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ABSTRACT 
 
The apoptosis of chondrocytes plays an important role in cartilage degradation in 

arthropathies. In rheumatoid arthritis, the overproduction of proinflammatory 

cytokines drives the release of high levels of nitric oxide (NO), a highly reactivate 

gas with proapoptotic properties. The hormone prolactin (PRL) can be 

proteolytically modified to vasoinhibins, a family of peptides able to induce the 

production of NO in certain cell types. Because, matrix metalloproteases (MMP) 

produced by chondrocytes cleave PRL to vasoinhibins, and MMP are increased in 

rheumatoid arthritis, the aim of the present study was to investigate whether 

vasoinhibins stimulate the apoptosis of chondrocytes via the stimulation of NO 

production. Chondrocytes isolated from femoral articular cartilage of male rats 

were cultured in the presence or absence of vasoinhibins. DNA fragmentation 

evaluated by ELISA, and p53 expression by quantitative RT-PCR, measured 

apoptosis. Griess reaction measured NO production. The treatment with 

vasoinhibins for 24 hours stimulated the apoptosis of chondrocytes and the 

expression of p53. However, vasoinhibins did not stimulate NO production. 

Conversely, treatment for 24 hours with a mixture of proinflammatory cytokines (IL-

1β, INF-γ and TNF-α) or with sodium nitroprusiate, a NO donor, increased NO 

levels and stimulated the apoptosis of chondrocytes. While we confirm the 

proapoptotic action of NO in chondrocytes, we conclude that vasoinhibins are 

proapoptotic for these cells through NO-independent mechanisms. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
RESUMEN 
 
La apoptosis de los condrocitos forma parte del proceso de destrucción del 

cartílago articular, característico de las enfermedades artríticas. En la artritis 

reumatoide, la sobreproducción de citocinas pro-inflamatorias conduce a la 

liberación de niveles elevados de óxido nítrico (NO), un gas altamente reactivo con 

propiedades pro-apoptóticas. La hormona prolactina (PRL) puede ser modificada 

proteolíticamente hacia vasoinhibinas, una familia de péptidos capaces de inducir 

la producción de NO en forma comparable a la de citocinas pro-inflamatorias. En 

vista de todo ello, el objetivo del presente estudio fue analizar si el aumento en los 

niveles del NO es señal suficiente para disparar la apoptosis de los condrocitos y 

si las vasoinhibinas promueven la apoptosis de este tipo celular vía la estimulación 

de NO. Con este propósito, determinamos el efecto de las vasoinhibinas sobre la 

apoptosis y la producción de NO por condrocitos en cultivo. Así mismo, en estos 

cultivos celulares investigamos el efecto apoptótico del NO, ya sea en respuesta a 

un donador de NO como el nitroprusiato de sodio (NPS), o bien a una mezcla de 

citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, INF-γ y TNF-α). Los condrocitos fueron aislados 

del cartílago articular femoral de ratas prepúberes, la producción de NO se 

determinó mediante la reacción de Griess, y la apoptosis se evaluó a través de la 

fragmentación del DNA determinada por el ELISA específico, además de la 

expresión del gen supresor tumoral p53. Las vasoinhibinas, tanto recombinantes 

como obtenidas mediante la proteólisis enzimática de una preparación estándar de 

PRL, promovieron la apoptosis de los condrocitos después de 24 h de tratamiento. 

Sin embargo, no se observó efecto de vasoinhibinas sobre la producción de NO. 

Tanto el NPS como las citocinas pro-inflamatorias aumentaron significativamente 

la apoptosis y la producción de NO a las 24 h de tratamiento. Finalmente, las 

vasoinhibinas y las citocinas pro-inflamatorias indujeron la expresión de p53, un 

gen marcador de apoptosis. En conclusión, estos resultados indican que las 

vasoinhibinas son un factor pro-apoptótico para los condrocitos en cultivo y que su 

efecto no es mediado vía la producción de NO.  



INTRODUCCIÓN 
 

La apoptosis de los condrocitos forma parte del proceso de destrucción del 

cartílago articular, característico de las enfermedades artríticas. En la artritis 

reumatoide, la sobreproducción de citocinas pro-inflamatorias conduce a la liberación 

de niveles elevados de óxido nítrico (NO), un gas altamente reactivo con propiedades 

pro-apoptóticas. Evidencias recientes muestran que la hormona prolactina (PRL) inhibe 

la apoptosis de los condrocitos (Zermeño et al., 2006) y que este efecto probablemente 

resulta de acciones autócrinas, dado que los condrocitos producen a la PRL y la 

procesan proteolíticamente hacia vasoinhibinas (Macotela et al., 2006), una familia de 

péptidos con propiedades inhibidoras de la angiogénesis y promotoras de la 

inflamación. Además, se ha mostrado que la PRL y las vasoinhibinas despliegan 

acciones opuestas sobre el proceso inflamatorio vía efectos antagónicos sobre la 

expresión de la sintetasa endotelial inducible de NO (iNOS) (Corbacho et al., 2000). La 

PRL inhibe la estimulación de la expresión de la iNOS inducida por citocinas pro-

inflamatorias, al tiempo que las vasoinhibinas son importantes inductores de la iNOS en 

fibroblastos (Corbacho et al., 2000). El propósito de este proyecto fue investigar si las 

vasoinhibinas podrían ejercer efectos estimulatorios sobre la apoptosis de los 

condrocitos vía la estimulación de la producción de NO.  

 

A continuación se revisan aspectos generales de la fisiopatología del cartílago, 

de la apoptosis, de las vasoinhibinas y del NO que conforman el marco teórico del 

presente estudio. 

 

CARTÍLAGO Y CONDROCITOS 
 

Las articulaciones son las estructuras que unen huesos y permiten la movilidad 

del cuerpo humano. Las porciones finales de los huesos están revestidas por cartílago 

lo que le confiere superficies lisas, que permiten su rozamiento suave (Figura 1a). La 

membrana sinovial que recubre la cavidad articular produce el líquido sinovial con el fin 

de nutrir, proteger y lubricar al cartílago. 

 



El cartílago es un tejido avascular, firme y flexible especializado para absorber y 

resistir la compresión. Además presenta una limitada capacidad de reparación, 

fundamentalmente por la baja tasa de proliferación y recambio de los condrocitos, su 

único tipo celular. Los condrocitos poseen un fenotipo altamente diferenciado que varía 

en función del entorno y presentan diferencias en su metabolismo, según su 

localización topográfica en el cartílago (Ito et al., 2001). 

 

Los condrocitos están inmersos y encapsulados por una matriz extracelular, en la 

que las principales macromoléculas son los proteoglicanos (agrecanos) responsables 

de asegurar la elasticidad del cartílago, y los colágenos que le dan su estructura. El 

principal tipo de colágeno del cartílago articular es el tipo II que representa un 80-90% 

del colágeno total de la matriz extracelular. Otros colágenos presentes en menores 

cantidades son los tipos IX (10%), XI (5%) y VI (1- 2%), XII y XIV. Los proteoglicanos 

están formados por una cadena proteica central, a la que se unen covalentemente 

moléculas de glicosaminoglicanos. Los proteoglicanos se unen no covalentemente a las 

fibras de ácido hialurónico. La resistencia del cartílago proviene de la agregación de los 

proteoglicanos y de su entrelazamiento con las fibras de ácido hialurónico; el complejo 

se denomina agrecano. La matriz extracelular del cartílago está en constante 

remodelación vía procesos de anabolismo y catabolismo, controlados por diversas 

proteínas extracelulares que incluyen al factor de crecimiento básico de fibroblastos 

(bFGF), al factor transformante beta (TGF-β), al factor de crecimiento tipo insulina 1 

(IGF-1) y a las  metaloproteasas de matriz. 

 

El cartílago se destruye al ser sustituido por hueso durante el crecimiento, pero 

también en patologías como la artritis reumatoide y la osteoartritis que son las 

principales causas de discapacidad severa en la población (Pelletier et al., 1996). Se 

sabe que condrocitos procedentes de cartílagos artrósicos tienen características 

morfológicas de apoptosis (Blanco et al., 1998). 

 



ARTRITIS REUMATOIDE Y OSTEOARTRITIS 
 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad que se caracteriza por la 

inflamación de la membrana sinovial de múltiples articulaciones. Esta inflamación va a 

ser la responsable del dolor, de la hinchazón que con frecuencia se observa y de la 

sensación de rigidez. Algunas articulaciones se afectan más que otras y hay algunas 

que nunca se alteran. 

 

En el curso de este padecimiento, la infiltración de células inmunocompetentes 

hacia la cavidad articular y la proliferación de la membrana sinovial, generan una masa 

de tejido inflamatorio (panus) que, mediante la secreción de citocinas pro-inflamatorias 

y enzimas proteolíticas, es capaz de invadir y destruir el cartílago y el hueso. El lugar 

del cartílago en el que se fija dicho panus se daña generando pequeñas erosiones, y al 

haber una inflamación crónica, el cartílago se adelgaza y desaparece. La sobrecarga de 

las articulaciones inflamadas contribuye a acelerar su destrucción (Figura 1b). 

