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Resumen
La desregulacion de la homeostasis del tejido articular induce cambios degenerativos

articulares y enfermedades musculoesqueléticas como la osteoartritis. Esta patologia
representa la primera causa de discapacidad motora en personas mayores de 60 afos,
impactando en su calidad de vida y en los costos del sistema de salud. En la actualidad,
los tratamientos farmacolégicos para esta enfermedad no logran atenuar su progresion,
dando como resultado una pérdida funcional de la articulacion. En este sentido,
nuestro trabajo de investigacion se enfocd en generar una miel de grado médico, y
determinar su inocuidad en un modelo in vitro de condrocitos humanos y en
articulacion de rata Wistar. Nuestros resultados demuestran que la miel de grado
meédico es inocua y que posee un elevado contenido de moléculas polifendlicas que
confieren una alta actividad antioxidante. En el modelo in vitro, se observé un efecto
citotoxico significativo a partir de la dosis 1% v/v en los esferoides de condrocitos
humanos. Asimismo, hemos demostrado la inocuidad de la miel en articulacion de rata
Wistar después de 21 dias de tratamiento via intraarticular, 30 uL / 1 dosis semanal.
El analisis histologico demostro la ausencia de alteraciones en el cartilago femoral. De
igual forma, mediante ecografia corroboramos la ausencia de inflamacion en la cavidad
articular y de cambios estructurales del cartilago hialino. Mas aun, no se encontro
evidencia de dafo hepatico, ni presencia de compuestos fendlicos en circulacién al dia
21 post tratamiento. En conclusion, hemos sentado las bases para continuar
estudiando la viscosuplementacién con miel de grado médico y asi impactar en el
proceso degenerativo articular provocado por el estrés biomecanico, inflamatorio y

oxidante caracteristicos de la osteoartritis.



Abstract

Dysregulation of joint tissue homeostasis induces articular degenerative changes and
musculoskeletal diseases such as osteoarthritis. This pathology represents the first
cause of motor disability in individuals over 60 years of age, impacting their quality of
life and the costs of health systems. Nowadays, pharmacological treatments for
osteoarthritis have failed to significantly inhibit disease progression, resulting in a
functional loss of the joint. In this sense, our research focused on generating medical-
grade honey and determining its safety in a 3D in vitro model of human chondrocytes
and in Wistar rat joints. Our results show that medical-grade honey has a high content
of polyphenolic molecules leading to increased antioxidant activity. Using the scaffold-
free 3D culture system, we observed a greater proliferation of human chondrocyte
spheroids at low doses and a significant cytotoxic effect starting from the 1% v/v dose.
Moreover, we have demonstrated honey safety by its inoculation in Wistar rat joint. Any
alterations in the femoral cartilage of rat joints were observed after 21 days of treatment
by intra-articular administration (one dose, 30 uL per week). The absence of
inflammation in the joint cavity and structural changes in hyaline cartilage were
demonstrated by ultrasound scan. Furthermore, no evidence of liver damage was found,
nor the presence of phenolic compounds in circulation at day 21 post-treatment. In
conclusion, we have laid the foundations to continue studying viscosupplementation
with medical-grade honey to impact the degenerative joint process caused by

inflammatory and oxidative stress in osteoarthritis.
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. Introduccion
La discapacidad en México representa un problema social y de salud publica
importante, ya que casi 8 millones de habitantes padecen algun tipo de discapacidad,
y de estos, el 49.9% son adultas mayores (1). La osteoartritis (OA) es la principal
patologia que genera discapacidad motora ocasionando diversos grados de
discapacidad en el adulto mayor. A pesar de esto, hoy en dia la medida terapéutica
estandar para la OA es la correccién quirurgica o el uso de terapias paliativas y/o
bioldgicas, que representa una inversion considerable del Producto Interno Bruto (2).
En este contexto, en la década de los 70’s se detond el uso terapéutico del acido
hialurénico (AH) en enfermedades musculoesqueléticas como la OA, ya que demostro
funciones viscoelasticas (3) y actualmente tiene la intencion de recuperar actividades
biomecanicas y fisiolégicas de la articulacion. No obstante, su uso tiene aun
limitaciones como su alto costo, la dosis adecuada y la frecuencia de administracion
(3, 4). Estas limitaciones han motivado a estudiar otros fluidos viscoelasticos que
poseen caracteristicas fisicoquimicas similares a las que presenta el AH y que, por su
valor agregado de compuestos anti-inflamatorios, antioxidantes, analgésicos,
senoliticos, antimicrobianos y cicatrizantes ofrezcan una mejor actividad biologica en

la articulacion.



1. Antecedentes

1. Osteoartritis, principal causa de discapacidad motora en el adulto mayor

La OA es una condicidon discapacitante que no tiene cura, caracterizada por una
degeneracion en la articulacion inducida en gran medida por estrés metabdlico y
biomecanico (5). La OA es la principal causa de discapacidad en las personas mayores
de 60 afios, siendo mas prevalente en mujeres (13%) que hombres (10%) (6, 7). En
México, la incidencia de OA se estima en alrededor del 10.5%, y de estos, el 83.4% ha
reportado un grado de limitacion para realizar rutinas comunes debido a las
condiciones incapacitantes (8, 9).

En nuestro pais esta patologia esta aumentando de forma alarmante, en gran medida
por la alta incidencia del sobrepeso y obesidad (9, 10); dado que estas condiciones
promueven estados de desregulacion metabdlica e inflamacion sistémica que
contribuyen a la degeneracion articular. Es importante mencionar que el sobrepeso y
obesidad no son los unicos factores de riesgo para la OA, ya que los factores genéticos,
la edad y género son condicionantes etioldgicos importantes que contribuyen a su

desarrollo (7, 8, 9).

2. Fisiopatologia molecular de la osteoartritis

En la articulacion de rodilla, el condrocito ejerce funciones anabdlicas que ayudan a
mantener un reemplazo adecuado de componentes especificos de la matriz
extracelular (MEC) incluyendo fibras de colagena y proteoglicanos (11). El grado de

deposicion de las proteinas de la MEC es regulado por el factor inducible de hipoxia 1



alfa (HIF-1a) el cual, en un microambiente con bajas concentraciones de oxigeno
induce la expresion de SOX9, un regulador transcripcional maestro de la
condrogénesis. La presencia de SOX9 promueve a su vez la expresién de genes
condrogénicos tales como colagena tipo 2 (COL2A1) y agrecanos (ACAN), siendo
estos los principales componentes de la MEC en el cartilago articular (12).

Es importante resaltar que, el envejecimiento del condrocito, asi como agresiones
biomecanicas al cartilago desencadenan un cambio metabdlico del anabolismo a
catabolismo (11). Por lo tanto, un estado catabdlico altamente activo en el condrocito
conllevara a la sintesis de mediadores inflamatorios y enzimas proteoliticas que
perpetuaran la destruccion del cartilago y deterioraran otros tejidos articulares
incluyendo el hueso subcondral, membrana sinovial y meniscos (13). En este contexto,
el numero de condrocitos y su viabilidad se vera drasticamente afectada; mas aun, la
diferenciacion del condrocito y generacion de células hipertroficas se potenciara,
conllevando en conjunto a una disminucion en la calidad y sintesis de componentes
de la MEC.

Por otro lado, el desbalance entre anabolismo y catabolismo generado durante la
progresion de la OA puede ser contrarrestado por la expresion del factor de
crecimiento transformante-beta (TFG-B), el cual modifica el desequilibrio de sintesis-
reemplazo de proteoglicanos en la MEC (Figura 1) (14, 15). Adicionalmente, la
actividad catabdlica se asocia con una baja respuesta de los condrocitos a la
estimulacion por el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), disminuyendo
asi la produccion de proteinas de la MEC y perpetuando la destruccion progresiva del

cartilago (15, 16).
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Figura 1. Desregulacion de la homeostasis articular en la OA. (a) El anabolismo de la articulacion
regula la expresion génica y sintesis proteica de COL2A1 y ACAN en los condrocitos, manteniendo los
componentes de la MEC del cartilago hialino con un recambio proteico regulado. (b) Se representa el
desbalance homeostatico en la articulacion de rodilla, promovido por el estrés oxidante y ambiente
inflamatorio. La sefalizacion de IL-1B y TNF-a desencadena la regulaciéon al alta de MMPs y
agrecanasas provocando la degradacion principalmente de COL2A1 y ACAN, considerados
componentes clave de la MEC. ACAN: agrecano; COL2A1: colagena tipo Il; MEC: matriz extracelular;
HIF-1a: factor inducible por hipoxia 1 alfa; MMPs: metaloproteinasas; ROS: especies reactivas de

oxigeno; RNS: especies reactivas del nitrogeno. Imagen adaptada de Martinez-Armenta C et al., 2021.

En este sentido, la integridad comprometida del cartilago atenuara la funcion del resto
de tejidos articulares fomentando la aparicion de cambios morfoestructurales
irreversibles como la formacion de osteofitos, esclerosis subcondral, lesiones
degenerativas en la regién del menisco e hipertrofia de la membrana sinovial (17).
Asimismo, la hipertrofia sinovial juega un papel fundamental en la perpetuacion del
estado inflamatorio ya que por su condicién vascularizada condiciona la cantidad y
calidad del liquido sinovial. Por lo tanto, la capacidad de lubricacion de las

articulaciones se vera afectada, provocando friccién y cizallamiento promotores de



estrés biomecanico y produccién sostenida de citocinas pro-inflamatorias dentro de la

articulacioén (17, 18).

3. Implicaciones de la inflamacion en la degradacion del cartilago articular

Los mediadores inflamatorios se consideran factores criticos para la destruccién del
cartilago y sinovitis en la OA. Sin embargo, el estrés biomecanico, cirugia o
traumatismos articulares también han sido reconocidos como agentes causales de una
desregulacion homeostatica articular que promueven el inicio y progresion de la OA
(19). En conjunto, todos estos factores inducen la generacion de fibrocartilago y
pérdida gradual de proteoglicanos y COL2A1 a causa de la alta produccion de citocinas
pro-inflamatorias. La sefalizacion de estas citocinas estimulara un cambio en el
fenotipo de los condrocitos, apoptosis y agravara la fibrosis sinovial (15, 20).

El estrés inflamatorio exacerbado en el espacio intraarticular activa la via candnica del
factor nuclear kappa B (NF-kB) en los condrocitos y sinoviocitos. Una vez
desencadenada su sefalizacion celular, NF-kB fomenta la expresién de diferentes
genes incluyendo ciclooxigenasa-2 inducible (COX-2), citocinas pro-inflamatorias y
quimiocinas incluyendo la IL-18, TNF-a, IL-6, IL-15 e IL-18 que en conjunto
mantendran la inflamacion articular (15). Asimismo, se promovera la expresion de
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y agrecanasas conllevando a la degradacion de
ACAN Yy fibras de colagenas presentes en el cartilago (20, 21). Mas aun, dado la alta

actividad enzimatica en el cartilago articular, se incrementara la concentracion de



productos derivados de la degradacién de la MEC fomentando el catabolismo del
condrocito y a su vez, una mayor destruccién del cartilago (21, 22, 23).

La liberacion exacerbada de citocinas pro-inflamatorias en el ambiente articular
inducira una proliferacion anormal de sinoviocitos y la infiltracion de células
inmunitarias en la membrana sinovial (24). Especificamente, se favorecera la
migracion de macrofagos y neutrofilos, lo cual mantendra la inflamacion exacerbada
dentro de la articulacidén. A nivel molecular, una alta concentracion de IL-13 y TNF-a
en la cavidad articular puede activar los procesos catabdlicos conllevando a la
piroptosis de los sinoviocitos, lo cual ha sido asociado con grados severos de OA (25,
26, 27). Todos estos fendmenos en conjunto desencadenaran una regulacion al alta
de MMPs, factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y una alta produccion

de 6xico nitrico (NO) que aceleraran el desarrollo de la OA (21).

4. Implicaciones del estrés oxidante en la degradacion del cartilago articular

Una actividad catabdlica sostenida en el condrocito induce una sobre produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), las que inducen la hipertrofia del condrocito,
disfuncién mitocondrial y dafo al DNA, proteinas y lipidos (28, 29). En este contexto,
el estrés oxidante y altas concentraciones de ROS modificaran la sintesis de las
proteinas de la MEC, asi como su degradacion mediante hidrolisis directa de las
proteinas, promoviendo la expresion de MMPs generando condrocitos hipertroficos
(Figura 1) (30); mientras que, la concentracion de NO por encima del nivel basal

ejercera una reduccion marcada en la sefalizacion de HIF-1a promoviendo la



hipertrofia del condrocito (31), al ser necesario para la expresion de SOX9 y afectando

la sefializacion condrogénica.

5. Opciones terapéuticas para la OA

A pesar del gran impacto de la OA en los pacientes, las opciones terapéuticas y los
estandares de atencion son limitados. El manejo convencional de la OA incluye el
control de peso y ejercicios fisicos especificos como estrategias de intervencion
adyuvantes para la terapia farmacoldgica (32). Farmacologicamente, la primera linea
de intervencion incluye medicamentos antiinflamatorios no esteroideos y paracetamol
para controlar el dolor crénico. Los inhibidores de la COX-2, los esteroides
intraarticulares y la viscosuplementacion también se consideran cuando falla el
tratamiento estandar; sin embargo, su eficacia clinica es pobre en pacientes con
comorbilidades (33). Por lo tanto, el uso de medicamentos para aliviar el dolor no
representa una estrategia terapéutica para detener o revertir el dafo del cartilago;
dado que no son capaces de regular la homeostasis del cartilago articular, lo que hace
que el cartilago sea propenso a sufrir mas dafios (34).

Hoy en dia, el reemplazo articular y la viscosuplementacion son los unicos enfoques
terapéuticos disponibles con capacidad de observar un cambio en el estilo de vida de
los pacientes con OA (17). La viscosuplementacion con AH logra de alguna manera
sustituir la pérdida de lubricacion del cartilago, reduciendo la friccion dentro de las
articulaciones, asi como el estrés biomecanico asociado con la pérdida de cantidad y

calidad del liquido sinovial (3, 4, 18). No obstante, diversas limitaciones en el uso del



AH han motivado el estudio de otros fluidos viscoelasticos para una terapia adyuvante
que proporcione un mejor enfoque terapéutico para la OA.

