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RESUMEN

Introduccidn: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que se asocia a una
respuesta Thl y Th17 exacerbada y a una alta produccién de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno. Los farmacos utilizados actualmente para su control tienen la desventaja de
presentar efectos adversos importantes a largo plazo o de tener un alto costo. La a-
mangostina, es una xantona que posee capacidad antioxidante y anti-inflamatoria en varios
modelos de inflamacién incluyendo modelos no autoinmunes de artritis, aunque aun no se
conocen por completo los procesos bioquimico-inmunoldgicos en los que subyacen estos
efectos.

Objetivo: Identificar in vitro e in vivo los efectos anti-inflamatorios y antioxidantes de la a-
mangostina que subyacen al control del proceso inflamatorio y del dafio articular inducido por
la artritis autoinmune experimental murina.

Materiales y métodos: Se indujo un modelo de artritis experimental autoinmune (artritis
inducida por colagena) en ratones DBA/1J) a través de dos inmunizaciones con colagena y
adyuvante completo e incompleto de Freund, respectivamente. Para evaluar el efecto
terapéutico de la a-mangostina, se administraron dos dosis (10 y 40 mg/kg) por via oral
durante 33 dias a ratones DBA/1J con CIA establecida obteniéndose la escala clinica, la escala
histopatoldgica y la producciéon de autoanticuerpos; asi como el nivel de citocinas vy
quimiocinas y la generacién de estrés oxidante tanto a nivel local como sistémico. In vitro, se
evalué el efecto de distintas dosis de a-mangostina sobre linfocitos polarizados hacia células
Th1l o Th17 y sobre células dendriticas activadas con LPS.

Resultados: Ambas dosis de a-mangostina disminuyeron la signologia clinica de la CIA a corto
plazo y la dosis mas alta también disminuyé los cambios histopatolégicos. Esta mejoria
también se acompané de una disminucién en la produccidn de anticuerpos IgG2a anticoldgena
y en la produccidén de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-33) y quimiocinas (LIX/ CXCL5, IP-10/
CXCL10, MIG/ CXCL9 y RANTES/ CCL5) y en la generacion de estrés oxidante (disminucion en la
actividad de la NADPH oxidasa y la lipoperoxidacion e incremento en el nivel de glutatiéon) a
nivel articular. In vitro, esta xantona exhibié un efecto proapoptdtico sobre linfocitos
polarizados hacia Thl y Th17 y un efecto inmunomodulador (disminucién en la expresion de
CD86 y CD40, disminucién en la produccidon de citocinas tipo Thl e incremento en la
produccidén de IL-10) sobre células dendriticas activadas con LPS.

Conclusiones: La a-mangostina ejercié un efecto anti-inflamatorio, antioxidante y antiartritico
in vivo, ya que mejord la signologia clinica y los cambios histopatoldgicos presentados en
estadios tempranos de la CIA establecida en ratones DBA/ 1J gracias a su capacidad para
modular varios de los mecanismos involucrados en la respuesta inflamatoria y en la generacion
de estrés oxidante.

Palabras Clave: Artritis inducida por colagena; Artritis Reumatoide; a-mangostina; inflamacion;
estrés oxidante.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease which is associated with an
exaggerated Thl and Th17 responses and a high production of reactive oxygen and nitrogen
species. Drugs currently used for their control have the disadvantages either presenting
significant adverse effects in the long term or having a high cost. a-mangostin is a xanthone
that possesses antioxidant and anti-inflammatory capacities in several models of inflammation
including non-autoimmune models of arthritis, although the biochemical-immunological
processes underlying these effects are not yet completely clarified.

Objective: To identify in vitro and in vivo the anti-inflammatory and antioxidant effects of a-
mangostin that underlie the control of the inflammatory process and joint damage induced by
experimental murine autoimmune arthritis.