 

La osteoartritis (OA) es una enfermedad crónica y degenerativa de las 

articulaciones que afecta principalmente a los adultos de edad media y avanzada, se 

caracteriza por la pérdida progresiva del cartílago que cubre los extremos de los huesos 

en las articulaciones, interfiriendo con su funcionamiento normal al producir dolor y 

limitación para la movilidad. Al perderse la cubierta de cartílago, el hueso que se 

encuentra inmediatamente por debajo rozará con el hueso vecino produciendo dolor 

(Figura 1c). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 1: Se esquematizan los cambios en la articulación que conducen a la destrucción del cartílago en 
las dos enfermedades más importantes de la articulación. a) articulación normal, b) en la artritis 
reumatoide, la infiltración de células inmunocompetentes y la proliferación de la membrana sinovial 
genera una masa de tejido inflamatorio (panus) que, mediante la secreción de citocinas pro-inflamatorias 
y enzimas proteolíticas, es capaz de invadir y destruir el cartílago articular y el hueso, c) en la osteoartritis 
el sobre uso y mal uso de la articulación conduce a cambios degenerativos y a la desaparición del 
cartílago articular. 

 

La destrucción del cartílago que ocurre en la AR pero principalmente en la OA se 

ha relacionado con la apoptosis de los condrocitos. A continuación se revisan algunos 

aspectos del proceso apoptótico en general y en el cartílago en particular. 

 

Apoptosis 
 

La apoptosis o muerte celular fisiológica es un proceso natural, necesario para el 

desarrollo y la existencia normal de los organismos multicelulares. La muerte de las 

células también puede ocurrir bajo condiciones patológicas en circunstancias violentas 

y catastróficas. La muerte bajo condiciones patológicas se define como necrosis (Figura 

2). 

 

En la necrosis la degeneración celular es pasiva, sin requerimiento de energía en 

forma de ATP. Aparece como consecuencia de un daño traumático o por la exposición 

a toxinas, y en ella tiene lugar la pérdida aguda de la fisiología celular que conlleva a un 

proceso osmótico desmesurado que finaliza con la lisis de la membrana celular y la 

liberación del contenido intracelular. Este fenómeno conduce a la necrosis de las 

células vecinas mediante mecanismos directos e indirectos. Por ejemplo, enzimas 



proteolíticas liberadas de los restos celulares pueden degradar proteínas de las 

membranas de células vecinas promoviendo su muerte por necrosis (Lorenz et al., 

2000). Adicionalmente, la liberación de factores pro-inflamatorios a consecuencia de la 

destrucción del tejido, atrae a células inmunes capaces de liberar enzimas proteolíticas 

y factores citotóxicos que promueven la muerte por necrosis y el proceso inflamatorio. 

Esto permite explicar el que en áreas donde se observan procesos inflamatorios y 

fibróticos sea frecuente encontrar células necróticas (Valesini et al., 2004). 

 

La apoptosis también se define como muerte celular programada. Este término 

griego que hace referencia a la caída natural de las hojas en las plantas, fue propuesto 

por Kerr y colaboradores (Granville et al., 1998). La apoptosis es un proceso altamente 

conservado a lo largo de la evolución, desde nemátodos hasta mamíferos. Se describió 

inicialmente por sus características morfológicas, que incluyen la pérdida de los 

contactos intercelulares, la invaginación de la membrana citoplasmática, el 

encogimiento celular, la condensación de la cromatina, la fragmentación del DNA y la 

posterior fragmentación celular en los llamados cuerpos apoptóticos (Korsmeyer, 1995). 

El número de células de un tejido está regulado tanto por factores que controlan la 

proliferación como la supervivencia celular (Thompson, 1995), lo que indica que la 

apoptosis está regulada genéticamente y que puede verse afectada por alteraciones 

genéticas. De hecho en numerosas patologías humanas, desde las enfermedades 

neurodegenerativas hasta el cáncer, pasando por las enfermedades autoinmunes 

(artritis reumatoide), se han descrito alteraciones en las vías apoptóticas (Hetts, 1998). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2: Tipos de muerte celular y sus características morfológicas. 

 El proceso apoptótico se puede dividir en tres fases funcionales diferentes: fase 

de iniciación, fase efectora y fase de degradación o ejecutora (Kroemer et al., 1997). 

 Fase de iniciación: Se caracteriza por la participación de múltiples mecanismos 

activados por diversos factores que incluyen: la hipoxia, la radiación, la pérdida de 

interacción célula-matriz, la depleción de factores de crecimiento, o el “shock” térmico 

(Li y Yuan, 1999). La iniciación de la apoptosis por lo general define dos vías, la 

extrínseca y la intrínseca o mitocondrial. Una de las vías extrínsecas mejor 

caracterizadas es la activación de los llamados receptores de muerte. Estas moléculas 

pertenecen a la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), algunos de 

los mejor caracterizados como inductores de apoptosis son TNF-R, Fas (CD95), DR3, 

DR4 y DR5, entre otros (Ashkenazi y Dixit, 1998). Estos receptores tienen un dominio 

citosólico de muerte, o DD por sus siglas en inglés “Death Domain”, capaz de 



interaccionar con la maquinaria apoptótica intracelular. Los receptores de muerte una 

vez activados por unión a su ligando específico, interaccionan a través del DD con 

moléculas adaptadoras que también contienen ese dominio, además de tener un 

dominio adicional para la inducción de muerte celular, conocido como dominio efector 

de muerte o DED (“Death Effector Domain”) (Berglund et al., 2000). El dominio DED de 

las proteínas adaptadoras puede interaccionar con ciertos miembros de la familia de 

proteasas de cisteína conocidas como caspasas. Las caspasas iniciadoras también 

contienen dominios DED homólogos dentro de prodominios largos, e incluyen a las 

caspasas 8, 9 y 10 (Muzio et al., 1998). La oligomerización de estas caspasas dentro 

del complejo del receptor de muerte, las activa por auto-degradación de su prodominio 

DED. La forma activa de las caspasas iniciadoras se libera al citosol donde procesan y 

activan a las caspasas efectoras (Slee et al., 1999). 

La vía intrínseca de activación se inicia por acción de factores capaces de 

producir mutaciones en el DNA (factores cancerígenos, radiaciones, NO, etc), esto 

involucra el aumento de la proteína p53 que se asocia a una detención del ciclo celular 

para favorecer la reparación de DNA dañado. En ausencia de dicha reparación se 

induce la expresión de proteínas pro-apoptóticas como Bax y Bak, además de la 

disminución en la síntesis de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y Bcl-xL. El 

desbalance a favor de las proteínas pro-apoptóticas provoca cambios iónicos en la 

membrana de la matriz de la mitocondria que conlleva a la apertura del poro 

mitocondrial y al escape del citocromo c. El citocromo c permite la formación de 

complejos como el apoptosoma que junto con la procaspasa 9 y el factor activador de la 

apoptosis-1 (apaf-1), resultan en la activación de las caspasas efectoras que incluyen a 

las caspasas 3, 6 y 7 (Li y Yuan, 1999). 

Fase efectora: A pesar de la gran variedad de estímulos que son capaces de 

inducir el programa de muerte celular, las diferentes señales convergen en la fase 

efectora, donde se determina si la célula entra o no en apoptosis. Esta fase se 

caracteriza, por estar regulada a nivel mitocondrial en la mayoría de los sistemas 

estudiados (Gross et al., 1999). En esta regulación participan un gran número de 

factores pro y anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 implicados en la regulación de la 



función mitocondrial (Lowe y Lin, 2000). Todos los miembros de la familia comparten al 

menos 1 dominio de homología con Bcl-2 (Adams y Cory, 2001). Los miembros anti-

apoptóticos como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, A1 y Boo conservan 4 dominios de 

homología (BH1 a BH4). El dominio BH4 es característico de los miembros que 

promueven la supervivencia celular (Reed, 1997). En cuanto a los miembros pro-

apoptóticos como son Bax, Bak o Bad, su grado de conservación es menor, y 

precisamente son los que producen una caída del potencial transmembranal 

favoreciendo la liberación de citocromo c. Además, pueden interaccionar con 

mecanismos de la vía extrínseca activada por los receptores de muerte. 

 Fase ejecutora o de manifestación de la apoptosis: Esta fase corresponde a 

la manifestación de las características bioquímicas y morfológicas propias de la 

apoptosis (Kroemer et al., 1997). Algunos de los genes implicados en la fase ejecutora 

final de la apoptosis incluyen a aquellos responsables de la fragmentación del DNA 

(como ICAD y CAD), de la condensación de la cromatina (como acinus), de la 

invaginación de la membrana citoplasmática y del encogimiento celular (como laminina 

A, actina, Gas2, Fodrina y Rock-1). 