Hoy en dia, productos derivados de la colmena son utilizados para el manejo de
diferentes enfermedades inflamatorias de las articulaciones como terapia no
farmacoldgica. Bajo esquemas terapéuticos alternativos o adyuvantes, el potencial
efecto biolégico de la miel, el polen, el propdleo y el veneno de abeja se ha observado
en humanos (35, 36), modelos murinos (37, 38) e in vitro (39, 40). Estos beneficios
para la salud se observan principalmente cuando se utiliza miel de abeja sin aguijon,
y sus beneficios para la salud se atribuyen a sus componentes bio-activos (41).

De acuerdo con datos publicados, diferentes compuestos bioactivos comunmente
observados en la miel tienen un papel efectivo en la disminucion de lesiones
intraarticulares al inhibir la inflamacidn, el estrés oxidante, la hiperplasia sinovial y la
angiogeénesis (42, 43, 44, 45, 46). Especificamente, la proteccion del cartilago y la
mejora de las funciones reparadoras de los condrocitos inducidas por la miel,
involucran diversas moléculas biologicamente activas que incluyen los flavonoides y

compuestos fendlicos.

6. Efectos antiinflamatorios y antioxidantes de la miel

La miel es un liquido viscoso dulce, consumido por su valor nutritivo y sus efectos
positivos en la salud. Se ha descrito la presencia de mas de 200 compuestos quimicos
con actividades tan diversas como; antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,

cicatrizante y senolitica (47). Entre las principales biomoléculas descritas en la miel se



encuentra el acido p-cumarico, acido ferulico, acido galico, crisina, quercetina,
apigenina, galangina, kaemferol, luteolina y naringina, en donde su concentracion
dependera del tipo de miel (48, 49, 50).

La miel ha sido usada desde tiempos ancestrales como un agente terapéutico para
una gran variedad de condiciones clinicas. Su principal efectividad recae en su accion
cicatrizante y antibacteriana, sin embargo, otros estudios han mostrado su efecto en
cancer, diabetes y dislipidemias (51, 52, 53, 54, 55).

El papel de la miel en el proceso inflamatorio ha sido reportado por diversos autores.
Al-Wailli y colaboradores demostraron que el consumo de miel diluida disminuye la
concentracion de postaglandina E2, prostaglandina F2a y tromboxano B2 en plasma
de individuos sanos (56). En un estudio reciente, se ha mostrado el papel biologico de
vesiculas presentes en miel en un modelo de inflamacién aguda hepatica. Estas
ejercen un potente efecto antiinflamatorio suprimiendo la activacién del inflamasoma
NLRP3 y la sefalizacion de NF-kB, siendo el miR-4057 la principal molécula
responsable de dicha actividad (57).

Asimismo, otros estudios han explorado los efectos del consumo de miel sobre los
niveles de malondialdehido y ROS en atletas, asi como en modelos murinos sometidos
a un régimen de ejercicio de alto impacto. Los autores demuestran que el consumo de
miel conlleva a una reduccion en los marcadores de dafo oxidante caracteristicos de
una sobre activacidn metabdlica mitocondrial durante periodos de actividad fisica
intensa (58, 59).

Alvarez-Suarez et al. han teorizado que los componentes polifendlicos de la miel

cruzan la membrana celular para neutralizar los radicales libres (RL) intracelulares y



promover la expresion de enzimas antioxidantes (60). La evidencia reunida por
Gasparrini et al. demuestra que la miel de Manuka aumenta la expresion intracelular
de enzimas antioxidantes como glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation s-
transferasa en macrofagos, lo que respalda la teoria de Alvarez-Suarez (61); sin
embargo, aun no se han dilucidado por completo los mecanismos de accién de la miel
de Manuka sobre los neutrofilos y otros tipos de células relevantes.

Con base en los resultados de estudios preclinicos, la miel representa un candidato
novedoso para controlar la progresion de la OA al contrarrestar el catabolismo en la
articulacion que posteriormente conllevara a la recuperacion de la homeostasis

articular.

7. Potencial terapéutico de miel de grado médico en la regulaciéon de la
homeostasis articular

Previas investigaciones han tenido como objetivo identificar los efectos
antiinflamatorios de la miel de Manuka en macrofagos estimulados con LPS. Los
resultados indican que la miel de Manuka aumenta la viabilidad celular al disminuir la
apoptosis, inhibir la produccién de RL y atenuar la inflamacién. Estos efectos fueron
regulados a nivel molecular por la disminucion de las proteinas caspasa-3, p-p38 y p-
Erk1/2. Ademas, se demostré un aumento de la respiracién mitocondrial y la actividad
glucolitica, lo que condujo a la expresion y estimulaciéon de p-AMPK, SIRT1 y

PGC1alpha (61, 62).
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Por otro lado, un estudio in vivo demostro la capacidad antiinflamatoria y antioxidante
de la miel nigeriana en la artritis inducida por formaldehido en ratas Wistar. Este
estudio revelé que la ingesta de miel redujo significativamente la inflamacién de
manera similar al tratamiento con indometacina durante una intervencién de diez dias
(37). Ademas, se ha descrito el efecto benéfico que ejerce la miel y sus compuestos
bioactivos derivados sobre la salud 6sea (63). De igual forma, se ha descrito que los
flavonoides presentes en la miel neutralizan los RL, lo que reduce la inflamacion y
minimiza el dafo tisular (64).

En general, el potencial biolégico de la miel previamente descrito se atribuye a los
compuestos fendlicos como quercetina y acido galico, que también estan presentes en
altas concentraciones en diversos tipos de miel a nivel mundial (65). La eficacia de las
moléculas bioactivas de la miel se ha explorado recientemente en la viabilidad de los

condrocitos, la inflamacién y la sefializacion del estrés oxidante.

8. Moléculas bioactivas de la miel ejercen un efecto condroprotector

El potencial condrogénico de los compuestos bioactivos de la miel se ha observado en
diferentes estudios in vitro e in vivo, lo que sugiere aplicaciones prometedoras de la
miel como terapia adyuvante para modular la homeostasis del cartilago.
Especificamente, mediante la inhibicion de la inflamacién y el estrés oxidante

comunmente observado en la OA (Figura 2).
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Figura 2. Efecto condroprotector de los compuestos bioactivos presentes en la miel. Mecanismos
ejercidos por flavonoides derivados de la miel en modelos in vitro e in vivo de OA. Los diferentes
flavonoides que se encuentran en la miel pueden modular el catabolismo en el tejido articular a través
de diversas vias de sefalizacion que promueven la expresion de genes relacionados con la
condrogénesis, como SOX9, ACANy COL2A1. ACAN: agrecano; AGEs: productos finales de glicacion
avanzada; MEC: matriz extracelular; GAG: glicosaminoglicanos; HIF-2a: factor 2 alfa inducible por
hipoxia; MMP: metaloproteinasas; NO: 6xido nitrico; PGE2: prostaglandina E2. 1= regulacion al alza,
estimula o aumenta; @= regulacion negativa, inhibicién, supresion o reduccion. Imagen adaptada de

Martinez-Armenta C et al., 2021.

Aunque aun es limitada la informacion relacionada con los mecanismos de accion
referentes a la homeostasis articular de cada flavonoide, ya se han investigado algunos
de los procesos biolégicos que subyacen a la inflamacion articular, el estrés oxidante,

la condroproteccion y el metabolismo en el cartilago.

12



8.1 Actividad de los compuestos de la miel en la inflamacion articular

Se ha demostrado que crisina, un flavonoide natural de la miel, atenua la sefializacion
del inflamasoma NLRP3, reduce la sinovitis, asi como la liberacién de IL-1(, IL-18,
sustancia P y péptido relacionado con el gen de la calcitonina en un modelo de OA de
rodilla inducida por iodoacetato monosdédico (MIA) en ratas (66). Un segundo estudio
in vitro ha demostrado que crisina bloquea drasticamente la degradacion de IkB-a
estimulada por IL-18 y la activacion de NF-kB usando condrocitos humanos
estimulados con IL-18 (67).

Adicionalmente, se ha documentado la actividad biologica de luteolina sobre la
sefalizacion de inflamacion en condrocitos. Un estudio in vitro demostré que un
pretratamiento con luteolina ejerce un bloqueo de la inflamacion en condrocitos de rata
mediante la inhibicion de la produccién de NO, PGE2 y TNF-a inducida por IL-1pB.
Aunado a ello, luteolina redujo la fosforilacion de NF-kB regulando la actividad
catabdlica de los condrocitos al disminuir la expresion proteica de iINOS, COX-2, MMP-
1, MMP-3 y MMP-13 (68).

Estudios en animales han demostrado la efectividad de luteolina para combatir la OA.
La administracién de luteolina por sonda (10 mg/kg/dia durante 45 dias) en un modelo
de OA inducido por MIA mostré un efecto protector al atenuar la destruccion del
cartilago articular y la progresion de la OA (68). En un segundo estudio se evaluo el
efecto biologico de luteolina modulando la actividad catabodlica de condrocitos
derivados de un modelo de OA en cobayos. Como resultados se mostré que luteolina
indujo una regulacion negativa de JNK, p38 y MMP-13, y una baja produccién de

biomarcadores inflamatorios que incluyen NO, TNF-a e IL-6 (69).
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Aunado a lo anterior, se ha documentado la eficacia de quercetina como molécula
antiinflamatoria. Hu et al. demostraron que quercetina suprime la inflamacion al
modular la polarizacion de los macrofagos sinoviales al fenotipo M2 e inducir la
expresion de factores de crecimiento como TGF- e IGF, los cuales promueven la
condrogénesis. El efecto condroprotector también se observd en modelos in vivo,

utilizando la administracién intraarticular de quercetina (70).

8.2 Efecto de polifenoles en la actividad de enzimas degradadoras de la MEC

Se ha descrito el papel de diferentes flavonoides en el mantenimiento de la sintesis de
los componentes de la MEC en modelos de OA. El uso de crisina en un estudio in vitro
mostré efectos favorables en condrocitos humanos estimulados con IL-18, sugiriendo
que este flavonoide regula la expresion de MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 y
ADAMTS-5, asi como la degradacion de ACAN y COL2A1 (67). Estos hallazgos estan
respaldados por una investigacion reciente en la que crisina ejercié un efecto protector
en condrocitos osteoartriticos humanos a través de la supresion de la proteina
cromosomica de caja de grupo de alta movilidad (HMGB1). Asimismo, se demostro
que crisina aumento la expresion de COL2A1, mientras que inhibié la apoptosis celular
y expresion de MMP-13 e IL-6 (71).

Por su parte, la fisetina y buteina ejercen un efecto antiinflamatorio y antioxidante al
restaurar la expresion de COL2A1, ACAN vy proteoglicanos en cultivos en monocapa
de condrocitos. Fisetina y buteina han logrado regular la inflamacién desencadenada

por la IL-13 en condrocitos mediante la induccion a la baja en la produccion de NO y
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PGE2, asi como una inhibicién significativa en la expresion de MMPs y agrecanasas
(72, 73). Estos efectos fueron corroborados en modelos in vivo de OA, mostrando una
menor destruccion del cartilago y dafio 6seo subcondral cuando los ratones son
tratados con buteina y fisetina mediante sonda intraperitoneal y oral, respectivamente
(72, 73).

Luteolina ha mostrado un efecto potencial como molécula condroprotectora. Estudios
in vivo e in vitro han documentado que luteolina inhibe la expresion génica y sintesis
proteica de MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 y ADAMTS-5 en condrocitos
articulares estimulados con IL-1B. Para analizar el efecto directo de luteolina en la
articulacion, ratas Wistar fueron inoculadas de forma intraarticular con IL-13 y luteolina
(20 ng / 30 pL); los resultados mostraron una inhibicion marcada en la produccion de
MMP-3 en el cartilago hialino (74).

La apigenina es otro compuesto presente en la miel que puede desempefiar un papel
esencial en la homeostasis del cartilago articular. Un estudio demostré que apigenina
disminuye la expresion de MMP-13 en la linea celular SW1353 de condrocitos
humanos tratados con IL-1B a través de la inhibicidon de la senalizacion de c-FOS/AP-
1y JAK/STAT (75). Ademas, se ha reportado que apigenina puede inhibir la expresién
de HIF-2a, el cual es un regulador maestro de factores catabodlicos como MMP-3,
MMP-13, ADAMTS-4, IL-6 y COX (76). Recientemente, fue descrito por Park JS et al.
un efecto antidegenerativo de apigenina en condrocitos de conejo; donde los autores
mencionan que esta molécula regula la expresion génica de enzimas que degradan la
MEC como MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 y ADAMTS-5. Ademas, observaron

que la produccion de MMP-3 fue inhibida en ratas tratadas con apigenina e IL-13 (77).
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8.3 Efecto de los polifenoles sobre el estrés oxidante de condrocitos osteoartriticos
En este contexto, dado que la desregulacion de la NADasa (CD38) afecta la
homeostasis de los condrocitos articulares al promover un estrés oxidante excesivo
junto con una disminucion significativa de la expresion de Sirtuin-1 (SIRT-1); es posible
que algunos flavonoides como apigenina y quercetina puedan actuar como inhibidores
de CD38. Adicionalmente, la produccion de NO y la generacion de superéxido
mitocondrial se atenua mediante el mantenimiento de la funcion de SIRT-1 y SIRT-3
en condrocitos humanos estimulados con IL-1B (78, 79).

Se ha respaldado el papel biolégico de crisina en la inhibicion del estrés oxidante
mediante el uso de condrocitos humanos tratados con IL-1B. Zheng et al. observaron
que crisina inhibe significativamente la produccién de NO y PGE2 en condrocitos
humanos pretratados con crisina y posteriormente, estimulados con IL-1f.
Adicionalmente, se demostré que este flavonoide reduce la expresion de COX-2 e
iINOS en el mismo modelo in vitro (67).