Materials and Methods: A model of experimental autoimmune arthritis (collagen-induced
arthritis) was induced in DBA/1J mice through two immunizations with collagen and complete
and incomplete Freund's adjuvant, respectively. To evaluate the therapeutic effect of a-
mangostin, two doses (10 and 40 mg/kg) were administered orally for 33 days to DBA / 1) mice
with established CIA, obtaining the clinical score, the histopathological score and the
production of autoantibodies as well as the level of cytokines and chemokines and the
generation of oxidative stress both locally and systemically. In vitro, the effect of different
doses of a-mangostin was evaluated on lymphocytes polarized towards Th1l or Th17 cells and
on dendritic cells activated with LPS.

Results: Both doses of a-mangostin decreased the clinical signs of CIA in the short term and
the higher dose also reduced histopathological changes. This improvement was also
accompanied by a reduction in the production of anti-collagen 1gG2a antibodies and
proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-33) and chemokines (LIX/CXCL5, IP-10/ CXCL10,
MIG/CXCL9 and RANTES/CCL5). Moreover, it also reduced oxidative stress (decreasing the
activity of NADPH oxidase and lipoperoxidation and increasing the level of glutathione) at the
joint level. In vitro, this xanthone exhibited a proapoptotic effect on lymphocytes polarized
towards Th1 and Th17 and an immunomodaulatory effect (a decrease in the expression of CD86
and CD40, a reduction in the production of Thl cytokines and an increase in the production of
IL-10) on LPS-activated dendritic cells.

Conclusions: a-mangostin exhibited anti-inflammatory, antioxidant and anti-arthritic effects in
vivo since it improved the clinical signs and the histopathological changes presented in early
stages of established CIA in DBA/1J mice due to its capability to modulate several mechanisms
involved in the inflammatory response and in the generation of oxidative stress.

Keywords: Collagen-induced arthritis; Rheumatoid arthritis; a-mangostin; inflammation;
oxidative stress.
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1. Introduccion

1.1 Artritis reumatoide

1.1.1 Epidemiologia, genética y etiologia de la artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crdénica autoinmune que se presenta
aproximadamente en el 1% de la poblacién mundial. Es una enfermedad que afecta de
manera primaria las articulaciones, pero que con el tiempo también puede generar
alteraciones en otros dérganos como ndédulos reumatoides, vasculitis, pericarditis,
miocarditis, escleritis, queratoconjuntivitis seca, uveitis, nefropatia y alteraciones
pulmonares (fibrosis intersticial difusa). Debido a que el principal tejido afectado por la AR
son las articulaciones, esta enfermedad es considerada discapacitante. Esta discapacidad
fisica ocasionada por la AR genera a su vez una capacidad de trabajo reducida que aunada
al alto costo de los farmacos utilizados para su control trae como consecuencia un alto
impacto socioecondémico (Firestein, 2003)(lwamoto et al., 2008)(Choy, 2012)(Smolen et al.,
2016). La AR presenta una incidencia anual a nivel mundial de 40/100,000 casos y una
relacion mujeres: hombres de 2-3:1. La edad de inicio es entre los 40 y 50 afios pero

puede presentarse en todas las edades (Alamanos and Drosos, 2005)(Alam et al., 2017).

Se sabe actualmente que en la etiologia de la AR participan componentes genéticos
y medioambientales que pueden permitir modificaciones epigenéticas. Dentro de los
factores genéticos se sabe que la heredabilidad de la enfermedad se encuentra entre el
40-65% para la presentacion seropositiva de la AR y solo del 20% para la enfermedad
seronegativa (Smolen et al., 2016). Aunado a lo anterior, se han identificado varios genes
como factor de riesgo para la enfermedad dentro de los cuales uno de los mas importantes
es el alelo DR4 del antigeno leucocitario humano (HLA-DR4), asi como el locus HLA-DRB1
en pacientes con AR positivos a factor reumatoide (RF) y autoanticuerpos contra péptidos
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citrulinados (ACPA) (Alam et al., 2017). Algunos otros genes que se han implicado en la
enfermedad participan en la activacion y regulaciéon del sistema inmune como lo son la
proteina fosfatasa de tirosina no receptora tipo 22 (PTPN22), el antigeno 4 de linfocitos T
citotéxicos (CTLA4), la proteina 3 inducida por el factor de necrosis tumoral a (TNFAIP3) y

la peptidil arginina deiminasa tipo IV (PADI-4), entre otros (Alam et al., 2017).