La latencia de las diferentes fases varía entre los tipos celulares y el tipo de 

estímulo dado, pero en general se ha observado que los distintos tipos celulares 

comparten numerosas proteínas con propiedades pro y anti-apoptóticas cuya expresión 

puede ser activada e inhibida por señales intrínsecas o extrínsecas similares (Williams y 

Smith, 1993) (Figura 3). 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Vías principales de apoptosis en mamíferos, responsables de mediar la vía extrínseca y la 
intrínseca. CD95L (FasL), FADD / MORT-1 (Fas-associated death domain / mediator of receptor-induced 
toxicity-1), FLICE (FADDlike IL-1ß-converting enzyme), Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), 
cFLIP (FLICE/caspasa 8 Inhibitory Protein), Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), IAPs (inhibition of apoptosis 
proteins), AIF (apoptotic inducer factor), Smac/DIABLO (Second Mitochondrial Activator of caspases/ 
Direct IAP-Binding Protein with Low pl), AIF (Apoptosis-Inducing factor).  

APOPTOSIS DEL CARTÍLAGO 

Diversas evidencias apoyan la participación de la apoptosis en la patofisiología 

del cartílago articular. Por ejemplo, en la AR están presentes mecanismos tanto 

anabólicos como catabólicos responsables de inducir la degradación en el cartílago a 

través de estimular la apoptosis de los condrocitos, de acuerdo a métodos específicos 

para evaluar este proceso, vrg., tinción de anexina V que es una molécula que no es 

fácil de difundir a través de la membrana, presenta una alta afinidad por la fosfatidil 

serina, que es uno de los componentes que se expone al exterior cuando la célula está 

en apoptosis; además se puede acompañar de una tinción con yoduro de propidio, lo 

cual permite saber si la integridad de la membrana se ha perdido (Alfaro et al., 2000), 

análisis del potencial de membrana mitocondrial y la determinación de la fragmentación 



de DNA por TUNEL, ELISA y citometría de flujo (Monfort et al., 2006). En la OA la 

degradación y erosión del cartílago están mediadas por la liberación de factores 

catabólicos entre los que se pueden incluir a las citocinas vía la síntesis de proteasas 

como el plasminógeno y la plasmina, la reducción de procesos anabólicos de 

reparación y el decremento de la síntesis de componentes de la matriz extracelular 

como el colágeno II y el agrecano. La consecuencia pro-apoptótica de estas 

alteraciones se ha detectado histológicamente (TUNEL, inmunohistoquímica para Bcl-2, 

Bax y Fas), y mediante el análisis electroforético del DNA (Mistry et al., 2004), pero aún 

no son claros los mecanismos involucrados en estas respuestas. 

 

La apoptosis ha sido más estudiada en la placa de crecimiento durante el 

proceso de osificación endocondral, mediante el cual ocurre la sustitución del cartílago 

avascular por el tejido óseo, uno de los tejidos más vascularizados del organismo. Los 

nuevos vasos sanguíneos traen consigo la eliminación del cartílago a través de activar 

la apoptosis de los condrocitos y la degradación de la matriz extracelular, lo que permite 

el crecimiento de los huesos largos (Gerber et al., 1999; Zelzer et al., 2004). La 

influencia de los vasos sanguíneos se atribuye a la hiperoxia (Hopf et al., 2005), a los 

factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (Bluteau et al., 

2007) y al NO (Tamura et al., 1996). 

 

OXIDO NITRICO 
 

El NO es un gas altamente reactivo con múltiples funciones en el organismo, 

entre las que sobresalen acciones sobre la neurotransmisión, el sistema cardiovascular 

y la inflamación. En el cartílago, el NO participa en el recambio de la matriz extracelular 

a través de inhibir la síntesis de los agrecanos (Taskiran et al., 1994), de inhibir los 

efectos anabólicos del TGF-β. (Studer et al., 1999a) y de promover la actividad de las 

metaloproteasas de matriz (Murrell et al., 1995). Además, se ha propuesto que el NO es 

un mediador de la destrucción del cartílago en la AR y en la OA a través de diferentes 

mecanismos (Blanco y Fernandez-Sueiro, 1998; Johnson et al., 2000; Amin et al., 

1998). El NO puede incrementar la susceptibilidad al daño inducido por otros factores 



oxidantes (H2O2), inducir la mineralización del cartílago por medio de la inhibición de la 

fosforilación oxidativa mitocondrial (Johnson et al., 2000), reducir la síntesis del 

antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra), inhibir la proliferación e inducir apoptosis 

(Stefanovic-Racic et al., 1996; Pelletier et al, 1996). Las acciones pro-apoptóticas del 

NO se han descrito en diversos tejidos y se asocian con sus niveles altos (Dawson y 

Dawson, 1994; Parkinson et al., 1997). El líquido sinovial procedente de las 

articulaciones humanas sanas contiene valores muy bajos de NO, a diferencia del 

procedente de pacientes con OA o AR que posee altas concentraciones de NO (Farrel 

et al., 1992). Además, la cantidad de NO producido por el tejido artrósico está en 

relación directa con el grado de degradación del cartílago (Hashimoto et al., 1998). 

 

De los tejidos que forman parte de la articulación, el cartílago es el tejido que 

tiene mayor capacidad para sintetizar y liberar NO. Los condrocitos superficiales 

estimulados por citocinas pro-inflamatorias como la IL-1β producen más NO que las 

células de las capas más profundas (Hayashi et al., 1997). En cambio, el tejido sinovial 

humano tiene una escasa capacidad para sintetizar y liberar NO (Rediske et al., 1994). 

 

La producción del NO resulta de la oxidación del aminoácido L-arginina por una 

familia de enzimas llamadas en conjunto sintetasas de óxido nítrico (NOS). Aunque 

codificadas por genes diferentes, las NOS comparten entre sí un 50-60% de similitud en 

su secuencia nucleotídica y aminoacídica (Geller y Billiar, 1998), y en casos en los que 

estas isoformas han sido clonadas en más de una especie, el porcentaje de similitud 

encontrado entre las diferentes especies para una misma isoforma es de 90% (Geller y 

Billiar, 1998). 

 

Se conocen tres isoformas de NOS, dos de éstas se expresan de forma 

constitutiva y se han denominado como neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS) por su 

localización principal en las neuronas y en el endotelio vascular. La tercera isoforma no 

está presente en condiciones normales y su expresión es inducida (iNOS) 

principalmente por citocinas pro-inflamatorias como la IL-1β, el TNF-α y el INF-γ (Studer 

et al., 1999; Lotz, 1999). Las NOS difieren en la cantidad de NO que generan, mientras 



la eNOS y la nNOS producen cantidades picomolares o nanomolares de NO, la iNOS 

produce cantidades micromolares. Las concentraciones micromolares de NO ejercen 

efectos antimicrobianos que pueden conducir a eventos inflamatorios crónicos. Los 

efectos inflamatorios del NO se asocian con la formación de radicales libres que llevan 

a la oxidación e inactivación de macromoléculas (proteínas y DNA), con la consecuente 

pérdida de funciones enzimáticas y la desintegración de la membrana plasmática así 

como la producción de mutaciones en el DNA (Eiserich et al., 1998). Así, se ha 

propuesto que el NO activa la vía pro-apoptótica intrínseca en varios tipos celulares 

(Dawson y Dawson, 1996; Bao et al., 2007; Bolanos et al., 1995).  

 

La participación del NO en la apoptosis del cartílago se ha apoyado en estudios 

que muestran que el aumento en NO inducido por un donador de NO (nitroprusiato de 

sodio) estimula la apoptosis de condrocitos en cultivo (Blanco et al., 1995). Además, se 

ha mostrado que una línea derivada de condrocitos artrósicos expresan a la iNOS 

(RNAm y proteína) y producen NO de forma espontánea (Amin et al., 1997) y que el 

cartílago artrósico expresa iNOS y produce NO en cultivo (Rediske et al., 1994). Cabe 

mencionar que el cartílago articular normal no produce NO ni expresa a la iNOS, a 

menos de que se estimule con citocinas pro-inflamatorias IL-1β y TNF-α responsables 

de mediar los procesos inflamatorios asociados con la destrucción del cartílago 

(Pelletier et al., 1996). En su conjunto, estos hallazgos indican que en el cartílago 

artrósico existen factores capaces de inducir la síntesis de NO. Dichos estímulos 

podrían incluir: a) citocinas o factores de crecimiento producidos por los condrocitos; b) 

la acción de componentes de la matriz extracelular (fibronectina), y c) presencia en el 

líquido sinovial de factores provenientes de otras células de la articulación (células 

sinoviales) o de la circulación (células inmunes). 

 

Diversas evidencias sugieren que la PRL y sus derivados, las vasoinhibinas, 

pueden actuar como reguladores de la supervivencia de los condrocitos articulares. 

 

 

 



 

PROLACTINA Y VASOINHIBINAS 
 

La prolactina (PRL) es una hormona peptídica secretada por la glándula pituitaria 

anterior cuyo nombre se deriva de su acción sobre la producción de leche durante la 

lactancia. Sin embargo, además de sus efectos sobre la lactancia, la PRL ejerce una 

multiplicidad de efectos que se incluyen dentro de la osmorregulación, la regulación de la 

reproducción, el crecimiento, la respuesta inmune y la angiogénesis (Ben-Jonathan et al., 

1996). Esta diversidad funcional parece depender de la producción de la PRL por distintos 

tipos celulares, de la heterogeneidad molecular de sus receptores que le permiten 

acoplarse a diversas vías de señalización, así como de la modificación de la hormona 

hacia variantes moleculares con diferentes actividades biológicas (Ben-Jonathan et al., 

1996). 

