 4,09 1,03* 3,37
59,59 57,4 Q15582  Transforming growth factor-beta-induced ~ TGFBI 63 2,58 1,82% 1,20%*
protein ig-h3

15,2 17,5 P19320 Vascular cell adhesion protein 1 VCAM1 11 3,10 1,14% 2,83
51,29 53,7 P08670 Vimentin VIM 40 0,68 1,57* 1,02*

#Protein accession number according to SwissProt and TrEMBL databases.

$Average iTRAQ ratios that represent the relative protein abundance in treated (CS, chondroitin sulfate; GlcN, glucosamine hydrochloride) vs untreated cells, calculated by Protein Pilot 3.0 software. A

pvalue = 0.05 was accepted.
*Not statistically significant change.
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Entre las proteinas moduladas por el tratamiento se
encuentran THBS-1, VIM, FN-1, TGFBI Y HSP90B.
Estas proteinas estan involucradas en 3 procesos
principales caracteristicos del tejido conectivo como
son: la adhesion celular, el desarrollo del cartilago y la
organizacion de la matriz extracelular.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
relacion existente entre la expresion de TBSP-1y TGFBI
y el tratamiento empleado, ya que se observd que en
células sin tratar TBSP-1 se encuentra disminuida y la
de TGFBI aumentada. Mientras que en células tratadas
con condroitin sulfato ambas moléculas aumentan su
expresion y al ser tratadas con la combinacion se produce
una inversion de los valores, aumentando TBSP-1 y
disminuyendo TGFBI.

Ademas, con este estudio se ha visto que dos proteinas
de las proteinas identificadas, TBSP-1 y TGFBI, podrian
ser utilizadas en un futuro como posibles biomarcadores
en el estudio de la progresion de la enfermedad y en la
monitorizacion de la respuesta de los pacientes a los
diferentes tratamientos, ya que modifican su expresion
en presencia de tratamiento.

Por otro lado, experimentos in vivo e in vitro han
puesto de manifiesto el diferente mecanismo de accion
del condroitin sulfato y de la glucosamina.

El condroitin sulfato alcanza la articulacion y se
distribuye en el cartilago, en las capas subcondrales.
Mantiene la integridad de la matriz extracelular del
cartilago por dos vias: reduciendo la expresion de
moléculas proinflamatorias y por lo tanto, previniendo la
degradacion de colageno y proteoglicanos; y atrayendo
integrinas ¢ incrementando la expresion de TGFB1 que
fomenta la sintesis de acido hialurénico y colageno.

La glucosamina, por su parte, entra en la via de sintesis
de hexosaminas para generar UDP-N-acetilglucosamina,
la cual es sustrato para la sintesis de proteoglicanos,
glucolipidos y glucoproteinas.

Este diferente mecanismo de accion confirma el efecto
sinérgico condroprotector del condroitin sulfato y la
glucosamina sobre los condrocitos articulares humanos.
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