Con respecto a los factores ambientales, uno de los mas destacados es el
tabaquismo, el cual se ha relacionado con el incremento en la generacién de antigenos
citrulinados que llevan a la produccién de ACPAs y con el incremento en la generacion de
anién superoxido (0,7) y perdxido de hidrégeno (H,0,), ya que es una fuente del radical
semiquinona. Ademas del tabaquismo, algunos agentes infecciosos se han relacionado
también con la AR como lo son Escherichia coli, el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus,
algunas especies de Proteus sp. y Porphyromonas gingivalis. La hipdtesis por la cual se cree
gue estos agentes pueden incrementar el riesgo para presentar AR es que algunos de ellos
pueden presentar mimetismo molecular con algunos péptidos propios, mientras que otros
pueden expresar la enzima PADI-4, la cual esta vinculada a la citrulinacion de proteinas
(Kobayashi et al., 2008) (Duskin and Eisenberg, 2010)(Mateen et al., 2016)(Alam et al.,
2017).

1.1.2 Fisiopatologia de la artritis reumatoide

1.1.2.1 Fases de progresion de la AR

La articulacion sinovial normal esta constituida por un tejido vascularizado que entre sus
funciones tiene mantener una presién negativa dentro de la articulaciéon y producir el
liquido sinovial que se encarga de la lubricacion de la articulacion para facilitar el
movimiento. Esta articulacidén se encuentra conformada por la cdpsula articular, que a su
vez esta constituida en su parte exterior por fibras de colageno, mientras que al interior

dentro del espacio articular se encuentran células grasas y la membrana sinovial. Esta



membrana estd constituida por dos tipos de células: sinoviocitos tipo macrofago o tipo Ay
sinoviocitos tipo fibroblasto o tipo B, los cuales se encargan de 1) fagocitar, 2) interactuar
con células presentadoras de antigeno (APCs) y de 3) sintetizar el acido hialurdnico

(componente principal del liquido sinovial) (Edwards, 1994).

El proceso fisiopatolégico de la AR se puede dividir en tres fases: una fase
preartritica, una fase de transicién y una fase clinica. En la fase preartritica se cree que se
conjuntan los factores genéticos y los factores ambientales que predisponen a la
enfermedad. Estos ultimos pueden llevar a cabo a su vez cambios epigenéticos que
permitiran el desarrollo de la autoinmunidad y la AR. Durante esta fase se pueden efectuar
modificaciones postraduccionales de las proteinas (vimentina, coldgena tipo Il, queratina,
a-enolasa, histonas, fibrindgeno y fibronectina) tales como la citrulinacién, que generaran
la aparicién de nuevos epitopes que estimularan la formacion de autoanticuerpos como
los ACPAs. De hecho, estos ACPAs pueden aparecer en la sangre de los individuos 10 afios

antes del diagndstico de la AR (Smolen et al., 2016)(Alam et al., 2017).

En la fase de transicién los factores genéticos y ambientales se encuentran
potenciados mutuamente, lo que conlleva a la pérdida de tolerancia a lo propio y a la
entrada a esta fase con cualquier minimo factor estresante como un trauma menor,
infecciones, alteraciones hormonales o factores psicolégicos. La fase clinica de la AR
comprende la activacién del sistema inmune tanto innato como adaptativo y como
consecuencia la presentacion de la signologia clinica de la AR como poliartralgia de las
articulaciones de pies y manos, rigidez articular matutina e inflamacion de las

articulaciones (Alam et al., 2017).