 

 La PRL se origina a partir de un solo gen que se encuentra presente en todos los 

vertebrados y que da origen a una proteína madura de aproximadamente 200 

aminoácidos, con una masa molecular de 23 kDa (Ben-Jonathan et al., 1996; Bole-Feysot 

et al., 1998). Esta proteína sufre modificaciones pos-traduccionales del tipo de la 

fosforilación, glicosilación y proteólisis (Sinha, 1995) que le confieren diferentes 

propiedades biológicas. Por ejemplo, la fosforilación puede generar antagonistas de la 

hormona (Wang y Walter, 1993), mientras que la glicosilación (Hoffman et al., 1993) y la 

proteólisis (Anthony y Powers, 1993; Clapp et al., 1989) se traducen en variantes de PRL 

con una menor actividad hormonal mitogénica y lactogénica. Si bien los fragmentos amino-

terminales de la PRL denominados recientemente como vasoinhibinas (Clapp et al., 2006) 

funcionan como agonistas parciales del receptor de la PRL (Clapp et al., 1989), su 

relevancia funcional radica principalmente en que estos péptidos ejercen efectos distintos 

e incluso antagónicos a los de la PRL. Estos efectos incluyen la inhibición de la 

angiogénesis (Corbacho et al., 2002; Clapp et al., 2006) y la estimulación de la expresión 

de la iNOS vía la activación de nuevos receptores (Corbacho et al., 2000). 

 



Las vasoinhibinas se producen por la acción de proteasas del tipo de la 

catepsina-D (Baldocchi et al. 1993) y por metaloproteasas de matriz (Macotela et al., 

2006), y están presentes en la circulación en la hipófisis anterior (Torner et al., 1995) y 

en diferentes tejidos extrahipofisiarios, incluyendo el endotelio de diversos lechos 

vasculares (Corbacho et al., 2000), los fibroblastos (Corbacho et al., 2000), el tejido 

nervioso (Clapp et al., 1994), la retina (Aranda et al., 2005) y el cartílago (Macotela et 

al., 2006), entre otros. Las vasoinhibinas reducen la proliferación (Clapp et al., 1993) y 

la producción de proteasas (Lee et al., 1998) por las células endoteliales y estimulan la 

apoptosis de las mismas (Martini et al., 2000). Dado que la PRL no inhibe la 

angiogénesis, se propuso que los efectos de las vasoinhibinas son mediados vía un 

receptor distinto al receptor de la PRL (Corbacho et al., 2002). En apoyo a esta 

propuesta, se mostró que las células endoteliales de capilares del cerebro bovino 

contienen sitios de unión específicos, saturables y de alta afinidad para las 

vasoinhibinas (Kd = 1 nM) pero que no se unen a la PRL y que podrían representar los 

receptores específicos de esta familia de péptidos (Clapp y Weiner, 1992). 
 

Mientras que los efectos antiangiogénicos de las vasoinhibinas están bien 

documentados, el papel de la PRL en la angiogénesis es poco conocido. Si bien es claro 

que la PRL no inhibe la angiogénesis, se ha reportado que puede estimular dicho proceso 

en el modelo de la membrana corioalantoidea del embrión de pollo (Struman et al., 1999). 

Sin embargo, este efecto aún es controversial como también lo es si la PRL tiene acciones 

directas sobre las células endoteliales. Si bien los estudios iniciales no lograron obtener 

evidencias de la presencia del receptor de PRL en las células endoteliales (Clapp y Weiner 

1992), posteriormente se le detectó en diversos lechos vasculares en muy bajas 

concentraciones (Merkle et al., 2000; Ueda et al., 2006; Ricken et al., 2007). 

 

Por otra parte, tanto la PRL como las vasoinhibinas ejercen efectos opuestos sobre 

la expresión de la iNOS en fibroblastos de pulmón, que son células determinantes de 

procesos inflamatorios en las vías respiratorias. Las vasoinhibinas inducen la expresión de 

la iNOS con una potencia similar a la combinación de tres citocinas pro-inflamatorias (IL-

1β, INF-γ y TNF-α) y esta acción resulta en la producción de altas concentraciones de NO 



(Corbacho et al., 2000). Además, los fibroblastos también expresan sitios de unión 

específicos y de alta afinidad para vasoinhibinas (Corbacho et al., 2000). En 

contraposición, la PRL inhibe la producción de NO inducida por citocinas pro-inflamatorias 

y no modifica la producción basal de NO (Corbacho et al., 2003). 

 

El hecho de que la PRL y las vasoinhibinas regulen la producción de NO vía la 

expresión de iNOS y, por otra parte, que la actividad de iNOS se encuentre íntimamente 

ligada con la apoptosis de los condrocitos, sugiere que las prolactinas podrían actuar 

como moduladoras de este proceso en el cartílago.  

 

PRL, VASOINHIBINAS Y CARTÍLAGO 

 
Diversas evidencias han involucrado a la PRL con la funcionalidad del cartílago. 

Por ejemplo, se ha sugerido su participación en el desarrollo del cartílago ya que el 

receptor de la PRL se expresa en el cartílago murino y humano durante la gestación 

(Tzeng y Linzer, 1997; Freemark et al., 1997). Además, la PRL se expresa en células 

madre derivadas de la médula ósea, cuando se induce su diferenciación a condrocitos; y 

en estas condiciones, la PRL estimula la producción de colágena II, de proteoglicanos y 

su propia expresión (Ogueta et al., 2002). Además, la PRL en combinación con 

glucocorticoides induce la organización de los condrocitos en columnas longitudinales y 

por lo tanto la posible formación y reparación del cartílago y el hueso (Ogueta et al., 

2002). 

 

Por otra parte, la PRL se ha asociado también con procesos patológicos de la 

articulación. Se han reportado niveles altos de PRL en el suero de pacientes con AR 

(Mateo et al., 1998; Seriolo et al., 2002). También se ha encontrado que el tejido sinovial 

de los pacientes con AR expresa el RNA mensajero de la PRL (Nagafuchi et al., 1999); 

que la PRL está presente en el líquido sinovial de pacientes con sinovitis y AR (Ogueta 

et al., 2002), y que el receptor de PRL se expresa en el cartílago de pacientes con 

osteoartritis (Ogueta et al., 2002). Más aún, algunas evidencias sugieren que la 



hiperprolactinemia podría participar en el daño articular. La PRL induce la proliferación 

de células sinoviales de pacientes con artritis reumatoide, y esta hormona actúa sobre 

tipos celulares de la articulación artrítica estimulando la producción de citocinas (IL-6 e 

IL-8) y de la MMP-3, además de inhibir la producción del inhibidor de MMP tipo 1 (TIMP-

1) (Nagafuchi et al., 1999). 

 

En un estudio reciente en nuestro laboratorio, se reportó la expresión del RNA 

mensajero de la PRL y de su receptor en cultivos primarios de condrocitos aislados de la 

articulación femoro-tibial de la rata (Macotela et al., 2006). Además, se mostró que los 

condrocitos secretan vasoinhibinas biológicamente activas al medio de cultivo, y que 

este tipo celular sobresale en su capacidad de generar vasoinhibinas a partir de PRL 

(Macotela et al., 2006). En efecto, MMP secretadas por los condrocitos procesan a la 

PRL hacia vasoinhibinas de 14, 16 y 17 kDa en concentraciones 10 a 1000 veces 

menores que en fibroblastos, líneas celulares de linfoma (U937) y de carcinoma de 

pulmón (A549) (Macotela et al., 2006). Estos hallazgos apoyan la posible participación 

de la PRL y de las vasoinhibinas en la regulación autócrina del cartílago. 

 

En apoyo a la significancia funcional de la PRL, se observó que esta hormona 

inhibe la apoptosis de los condrocitos en cultivo, inducida por la deprivación de suero y 

evaluada por tres diferentes metodologías que determinan la fragmentación del DNA 

(TUNEL, ELISA y citometría de flujo) (Zermeño et al., 2006). Consistentemente con esta 

acción, se demostró que el receptor de la PRL está presente en estas células (Macotela 

et al., 2006). En base a estos estudios fue posible proponer que la PRL constituye un 

factor de supervivencia para los condrocitos, y por ende que esta hormona posee 

implicaciones potenciales para la preservación del cartílago en condiciones patológicas, 

hipótesis que se está investigando muy activamente en nuestro laboratorio. 

 

Sin embargo, se desconoce si las vasoinhibinas pueden regular autócrinamente la 

función de los condrocitos. Dado que estos péptidos tienen acciones opuestas a la PRL 

sobre la expresión de la iNOS, y que el NO promueve la apoptosis de los condrocitos en 

este trabajo investigamos si las vasoinhibinas estimulan la apoptosis de este tipo celular 



y por ende podrían participar en la regulación de este proceso en el cartílago. Al 

respecto, cabe mencionar que las vasoinhibinas promueven la apoptosis de las células 

endoteliales a través de activar a las caspasas 8, 9 y 3 (Tabruyn et al., 2003) e inducir la 

conversión del factor Bcl-X, de su forma anti-apoptótica Bcl-XL a su forma pro-apoptótica 

Bcl-XS (Martini et al., 2000). 