Recientemente, un estudio describié el papel de quercetina promoviendo una actividad
anabodlica en condrocitos de rata estimulados con IL-1B3, asi como un efecto anti
apoptotico al inhibir la produccion de ROS y el estrés del reticulo endoplasmico a través
de la activacion de la via de sefalizacion SIRT1/AMPK (70, 80). Un segundo reporte
mostré que la administracion de quercetina por sonda (25 mg kg') en conejos con OA
de rodilla regul6é positivamente la superdxido dismutasa y el inhibidor tisular de
metaloproteinasas-1, promoviendo en consecuencia una regulacion a la baja de MMP-

13 en tejido sinovial (81). Por lo tanto, quercetina reduce la degeneracion del tejido
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articular en la OA al bloquear el estrés oxidante e inhibir la degradacion de los
componentes de la MEC del cartilago.

Existen diferentes propiedades potenciales de apigenina en OA. Crasci et al.
informaron que apigenina puede ser un neutralizador de RL y un potente inhibidor de
productos finales de glicacion avanzada. También demostraron que la apigenina
restaura la produccion de glicosaminoglicanos (GAG) cuando se tratan condrocitos

articulares humanos previamente estimulados con IL-13 (82).

8.4 Efecto de compuestos bioactivos de la miel en la condroproteccion

La actividad biolégica de baicalina ha sido consistente en diferentes estudios, lo que
demuestra que este flavonoide protege a los condrocitos de la apoptosis y la
degradacion de la MEC (43, 83, 84). En este sentido, Chen et al. identificaron a
baicalina como un potencial candidato para el tratamiento de la OA, ya que previno la
destruccion del cartilago y el alivio de la sinovitis en un modelo in vivo de OA (83).
Ademas, baicalina es capaz de suprimir la expresion de genes relacionados con la
apoptosis inducida por H202 (85, 86), y favorece la expresiéon de COL2A1, ACAN y
SOX9 en condrocitos estimulados con H202 (86).

Huang y colaboradores reportaron recientemente que baicalina reduce los niveles de
IL-18 y suprime la expresion de colagena |, atenuando la degeneracion del cartilago y
promoviendo la proliferacion de condrocitos articulares de conejo. De igual forma, se
favorecio la restauracién de MEC a través de la secrecién de COL2A1 y ACAN por una

regulacién positiva del gen SOX9 (87).
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Es bien sabido que el mantenimiento de la autofagia es esencial para preservar la
integridad del cartilago. En este sentido, un nuevo estudio documento que baicalina
ejerce un papel anti apoptotico a través de la regulacion positiva de Bcl-2 y la activacion
de la autofagia via miR-766-3p/AIFM1 (factor inductor de apoptosis asociado a
mitocondria 1), culminando en una mayor sintesis de componentes de la MEC en
condrocitos humanos osteoartriticos (84). Del mismo modo, Ansari et al. descubrieron
que buteina puede activar la autofagia en condrocitos humanos estimulados con IL-13
al inhibir la sefalizacion de mTOR (88).

Teniendo en cuenta los diversos beneficios para la salud y el bienestar general que se
han asociado con la miel y sus componentes, el uso emergente de estos productos
como una estrategia complementaria para regular mecanismos moleculares
subyacentes a la homeostasis articular esta dando lugar a futuras investigaciones

relacionadas con la ingenieria de tejidos para la reparacion del cartilago.

9. Miel en ingenieria de tejidos para la reparacion del cartilago

La capacidad del cartilago para la auto-regeneracion es baja, incluso cuando se usan
andamios celulares ampliamente utilizados en ingenieria de tejidos. Sin embargo,
muchas estrategias prometedoras aun intentan promover la reparacion y regeneracion
del cartilago articular. En este sentido, estudios recientes se han centrado en el
desarrollo de andamios basados en biomateriales-miel, como los hidrogeles para
acelerar la reparacion del cartilago. Esto debido a las propiedades antibacterianas

intrinsecas de la miel y su viscosidad que mejoran las caracteristicas mecanicas de
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los hidrogeles (89, 90, 91). La inclusién de miel Manuka en hidrogeles ha promovido
la condrogénesis de células madre mesenquimales humanas in vitro mediante el
aumento de la expresion de COL2A1, asi como la sintesis de GAG y proteoglicanos,
sin mostrar efectos citotoxicos (92, 93). Hasta la fecha, los estudios in vivo de la
actividad de los hidrogeles que contienen miel han mostrado resultados significativos
en la inhibicién de infecciones (93), lo que representa una herramienta prometedora

para la regeneracion del cartilago.

10. Bioseguridad de la miel para aplicaciones clinicas

El creciente interés por la miel para uso médico esta dando lugar a una estricta
regulacion de su calidad y seguridad. La miel puede contener compuestos toéxicos que
incluyen pesticidas, metales pesados y antibioticos debido a la contaminacion
ambiental en las zonas de recoleccion de miel (94, 95, 96, 97, 98).

La contaminacion bacteriana es otro factor relevante que se debe tener en cuenta para
asegurar que la miel sea apta para fines terapéuticos (55, 99). Diversos estudios han
reportado la presencia de diferentes géneros bacterianos y levaduras en miel
incluyendo Bacillus, Brevibacterium, Micrococcus, Proteus, Saccharomyces, entre
otros. Asimismo, esporas bacterianas, particularmente de Bacillus y Clostridium han
sido regularmente encontradas en miel no irradiada representando un riesgo sanitario
cuando se implementa este producto como terapia adyuvante (100, 101, 102).

En este contexto, el uso de miel de grado médico garantiza su seguridad para la

aplicacion clinica (103, 104). Se ha demostrado que las actividades biolégicas de la
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miel como propiedades antimicrobianas, cicatrizantes, antioxidantes 'y
antiinflamatorias aun estan presentes después de la esterilizacidon con radiacion
gamma y las condiciones de almacenamiento se prolongan (100, 105, 106, 107).
Aunque la miel Manuka de grado médico esta siendo investigada ampliamente como
una nueva estrategia terapéutica no farmacologica en diferentes partes del mundo,
estan surgiendo otros tipos de miel con una actividad biolégica similar o superior. En
los primeros informes, la miel de abejas sin aguijon, incluidas Melipona spp., Trigona
spp., Tetragonisca spp. y Scaptotrigona spp, han mostrado propiedades terapéuticas
para tratar la inflamacion (108, 109), cicatrizacion de heridas (41) y estrés oxidante
(109). Ademas, la alta biodisponibilidad de compuestos como apigenina, crisina y
quercetina, ha sido reportada previamente en miel de abejas sin aguijon (110).

Por lo tanto, miel de abeja sin aguijén posee un potencial biolégico para aplicaciones
en la medicina moderna y en patologias relacionadas con una alteracién de la

homeostasis articular.
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M. Justificacion
La OA ocupa el cuarto lugar en mujeres y octavo en hombres en edad reproductiva
como enfermedad debilitante y discapacitante, lo que impacta econémicamente al
sector salud. Mas aun, considerando la transicion epidemiolégica de envejecimiento
en nuestro pais y que hoy en dia los principales problemas de salud a los que se
enfrenta la poblacidn geriatrica son las patologias relacionadas con discapacidad, las
prioridades de accion social y del sistema de salud es impulsar el desarrollo de
alternativas terapéuticas de bajo costo, que no repercutan en la estabilidad financiera
y calidad de vida de los pacientes con OA (10, 111).
Actualmente, la administracion intraarticular de &acido hialurénico representa el
tratamiento estandar en OA como agente viscoelastico, ya que su potencial de
lubricacion permite disminuir la friccion y deterioro del cartilago. Sin embargo, el acido
hialurénico es un principio activo de alto costo que no revierte el dafo (112, 113).
En este sentido, la miel de abeja es un gran candidato para ser estudiado en la terapia
de viscosuplementacién dado que por sus caracteristicas fisicoquimicas posee
ademas de las propiedades lubricantes, propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes,
senoliticas y condroprotectoras promovidas por diversas moléculas bioactivas. Estas
podrian en general regular la homeostasis articular y reparar el dafio del cartilago
articular.
En este trabajo buscamos generar una miel de grado médico que sea inocua para la

infiltracion de la articulacion de rodilla. La relevancia de este estudio es el desarollo de

un viscoelastico a partir de una sustancia natural y econémica, que podria tener un

21



impacto positivo en la salud de la poblacién mexicana que sufre de OA contribuyendo
al desarrollo de politicas de salud publica.

En un futuro cercano, el uso de la miel de grado médico como una herramienta
terapéutica adyuvante no farmacologica podria aportar con la reduccién de las
limitaciones fisicas, discapacidad, estrés mental y carga socioeconomica que

comunmente se observan en las personas con OA.
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V. Hipotesis
La miel de grado médico representa un viscoelastico seguro y con propiedades

antioxidantes que permite su uso en la viscosuplementacion articular.

V. Objetivo General
Evaluar la inocuidad y propiedades antioxidantes de la miel de grado médico para su

uso como viscoelastico en articulacion de rodilla.

VI.  Objetivos Particulares

1. Estandarizar un método para la generacion de miel de grado médico.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de la miel de grado médico.

3. Evaluar el efecto biolégico de la miel de grado médico en esferoides de condrocitos
humanos.

4. Evaluar el efecto de la viscosuplementacion de miel de grado médico en

articulacion de rodilla de rata Wistar.
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VIl. Materiales y Métodos

Obtencioén y purificacion de miel

La miel fue recolectada en un apiario localizado en Yucatan en el mes de junio durante
los afos 2019-2021. Dicho apiario posee colmenas de abeja Melipona beecheii, las
cuales se caracterizan por no poseer aguijon. Para la colecta de la miel se utilizaron
contenedores estériles de 500 mL y jeringas estériles desechables de 10 mL. Una vez
que el contenedor alcanz6 su volumen final, se procedio a cerrarlo completamente y
cubrirlo con envoltura plastica adherente para ser transportado a la Ciudad de México.
Posteriormente, la miel fue alicuotada en tubos de centrifuga estériles de 50 mL en un
gabinete de bioseguridad nivel All (1300 Series A2, ThermoScientific). Todas las
alicuotas fueron almacenadas a 4 °C hasta su uso. Antes de cada determinacion

analitica, las alicuota se mantenian a temperatura ambiente (26 + 2 °C).

Generacion de miel de grado médico

Para la obtencion de miel de grado médico, se colocaron 45 mL en contenedores
cénicos de polipropileno transparente que permitié realizar la irradiacion de manera
uniforme en las instalaciones de la Unidad de Irradiacion y Seguridad Radiolégica del

Instituto de Ciencias Nucleares de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Fuente de irradiacion
La irradiacién se llevo a cabo a temperatura ambiente en presencia de aire empleando

una fuente de 8°Co (Gammabeam 651 PT, MDS Nordion, Kanata, ON, Canada) a una
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tasa de dosis promedio de 9.68 kGy h™'. Las muestras se tomaron de la camara a
diferentes intervalos de tiempo predeterminados para lograr dosis absorbidas entre 5
y 20 kGy. Las condiciones de temperatura se mantuvieron controladas en cada una de

las muestras.

Almacenamiento de miel irradiada
Todas las alicuotas irradiadas fueron almacenadas a temperatura ambiente (26 + 2
°C), protegidas tanto de la luz como de la humedad hasta su empleo para posteriores

analisis.

Analisis microbioldgico

Se demostro la inocuidad de la miel mediante estudios microbioldgicos realizados en
el Servicio de Infectologia del Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII. Para ello, se
determind la carga total de microorganismos aerobios por el método en placay sistema
BACTEC. De igual forma, se realiz6 el conteo de esporas en camara de Neubauer con
y sin choque de calor a 80 °C. Los resultados se contrastaron con los valores obtenidos

en muestras de miel sin irradiar.

Analisis multi-residual de plaguicidas

El analisis de plaguicidas presentes en la miel se realizé mediante cromatografia de
gases Y liquidos acoplado a espectrometria de masas/masas para elucidar el perfil y
concentracion de compuestos organicos existentes en la muestra. Para efecto de esta
determinaciéon, se solicitd al Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y

Contaminantes del SENASICA el servicio de deteccion y cuantificacion de plaguicidas,

25



el cual forma parte del programa de monitoreo de residuos toxicos y contaminantes
para certificar la inocuidad de la miel de abeja.

Los analitos determinados en la miel fueron: Azinphos methyl, Benalaxyl, Carbaryl,
Carbofuran, Fenpropathrin, Fenthion, Hexythiazox, Indoxacarb, Nitenpyram,
Profenofos, Pyriproxyfen, Tebuconazole, Thiodicarb, BHC alpha , Boscalid,
Bromopropylate, Chlorfenvinphos, Chlorpyriphos, Chlorpyriphos methyl, Cyflutrin ,
Cyhalothrin-Lamda, Diethofencarb, Endosulfan sulfate, Esfenvalerate, Ethion,
Fenitrothion, Fenvalerate, Heptachlor epoxide (Isomer B), Metalaxyl, Mevinfos,
Parathion, Parathion methyl, Permethrin cis, Permethrin trans, Phorate, Propiconazole

|, Propiconazole II, Pyridaben, Vinclozoline.

Evaluacion de capacidad antioxidante
Para la determinacion de capacidad antioxidante se realizaron 4 métodos relacionados
con la cuantificacion de compuestos fendlicos, flavonoides, actividad antioxidante total

y ensayo de DPPH.

Preparacion de la muestra
Se pesé 1g de las muestras de miel irradiada a diferentes dosis de %°Co en vaso de
precipitado de 50 mL. Posteriormente, fueron diluidas con 7 mL de agua milliQ
aplicando agitacion durante 5 minutos para favorecer la homogenizacién de la
muestra. La solucion fue almacenada en tubos de centrifuga de 15 mL cubiertos con

papel aluminio a 4 °C.

26



Contenido total de compuestos fendlicos
El contenido total de fenoles se determind por el método de Folin-Ciocalteu. Se tomé
un volumen de 60 uL de la solucion de miel diluida y se mezclé con 300 uL del reactivo
de Folin-Ciocalteu 0.2 N (Sigma-Aldrich, USA). Posteriormente, se agregaron 240 uL
de carbonato de sodio (75 g/L) (Sigma-Aldrich, USA) y se agitaron en un vortex
nuevamente. Después de 2 h de incubacion en oscuridad, la absorbancia fue
determinada a 760 nm en un lector de placas multimodal Synergy HTX (BioTek, USA).
Se prepard una curva estandar de acido galico comprendiendo las concentraciones de
0, 20, 40, 60, 80, 100, 200 y 300 ug/mL. Los resultados fueron expresados en mg de

equivalentes de acido galico por cada 100 g de miel (mg EAG / 100 g miel).