1.1.2.2 Células efectoras en la fisiopatologia de la AR

La AR es una patologia altamente heterogénea en la que participan diversos tipos celulares
tanto del sistema inmune innato y adaptivo como a nivel local. Dentro de las células que

participan en la fisiopatologia de la AR se encuentran los linfocitos T cooperadores (Th)1y
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Th17, los linfocitos B, las células dendriticas (DCs), los monocitos, los neutréfilos, los
sinoviocitos tipo Ay tipo B, los osteoclastos, los osteoblastos y los condrocitos, entre otras

(Smolen et al., 2016).

Los linfocitos B participan de manera importante durante el desarrollo de la AR en
la produccion de autoanticuerpos como el RF, los ACPAs y los anticuerpos anticoldgena Il.
El primero es un autoanticuerpo generalmente de la clase de la inmunoglobulina (Ig)M
dirigido contra la fraccidon cristalizable (Fc) de la 1gG que conlleva a la formacién de
complejos inmunes que pueden ser depositados en la articulacién o en algun otro érgano,
pudiendo asi ocasionar la activacion del complemento y la consecuente exacerbaciéon del

proceso inflamatorio y del dafio articular (Duskin and Eisenberg, 2010).

Los sinoviocitos tipo A son células capaces de producir citocinas proinflamatorias
como la interleucina (IL)-1B y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a y algunas quimiocinas
como la IL-8 que ocasionan la destruccion del cartilago articular y el reclutamiento de
neutrdfilos, los cuales una vez activados pueden producir especies reactivas de oxigeno
(EROs) que participan en la oxidacién de proteinas, lipidos y DNA y por lo tanto en la
destruccién tisular (Smith and Haynes, 2002). Ademas, la IL-18 y el TNF-a producidos por los
sinoviocitos tipo A pueden afectar también la actividad de los condrocitos al inducir un
aumento en su produccidon de metaloproteinasas de matriz (MMPs). Aunado a esto, la IL-1
también es responsable de que los condrocitos disminuyan su sintesis de aggrecan y coldgena
tipo I, (los cuales proporcionan fuerza y flexibilidad a las articulaciones) e incrementen su
produccién de éxido nitrico (NO) y EROs como el 0,7, el H,0, y el radical hidroxilo (OH’) dando
como resultado un incremento en la degradacion del cartilago articular (Ahmed et al.,

2003)(Liacini et al., 2003) (Andriamanalijaona et al., 2005).

Los sinoviocitos tipo B, son otras células clave que participan de manera importante
en la destruccion del tejido articular, ya que también son capaces de producir MMPs bajo la
induccion de citocinas proinflamatorias y algunos otros factores como el ligando del receptor

del factor nuclear kB (RANKL), el cual ademas también se encarga de diferenciar macrofagos
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en osteoclastos, los cuales llevan a cabo la resorcion ésea del hueso subcondral. Ademas,
estos sinoviocitos tipo fibroblasto pueden también funcionar como APCs y presentar péptidos
artritogénicos a las células T autoreactivas induciendo una respuesta proliferativa en éstas.
Por otro lado, estds células también son capaces de producir varias citocinas proinflamatorias
y factores pro-angiogénicos que amplifican la inflamacién y la angiogénesis en el sinovio

reumatico (Lambert et al., 1998)(Tran et al., 2008)(Hou et al., 2009).

1.1.2.2.1 Células dendriticas en la Artritis reumatoide

Se ha propuesto que las DCs juegan un papel importante en la fisiopatologia de la
AR debido a su alta capacidad de presentacién antigena y a su habilidad para dirigir
la diferenciacion de las células T naive hacia fenotipos proinflamatorios (Ueno et al.,
2007)(Li et al., 2011). Aunado a lo anterior, se ha observado que estas DCs se
encuentran incrementadas en la sangre periférica y en el liquido sinovial de
pacientes con AR en comparacién a pacientes con osteoartritis (Estrada-Capetillo et
al., 2013)(Wehr et al., 2018). Las DCs asociadas a la AR encontradas con mayor
frecuencia en el liquido sinovial de estos pacientes son las DCs CD1c", las DCs

plasmacitoides (pDCs) y las DCs derivadas de monocitos (moDCs)(Wehr et al., 2018).