 
 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La apoptosis de los condrocitos forma parte del proceso de destrucción del 

cartílago articular, característico de la osificación endocondral y de las 

enfermedades artríticas. El NO es uno de los factores determinantes de la 

apoptosis de los condrocitos en la artritis reumatoide y la osteoartrisis. Dado que: 

(1) los condrocitos del cartílago articular producen PRL y la procesan a 

vasoinhibinas; (2) la PRL inhibe y las vasoinhibinas estimulan la producción de NO 

en diversos tipos celulares; y (3) la PRL inhibe la apoptosis de los condrocitos, en 

este proyecto investigamos si las vasoinhibinas promueven la apoptosis de los 

condrocitos vía la estimulación de la producción de NO. 

 



HIPOTESIS 

Las vasoinhibinas promueven la apoptosis de los condrocitos y esta acción 

se relaciona con la estimulación de la producción de NO por estas células. 

 

OBJETIVOS 
 

1. Determinar el efecto de las vasoinhibinas sobre la apoptosis de condrocitos 

en cultivo.  

2. Determinar el efecto de las vasoinhibinas sobre la producción de NO por 

condrocitos en cultivo. 

3. Determinar si donadores de NO (nitroprusiato de sodio) y la combinación de 

citocinas proinflamatorias (IL-1β, INF-γ y TNF-α) estimulan la apoptosis de 

condrocitos en cultivo. 

 

 

 



METODOLOGÍA 
 

Vasoinhibinas. La PRL de rata se adquirió del “National Hormone and 

Pituitary Program” de los Institutos Nacionales de Salud de EUA (NHPP, NIH, 

Torrance, CA). Las vasoinhibinas se generaron mediante la proteólisis enzimática 

de la PRL de rata (16 kDa) o por mutagénesis dirigida del DNA complementario de 

la PRL humana (14 kDa), de acuerdo a los procedimientos descritos previamente 

(Clapp, 1987; Galfione et al., 2003). 

 

Aislamiento y cultivo de condrocitos. El cartílago se obtuvo de la 

superficie de las placas tibiales y de los cóndilos femorales de ratas Wistar 

machos de 120-150 g. Se utilizaron aproximadamente 10 ratas Wistar de las que 

se obtuvieron aproximadamente 10 X 106 condrocitos. Para dicho aislamiento, el 

tejido se cortó en pequeños fragmentos y se puso a digerir con tripsina al 0.025% 

en solución A pH 7.37 (1.8g glucosa, 0.220g KCl, 7.590g NaCl, 0.745g Na2HPO4, 

en 1 L de agua) durante 10 minutos a temperatura ambiente y en agitación, 

posteriormente el extracto se centrifugó durante 10 min a 134 g y el “pellet” se 

incubó con colagenasa tipo 2 al 0.02% en solución A pH 7.37 (1.8g glucosa, 

0.220g KCl, 7.590g NaCl, 0.745g Na2HPO4, en 1 L de agua) en agitación a 37°C 

durante 2 h. Los agregados celulares residuales se extrajeron por sedimentación 

después de una centrifugación por 10 min a 134 g y las células se sembraron en 

medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco, BRL) y 

se cultivaron a 37°C bajo una atmósfera de 95% aire/ 5% de CO2. 

 

Evaluación de la apoptosis in vitro. Los condrocitos se sembraron a una 

densidad de 200,000/pozo (caja de 48 pozos), y se incubaron por 24 h en 10% 

SFB para posteriormente cultivarlos en presencia o ausencia de dosis variables de 

vasoinhibinas (1-100 nM) por 24 ó 48 h. En otros experimentos se evaluó el efecto 

de una mezcla de citocinas pro-inflamatorias IL-1β, INF-γ y TNF-α, (que forman 

parte de los principales mediadores en la destrucción del cartílago) a 

concentraciones de 5 ng/ml, 100 U/ml y 25 ng/ml (R&D Systems Inc, Minenapolis, 



MN) respectivamente, o de un donador de NO [1 mM o 2 mM NPS (Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO)]. 

 

Detección de Muerte Celular por el Ensayo ELISA. Se utilizó un 

inmunoensayo enzimático (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) diseñado 

para valorar cuantitativamente el DNA fragmentado asociado a histonas. Dicho 

estuche fue utilizado de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Brevemente, 

en una caja de ELISA (96 pozos) se pusieron 50 μl/pozo de solución de 

cubrimiento (anticuerpo anti-histona capaz de reconocer a las histonas que 

quedan descubiertas debido a la degradación del DNA), y se incubaron por una 

hora a temperatura ambiente. La solución se retiró y en su lugar se pusieron 100 

μl/pozo de la solución de incubación proveída en el estuche, se incubó por 30 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la solución de incubación se 

sustituyó por 50 μl de la muestra de extractos de condrocitos/pozo (1:10). 

Adicionalmente, para determinar el ruido del fondo se pusieron 50 μl/pozo de 

solución de incubación en 2 pozos y se incubaron por 90 minutos a temperatura 

ambiente. Los pozos se lavaron tres veces con solución de lavado, se agregaron 

50 μl de anti-DNA/pozo y se incubó por 90 minutos a temperatura ambiente, se 

lavó de nuevo con solución de lavado por tres veces, y se pusieron 50 μl de 

sustrato/pozo incubándose en agitación a 6 g, hasta observar color (15 minutos). 

La solución se mezcló con movimientos suaves y la densidad óptica se midió a 

405 nm y 490 nm contra la solución del sustrato. Los datos obtenidos se expresan 

como factor de enriquecimiento que se obtiene restando la absorbancia de 490 nm 

a la de 405 nm de cada una de las muestras y normalizando con el control. Sin 

embargo, para fines prácticos nosotros nos referiremos al factor de 

enriquecimiento como apoptosis. 

 

Evaluación de NO. Se analizaron los efectos de las vasoinhibinas, de 

donadores de NO (NPS) o de la mezcla de citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, INF-γ 

y TNF-α) sobre la producción de NO en condrocitos en cultivo. La producción de 

NO se determinó en los medios condicionados de los condrocitos sometidos a los 



diferentes tratamientos mediante la reacción de Griess que mide los productos 

estables de la oxidación del NO (nitratos y nitritos) de acuerdo al método utilizado 

rutinariamente en nuestro laboratorio (Corbacho et al., 2000). Brevemente, se 

elaboró una curva de calibración poniendo 100 μl de SFB al 10% y diferentes 

diluciones de NO3 en 100 μl. Se preparó una solución “stock” de la siguiente 

manera: 50% HEPES pH 7.5, 25 % FA (formato de amonio 2.4 M pH 7.2) y 25% 

de agua destilada. Se agregaron 50 μl de reductasa de E. coli por cada 2 ml de 

solución “stock”. 100 μl de cada medio condicionado o de las diluciones de la 

curva patrón se mezclaron con 100 μl de la solución “stock” y se incubaron por una 

hora a 37°C para posteriormente centrifugarlos por 3 min a 15,682 g. Se tomaron 

100μl de los sobrenadantes, se les agregó 100 μl del reactivo de Griess (1g 

sulfanilamida, 0.1g NEDA, 2.94 ml de ácido fosfórico, en 100 ml de agua 

destilada), se colocaron en una placa de 96 pozos y se determinó la densidad 

óptica a 490 nm. 

 

Aislamiento de RNA, RT-PCR y qPCR. El RNA de los condrocitos se extrajo 

usando el método de isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987). El 

RNA total (5 μg) fue retrotranscrito utilizando la enzima retrotranscriptasa M-MLV 

[Moloney murine leukemia virus] (Promega Madison, WI) y oligo (dT 16) (New 

England Biolabs). Después de la retrotranscripción, alícuotas de 2 μl fueron 

usadas para la amplificación del cDNA por PCR tiempo real usando un equipo 

LightCycler™ (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN., USA) y SYBR green 

(Epicentre Technologies, Madison, WI., USA). Para la amplificación de p53 se 

utilizaron los siguientes oligos de secuencia específica: sentido AGA GAC CCA 

GCA ACT ACC AAC C, y antisentido CTC AGA CTG ACA GCC TCT GCA T, que 

generan un producto de 216 pb. La reacción incluyó un primer segmento de (1 

minuto a 95°C) y 50 ciclos de amplificación (0 seg a 94°C, 8 seg a 62°C, y 9 seg a 

72°C) con detección fluorescente al final de cada ciclo. De igual manera se 

utilizaron alícuotas de 2 μl de los productos de retrotranscripción obtenidos del 

RNA de condrocitos, para amplificar el cDNA de colágena II por PCR, usando un 

equipo Perkin Elmer (Gene Amp, PCR System 2400) y se utilizaron los oligos de 



secuencia específica: sentido CAA GGG AGA CAG AGG TGA TGT, y antisentido 

TCT GTC CAG CTT CTC CTT GAT, que generan un producto de 287 pb. La 

reacción incluyó un primer segmento de (30 seg a 94°C) y 35 ciclos de 

amplificación (30 seg a 94°C, 30 seg a 60.4 °C y 30 seg a 72°C). Se usó como 

control de carga a la proteína estructural actina con la siguiente secuencia 

específica: sentido CCA TCA TGA AGT GTG ACG TTG, y antisentido ACA GAG 

TAC TTG CGC TCA GGA, que generan un producto de 175 pb. 