Contenido total de flavonoides
El contenido total de flavonoides fue determinado mediante el método colorimétrico
con cloruro de aluminio usando el kit Flavonoids Colorimetric Assay (MBS2556557,
MyBioSource). Se tomaron 270 uL de la muestra y se afiadieron 15 uL de Nitrato de
sodio (reactivo 2) seguido de vortex e incubacion por 5 minutos. Se procedio
agregando 15 uL de cloruro de aluminio (reactivo 3) con aplicacién de vortex e
incubacion por 5 min. Finalmente, se colocaron 200 uL de hidréxido de sodio (reactivo
4) y se procedio a incubar la reaccion por 15 minutos a temperatura ambiente. La
absorbancia se determind a 415 nm y 510 nm para quercetina y rutina,
respectivamente en un lector de placas multimodal Synergy HTX (BioTek, USA). La

curva estandar de quercetina y rutina fueron realizadas incluyendo dosis de 0, 10, 20,
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40, 60, 80, 100, 120 y 150 pg/mL. Los resultados se presentaron como mg de

equivalentes de quercetina (mg EQ) o rutina (mg ER) por cada 100 g de miel.

Capacidad antioxidante total
La capacidad antioxidante total (CAT) de la miel se determiné con el kit Antioxidant
Assay (MAK334, Sigma-Aldrich, USA). En una placa de 96 pozos, se colocaron 20 uL
de la muestra y se agrego 100 uL de la mezcla de reaccion previamente preparada en
fresco bajo la siguiente relacion: 100 uL del reactivo A + 8 uL del reactivo B. Se
procedié a mezclar mediante movimientos oscilatorios e incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente. La lectura de absorbancia se determiné a 570 nm en un lector
de placas multimodal Synergy HTX (BioTek, USA). Se realiz6 una curva estandar de
trolox comprendiendo las dosis de 0, 100, 200, 300, 600, 800 y 1000 uM. Los

resultados de la CAT fueron expresados como equivalentes de trolox (uM) / g de miel.

Ensayo de radical DPPH

El DPPH fue disuelto en metanol a una concentracion final de 0.02 mg/mL. Una
alicuota de 25 uL de muestra fue mezclada con 225 uL de la solucion de DPPH en un
tubo de 500 pL. Se procedio aplicando vortex seguido de una incubacion en oscuridad
por 15 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia fue registrada a 517 nm en
un lector multimodal Synergy HTX (BioTek, USA).

La actividad de eliminacion de radical de DPPH fue calculada con la siguiente
ecuacion:

Actividad de eliminacién DPPH (%) = [1- (A1 — A2) / A3)] x 100
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En donde A1 consiste en la absorbancia de la muestra

A2 consiste en la absorbancia de la muestra de miel (25 uL) + metanol (225 puL)

A3 consiste en la absorbancia de metanol (25 uL) + DPPH (225 ulL)

Finalmente, la capacidad antioxidante en términos de equivalentes de acido ascérbico
(AEAC, por sus siglas en inglés ascorbic acid equivalent antioxidant capacity) fue
determinado y expresado como mg de equivalentes de acido ascorbico por cada 100
g de miel (mg EAA /100 g miel) usando una curva estandar de acido ascoérbico con un

rango de dosis de 5 a 40 pg/mL.

Potencial biolégico de miel de grado médico en un modelo 3D de condrocitos
humanos

Muestras de cartilago articular humano

Este estudio fue realizado siguiendo la Declaracion de Helsinki y aprobado por el
Comité de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo
Ibarra Ibarra (39/20 SP-1). Todos los participantes fueron debidamente informados
sobre el objetivo del estudio y firmaron el formulario de consentimiento informado.
Médicos especialistas del Servicio de Reconstruccion Articular Cadera y Rodilla y del
Servicio de Ortopedia del Deporte y Artroscopia obtuvieron biopsias de cartilago hialino
del area de no carga de las rodillas (escotadura) de pacientes que se sometieron a
artroscopia de rodilla o artroplastia total de rodilla. Para todos los casos, la biopsia se
recolectd6 mediante raspado utilizando una cucharilla de 10 mm y posteriormente

extraer el tejido con una pinza de cuerpos.
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Las muestras fueron colocadas en MDEM/F12 suplementado con antibiético al 10 % y
transportadas al laboratorio en un lapso no mayor de 2 horas. Cada muestra se separo
en dos secciones, de las cuales una se utilizé para inclusidon en parafina y la otra para

el aislamiento de condrocitos.

Evaluacion de los componentes de la MEC en muestras de cartilago articular

Las muestras de cartilago se fijaron con paraformaldehido al 4 % y se incluyeron en
parafina. Se realizaron cortes de 5 ym, los cuales se desparafinaron con xilol seguido
de un proceso de hidratacion con alcohol etilico. Las muestras se incubaron con
anticuerpo primario para SOX-9 (1:100, abcam 76997), agrecano (1:100, Novus bio
BC-3), colagena-2 (1:100, Thermo MA5-12789) o colagena-1 (1:100, CellSignaling
66948) seguido de una incubacion con el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado
con Alexa Fluor 488 (1:200, CellSignaling 4408S) o anti-raton conjugado con Alexa
Fluor 647 (1:200, CellSignaling 4410S), segun correspondiera. La tincién nuclear se
realizé con medio de montaje Antifade Vectashield con DAPI (Vector Laboratories H-
1200). Finalmente, las imagenes se obtuvieron mediante microscopia de fluorescencia

(EVOS FL Auto, Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Aislamiento y cultivo primario de condrocitos humanos

Inmediatamente después del proceso de recoleccion, las muestras de cartilago se
cortaron en trozos pequefios aproximadamente de 1 mm y los condrocitos se aislaron
por digestion con colagenasa tipo Il (2 mg/ml) en medio DMEM/F12 (Gibco, Thermo-

Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) durante 6 h en una incubadora a 37 °C con
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agitacion constante (Enviro-Genie, Scientific Industries Inc., Bohemia, Nueva York, EE.
UU.). Las células aisladas se cultivaron a una densidad de 10,000 células/cm? en
medio DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y antibidtico al
1 % (Penicilina / Estreptomicina) (Gibco, Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Se realizé un cultivo en monocapa a 37 °C con 5 % de O2 (hipoxia) y 5 % de CO>
en humedad de saturacion o a 37 °C con 21 % de Oz (normoxia) y 5 % de CO2 en
humedad de saturacién hasta llegar a confluencia del 85-90 %. Los condrocitos en el

pase 2 (P2) se usaron para generar los esferoides.

Desdiferenciacion de condrocitos humanos en cultivo en monocapa

El porcentaje de células con morfologia similar a la de los condrocitos se analizo
considerando la forma y diametro. Asimismo, se tomaron imagenes de células
cultivadas en hipoxia y normoxia utilizando un microscopio invertido (EVOS FL Auto,
Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se contaron un total de 100 células

en tres eventos independientes.

Fabricacion de moldes de agarosa

Agarosa ultrapura se disolvioé en agua inyectable (4 % p/v), se calenté y se vertio en el
fondo de una placa de 12 pozos para imprimir un molde personalizado de
polidimetilsiloxano (PDMS) (Research Micro Stamps, Clemson, SC, EE. UU.) que
contenia estructuras de tipo columnas circulares. Se generaron moldes con poros de
250 ym de diametro y 250 ym de profundidad. Una vez que la agarosa polimerizo a

temperatura ambiente, la estampa se separ6 del molde de PDMS con ayuda de pinzas
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de diseccion sin dientes. Posteriormente, cada pozo se hidraté con PBS suplementado
con antibiético-antimicético al 2 %. Finalmente, la placa se colocé bajo radiacion UV

durante 60 min y luego se almacenoé a 4 °C hasta su uso.

Generacion de esferoides condrales

Los esferoides se formaron sembrando 6 x 10° condrocitos en las estampas de
agarosa en presencia de medio condrogénico que consistia en DMEM/F12
suplementado con SFB al 5 %, acido ascérbico-2-fosfato 200 uM (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE. UU.), 50 pL Insulina-Transferrina-Selenio 100x (Gibco, Thermo-Fischer
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), dexametasona 100 uM, TGF-B 10 ng mL™’
(PeproTech, Cranbury, NJ, EE. UU.) y 100 unidades mL-! de penicilina y 100 unidades
mL" de estreptomicina (Gibco, Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
Los esferoides se colocaron en una incubadora humidificada en condiciones de cultivo
hipdxicas o norméxicas durante 14 dias. El medio de cultivo se cambié cada 48 h. El
numero de ceélulas por esferoide se estimé basandose en el numero de micropocillos

y el numero de células sembradas.

Ensayo de viabilidad celular

Los esferoides en las estampas de agarosa se lavaron suavemente con PBS y se
incubaron con calceina-AM (2 ug mL") y yoduro de propidio (2 ug mL") (Thermo-
Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Después de 30 min de incubacion, se

evaluo la viabilidad utilizando un microscopio de fluorescencia invertido y el software
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de imagen Pearl Scope 64 (EVOS FL Auto, Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.). Se utilizé el software Imaged (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.) para cuantificar
la senal de fluorescencia. Se obtuvo la media de la sefal de fluorescencia para

calceina y yoduro de propidio.

Evaluacion morfométrica

La morfologia de los esferoides derivados de condrocitos humanos se analizo
utilizando el software de imagen Pearl Scope 64 (EVOS FL Auto, Thermo-Fischer
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). El diametro, el area (A) y el perimetro (p) se
midieron durante los 14 dias de cultivo en hipoxia y normoxia. La circularidad se calculd

mediante la formula feircularidad = (41TA)/p2.

Tincion de glucosaminoglicanos

Los esferoides se recolectaron y se fijaron con formaldehido al 4 %. La tincion de GAGs
se realizo utilizando azul alciano en acido acético al 3 % (pH 2,5) durante 40 minutos.
La cuantificacion de la tincion se realiz6 utilizando el software Imaged. Se usé el umbral
de color para seleccionar y medir las areas tefiidas de azul correspondiente al
colorante azul alciano. El porcentaje de tincion con azul alciano se calcul6 dividiendo

el area tefida de azul por el area total del esferoide.

Analisis de expresion génica
Se utilizé qRT-PCR para cuantificar la expresion de genes relacionados con la

condrogénesis. Los condrocitos y esferoides se disolvieron en 0.6 ml de buffer de lisis
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(Pure Link RNA, Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y el RNA total se
aislo de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se retro-transcribié un total de 500 ng
de RNA total en una reaccion de volumen final de 20 yL utilizando el kit de transcripcion
inversa de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, Thermo-Fischer Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.). Los productos de cDNA se almacenaron a -20 °C hasta su
uso.

La qPCR se realiz6 utilizando 10 yL de RT2 SYBR Green FAST Mastermix (Qiagen,
Alemania) en un volumen final de 20 pL bajo las siguientes condiciones: 95 °C por 10
min, 40 ciclos a 95 °C por 15 s, con una Tm y tiempos variables para el paso de
alineacion y elongacion (Tabla 1). La amplificacion de qPCR se realizdé con el
termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Alemania). La expresion fue normalizada con el

gen RPL27.

Tabla 1. Oligos usados para el analisis de expresion génica por qRT-PCR.

Gen Oligo Condicién de

Qiagen o secuencia disefiada qRT-PCR

SOX9 PPHO02125A 60 °C-60 s
ACAN PPHO06097E 60 °C-60 s
COMP PPH07086B 60 °C-60 s
SNAI1 PPH02459B 60 °C-60 s
LOXL2 PPH10275A 60 °C-60 s
RPL27 PPH00443B 60 °C-60 s
COL1A1 PPHO01299F 60 °C-60 s

Forward ATGAGGGCGCGGTAGAGA
COL2A1 62 °C—47 s

Reverse CCCTGACACCGAAGGACAG

Forward CCCAGCACGCAGAATCCAT
COL10A1 58 °C-60 s
Reverse CCTGTGGGCATTTGGTATCG
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Esferoides tratados con miel de grado médico

Los esferoides embebidos en las estampas de agarosa se lavaron gentilmente con
PBS y se incubaron con diversas dosis (0.5, 1, 3y 5 % v/v) de miel de grado médico
en medio DMEM/F12 suplementado con SFB al 10 %. Se incubaron durante 24 h 'y se
procedio a realizar el ensayo de viabilidad con calceina-AM y yoduro de propidio (2 ug
mL-") (Thermo-Fischer Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Para el analisis de los
resultados se obtuvo la media de la senal de fluorescencia para calceina y yoduro de

propidio con ayuda del software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.).

Determinaciéon de la inocuidad de la miel de grado médico en rodilla de rata

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto Nacional
de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra (39/20 SP-2). Se utilizaron ratas Wistar,
machos, con un peso promedio de 370 g, provenientes del Bioterio de la FES
Cuautittan UNAM. Se obtuvieron un total de 24 especimenes que fueron
aleatoriamente divididos en 2 grupos; miel de grado médico y solucién salina. Todos
los animales se mantuvieron en condiciones controladas de luz/oscuridad (12 horas
c/u), cambios de cama cada 24 horas y se les suministrd dieta estandar comercial en

forma de pellets extrusado (LabDiet 5010) y agua con acceso ad libitum.

Un dia previo a la administracién del tratamiento via intraarticular, se realiz6 tricotomia

de patas posteriores para un mayor acceso durante la viscosuplementacion y

visualizacion en los estudios ecograficos.
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Tratamiento experimental

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano y se procedié a realizar antisepsia con
yodopovidona. Posteriormente, se inocul6 en la rodilla derecha miel de grado médico
o solucion salina a un volumen total de 30 uL. Se aplicé 1 dosis semanal, logrando un

total de 3 infiltraciones.

Ultrasonografia articular de rodilla

Para el analisis de alteraciones estructurales del cartilago hialino, se obtuvieron
ecografias basales de cada articulaciéon y por semana de tratamiento. Mediante
sujecion y manejo, las ratas fueron colocadas en posicion decubito para mayor acceso
a la articulacion de rodilla en posicion flexionada y en reposo. Se aplicd gel de
ultrasonido estéril sobre el area de la articulacién y se colocé el transductor paralelo al
fémur. Asimismo, se dio seguimiento de la inflamacion en la cavidad articular mediante
sefal Doppler. El examen fue realizado por dos reumatologos con alta experiencia en
ecografia musculoesquelética utilizando el equipo Sonosite MicroMaxx equipado con

transductor lineal de palo de hockey de 6-13 mHz.