Se ha encontrado que las DCs CD1c" de pacientes con AR presentan en su
mayoria un fenotipo maduro, el cual es determinado por el aumento en su
expresion de moléculas clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I1)
y de moléculas coestimulatorias como CD40, CD80 y CD86 y que esto es suficiente
para activar linfocitos T in vitro (Moret et al., 2013). Ademads, estas DCs CD1c"
secretan cantidades elevadas de citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-23 e
IL-12, las cuales promueven la diferenciacion de linfocitos T naive hacia los subtipos
Th1l y Th17, siendo estos ultimos los principales subtipos de linfocitos vinculados a
la AR. Por otro lado, también secretan quimiocinas como el ligando del motivo C-C
(CCL)3, CCL17, el ligando del motivo C-X-C (CXCL)10 y CXCL19 que reclutan linfocitos

T al espacio articular; ademds de CXCL8, la cual también recluta neutréfilos (Wehr et
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al., 2018)(Figura 1).

Con respecto a las pDCs, éstas se han encontrado también en una cantidad
mas elevada en el sinovio de pacientes con AR que en el sinovio de pacientes con
osteoartritis, principalmente en aquéllos que son positivos a RF y ACPA. Adem3s, se
ha observado que estas pDCs sinoviales presentan un fenotipo inmaduro y producen
IL-15 e IL-18, lo cual contribuye al incremento del proceso inflamatorio y al

reclutamiento de mas DCs (Hitchon and El-Gabalawy, 2011).

Por otro lado, en un estudio se encontré que las moDCs de pacientes con AR
presentaban un incremento en su capacidad para producir citocinas
proinflamatorias como IL-6 e IL-23, las cuales se encuentran asociadas a la
diferenciacién de linfocitos Th17 (Estrada-Capetillo et al., 2013). Ademas, estas
moDCs también presentaron un incremento en la produccién de quimiocinas como
CXCL8 y CCL3, las cuales son capaces de reclutar neutréfilos, macréfagos y
monocitos hacia el espacio articular amplificando de esta manera la inflamacién (Yu

and Langridge, 2017).
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Figura 1. Polarizacién y activaciéon de linfocitos T y quimiotaxis mediada por células
dendriticas (DCs) sinoviales CD1c* de pacientes con Artritis reumatoide. CCL= Ligando del
motivo C-C. CXCL= Ligando del motivo C-X-C. IL= Interleucina. TCR= Receptor de células T. MHC
IlI= Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il. Th= Linfocito T cooperador. PD-L1= Ligando
1 de muerte programada. Modificado de (Wehr et al., 2018).

1.1.2.2.2 Linfocitos Thl y Th17 en la Artritis reumatoide

Los principales linfocitos que participan en el proceso inflamatorio que se presenta
en la AR son los Thl y Th17. Los primeros se caracterizan por producir TNF-a, IL-2,
factor estimulador de colonias granulociticas macrofagicas (GM-CSF) e interferén
gamma (IFN-y), el cual participa en la activacion de macréfagos y la disminucién en
la reparacion del cartilago articular. Por otro lado, los linfocitos Th17 se caracterizan
por producir citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-17, IL-21 e IL-22 y son
capaces de incrementar la actividad de células del sistema inmune innato como
neutréfilos y macréfagos y de células del sistema inmune adaptativo como los
linfocitos B. Ademads, también incrementan la destruccion dsea por parte de los
osteoclastos y disminuyen la reparacion del cartilago articular (Mosmann and

Coffman, 1989)(Yu and Langridge, 2017)(Wehr et al., 2018).