 
 



RESULTADOS 
 
 
Valoración de la diferenciación de condrocitos en cultivo 
 

Diversos reportes alertan sobre la posible desdiferenciación de condrocitos 

en cultivo, la cual es factible controlar conservando una alta densidad de los 

cultivos (Isogai et al., 2006), que es el método empleado en este estudio. Para 

validar el estado diferenciado de los condrocitos empleados en nuestro trabajo 

analizamos la expresión de colágena tipo II que es un marcador del estado 

diferenciado de este tipo celular. La amplificación por RT-PCR del RNA mensajero 

de dos preparaciones independientes de condrocitos cultivados en presencia de 

suero normal (10%) o de bajo suero (0.5%) durante 48 h, mostró un transcrito del 

tamaño esperado (287 pb) para el RNA mensajero que codifica para la colágena 

tipo II (Figura 4). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Productos de RT-PCR para colágena II, amplificados a partir del RNA total aislado de 
condrocitos cultivados en 10% o en 0.5% de SFB por 48 horas. 
 

Efecto de vasoinhibinas sobre la apoptosis de condrocitos en cultivo. 
 

Cultivos primarios de condrocitos articulares recién aislados fueron 

incubados en 10% y 0.5% de SFB en presencia o ausencia de dosis crecientes (1-

100 nM) de vasoinhibinas recombinantes de origen humano. Al cabo de la 

incubación de 48 h, se determinó la apoptosis de las células adheridas y presentes 



en el medio de cultivo a través de evaluar la fragmentación del DNA con el ensayo 

ELISA específico. En la figura 5 se muestra que la deprivación de suero aumenta 

alrededor de 5 veces el nivel de apoptosis que se observa en presencia de 10% 

de suero. Esta observación valida nuestro ensayo para detectar apoptosis ante un 

conocido inductor de este proceso. Las vasoinhibinas inhibieron la apoptosis basal 

en su concentración más alta, e inhibieron la apoptosis inducida por 0.5% de suero 

en forma dependiente de la dosis. Sin embargo, en 10% de suero el número total 

de células disminuyó en presencia de vasoinhibinas a niveles comparables a los 

observados bajo 0.5% de suero. Esta disminución sugiere que las vasoinhibinas 

inducen la muerte celular en un período previo a las 48 h, y por ende, la posible 

existencia de un efecto pro-apoptótico temprano de las vasoinhibinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5: Cultivos de condrocitos fueron expuestos durante 48 h a 10% y 0.5% de SFB y a 
concentraciones 1, 10 y 100 nM de vasoinhibina recombinante. La apoptosis se evaluó mediante la 
fragmentación de DNA con el ensayo de ELISA especifico (factor de enriquecimiento = apoptosis), 
las células se contaron con un hemocitómetro. Los datos representan tres experimentos con tres 
repeticiones ± SEM. * p <0.05 vs control sin vasoinhibinas. **p< 0.05 vs control (10 % SFB). 
 

 

 



Para valorar la especificidad de los efectos de las vasoinhibinas, utilizamos 

una preparación diferente de éstas, que fue generada mediante la proteólisis 

enzimática de la PRL de rata (Clapp, 1987) e incubamos a los condrocitos bajo 

condiciones de alto suero por 48 horas (Figura 6). En este experimento al igual 

que en el anterior se observó que las vasoinhibinas inhiben la apoptosis basal, 

pero a diferencia de las vasoinhibinas recombinantes el efecto se observó con 

todas las dosis utilizadas. Por otra parte y en apoyo al posible efecto pro-

apoptótico temprano, se volvió a observar una disminución en el número total de 

células en presencia de las vasoinhibinas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6: Cultivos de condrocitos fueron expuestos durante 48 h a 10% de SFB y a 
concentraciones 1, 10 y 100 nM de vasoinhibinas generadas por proteólisis enzimática. La 
apoptosis se evaluó mediante la fragmentación de DNA con el ensayo de ELISA específico (factor 
de enriquecimiento = Apoptosis) y las células se contaron con un hemocitómetro. Los datos 
representan un experimento con tres repeticiones ± SEM. * p <0.05 vs control. 
 

Para investigar un posible efecto pro-apoptótico temprano de las 

vasoinhibinas decidimos probar si las vasoinhibinas recombinante y generada 

mediante proteólisis, estimulan la apoptosis de los condrocitos en un período más 

corto (24 h) de incubación (Figura 7). Encontramos que en este tiempo de 

 



tratamiento, todas las dosis empleadas de ambos tipos de vasoinhibinas 

(recombinante y proteólisis enzimática) estimularon la apoptosis. Sin embargo, el 

número celular no se modificó bajo el tratamiento con vasoinhibinas generadas por 

proteolisis e incluso se llegó a incrementar ligeramente con algunas 

concentraciones de las vasoinhibinas recombinantes. Estos hallazgos indican que 

las vasoinhibinas son pro-apoptóticas y que el efecto sobre la fragmentación del 

DNA antecede al efecto sobre el número celular. Más aún, el efecto de ambas 

vasoinhibinas fue dependiente de la dosis, si bien las dosis más bajas de las 

vasoinhibinas recombinantes tuvieron un efecto mayor que las generadas 

enzimáticamente. La aparente mayor potencia de las vasoinhibinas 

recombinantes, si bien no fue congruente con los experimentos mostrados en la 

figura 5, se corroboró en todos los experimentos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7: Cultivos de condrocitos fueron expuestos durante 24 h a 10% de SFB y a 
concentraciones variables de vasoinhibinas, recombinante y generada por proteólisis enzimática. 
La apoptosis y las células se evaluaron como en la figura 5. Los datos son representativos de tres 
experimentos independientes y representan promedios ± SEM de tres réplicas. * p < 0.05 vs control 
sin vasoinhibinas. 



Expresión de p53 en condrocitos en cultivo. 
 

El aumento de la proteína p53 es uno de los principales mecanismos capaz 

de detener el ciclo celular para favorecer la reparación de DNA dañado o la 

apoptosis de diferentes células (Wosik et al., 2003). La cuantificación por RT-PCR 

en tiempo real del RNA mensajero para p53 se llevó a cabo en condrocitos 

cultivados en condiciones de deprivación de suero (0.5% SFB) o con 10% de 

suero en presencia de citocinas pro-inflamatorias o de vasoinhibina (Figura 8). En 

todos los casos se observó un aumento en la expresión de p53 con respecto al 

valor control del grupo incubado en presencia de 10% de suero en ausencia de los 

diferentes tratamientos. El mayor efecto lo tuvo la deprivación de suero, seguido 

del observado bajo la acción de vasoinhibinas y subsecuentemente de las 

citocinas pro-inflamatorias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 8: Productos de RT-PCR para p53, amplificados a partir del RNA total aislado de 
condrocitos cultivados en 10% de SFB, deprivación de suero (0.5%), vasoinhibinas (10 nM) y 
citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, TNF-α e INF-γ), durante 24 h. Los datos son representativos de 
tres experimentos independientes. * p < 0.05 vs 10% SFB. 
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Efecto de vasoinhibinas sobre la producción de NO por condrocitos en 
cultivo. 
 

El efecto de las vasoinhibinas se evaluó sobre los niveles de NO en el 

medio de los condrocitos. No se observaron cambios significativos en la 

concentración de NO ni a las 48 h (Figura 9) ni a las 24 h (Figura 10) de cultivo. 

Esto indica que las vasoinhibinas no modifican la producción de NO en los 

condrocitos y por lo tanto que su efecto pro-apoptótico no involucra al NO. 

 

De manera interesante, también bajo deprivación de suero, un estímulo que 

induce apoptosis, no se observó un aumento en NO, lo que nos llevó a 

documentar si el NO es estímulo suficiente para inducir la apoptosis de los 

condrocitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9: Producción de NO en cultivos de condrocitos expuestos durante 48 h a concentraciones 
variables (1, 10 y 100 nM) de vasoinhibinas recombinantes. La producción de NO se evaluó en el 
medio condicionado de condrocitos con el método de Griess que mide los productos estables de la 
oxidación de NO (nitritos y nitratos) Los datos son el promedio ± SEM de tres experimentos 
independientes con tres réplicas. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10: Producción de NO en cultivos de condrocitos expuestos a concentraciones variables de 
vasoinhibinas recombinantes y generadas por proteólisis enzimática durante 24 h. La producción 
de NO se evaluó como en la figura 9. Los datos son representativos de tres experimentos 
independientes y representan promedios ± SEM de tres réplicas. 
 