Preparacion del tejido articular
En el dia 21 posterior al inicio del tratamiento se procedid con el sacrificio de las ratas.
Se obtuvieron ambas articulaciones mediante un corte a 1 cm proximal de la superficie

articular para fémur y a 1 cm hacia distal de la superficie articular para tibia. A
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continuacion, se retird la mayor cantidad de piel y musculo de las muestras de rodilla

y se fijaron en formalina amortiguada al 10%.

Un total de 5 ratas por grupo fueron usadas para registro fotografico del dafio en la
superficie del cartilago hialino. Se procedi6 a lavar las articulaciones con PBS 1x,
seguido de una exposicion de los condilos femorales para realizar el estudio

macroscopico del cartilago.

Para estudios histoldgicos, en el resto de las articulaciones de rodilla (n=7) se realiz6
la descalcificacién con una solucién acuosa de acido nitrico al 18% y acido acético al
10%. Después de un lavado con agua jabonosa por 8 horas a temperatura ambiente,

los especimenes se embebieron en parafina Paraplast.

Histologia de la articulacion de rodilla

Mediante tincion histolégica se determiné la presencia de dafio en la articulacion.
Brevemente, se realizaron cortes sagitales con un grosor de 5 um, los cuales fueron
desparafinados e hidratados gradualmente. Finalmente, se procedié con la tincion de
hematoxilina / eosina y azul alciano para evidenciar posibles alteraciones en el tejido

articular.
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Biodisponibilidad de moléculas bioactivas derivadas de la miel vy
hepatotoxicidad

Se recolectaron muestras sanguineas en tubos Vacutainer rojo mediante puncién
cardiaca durante el proceso de sacrificio. Para la obtencion del suero, las muestras se
centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, el suero fue alicuotado

en tubos estériles de 0.6 mL y almacenado a -80 °C hasta su uso.

Anélisis de fenoles totales en suero

Las muestras de suero fueron descongeladas en frio y se realizé una dilucion 1:10 con
PBS 1x estéril. A continuacion, se procedié con la metodologia previamente descrita
para el contenido total de compuestos fendlicos del apartado generacién de miel de

grado médico.

Histologia de tejido hepatico

Durante el sacrificio, muestras de tejido hepatico fueron recolectadas y lavadas con
PBS 1x. Las muestras de higado se conservaron en formalina amortiguada al 10 %
durante 24 h. A continuacion, el tejido se deshidratd con una serie de alcohol etilico a
concentraciones crecientes del 70 % al 100 % y finalmente con xilol. Se procedi6é a
embeber la muestra en parafina Paraplast y posteriormente, se obtuvieron cortes de 5
um para el analisis histoldégico. Los cortes fueron desparafinados e hidratados
gradualmente para realizar la tincién de hematoxilina / eosina siguiendo los protocolos

estandares para histologia.
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Analisis estadistico

La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Ante una
distribucion normal, los datos se presentaron como medias con desviacién estandar
(SD) para propiedades antioxidantes de la miel y como medias con intervalo de
confianza del 95 % (IC) para estudios en esferoides provenientes de condrocitos
osteoartriticos humanos. Cuando se obtuvo una distribucion no normal, se uso la
mediana y rango intercuartilico (RIC) como medida de tendencia central y dispersion,
respectivamente.

Para el analisis de las propiedades antioxidantes, se determiné si existe una diferencia
entre la miel tratada a diversas dosis de radiacibn gamma mediante la prueba analisis
de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey para
comparar multiples grupos.

Para el diametro del esferoide y la tincion con azul Alciano de esferoides hipoxicos, se
realiz6 ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparar
multiples grupos.

Para el analisis del porcentaje de células con morfologia de condrocitos en normoxia
e hipoxia a lo largo del tiempo de cultivo, se realizé una prueba de ANOVA de dos vias.
Se realizé la prueba t de student para analizar la diferencia entre la expresion génica,
la tincion con GAGs y el ensayo de viabilidad relacionados con la normoxia y la hipoxia
en esferoides. Se realizé la prueba U de Mann-Whitney para valores que no se
distribuyeron normalmente.

Para la expresion génica en el cultivo primario y viabilidad de esferoides tratados con
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miel de grado médico, se realizdé con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la
comparacion por pares de Dunn como una prueba post hoc para determinar una
diferencia entre multiples grupos.

Para las determinaciones de fenoles en suero de ratas y analisis de peso, se realizo la
prueba t de student para determinar si existe una diferencia entre los dos grupos
experimentales; ratas con miel de grado meédico y ratas con solucion salina.

Para todos los casos, se considerdo un valor de P<0.05 como significativo. Los
resultados obtenidos de cada uno de los objetivos planteados fueron analizados con
el programa STATA version16 (StataCorp, College Station TX, USA) y graficados en

el programa GraphPad Prism 9.0.1 (GraphPad Software, San Diego CA, USA).
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VIIl. Resultados
Obtencién de miel de grado médico
Lotes de 500 ml de miel de abeja Melipona beecheii fueron recolectados por
apicultores en la Peninsula de Yucatan, México. En la figura 3a se puede observar una
colmena tipica de abeja sin aguijon, de la cual fue necesario emplear jeringas estériles

desechables para recuperar la miel y disminuir su manipulacion.

(b)

Figura 3. Recoleccion de miel de abeja Melipona beecheii y obtencion de miel de grado médico.
(a) Apicultores recolectando miel con ayuda de jeringas desechables. (b) Alteracion de la apariencia de

la miel por efecto de la radiacién gamma al tiempo 1 minuto, 1 h y 20 h post proceso.
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Cambios en la apariencia de la miel, principalmente turbidez y coloracién fueron
observados al salir del proceso de radiacion. Sin embargo, después de 20 h se observé
que la miel volvié a tener una apariencia traslucida (Figura 3b). Respecto a los
parametros de temperatura, esta se mantuvo controlada a 24 °C con una variacion de
hasta 3 °C durante el proceso de radiacion. Los tiempos de irradiacion para cada dosis

se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Parametros para la radiacién de miel con ¢°Co.
|

10 62 45
15 93 45
20 124 45

Descontaminacion microbiolégica mediante radiacion gamma

El perfil microbioldgico de la muestra de miel no irradiada mostré contaminacién con
bacterias Bacillus cereus, Bacillus pumilus y Sphingomonas spp en el estudio de carga
total de microorganismos aerobios (CTMA) en agar sangre de ternero al 5 %. De igual
forma se demostré la presencia de bacterias y/o levaduras mediante el sistema
BACTEC en un medio de cultivo para microrganismos aerébicos. Finalmente, el conteo
de esporas sin choque térmico fue de 110 + 17.3 por mL y con choque térmico a 80 °C

fue de 286 + 5.7 por mL.
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Por otra parte, la radiacién gamma con ¢°Co mostro ser suficientemente efectiva para
el control microbiolégico de las muestras de miel. La actividad de las diversas dosis de
80Co en el perfil microbiologico se describe en la tabla 3. Una completa
descontaminacién microbioldgica incluyendo erradicacion de esporas fue alcanzada a

la dosis de 15 kGy.

Tabla 3. Efecto de radiacion gamma en la contaminacion microbioldgica de la miel.

0 + +

110 £17.3 286 +5.7
5 - + ND ND
10 - + ND ND
15 - - ND ND
20 - - ND ND

CTMA: carga total de microorganismos aerébicos, ND: No detectado

Ausencia de plaguicidas en muestras de miel

No se detecto la presencia de pesticidas entre un total de 39 analitos. En la figura 4 se
observa el resultado negativo en la determinacion multiresidual de plaguicidas emitido
por Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes del SENASICA
entre los cuales se encuentran nitrofuranos, organofosforados y organoclorados,

formamidas y piretroides.
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SADER ' INFORMEDERES

B CENTRO NACIONAL _ SENASICA
SMEC-PR-IR-01 2018.12 Ver.02  PLAGUICIDAS Y CONTAMINANTE
Numero de Informe: E—— Fecha de emisién: Febrero 13, 2020 agina 1.de 1

1. DATOS DEL CLIENTE
Nombre: Instituto Nacional de Rehabilitacion

Domicilio: Calz México-Xochimilco 289, Coapa, Arenal Tepepan, Tlalpan, 14389 Ciudad de México, CDMX
Contacto: Dr. Alberto Lépez Reyes

2. DATOS DE LA MUESTRA
Clave interna: INR20 Producto: Miel Variedad: S/E
Programa CLIENTE EXTERNO

Fecha: Febrero 10, 2020
Resp. Muestreo: Dr. Alberto Lépez Reyes

. Instituto Nacional de Rehabilitacion Rep. Legal:----
Domicilio: calz México-Xochimilco 289, Coapa, Arenal Tepepan, Tlalpan, 14389 Ciudad de México, COMX Municipio: Tlalpan
Estado: CIUDAD DE MEXICO Origen: —
Exportador —
OISA: Certificado Fitosanitario: —

Observaciones: —

3. ANALISIS DE LA MUESTRA
Descripcion: Plaguicidas Multiresidual.

Fecha de inicio: Febrero 11, 2020 Fecha de término: Febrero 12, 2020
Area de an4lisis: Analisis y Control de Residuos

4. RESULTADOS

Determinacion Concentraciéon mg/Kg (ppm)

PLAGUICIDAS NO DETECTADO

5. OBSERVACIONES

La muestra se recibe en 3 tubos falcon envueltos con papel aluminio dentro de una bolsa tipo ziploc.

CNRDOGM No. SA-0338-005/11; vigente a partir de: 2011/12/12, CNRPyC No.

-0410 009/12; @ partir de; 2012/11/16 , LDDOP No. SA-0573-014/14, vigente a partir de:
2014/06/26; MOVIL 2 No. SA-0737-027/16, MOVIL 3 No. SA-0738-028/16 y M M

/15, vigentes a partir del 2016/06/16

1BQ'S (9 0 lvan Hernandez Hernandez
Je fe Departamento de Instrumentacién Analitica

“La informacion presentada en este documento tiene el caracter de reservada y confidencial en términos de los articulos 14 fraccion Il, IV y VI, 18fraccion |y II; y 19 de la Ley Federal de Transparencia y Acceso a
Informacion Pablica Gubermnamental. Los resultados mostrados Unicamente estan relacionados con las muestras recibidas y analizadas por el laboratorio. Este documento no es valido si presenta tachaduras o
enmendaduras

Km. 37.5, Carretera Federal México — Pachuca, Tecamac, Edo. de México, C.P. 55740,
Tel. +52 (55) 5905 1000 Ext. 53036 y 54351, daniel.gonzalez@senasica.gob.mx, sofia.heredia@senasica.gob.mx

Figura 4. Informe de plaguicidas multiresidual en miel emitido por Centro Nacional de Referencia
de Plaguicidas y Contaminantes del SENASICA. Determinacion de 39 analitos realizada mediante
cromatografia de liquidos y gases acoplada a detector de masas incluyendo nitrofuranos,

organofosforados y organoclorados, formamidas y piretroides.
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Efecto de la radiacion en las propiedades antioxidantes

Se analiz6 la capacidad antioxidante de la miel irradiada con %°Co usando como
indicadores el contenido total de fenoles, flavonoides, capacidad antioxidante total
(CAT) y ensayo de DPPH. De forma general, se observé un incremento en las

propiedades antioxidantes dependiente de la dosis de radiacion gamma con ¢°Co.

Contenido total de fenoles
Los valores del contenido total de fenoles variaron de 60.86 + 7.37 mg EAG / 100 g de
muestra en miel no irradiada hasta 83.22 mg EAG / 100 g de muestra en miel tratada
a 20 kGy con %°Co. En general, la miel expuesta a radiacion gamma mostré un
incremento significativo (p < 0.002) en la concentracion de fenoles totales en cada una

de la dosis en comparacién con miel no irradiada (Figura 5a).

Contenido total de flavonoides
El contenido de flavonoides expresado en mg EQ / 100 g de muestra fue de 21.4 +
2.34,22.96 £ 2.36, 25.32 + 2.54, 28.08 £ 3.51 y 30.88 + 2.86 para las dosis de 0, 5,
10, 15 y 20 kGy, respectivamente. Obteniendo una diferencia significativa a partir de
la miel tratada a 10 kGy en comparacién con la muestra no irradiada (p < 0.001). De
forma similar, cuando se analizaron los resultados en mg ER / 100 g de muestra, los
valores tendieron a incrementar con el aumento de la dosis de ®°Co observandose una

diferencia significativa a partir de la dosis de 10 kGy (Figura 5b y c).
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Actividad antioxidante

Dado que solo las muestras de 15 y 20 kGy mostraron un adecuado control
microbioldgico, para los estudios posteriores se consideraron estas dos muestras
comparando sus efectos con miel no irradiada.

Mediante el ensayo de CAT se observo que la radiacion gama incrementa las
propiedades antioxidantes de la miel. Cambios significativos expresados en
equivalentes de Trolox (uM) / g de muestra fueron observados en la CAT de miel
tratada a 15 kGy (1738 + 59.10, p < 0.001) y 20 kGy (1906 * 84.91, p < 0.001) versus
la dosis de 0 kGy (1428 + 68.25) (Figura 5d).

Adicionalmente, el contenido antioxidante analizado con el ensayo de DPPH mostré
un efecto favorable dependiente del incremento de la dosis de radiacibn gamma
comparado con miel no irradiada en términos de equivalentes de acido ascorbico
(Figura 5e). Por otra parte, la actividad de eliminacién de DPPH incremento sus valores
de forma significativa desde 32.98 £ 4.05 % en miel no tratada hasta un 41.71 + 5.66 %
(p<0.001)y 44.88 £ 3.19 (p < 0.001) en miel irradiada a 15 y 20 kGy, respectivamente

(Figura 5f).
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Figura 5. Capacidad antioxidante de la miel de grado médico. (a) Contenido total de fenoles
expresado en mg equivalente de acido gdlico por cada 100 g de miel (mg EAG / 100 g de miel).