En el pasado se creia que los linfocitos Thl eran el principal subtipo de
linfocito que participaba en la fisiopatologia de la AR. Sin embargo, actualmente se
considera que los linfocitos Th17 también participan de manera importante en la AR
e incluso algunos autores los han considerado aun mads importantes que los
linfocitos Th1, ya que han observado que ratones con artritis inducida por coldgena
(CIA) deficientes en el receptor para INF-y presentan un rdpido desarrollo de la
artritis en comparacion a ratones con CIA deficientes en IL-17A, los cuales presentan
una marcada disminucién en el desarrollo de la enfermedad (Komatsu and
Takayanagi, 2012). Sin embargo, en otros modelos de artritis autoinmune como el

de artritis inducida por proteoglicano (PGIA) se ha observado que los linfocitos Thl



también pueden ser artritogénicos, ya que en este modelo la artritis es mediada
principalmente por INF-y y no por IL-17 donde la deficiencia de esta ultima citocina
no afecta el infiltrado inflamatorio, la hiperplasia sinovial, la produccién de
anticuerpos anti-proteoglicano ni tampoco el comienzo ni la severidad de la PGIA. A
pesar de lo anterior, tanto como en la PGIA como en la CIA se expresan
simultaneamente citocinas como el INF-y, la IL-17, el TNF-q, la IL-1B y la IL-6 (Sarkar

et al., 2010).

Los linfocitos Thl requieren de IL-12 y de INF-y para su diferenciacion,
mientras que inicialmente se creyé que los linfocitos Th17 requerian el factor de
crecimiento transformador B (TGF-B) y la IL-6 para su diferenciacién. Actualmente,
los linfocitos Th17 se dividen en dos subtipos: los linfocitos Th17(B) que son los
linfocitos Th17 convencionales que son diferenciados con IL-6 y TGF-B y que se
caracterizan por expresar una mayor cantidad de la citocina inmunomoduladora IL-
10, asi como de la quimiocina CCL20 y el receptor tipo 6 de la quimiocina C-X-C
(CXCR®6), adicionalmente a su produccion de IL-17A e IL-17F; y los linfocitos Th17(23)
gue pueden diferenciarse a partir de la presencia de IL-6, IL-23 e IL-1f sin necesidad
de TGF-B exdégeno o a partir de IL-6, TGF-B1 e IL-23. Estos linfocitos se caracterizan
por producir una alta cantidad de IL-22, la quimiocina CCL9 y el receptor tipo 3 de la
quimiocina C-X-C (CXCR3). Ademas, ambos subtipos de linfocitos Th1l7 también
requieren de IL-21 para su desarrollo y expansion (Lee et al., 2012)(Kurebayashi et
al., 2013). Por otro lado, también se ha demostrado que los linfocitos Th17(B)
suelen ser poco patogénicos a menos que sean expuestos a la IL-23 por un periodo
prolongado, mientras que los linfocitos Th17(23) son altamente patogénicos y se
encuentran asociados a una presentacion mas severa de diversas enfermedades

autoinmunes (Lubberts, 2010)(Lee et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Subtipos de linfocitos T CD4" que participan de manera importante en la Artritis
reumatoide y clasificacion de linfocitos Th17 de acuerdo a su requerimiento de citocinas para
su diferenciacion y su perfil de expresidn de citocinas y quimiocinas. IL= Interleucina. IFN-y=
Interferéon gamma. Treg= Linfocito T regulador. Th= Linfocito T cooperador. TGF-B1= Factor de
crecimiento transformador B1. IL-23R= Receptor de IL-23. GM-CSF= Factor estimulador de
colonias granulociticas macrofagicas. Modificado de (Lee and Kuchroo, 2015).