Efecto del NO sobre la apoptosis de condrocitos en cultivo.  
 

Con el propósito de documentar si el aumento en los niveles del NO es 

señal suficiente para disparar la apoptosis de los condrocitos, investigamos el 

efecto pro-apoptótico del NO sobre condrocitos en cultivo, ya sea por la respuesta 

a un donador de NO como el nitroprusiato de sodio (NPS) o bien por la mezcla de 

las citocinas pro-inflamatorias, IL-1β, INF-γ y TNF-α. 

 

Los condrocitos fueron incubados con dos dosis de NPS durante 24 h 

(Figura 11). Este tratamiento resultó en un aumento dosis-dependiente de la 

producción de NO y en una inhibición del numero celular, donde la dosis más alta 

condujo a la desaparición total de las células. Mientras que con la dosis menor de 

NPS se incrementó la apoptosis significativamente con respecto al control. Estos 

resultados indican que el aumento de NO induce apoptosis, pero puede también 

derivar en la muerte celular total posiblemente por necrosis. Con el objeto de 



estimular la producción de NO en condiciones más parecidas a las que tienen 

lugar en el organismo, se expuso a los condrocitos a la mezcla de citocinas pro-

inflamatorias usada en los experimentos anteriores y que se sabe media 

reacciones inflamatorias de la articulación vía la producción de NO (Hayashi et al., 

1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11: Efecto de incubar durante 24 h a condrocitos en 10% de suero en presencia y ausencia 
del donador de NO, nitroprusiato de sodio (NPS). La apoptosis y el número de células se evaluaron 
como en la figura 5 y la producción de NO se evaluó con el método mencionado en la figura 9. Los 
datos representan un experimento con tres repeticiones ± SEM. * p < 0.05 con respecto al control 
de 10 % de suero. 
 

El tratamiento por 24 horas con las citocinas pro-inflamatorias aumentó 

tanto el NO, como la apoptosis, y disminuyó el número celular (Figura 12). Estas 

observaciones indican que el aumento en NO exógeno o inducido por acción de 

las citocinas pro-inflamatorias participa en la inducción de la muerte celular por 

apoptosis. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 12: Condrocitos en cultivo expuestos a una mezcla de las citocinas pro-inflamatorias IL-1β, 
INF-γ y TNF-α, en 10 % de suero, durante 24 h. La apoptosis y el número de células se evaluaron 
como en la figura 5 y la producción de NO se evaluó con el método mencionado en la figura 9. Los 
datos representan tres experimentos independientes y son el promedio ± SEM de tres réplicas. * 
p< 0.05 con respecto al control sin citocinas. 
 

 

Sin embargo y en apoyo a que el NO no es un mediador esencial de la 

apoptosis de los condrocitos, encontramos que la deprivación de suero no afecta 

la síntesis de NO en los cultivos después de 24 ó 48 h de incubación, pero sí 

estimula la apoptosis y reduce el número celular en ambos tiempos (Figura 13). 

De acuerdo a estas observaciones el NO no parece mediar la apoptosis de los 

condrocitos inducida por las vasoinhibinas ni por la deprivación de suero. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13: Comparación de la producción de NO, la apoptosis, y el número de condrocitos 
incubados en 10% o en 0.5% de SFB durante 24 y 48 h. La apoptosis y el número de células se 
evaluaron como en la figura 5 y la producción de NO se evaluó con el método mencionado en la 
figura 9. Los datos representan tres experimentos independientes y son el promedio ± SEM de tres 
réplicas. * p < 0.05 con respecto al control con 10% de suero. 
 



DISCUSIÓN 
 

El cartílago es un tejido avascular, firme y flexible especializado para 

absorber y resistir la compresión. Este tejido se destruye al ser sustituido por 

hueso durante el crecimiento, pero también en patologías como la artritis 

reumatoide y la osteoartritis, que son las principales causas de discapacidad 

severa en la población. La destrucción del cartílago durante el proceso normal de 

osificación y en los padecimientos artríticos mencionados, es en parte 

consecuencia de la acción de factores pro-apoptóticos capaces de inducir la 

muerte del único tipo celular del cartílago, los condrocitos. En este trabajo 

obtuvimos evidencias de que las vasoinhibinas se encuentran entre los factores 

que promueven la apoptosis de los condrocitos del cartílago articular. 

 

 Las vasoinhibinas comprenden a una familia de péptidos derivados de la 

hormona PRL con propiedades anti-angiogénicas y pro-inflamatorias (Corbacho et 

al., 2002; Clapp et al., 2006). La PRL está presente en el líquido sinovial y puede 

derivar de la PRL circulante ya que proteínas con masas moleculares menores de 

100 kDa (la PRL tiene una masa molecular de 23 kDa) se difunden fácilmente 

entre uno y otro fluido biológico (Perman, 1980). Sin embargo, la PRL también 

puede generarse en los condrocitos. Los condrocitos aislados del cartílago 

articular expresan el RNA mensajero de la PRL y a la proteína (Macotela et al., 

2006), y células mesenquimales de la médula ósea expresan al RNA mensajero 

de la PRL cuando se les induce a diferenciarse en condrocitos (Ogueta et al., 

2002). Además, se ha detectado a las vasoinhibinas en medios condicionados por 

condrocitos y estas células secretan MMPs capaces de generarlas a partir de la 

PRL (Macotela et al., 2006). Estos antecedentes llevaron a investigar posibles 

acciones locales de la PRL y de las vasoinhibinas sobre los condrocitos. 

 

 ¿Por qué la apoptosis? Es bien conocido que la PRL actúa como factor de 

supervivencia en varios tipos celulares (Ben-Jonathan et al., 1996), incluidos los 

condrocitos (Zermeño et al., 2006). Los condrocitos expresan el receptor de la 

PRL y la PRL inhibe la apoptosis inducida por deprivación de suero en estas 



células (Zermeño et al., 2006). Por otra parte, diversas evidencias indican que las 

vasoinhibinas actúan sobre receptores distintos a los receptores de la PRL (Clapp 

y Weiner, 1992) ejerciendo acciones contrarias o diferentes a las de la PRL 

(Corbacho et al., 2002). Una de estas acciones es la inducción de la iNOS. Las 

vasoinhibinas inducen la expresión de la iNOS en forma comparable al efecto de 

la acción conjunta de IL-1β, INF-γ y TNF-α, por lo que se propuso su posible 

acción pro-inflamatoria en las vías respiratorias (Corbacho et al., 2000). Por su 

parte, la PRL inhibe la expresión de la iNOS inducida por dichas citocinas 

(Corbacho et al., 2003) y por las propias vasoinhibinas (Lemini et al., 2006). Esta 

información aunada a que el NO producto de la actividad de la iNOS se ha 

considerado como un importante inductor de la apoptosis de los condrocitos 

(Blanco et al., 1995) nos llevó a investigar si las vasoinhibinas podrían actuar de 

manera similar a citocinas pro-inflamatorias estimulando la apoptosis de los 

condrocitos. 

 

 Nuestro trabajo mostró que vasoinhibinas de diferentes especies, 

generadas por procedimientos diferentes inducen la apoptosis de condrocitos en 

cultivo evaluada a través de la fragmentación del DNA y la expresión de p53. La 

fragmentación del DNA se evaluó mediante un ELISA que mide mono y 

oligonucleosomas capaces de reaccionar con anticuerpos anti-histonas y anti-

DNA. Si bien es posible que este ensayo pueda medir la exposición de histonas 

asociadas a la reparación del DNA, la señal esperada en este caso sería muy 

pequeña y difícilmente explicaría la señal positiva en respuesta a vasoinhibinas 

que fue del 25 al 100 % sobre el valor basal. Es menester sin embargo 

documentar el efecto sobre la apoptosis de las vasoinhibinas con métodos 

complementarios como el patrón en escalera del DNA fragmentado, la evaluación 

de las porciones finales 3’-OH de los fragmentos de DNA producidos en respuesta 

a las señales apoptóticas por la técnica de TUNEL, y/o la concentración de DNA 

hipodiploide. Así mismo, la detección de marcadores de apoptosis como la 

caspasa 3. A este respecto encontramos que las vasoinhibinas aumentan p53 

cuya expresión es característica de células en apoptosis (Owen-Schaub et al., 



1995). El uso de vasoinhibinas de diferentes orígenes y especies es importante 

para apoyar la especificidad de las acciones de estos péptidos. Las vasoinhibinas 

generadas por proteolisis enzimática a partir de una preparación referencia de 

PRL de rata suelen ser menos potentes (~10 veces) que las generadas a través 

de mutagénesis del cDNA de la PRL humana (Clapp et al., 1993), pero presentan 

como ventaja el permitir el uso de un sistema homólogo. Por otra parte, las 

vasoinhibinas recombinantes poseen un grado de pureza mayor pero contienen 

una proporción importante de una variante glicosilada de mayor tamaño que no ha 

sido caracterizada (Galfione et al., 2003). El hecho de que ambas vasoinhibinas 

estimulen la apoptosis de los condrocitos indica que el efecto observado se debe a 

esa proteína y no a algún posible contaminante presente en la muestra.  