Contenido total de flavonoides en muestras de miel irradiada expresado como mg equivalente de
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quercetina (b) y rutina (c) por cada 100 g de muestra (mg EQ / 100 g de miel y (mg ER / 100 g de miel).
Los valores de CAT fueron graficados como equivalentes de trolox (d). Ensayo de radical DPPH-, mg
equivalentes de acido ascérbico (mg EAA / 100 g de miel) (e) y porcentaje de actividad de eliminacién
de DPPH- (f). CAT: capacidad antioxidante total. Los datos se presentan como medias con desviacion

estandar.

Generacion de un modelo 3D de condrocitos osteoartriticos humanos

Muestras de cartilago articular

En este estudio se incluyeron 15 muestras de cartilago de donantes operados en el
Instituto Nacional de Rehabilitacion LGIl de las cuales 4 fueron reconstrucciones de
ligamento cruzado anterior (RLCA), 4 RLCA mas meniscectomia parcial, 1 RLCA mas
fijacion de menisco lateral y 6 reemplazos totales de rodilla. Todos los pacientes fueron
operados de la forma habitual y recibieron el mismo tipo de anestesia (bloqueo
espinal).

Macroscopicamente, las muestras de cartilago mostraron una superficie lisa e intacta
con una coloracion blanca — aperlada. Sin datos de fragmentacion, calcificacion y/o

dafio por algun instrumento de corte o de radiofrecuencia.

Caracteristicas antropomeétricas de los donantes de cartilago
Se analizé el impacto de la edad, indice de masa corporal, sexo y la estratificacién con
relacion al tipo de cultivo celular llevado en condiciones de normoxia o hipoxia. Como

se muestra en la tabla 4, no hubo diferencia significativa en caracteristicas
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antropométricas como la edad (p = 0.16), indice de masa corporal (p = 0.33), género

(p = 0.59), ni en el procedimiento quirurgico (p = 0.71).

Tabla 4. Caracteristicas antropométricas de los donadores de cartilago.

Total Normoxia Hipoxia
Caracteristicas
(n=15) (n=15) (n=10)
Edad, afios 43+15 36 £ 11 47 + 15 0.16
IMC 26.6 £4.1 2511438 274+3.8 0.33
Género **
Masculino 11 (73%) 4 (80%) 7 (70%) 0.59
Procedimiento **
RTR 9 (60%) 3 (60%) 6 (60%) 0.71
AR 6 (40%) 2 (40%) 4 (40%)

IMC - indice de masa corporal, RTR - reemplazo total de rodilla, AR - artroscopia de rodilla.

** Prueba de Fisher. Para edad e IMC, se realizé la prueba t de student.

Caracterizacion de marcadores de la MEC del cartilago de donantes

Se analizaron marcadores condrogénicos SOX-9, ACAN y COL-2, asi como el

marcador osteogénico, COL-1, mediante inmunofluorescencia en muestras de

cartilago de pacientes (Figura 6). Se observé una notable acumulacién pericelular de

ACAN y COL-1, asi como una amplia distribucion en la MEC en las diversas muestras

de los donadores. Asimismo, COL-2 mostré una menor sefializacion pericelular y

distribuciéon en la MEC, comparado con ACAN y COL-1. Con relacién al marcador

condrogénico SOX-9, este fue colocalizado exclusivamente en el nucleo.
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Campo claro Marcador de cartilago DAPI Sobreposicionamiento

Figura 6. Colocalizacion de SOX-9, ACAN, COL-1y COL-2 en muestras de cartilago articular. Con
relacion a marcadores de la condrogénesis, SOX-9 mostré colocalizaciéon nuclear. Por otra parte, COL-
2 y ACAN se observaron principalmente en la zona pericelular. Una alta colocalizacion pericelular de
COL-1, proteina relacionada a osteogénesis, fue observada en las muestras. Barra de escala representa

100 pum.

Morfologia de los condrocitos articulares en cultivo primario

Se cultivaron condrocitos articulares humanos de biopsia de cartilago en condiciones
hipoxicas o normodxicas hasta confluencia del 85-90 % y se designaron como pase 0
(PO). Los condrocitos mostraron una morfologia poligonal redondeada en PO (Figura
7a, b). Sin embargo, en condiciones de normoxia, hubo un cambio progresivo a la

morfologia tipo fibroblasto a través de los pases (Figura 7b).
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Figura 7. Caracterizacion del cultivo celular primario de condrocitos articulares. Morfologia de

células recién aisladas (P0) y condrocitos articulares en P1-P2. Los condrocitos humanos con el
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incremento de los pases mostraron caracteristicas de un fenotipo desdiferenciado que consiste en una
morfologia fibroblastica. Las flechas azules muestran la morfologia de los condrocitos articulares. Las
flechas rojas indican una morfologia similar a la de los fibroblastos. Las barras de escala representan
400 um. (a) Condrocitos cultivados en condiciones normdxicas e (b) hipdxicas. (c) Porcentaje de células
con morfologia nativa del condrocito en cultivo en monocapa. Los datos se expresan como media con
intervalo de confianza del 95%. Valor de p # para el efecto de hipoxia y normoxia durante el cultivo
celular, valor de p - para cada pase entre normoxia e hipoxia, y valor de p * para ANOVA de dos vias.
Expresion génica de SOX9, ACAN, COL2A1, COL1A1y COL10A1 en el cultivo primario de condrocitos
en normoxia (d) e hipoxia (e). Expresion normalizada al gen de referencia RPL27. Los datos se

presentan como mediana con RIC. Diferencias significativas* (p < 0,05).

En contraste, en hipoxia, un alto porcentaje de los condrocitos exhibieron en el P2 una
morfologia poligonal redondeada (Figura 7c). Mas aun, se observaron diferencias
significativas en el numero de células con una morfologia nativa del condrocito
principalmente en PO y P1 entre normoxia e hipoxia.

Los condrocitos articulares cultivados en hipoxia presentaron una mayor tasa de
crecimiento al alcanzar la confluencia en promedio después de 25 dias frente a los 31

dias requeridos en normoxia.

Regulacion a la baja de genes condrogénicos en condrocitos cultivados

El analisis de expresion génica en el cultivo primario de condrocitos articulares revelo
una ligera tendencia al proceso de desdiferenciacion. Los cambios en la expresion
geénica estuvieron marcados principalmente en condiciones de cultivo normoéxicas, ya

que los niveles de COL2A1 difirieron significativamente entre PO (-2.08 RIC (-2.54 —
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-1.11)) y P1 (-2.80 RIC (-3.16 — -2.47)) (p = 0.021) asi como también en PO frente
aP2 (-2.78 RIC (-2.97 — -2.41)) (p = 0.032) (Figura 7d). Durante el cultivo in vitro en
hipoxia, los condrocitos mostraron una expresion disminuida de COL2A17 sélo entre PO
(-1.58 RIC (-1.79 — -0.64)) y P1 (-2.66 RIC (-2.84 — -2.03)) (p = 0.022). En cuanto
a la expresion de SOX9 y ACAN, no se encontraron diferencias significativas en el
cultivo en monocapa de normoxia vs hipoxia.

Hubo una expresion estable del marcador de fibroblastos COL7A7 a lo largo de los
pases en normoxia e hipoxia. Sin embargo, la expresion de COL10A1, un marcador
de hipertrofia, mostrd niveles disminuidos con el aumento del numero de pases en
hipoxia (PO vs. P2, p = 0.013) (Figura 7e). Por el contrario, la normoxia ejercié mayores
niveles de expresion de COL10A1 a lo largo del cultivo in vitro, siendo estadisticamente
significativa en P2 (p = 0.038).

Al comparar la expresion relativa del radio COL2A1/COL1A1, hubo un aumento de 1.7
veces en el PO en hipoxia (-1.81 (IC 95% -2.53 — -1.08)) frente a normoxia (-3.15
(IC 95% -3.81 — -2.49)) (p = 0.007). Sin embargo, la relacion COL2A1/COL1A1 se
redujo claramente a través de los pases en normoxia. Por otro lado, la proporcién se
mantuvo mas alta en los condrocitos cultivados en hipoxia en P2 (-2.88 (IC 95% —3.62
— —2.14)) que aquellos en condiciones normoxicas (-3.76 (IC 95% —-4.10 — -3.43))
(p = 0.020).

Cabe resaltar que, en condiciones de cultivo hipoxicas en P2 la relacion
COL2A1/COL10A1 mas alta de 3.25 ((IC 95% 2.66—3.83) p = 0.012) en comparacion

con la normoxia (2.41 (IC 95% 2.07—2.74)). En contraste con la hipoxia, la proporcion
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de expresion génica de COL2A1/COL10A1 en condrocitos cultivados en normoxia se

redujo al aumentar el tiempo de cultivo.

Desarrollo de esferoides libres de andamio

Morfologia del esferoide
Las células se agregaron espontaneamente en las estampas de agarosa y se formaron
esferoides de forma regular, manteniendo una circularidad estable durante todo el
cultivo. Después de un dia de cultivo en hipoxia, se observaron esferoides compactos
con superficies lisas; sin embargo, los esferoides generados en normoxia mostraron
bordes irregulares haciendo menos estable la circularidad. Por otra parte, se mantuvo
un tamafio constante durante todo el cultivo hasta el dia 14 en condiciones de hipoxia
(143 um (IC 95% 139 — 145)). Por el contrario, los esferoides se fueron compactando
al aumentar el tiempo de cultivo en normoxia, mostrando un diametro final de 124 ym

(IC 95% 120 — 129) al dia 14 (Figura 8).
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Figura 8. Formacion de esferoides libres de andamio a partir de condrocitos humanos. Imagenes
de microscopia en campo claro de los esferoides al dia 1, 3, 7 y 14. Analisis geométrico de esferoides;
medidas de diametro y circularidad a lo largo de los dias de cultivo celular. Cada color representa un
dia diferente. Los datos se presentan como medianas con RIC para circularidad y media con IC 95%

para diametro. Diferencias significativas * (p < 0.05) y *** (p < 0.001). Barra de escala = 200 pm.

Viabilidad
Después de 14 dias de cultivo en condiciones hipdxicas, los esferoides exhibieron un
area minima de células muertas conservando su actividad metabdlica (Figura 9a). Sin
embargo, se detectd una reduccion significativa de la viabilidad celular en esferoides
generados en normoxia, mostrando una baja sefial de calceina (78.85% (IC 95% 75.27
— 82.44)), pero no en esferoides cultivados en hipoxia (97.49% (IC 95% 96.52 —

98.46)) (p < 0.001) (Figura 9b). Las intensidades de calceina y yoduro de propidio se
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normalizaron al area del esferoide y se expresaron como un porcentaje de la intensidad

relativa de la fluorescencia.
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Figura 9. Viabilidad de esferoides cultivados en condiciones de normoxia e hipoxia. La viabilidad
se determiné utilizando una tincién con calceina/yoduro de propidio (IP) en el dia 14. (a) Los esferoides
cultivados en hipoxia poseian una morfologia intacta y células viables en el dia 14. Barra de escala =
400 um. (b) Analisis de fluorescencia de la viabilidad y muerte celular en los esferoides. Los datos se

presentan como la media con IC 95%.

Produccion de matriz extracelular
Se analizé la produccion y distribucién de GAGs en esferoides. En el dia 14, la tincion
con azul alciano mostré los GAGs ampliamente distribuidos en toda el area de los
esferoides cultivados en un ambiente hipdxico (Figura 10a).
Para cuantificar las diferencias en la distribucion de GAGs entre muestras,
determinamos el porcentaje de area tefiida con respecto al area total. Se encontraron
diferencias significativas entre las condiciones de normoxia (70.35 £ 5.97%) frente a

hipoxia (91.93 + 2.08%) (p < 0.001). En este contexto, la distribucién de GAGs se
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conservd independientemente del origen de la muestra cuando se generaron
esferoides en condiciones de hipoxia, teniendo como materia prima un total de 10
muestras de cartilago humano de diferentes donadores (Figura 10b). De igual forma,
se presentd una homogeneidad en tamano y circularidad entre los esferoides tras 14

dias de cultivo con medio condrogénico en condiciones hipoxicas (Figura 10c, d).
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Figura 10. Caracteristicas geométricas y produccion de GAGs en esferoides estratificados por
donador. (a) La hipoxia indujo una mayor sintesis de GAGs, un importante componente extracelular de
la matriz en los esferoides del cartilago humano. (b) Se observé un porcentaje constante de area tefiida
de azul con respecto al area total de esferoides por muestra cuando se realizo el cultivo en hipoxia. Los
esferoides en hipoxia mantuvieron su (c) diametro y (d) circularidad independientemente de la fuente de
la muestra. Las barras de escala representan 50 um. Los datos se presentan como media + SD para a,

by ¢, y mediana con RIC para circularidad. Diferencia significativa *** (p < 0.001).
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Perfil de expresion génica

Se evaluo la rediferenciacion de condrocitos presentes en los esferoides cultivados en
normoxia e hipoxia demostrando el impacto de estas condiciones de cultivo en la
regulacion de la expresion de genes condrogénicos. Con respecto a los esferoides
generados en normoxia, hubo una diferencia significativa en el radio de expresion de
SOX9 (aumento de 2.2 veces, p <0.001) y COL2A1 (aumento de 1.6 veces, p <0.019),
tomando como grupo de referencia a P2; mientras tanto, la expresién de ACAN no
cambié drasticamente. Ademas, se observo una mayor expresion de COLT1AT y
COL10A1 de 5.2 veces (p < 0.001) y 9484 veces (p < 0.001), respectivamente.

En esferoides generados en hipoxia, SOX9, ACAN y COL2A1 aumentaron
significativamente su expresion relativa de 6.8 (p < 0.001), 257.2 (p < 0.001) y 38.1 (p
< 0.001), respectivamente, frente al cultivo en monocapa en P2. Aunque la hipoxia
mostré una alta expresion relativa para COL1A7y COL10A1, sus niveles fueron mas
bajos que los esferoides cultivados en normoxia (Figura 11a).