1.1.2.3 Mediadores inflamatorios participantes en la fisiopatologia de la AR

Las citocinas y las quimiocinas son mediadores inflamatorios clave en la fisiopatologia de la
AR que participan de manera importante desde el inicio de la enfermedad y durante toda su
progresion. Algunas de las citocinas que participan de manera importante en el proceso
inflamatorio y en la destruccion articular durante la AR son el TNF-qa, IL- 1f, IL-6, IL-15, IL-

17, 1L-18, IL-21, IL-22 e IL-33, entre otras.

El TNF-a es producido por macréfagos, DCs y células T activadas, entre otras

células. Su efecto proinflamatorio en la AR se debe a la induccién de otras citocinas
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proinflamatorias, MMPs, la produccién de radicales libres y la modulacion de linfocitos T
reguladores (Tregs) (Boissier et al., 2012). Ademas, se ha observado que el TNF-a junto con
la IL-17 son capaces de inducir la expresion de IL-23 p19 en fibroblastos sinoviales
promoviendo de esta manera la diferenciacion de linfocitos Th17(23) (Leech and Morand,
2013). Por otro lado, la IL-1B es una citocina proinflamatoria que promueve la activacion
de leucocitos, células entoteliales, osteoclastos y condrocitos y que junto con el TNF-a se
ha asociado fuertemente a la destruccidn tisular que se presenta durante la AR (Boissier et
al., 2012). Esto es debido en parte a que tanto la IL-1B como el TNF-a son capaces de
generar la activacidon del factor de transcripcion NF-xB, el cual a su vez genera una
retroalimentacién positiva para la produccién de estas citocinas. El TNF-a se encarga de
fosforilar al inhibidor «, el cual se encuentra unido a las subunidades de NF-kB en el citosol;
esto provoca la liberacién de dimeros de NF-kB (porciones p50 y p65) que se translocan al
nucleo en donde se unen a promotores de genes proinflamatorios (IL-13, TNF-o, IL6, entre
otros) y estimulan la activacién de la enzima nicotinamida-adenin-dinucledtido fosfato
oxidasa (NADPH oxidasa o NOX). Esta ultima, cataliza la reaccion que lleva a la generacién
de la ERO anidén superdxido (0,7), que a su vez puede participar en la formacién de otras
EROs y ERNs como el perdxido de hidrégeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH’), el singulete
de oxigeno ('0,) y el anién peroxinitrito (ONOO’) (Moynagh, 2005) (Figura 3). Ademas
de lo anterior, la IL-13 y el TNF-a también incrementan la expresion de moléculas de
adhesién; lo cual incrementa la migracidn leucocitaria dentro del sinovio reumatico y
evitan la produccién de inhibidores de MMPs por los fibroblastos sinoviales, mientras
promueven la produccién de MMPs (particularmente, colagenasa y estromelisina), con lo
cual incrementan la destruccion tisular dentro de la articulacion. Ademas, el TNF-a
también es capaz de dafiar directamente el tejido articular a través de sus efectos
citotéxicos y la estimulacion del desarrollo de osteoclastos y la produccién de IL-11 (Smith
and Haynes, 2002)(lwamoto et al., 2008). En correspondencia con lo anterior, el bloqueo
de esta citocina por anticuerpos mejora la signologia clinica de los pacientes con AR, en
parte debido a la generacién de una subpoblacién de Tregs CD4" CD25" Foxp3" CD62L
(Boissier et al., 2012).
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La IL-6 es una citocina proinflamatoria producida por células polimorfonucleares,
DCs y células sinoviales (principalmente macrofagos activados y sinoviocitos tipo
fibroblasto) después de su induccién con TNF-a que participa en la activacién de leucocitos
sinoviales a nivel local y en la produccién de anticuerpos. Se han encontrado niveles altos
de esta citocina en la sangre y el liquido sinovial de pacientes con AR y se ha demostrado
gue esto presenta una correlaciéon positiva con la destruccidn articular radioldgica
observada en estos pacientes. Lo anterior se debe a que esta citocina aumenta la resorciéon
Osea al ejercer su accidén sobre neutrofilos y precursores de osteoclastos, en los cuales
promueve la diferenciacion por mecanismos dependientes o independientes de RANKL.
Ademas, esta citocina también puede participar en la presentacion de algunas de las
manifestaciones sistémicas de la AR como la astenia, la anemia, la respuesta de fase aguda
y el metabolismo de los lipidos (Hirano, 2010)(Boissier et al., 2012)(Picerno et al., 2017).
Aunado a esto, la IL-6 producida por fibroblastos sinoviales de pacientes con AR puede
promover la diferenciacidn, la activacion y la proliferacion de los linfocitos Th17 (Leech and
Morand, 2013). Esta citocina también participa en el reclutamiento de células
mononucleares, células T y neutrdfilos y en la formacién de pannus debido a que