Las vasoinhibinas indujeron la fragmentación del DNA durante las primeras 

24 h de tratamiento, pero esta alteración se tradujo en la pérdida de células 

solamente después de este período (siguientes 24 h). La dinámica de las 

diferentes fases de la apoptosis varía entre los tipos celulares (Williams y Smith, 

1993) y en respuesta al tipo de factores pro-apoptóticos (Samali et al., 1996). Al 

respecto, observamos que la deprivación de suero, indujo fragmentación del DNA 

y pérdida celular tanto a las 24 h como a las 48 h de incubación; mientras que las 

citocinas pro-inflamatorias, estimularon tanto la fragmentación del DNA como la 

pérdida celular durante a las 24 h. Estas diferencias podrían reflejar distintos 

mecanismos de señalización. 

Así mismo, los tres inductores de apoptosis evaluados en este estudio 

estimulan la expresión de p53, si bien con diferente magnitud. Los aumentos de 

expresión fueron de 37.48, 18.43 y 4.98 (veces de inducción), para deprivación de 

suero (0.5%), vasoinhibinas y citocinas pro-inflamatorias, respectivamente. El 

aumento de la proteína p53 es uno de los principales mecanismos capaces de 

detener el ciclo celular para favorecer la reparación de DNA dañado y, por lo tanto, 

se asocia íntimamente con el proceso apoptótico. Ante la incapacidad de reparar 

el daño, p53 favorece la apoptosis a través de estimular transcripcionalmente la 

expresión de receptores de muerte membranales tales como CD95/Fas/APO-1 y 



TRAIL receptor 2/ KILLER/ DR5 (Owen-Schaub et al., 1995;  Müller et al., 1997; 

Bennett et al., 1998; Wu et al., 1997). Además, la inducción de p53 causa una 

activación del factor transcripcional NF-κB, y este efecto se correlaciona con la 

capacidad de p53 para inducir apoptosis (Foo y Nolan, 1999). Más aún, la 

inhibición o pérdida de la actividad de NF-κB anula la apoptosis inducida por p53, 

indicando que NF-κB es esencial para mediar la muerte celular por esta proteína 

(Ryan et al., 2000). La hiperactivación de p53 ha sido asociada con una variedad 

de enfermedades degenerativas asociadas con el proceso apoptótico, tales como 

la artritis reumatoide y la esclerosis múltiple (Wosik et al., 2003). 

 

Por otra parte, la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

puede conducir a la activación de p53 (Polyak et al., 1997; Li et al., 1999). 

Además, se ha mostrado en cultivos de condrocitos de conejo que un donador de 

NO (NPS) causa la inducción de p53 vía p38 MAP-cinasa y NF-κB, y que la 

sobrexpresión de p53 incrementada por NPS induce la apoptosis de los 

condrocitos (Kim et al., 2002). Al respecto sabemos que las vasoinhibinas inducen 

la apoptosis del endotelio vascular vía la activación de NF-κB (Tabruyn et al., 

2003) y que la activación de NF-κB media la inducción de iNOS por vasoinhibinas 

(Macotela et al., 2002). Por lo tanto, es posible que la activación de NF-κB por las 

vasoinhibinas esté casualmente relacionada a su efecto pro-apoptótico en los 

condrocitos vía la inducción de la iNOS. 

 

 En apoyo a la acción pro-apoptótica del NO, corroboramos que el 

incremento en NO en respuesta a NPS o a las citocinas pro-inflamatorias se 

asocia con un aumento en la apoptosis de los condrocitos. El efecto del NPS no 

solo indujo apoptosis sino muy probablemente necrosis debido a los altos niveles 

de toxicidad alcanzados. Si bien la presencia de necrosis debe ser evaluada en 

futuros experimentos, es bien sabido que el NPS produce altos niveles de NO con 

efectos oxidantes tóxicos en distintos tipos celulares, incluidos los condrocitos 

(Blanco et al,. 1995). Por su parte, las citocinas pro-inflamatorias tuvieron efectos 

más controlados sobre la muerte celular que se manifestaron durante las 24 h del 



tratamiento, y que podrían ser mediadas por la acción del NO promoviendo la 

apoptosis. Así, las citocinas estimularon la producción de NO, la apoptosis y la 

expresión de p53 durante las 24 h del tratamiento. De manera similar, las 

vasoinhibinas estimularon la fragmentación del DNA y la expresión de p53 a este 

tiempo, mas no la producción de NO, lo cual indica que el NO no es parte del 

mecanismo por el cual las vasoinhibinas estimulan la muerte programada de los 

condrocitos. Existen vías alternas al NO y a las ROS para activar p53 que 

pudieran mediar las acciones pro-apotóticas de las vasoinhibinas. Por ejemplo, se 

ha mostrado que la apoptosis inducida por daño al DNA puede proceder a través 

de la señalización de receptores de muerte (Friesen et al., 1996; Kasibhatla et al., 

1998) y que p53 puede regular transcripcionalmente la expresión de estos 

receptores tales como CD95/Fas/APO-1 y el receptor TRAIL 2/KILLER/DRS 

(Owen-Schaub et al., 1995). Aunado a que algunos de los miembros de la familia 

de factores pro-apotóticos, tales como Bax, Noxa o PUMA, son 

transcripcionalmente sitios blanco de p53. 

 

Estudios posteriores deberán abordar la caracterización y mecanismos de 

los efectos de las vasoinhibinas sobre la apoptosis de los condrocitos, así como el 

significado funcional de estas acciones. Con respecto a este último punto es 

importante hacer una serie de consideraciones que si bien tienen componentes 

especulativos benefician la discusión del trabajo. El principal efecto de las 

vasoinhibinas, de donde deriva su nombre, es el de inhibir la formación de vasos 

sanguíneos o angiogénesis. De hecho, este efecto permitió proponer que la 

presencia de vasoinhibinas en el cartílago refleja su participación en el control de 

la avascularidad de este tejido (Macotela et al., 2006). No solo se detectaron 

vasoinhibinas en los condrocitos, sino en el medio condicionado por los mismos. 

Además, la adición de PRL a condrocitos en cultivo resulta en su eficiente 

procesamiento a vasoinhibinas por diversas MMP (MMP 3, 8, 13, 2, 9) secretadas 

por estas células (Macotela et al., 2006). Así, la continua presencia de 

vasoinhibinas en el cartílago, generadas a partir de PRL proveniente tanto del 

líquido sinovial como de la hormona sintetizada por los propios condrocitos, 



contribuiría a explicar la resistencia de este tejido a su neovascularización. ¿Cómo 

explicar entonces que la presencia de estos péptidos bajo condiciones normales 

no traiga consigo la muerte celular de los condrocitos? Desconocemos las razones 

de esta aparente contradicción, sin embargo podemos especular acerca de 

posibles explicaciones. Una de ellas se relaciona con la concentración de 

vasoinhibinas. En los procesos inflamatorios donde tiene lugar la muerte de los 

condrocitos, por ejemplo, en la artritis reumatoide y la osteoartritis, ocurre una 

sobreproducción de MMP que pudiera incrementar la proporción relativa de 

vasoinhibinas con respecto a PRL. Esta proporción es importante, si se considera 

que ambas proteínas tienen efectos opuestos sobre la apoptosis. Así, podría 

proponerse que si bien en el cartílago normal se producen suficientes 

vasoinhibinas para contribuir al ambiente avascular, sus efectos pro-apoptóticos 

estarían compensados por la presencia de la PRL que es anti-apoptótica para los 

condrocitos. En condiciones de enfermedad, la mayor producción de MMP 

favorecería la generación de más vasoinhibinas por sobre los niveles de la PRL, y 

por ende la manifestación de sus efectos pro-apoptóticos. El impacto del aumento 

de las vasoinhibinas sobre la neovascularización del cartílago que también 

caracteriza a los procesos inflamatorios de la articulación podría ser 

contrarrestado por la presencia de abundantes factores angiogénicos que se sabe 

resultan de la infiltración de células inmunocompetentes y de la zona de interfase 

con el tejido óseo, entre otras fuentes (Pap y Distker, 2005). 

 

Estas ideas deberán valorarse en futuros estudios in vivo o in vitro a través 

de evaluar las concentraciones relativas de PRL y de vasoinhibinas en los 

condrocitos expuestos a las citocinas pro-inflamatorias o bien en condrocitos 

provenientes de cartílagos artríticos, así como la determinación de las actividades 

de las MMP que se sabe generan a dichos péptidos bajo las mismas condiciones 

pro-inflamatorias. 

 

En conclusión, en este trabajo mostramos evidencias de que las 

vasoinhibinas ejercen acciones pro-apoptóticas sobre los condrocitos del cartílago 



articular que no parecen ser mediadas por la producción de NO. Si bien, 

documentamos acciones pro-apotóticas de las citocinas pro-inflamatorias que 

pueden involucrar al NO, nuestro trabajo indica que el NO no es un mediador 

suficiente para que tenga lugar la muerte de los condrocitos. 
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