Por otra parte, se comparo la expresion relativa de diferentes genes en esferoides
después de 14 dias de cultivo comparando hipoxia versus normoxia. Los esferoides
en condiciones hipoxicas expresaron SOX9 (p = 0.006), ACAN (p = 0.005), COL2A1
(p < 0.001), COMP (p = 0.015), SNAI1 (p = 0.014) y LOXL2 (p = 0.045) a tasas mas
altas que los esferoides generados en normoxia (Figura 11b). Ademas, la expresion
relativa de COL1A1 aumentd significativamente en normoxia que en hipoxia (1.85 +
0.19 frente a 1.10 £ 0.27, p < 0.001). Esta tendencia también se observé para

COL10A1 (-0.735 £ 0.40 vs. -1.93 + 0.86, p < 0.001) (Figura 11b).
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Figura 11. Expresion de genes condrogénicos en esferoides cultivados en condiciones de

normoxia e hipoxia. (a) Expresion relativa de marcadores condrogénicos en esferoides después de 14

dias de cultivo en medio condrogénico, tomando como grupo de referencia P2. Expresion normalizada

con el gen de referencia RPL27. Los datos se presentan como mediana con RIC. Diferencias

significativas * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001). (b) Log Unidades de expresion relativa de genes

condrogénicos en esferoides libres de andamios generados en ambas condiciones de cultivo. Expresion
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normalizada con el gen de referencia RPL27. (c) La relaciéon de expresion de COL2A1/COL1A1 y
COL2A1/COL10A1 en esferoides después de 14 dias en condiciones de cultivo hipdxicas o normdxicas.

Los datos se presentan como media con IC del 95%.

El radio de expresion de COL2A1/COL1A1 en esferoides fue 1.78 veces mayor en
hipoxia que en normoxia (p<0.001). Resultados similares se encontraron para el radio
COL2A1/COL10A1, donde la hipoxia mostré un radio de 0.52 (IC 95% 0.21 — 0.82)

en comparacion con normoxia (—1.41 (IC 95% -1.79 — -1.03)) (p<0.001) (Figura 11c).

Efecto de la miel de grado médico en esferoides de condrocitos humanos

Los esferoides tratados con la dosis 0.5% v/v de miel de grado médico mostraron a las
24h un mayor nivel de intensidad de fluorescencia para calceina (40.83, RIC 35.86 —
43.82) comparado con el control tratado con medio suplementado con SFB al 10%
(20.54, RIC 19.01 — 22.37), siendo estadisticamente significativo (p<0.01) (Figura 12).
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Figura 12. Actividad biolégica de la miel de grado médico en esferoides cultivados en un
ambiente hipodxico. (a) Tincion de viabilidad celular de esferoides incubados con diferentes
concentraciones de miel de grado médico. Dosis mas altas al 1% (v/v) disminuyeron la intensidad de

fluorescencia para calceina a las 24 h. Las barras de escala representan 1000 um. (b) Cuantificacion
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del area de células vivas en esferoides de cartilago humano (calceina). *p< 0,05, **p< 0,01 y ***p< 0,001
versus control; prueba de Kruskal-Wallis seguida de la comparacion por pares de Dunn utilizando el

método de Benjamini-Hochberg para el ajuste de comparacion multiple.

Inocuidad de la miel de grado médico en rodilla de rata Wistar

Estudios ecograficos

Las imagenes de ultrasonido mostraron la conservacion de la estructura del cartilago
articular a lo largo de 21 dias con inoculaciones de 1 dosis semanal de miel de grado
médico en la articulacion de rata (Figura 13). De igual forma, se observa que no existio
la presencia de inflamacion en la zona articular con ayuda de la sefial de poder

Doppler.

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Control

MGM

Figura 13. Ultrasonido en vista longitudinal de rodilla de rata Wistar infiltrada con miel de grado

médico. La miel no indujo dafos inflamatorios ni alteracion estructural del cartilago. La sefial de poder

Doppler no esta presente dado que no existié inflamacién en zona articular. MGM: miel de grado médico.
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Evaluacion macroscopica del cartilago articular de rata

El analisis macroscépico evidencio la ausencia de dafio al cartilago femoral de ratas
inoculadas con miel de grado médico, corroborando lo observado en ecografia. El
cartilago presentd una apariencia lisa y brillosa con bordes regulares similares a lo
observado en muestras de ratas control (Figura 14a).

Asimismo, se descarto la posible influencia del peso sobre un posible impacto en el
cartilago femoral a causa del dafio biomecanico (Figura 14b). No hay diferencias
significativas en los pesos registrados en los dias 7, 14 y 21 post viscosuplementacion

con miel de grado médico. Se registroé un peso final en las ratas control de 437 + 12.7

g comparado con 434 + 7.57 g en ratas tratadas con miel de grado médico.

(a) G (b)
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Figura 14. Inocuidad de la viscosuplementacion con miel de grado médico via intraarticular en

rodilla de rata Wistar. Caracteristicas macroscoépicas del cartilago femoral (a). Las articulaciones de
rata se obtuvieron 21 dias después de la infiltracion con MGM. No se observo evidencia de dafo del

cartilago. Imagenes representativas de al menos 5 ratas por grupo. Determinacion del peso corporal a
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lo largo del estudio (b). Analisis microscopico del cartilago hialino con tincion de hematoxilina-eosina (c)

y azul alciano (d). Las barras de escala representan 100 ym. MGM: miel de grado médico.

Anélisis histoldgico del cartilago articular de rata

En la figura 14c, la tincion de hamatoxilina / eosina muestra una alta densidad de
condrocitos con distribucion homogénea y abundante matriz en ambos grupos
experimentales. De igual forma, se evidencia el tejido 6seo subcondral con espacios
medulares conteniendo elementos sanguineos. Por otra parte, se observa que la
viscosuplementacion con miel de grado médico no afectdé el contenido de

proteoglicanos evidenciado por la tincion de azul alciano (Figura 14d).

Analisis de biodisponibilidad y efecto hepatico de la miel de grado médico en
rata Wistar

Compuestos bioactivos de la miel en suero

En la figura 15a, se observan valores similares de fenoles totales en las muestras de
suero de ratas control (13.1 + 0.59 mg EAG / 100 uL suero) comparado con las ratas

tratadas con miel de grado médico (13.2 £ 0.73 mg EAG / 100 pL suero) (p = 0.536).

Micrografia de tejido hepatico

No se presentaron alteraciones en el higado de las ratas tratadas con 3 dosis de miel
de grado médico durante 21 dias. El analisis histolégico en ambos grupos revel6 un
aspecto normal de los hepatocitos, de forma poligonal, nucleos basdéfilos y citoplasma

eosindfilo (Figura 15b).
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Figura 15. Analisis de biodisponibilidad de compuestos bioactivos de la miel y efecto hepatico
en ratas control y tratadas con miel de grado médico. (a) Concentracion de fenoles totales en suero
de rata en el dia 21. (b) No existen alteraciones evidentes del tejido hepatico mediante tincion de
hematoxilina-eosina en cortes histolégicos de ratas después de 3 dosis de MGM. Las barras de escala

representan 200 um. MGM: miel de grado médico.
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IX. Discusion

Cuando una miel se destina a un uso terapéutico, es necesario asegurarse de que esta
cumpla con todos los parametros de calidad y aplicar tratamientos especificos que
garanticen la eliminacién de cualquier patégeno que pueda representar un riesgo para
la salud de los pacientes. En afos recientes se ha acuiado el término miel de grado
meédico para aquellas mieles que cumplan con las caracteristicas previamente
mencionadas.

La radiacibn gamma fue explorada como una medida para alcanzar la
descontaminacion microbiana de la miel de abeja sin aguijon estudiada en este trabajo,
dado que ha sido ampliamente establecida como un proceso seguro que no afecta las
propiedades fisicoquimicas intrinsecas de productos derivados de la miel (106, 114,
115). Dado que este proceso se realiza en frio, no ocurren incrementos significativos
en la temperatura de la miel irradiada (115, 116). En nuestras muestras de miel
tratadas con #°Co se observo un incremento marginal en la temperatura de 25.5 a 27
°C durante el proceso, la cual disminuyd 1 hora después del proceso de radiacién al
ser almacenadas a temperatura ambiente.

La descontaminacion completa de miel de diversos origenes se ha logrado con dosis
de 8°Co por arriba de 15 kGy, observandose en algunos casos un incremento en sus
propiedades antioxidantes (107, 117, 118, 119). Resultados similares fueron
observados en nuestras muestras de miel, teniendo una descontaminacion total de

microorganismos y esporas a partir de los 15 kGy, asi como un aumento en las
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propiedades antioxidantes tales como contenido total de fenoles y flavonoides,
capacidad antioxidante total y ensayo de DPPH (Tabla 3 y Figura 5).

Previamente se ha reportado un incremento en las propiedades antioxidantes de té,
jugo de mango y soja sometidos a diversas dosis de radiacion gamma, favoreciendo
una elevacién en la concentracion de fenoles totales (120, 121, 122, 123). El
incremento observado en las propiedades antioxidantes en las muestras de miel
sometidas a radiacion gamma en comparacion con la miel no tratada (Figura 5), puede
ser atribuido a la liberacién de polifenoles ligados a componentes glucosidicos
preexistentes en la miel aumentando asi la biodisponibilidad de fenoles totales y
flavonoides (124, 125). En este sentido, la actividad biolégica que presentara la miel
estara intimamente relacionada con el tipo de polifenol y su concentracion.
Diferencias en las propiedades bioldgicas de la miel de abeja sin aguijon han sido
reportadas, teniendo un impacto directo la floracidon, condiciones climaticas, zona
geografica y estacion de cosecha sobre su actividad in vitro e in vivo (126, 127). En
cuanto al potencial antioxidante, un estudio realizado por Beristain y colaboradores
reporta el contenido total de fenoles entre 25.85 a 40.1 mg EAG / 100 g y 15.65 a
19.04 % de actividad de eliminacion de DPPH en muestra de miel de abeja sin aguijon
(128). Estos valores son muy similares a los que obtuvimos en miel no irradiada, sin
embargo, aquellos obtenidos en miel irradiada a 20 kGy llegaron a tener un incremento
aun mayor de hasta 2.07 veces (Figura 5a).

Los compuestos fendlicos caracterizados en la miel de abeja poseen, ademas de
actividad antioxidante, propiedades condroprotectoras. Entre ellos se encuentra

quercetina, apigenina, galangina y luteolina que ya han sido reportados en miel de
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abeja Melipona beechei (125, 127, 129). Esto fundamenta el hecho de evaluar la miel
de grado médico como una posible terapia adyuvante para el tratamiento de la
osteoartritis en modelos in vitro e in vivo.

En este sentido, desarrollamos un modelo 3D en cultivo hipoxico que funcioné para la
evaluacion del efecto de la miel de grado médico. Este trabajo destaca el uso de
condrocitos articulares derivados de donantes osteoartriticos como material de partida
para generar esferoides libres de andamios en condiciones hipoxicas y asi promover
la expresion génica caracteristica del cartilago nativo.

La expansion in vitro de condrocitos humanos en un ambiente que mimetice el entorno
fisiologico del cartilago, es esencial para analizar el efecto de tratamientos actuales y
para explorar nuevas terapias. Sin embargo, los cultivos 3D también representan una
oportunidad para evaluar el desarrollo, la progresion y tratamiento de patologias
articulares como la OA en etapas tempranas (130). Sin embargo, no hay consenso
sobre el modelo in vitro ideal que represente las caracteristicas particulares de la OA
debido a los diferentes mecanismos para inducir un metabolismo catabdlico en los
condrocitos. Nuestros datos respaldan la generacion de esferoides de condrocitos
humanos con una distribucion homogénea de GAG que se asemeja al tejido utilizando
un método de cultivo 3D de bajo costo.

Para la generacion de esferoides, en nuestro estudio utilizamos células primarias con
cierto grado de desdiferenciacion y alteracidon fenotipica debido a la sensibilizacién y
ambiente inflamatorio del que proceden las biopsias. Los cambios de morfologia
observados en los condrocitos en los primeros pases se han reportado previamente.

El fendmeno de desdiferenciacion ocurre debido a que se las células crecen en un
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entorno 2D donde no existen gradientes de nutrientes y oxigeno que mimeticen el
ambiente articular (131, 132). En este sentido, los condrocitos son propensos a
adquirir un fenotipo similar a los fibroblastos asociado con una expresion génica
alterada de SOX9, COL2A1 y ACAN (133, 134). En esta investigacion utilizamos
condrocitos en P2 para evitar una marcada desdiferenciacion celular en el cultivo en
monocapa bajo condiciones de normoxia e hipoxia. Nuestro cultivo 2D mostré una
expresion alterada del marcador condrogénico, COL2A1, siendo mas afectada en
condrocitos cultivados en normoxia (Figura 7d). Esto representa un gran inconveniente
para el cultivo in vitro de condrocitos ya que, a su vez, la relacion disminuida de
COL2A1/COL1A1 indica desdiferenciacion del condrocito. En nuestro estudio
observamos una disminucién significativa en la relacion COL2A1/COL1A1 con pases
secuenciales en condiciones normoxicas incluso cuando la expresion de COL71A7 no
se alter6 (Figura 7d). Sin embargo, la relacion COL2A1/COL1A1 fue estable en
condrocitos cultivados en hipoxia, ya que COL71A7 mostro una expresion mas baja y
COL2A1 se vio menos afectado (Figura 7e).

Cabe resaltar que permitir la proliferacion de condrocitos hasta alcanzar la confluencia
puede explicar la expresion génica constante de SOX9 y ACAN observada en células
del PO comparado con los pases en cultivo hipoxico y normoxico en nuestro estudio.
Diferentes reportes han informado que la expresidn de genes condrogénicos
disminuye al realizar el primer pase comparado con condrocitos recién aislados de
donantes humanos y animales de laboratorio (135, 136). Sin embargo, se mantiene
una expresion constante de estos genes unicamente durante la expansion de los

condrocitos en pases tempranos (132, 135, 136). No obstante, se han registrado

68



cambios importantes en la expresion de SOXO9 tras el pase 6, mientras que COL2A1
disminuye progresivamente en los primeros pases de condrocitos articulares humanos,
lo que conlleva a una pérdida progresiva del fenotipo condrogénico (132, 136).

Por otro lado, el cultivo prolongado de condrocitos en monocapa desencadena el
desarrollo de fibrocondrocitos asociados con un desequilibrio en la homeostasis
articular asociada a senescencia (137, 138, 139). Los condrocitos cultivados en
condiciones hipoxicas mostraron una disminucion significativa en la expresion de
COL10A1, un marcador de hipertrofia de condrocitos; sin embargo, la normoxia
promovio una mayor expresion resultando en una relaciéon COL2A1/COL10A1 alterada.
Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que reflejan la
desdiferenciacion de los condrocitos cultivados en condiciones de normoxia (137, 140,
141).

El cultivo de condrocitos en un entorno 3D se ha propuesto ampliamente como un
enfoque prometedor, ya que puede imitar la sefalizacion articular nativa mediante el
restablecimiento de un fenotipo especifico y funciones celulares del cartilago en
comparacion con otros meétodos reportados previamente que no estan relacionados
con la generaciéon de esferoides (142, 143, 144). Particularmente, un modelo 3D
desencadena un fenotipo especifico de tejido debido a las interacciones célula-célula
y célula-MEC. La rediferenciacion de las células tras un numero de pases se ha
demostrado en diversos estudios logrando una mayor expresion de COL2A1 y ACAN
en cultivos 3D con andamios frente a cultivos 2D (145, 146, 147, 148). En nuestro
estudio, el analisis de la expresion génica en esferoides libres de andamio se comparé

con el cultivo en monocapa en P2 confirmando un proceso de rediferenciacion ejercido
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principalmente en condiciones hipoxicas. Como se muestra en la Figura 10a, SOX9,
ACANy COLZ2A1 estan sobre expresados en hipoxia. Sin embargo, no se presentd un
cambio en la expresion de ACAN cuando los esferoides se generaron en normoxia.
Este perfil de expresién es similar a lo informado en estudios previos, en donde
realizaron cultivo de condrocitos en pellet y esferoides libres de andamio en
condiciones de hipoxia y normoxia (149, 150, 151, 152)

Cabe senalar que los esferoides generados en hipoxia modularon la expresion de
COL10A1, un marcador relacionado con cartilago hipertréfico. No obstante, se ha
identificado una elevada expresion de genes hipertroficos durante la rediferenciacion
de condrocitos independientemente de su origen y del método de cultivo in vitro (150,
153, 154). Una expresion elevada de COL10A1 en esferoides cultivados en normoxia
era esperada, sin embargo, las condiciones de hipoxia no lograron reprimirla en su
totalidad (Figura 11a). No obstante, existié una reduccién significativa en la expresion
de COL10A1 comparando esferoides en condiciones hipoxicas versus normoxia
después de 14 dias de cultivo con medio condrogénico (Figura 11b). Se ha demostrado
en estudios recientes que el TGF-B, que se encuentra en el medio condrogénico,
puede impulsar la diferenciacion hipertréfica en los condrocitos al mismo tiempo que
actua como factor de crecimiento transformante durante la diferenciacion del cartilago
(155, 156, 157, 158).

En este sentido, las diferencias en la relacion COL2A1/COL1A1y COL2A1/COL10A1
en esferoides indican que la hipoxia representa un mejor sistema de cultivo para
controlar las caracteristicas nativas de los condrocitos (Figura 11c). Estos resultados

representan un éxito en nuestro estudio ya que los condrocitos empleados para la
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generacion de esferoides mantuvieron un genotipo y funcion caracteristica a pesar de
su origen artrosico. Por otra parte, la limitacion en cantidad de muestra y el tiempo para
la expansion in vitro de los condrocitos representan factores cruciales que deben
tenerse en cuenta por su implicacion en el desencadenamiento de la desdiferenciacion
de condrocitos humanos en cultivos primarios.

El uso de cartilago de donantes humanos para el cultivo 3D implica una diversificacion
del fenotipo en los condrocitos obtenidos debido a los diferentes grados de OA en cada
paciente. No obstante, independientemente de las caracteristicas antropométricas de
los donantes reclutados en este estudio, desarrollamos esferoides viables y con un
tamano uniforme a partir de diez muestras de cartilago hialino mediante un sistema de
cultivo libre de andamio en condiciones de hipoxia. Esto con el fin de mimetizar el
entorno articular y dado que el cartilago es un tejido avascular que sobrevive en un
ambiente con baja tension de oxigeno, se propuso utilizar una concentracion de
oxigeno del 5% para el cultivo in vitro de condrocitos. Dichos parametros han sido
ampliamente reportados en previas investigaciones para el cultivo en hipoxia de
diversos linajes celulares (149, 159, 160, 161, 162).

Dado que el gradiente de oxigeno se ha descrito como un factor esencial que regula
la viabilidad celular de los esferoides y que se encuentra directamente relacionado con
el tamafo de estos, nosotros analizamos ambos parametros en el dia 14 del cultivo.
En este contexto, nuestros resultados revelaron que la hipoxia no genero toxicidad en
la parte central de nuestro modelo in vitro (Figura 9a). Respaldando nuestros datos,
diferentes estudios mencionan que la hipoxia juega un papel vital en el crecimiento y

la supervivencia de células madre mesenquimales incrustadas en andamios (163, 164),
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siendo capaces de regular el anabolismo en un microambiente hipéxico. Aunque la
hipoxia representa el mejor escenario para el cultivo 3D de condrocitos o explantes de
cartilago, en nuestro estudio también se demostr6 un desarrollo adecuado de
esferoides después de 14 dias de cultivo en normoxia combinado con un medio
condrogénico (Figura 8). No obstante, los esferoides cultivados en normoxia mostraron
areas con células muertas (Figura 9a). Estos hallazgos concuerdan con un estudio
reciente en el que se desarrollaron esferoides de la linea celular ATDCS5 utilizando un
andamio de polietiieno y medio de diferenciacion condrogénica. Los esferoides
presentaron zonas caracteristicas de muerte celular después de 14 dias de cultivo en
normoxia (151). Omelyanenko et al. mencionan que existe un aumento significativo en
la poblacion de células no viables en esferoides desde el dia 7 hasta el dia 21 del
cultivo en normoxia. Ademas, la acumulacién de componentes especificos de la MEC,
como el colagena tipo Il y el agrecano, se correlaciond estrechamente de forma
negativa con el tiempo de cultivo (165), lo que concuerda con la baja sintesis de GAG
observada en nuestros esferoides en normoxia (Figura 10a).

Nuestros resultados muestran que los esferoides cultivados en hipoxia mostraron
mejores caracteristicas geométricas y mayores niveles de GAGs (Figuras 8 y 10). En
este contexto, el cultivo 3D en hipoxia produce MEC caracteristica del cartilago, lo que
sugiere que nuestro sistema in vitro puede regular el fenotipo condrogénico. Por lo
tanto, nuestro sistema de cultivo 3D in vitro representa un modelo de estudio novedoso
para el desarrollo de farmacos modificadores de la enfermedad en OA.

El uso de compuestos naturales para prevenir o atenuar el estrés oxidante e

inflamacioén ha alcanzado una notable atencidon en anos recientes; en este contexto, la
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miel representa una alternativa valida, rentable y biocompatible. Teniendo en cuenta
su uso emergente en el ambito médico, exploramos en nuestro modelo in vitro 3D y en
articulacion de rata, la inocuidad de la miel de grado médico que obtuvimos al irradiar
con %°Co miel de abeja Melipona beecheii.

A consecuencia del alto contenido de polifenoles presentes en la miel irradiada, se
determind el posible efecto citotoxico en los esferoides de condrocitos humanos
observandose por un lado una mayor proliferaciéon a dosis bajas y por otro, efectos
toxicos a partir de la dosis 1% v/v (Figura 12). Estos resultados concuerdan con los
hallazgos que se han publicado previamente. Minden-Birkenmaier et al. realizaron
pruebas de toxicidad de miel Manuka utilizando neutrofilos diferenciados HL-60 y
establecieron un limite citotoxico entre 3-5% v/v mediante el ensayo mitocondrial MTS
con un aumento de la muerte celular dependiente de la concentracion de miel y el
tiempo (166). Ensayos citotoxicos realizadas con fibroblastos dérmicos, células
endoteliales microvasculares y macrofagos de sangre periférica humana mostraron un
limite citotoxico con la dosis de 5% v/v de miel Manuka (167), lo cual es muy similar a
nuestros resultados usando miel de abeja Melipona beecheii de origen mexicano.
Tomando en cuenta estos antecedentes directos del uso de la miel en modelos in vitro,
procedimos a evaluar la inocuidad de la miel de grado médico en la articulacion de rata
Wistar. Nuestros resultados no evidenciaron por imagenologia efecto toxico en la
articulacion de rodilla de rata, asi como cambios macroscoépicos del cartilago femoral
(Figura 13y 14).

En conjunto, todas nuestras observaciones confirman la hipotesis de que la miel de

grado meédico posee un alto contenido de moléculas polifendlicas con actividad
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antioxidante sin inducir alteraciones en el cartilago articular. Esta investigacion brindé
informacion util para futuras investigaciones sobre el uso de miel de grado médico y
su posible actividad en la condrogénesis, reparacion de dafio articular y regulacion de
la homeostasis mediante su administracién intraarticular (viscosuplementacion). Sin
embargo, este campo de investigacion debe explorarse mas a fondo para comprender
las vias celulares y la participacion de los diversos compuestos de la miel en el
ambiente articular.

De igual forma, nuestro modelo 3D de condrocitos humanos podria ser una
herramienta para el estudio a mayor profundidad del efecto de la miel en la
condrogénesis usando muestras de pacientes y analizando la expresion génica,

protedmica y analisis histologico.
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X. Conclusiones

Hemos demostrado que es posible obtener miel de grado médico proveniente de
abejas sin aguijon y que esta posee propiedades antioxidantes superiores a la miel
nativa. Ademas, nuestro estudio sienta las bases para seguir investigando el uso
seguro de la viscosuplementacion con miel de grado médico como una opcidn
terapéutica para el proceso degenerativo articular provocado por el estrés inflamatorio
y oxidante. Este descubrimiento no solo tiene implicaciones en la medicina
regenerativa del cartilago articular, sino que también puede tener un impacto positivo
en otras patologias articulares.

Por otra parte, en este estudio hemos desarrollado un modelo 3D de esferoides de
condrocitos humanos en hipoxia que imita el microambiente de la articulacion de rodilla.
Ademas de permitirnos comprender mejor el mecanismo subyacente a la
condrogénesis, este modelo podria abrir nuevas posibilidades en la medicina
regenerativa del cartilago articular. Con este enfoque, es posible esclarecer el
mecanismo molecular ejercido por los compuestos bioactivos de miel de grado médico
en el cartilago hialino articular, lo que puede ser de gran relevancia en el desarrollo de

futuras terapias para combatir patologias discapacitantes articulares.
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Abstract: The preservation of the chondrogenic phenotype and hypoxia-related physiological mi-
croenvironment are major challenges in the 2D culture of primary human chondrocytes. To address
this problem, we develop a 3D culture system generating scaffold-free spheroids from human chon-
drocytes. Our results highlight the chondrogenic potential of cultured human articular chondrocytes
in a 3D system combined with hypoxia independently of the cartilage source. After 14 days of cul-
ture, we developed spheroids with homogenous diameter and shape from hyaline cartilage donors.
Spheroids generated in hypoxia showed a significantly increased glycosaminoglycans synthesis and
up-regulated the expression of SOX9, ACAN, COL2A1, COMP, and SNAI1 compared to those ob-
tained under normoxic conditions. Therefore, we conclude that spheroids developed under hypoxic
conditions modulate the expression of chondrogenesis-related genes and native tissue features better
than 2D cultures. Thus, this scaffold-free 3D culture system represents a novel in vitro model that
can be used for cartilage biology research.

Keywords: chondrocyte; hypoxia; cartilage; re-differentiation; 3D cell culture

1. Introduction

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease associated with cartilage damage,
synovitis, and altered bone remodeling [1]. Globally, OA is the most prevalent chronic joint
disease, causing motor disability in the elderly where the quality of life is detrimentally
affected [2,3]. Moreover, its adverse impact on health systems and economies will persist
with the worldwide aging population. For decades, there has been a relentless struggle to
find bioactive molecules for cartilage tissue engineering and to treat the early stages of OA
that could decrease its progression in the long term. However, one of the challenges we face
is designing in vitro models that mimic intra-articular conditions, making the translation
of new drugs to humans highly complex.

Three-dimensional (3D) culture of chondrocytes and hypoxic conditions has been
proposed as novel approaches to assay cartilage repair treatments [4-7]. These insight-
ful culture methods provide an attractive option to mimic the tissue microenvironment
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Dysregulation of joint tissue homeostasis induces articular degenerative changes and
musculoskeletal diseases such as osteoarthritis. This pathology represents the first cause
of motor disability in individuals over 60 years of age, impacting their quality of life and the
costs of health systems. Nowadays, pharmacological treatments for cartilage disease
have failed to achieve full tissue regeneration, resulting in a functional loss of the joint;
therefore, joint arthroplasty is the gold standard procedure to cure this pathology in severe
cases of Osteoarthritis. A different treatment is the use of anti-inflammatory drugs which
mitigate pain and inflammation in some degree, but without significant inhibition of disease
progression. In this sense, new therapeutic alternatives based on natural compounds have
been proposed to delay osteoarthritis progression, particularly those agents that regulate
articular homeostasis. Preclinical studies have shown a therapeutic application of honey
and its bioactive compounds, ranging from treating wounds, coughs, skin infections, and
are also used as a biological stimulant by exerting antioxidant and anti-inflammatory
properties. In this article, we reviewed the current medicinal applications of honey with
particular emphasis on its use regulating articular homeostasis by inhibiting inflammation
and oxidative stress.

Keywords: Articular homeostasis, osteoarthritis, inflammation, honey flavonoids, Redox homeostasis, cartilage,
chondroprotective activity

INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is a disabling condition characterized by joint degeneration; it is related to
different etiological factors such as aging, genetics, metabolic and biomechanical stress. In this
context, inflammation and oxidative stress play a pivotal role in the progressive deterioration of
joint tissues including articular cartilage (AC), subchondral bone, synovial membrane and
meniscus that maintain the functionality of joints until an exacerbated homeostatic
dysfunction occurs (Minguzzi et al., 2018). Despite the clinical relevance of OA, which affects
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