promueve la produccion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)(Choy, 2012).

La IL-15 es producida por DCs, macréfagos, células endoteliales y fibroblastos
sinoviales de pacientes con AR. Se ha observado que su expresidn se encuentra
incrementada tanto en el liquido sinovial como en los tejidos sinoviales de pacientes con
AR, lo cual se ha asociado al reclutamiento de células T y su posterior activaciéon dentro del
sinovio reumatico. Ademas esta IL-15 es capaz de estimular la produccion de TNF-a en
linfocitos T que se encuentran dentro del sinovio reumatico, los cuales a su vez al
interactuar con macréfagos mediante contacto directo incrementan también su
produccién de TNF-a. Aunado a lo anterior, esta citocina también se ha asociado a la

activacion de osteoclastos (Gravallese and Goldring, 2000)(Arend, 2001).

La IL-17 es producida por linfocitos Th17, linfocitos T y6, células NKT neutréfilos y
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células T CD8" productoras de IL-17 y posee diversas funciones bioldgicas. Por ejemplo, es
capaz de estimular a los fibroblastos sinoviales para aumentar su expresién de RANKL y
producir IL-6, la proteina inflamatoria de macréfagos 2 (MIP-2), el factor estimulador de
colonias granulociticas (G-CSF), prostaglandina E, (PGE;) y varias quimiocinas CXC (CXCL1,
CXCL2, CXCL5, CXCL8, CXCL10, entre otras), con lo cual promueve la granulopoiesis y la
quimiotaxis a neutrdfilos (Ryu et al., 2006)(Flores-Garcia and Talamas-Rohana, 2012)(M.
Katayama et al.,, 2013). La IL-17 también puede incrementar la expresiéon de las
quimiocinas CC como la CCL2 y la CCL20 que atraen monocitos y linfocitos Th17,
respectivamente. Ademads, la IL-17 puede activar directamente macréfagos y células
dendriticas y estimular su producciéon de citocinas, dentro de las cuales se encuentra la IL-
6, TNF-a e IL-12, ésta ultima capaz de dirigir la diferenciacion de linfocitos Thl. Esta
citocina también es capaz de promover la formacion de centros germinales y la
sobrevivencia y proliferacién de las células B, por lo cual se ha asociado a la formacién de
estructuras linfoides ectépicas. La IL-17 también participa en la activacion de osteoblastos
en los cuales aumenta la expresion de RANKL promoviendo la diferenciacién de
osteoclastos (Haynes, 2007)(Choi et al.,, 2009)(Flores-Garcia and Talamas-Rohana,

2012)(Kurebayashi et al., 2013).

La IL-18 se expresa en macrofagos, células dendriticas, osteoblastos y fibroblastos
sinoviales de pacientes con AR, mientras que su receptor (IL-18R) es expresado en células T
naive, células Thl y macréfagos y fibroblastos sinoviales (Boissier et al.,, 2012). Se ha
observado que la combinacidn de esta citocina con IL-12 e IL-15 induce de manera efectiva
la produccién de INF-y por parte de los tejidos sinoviales. Los efectos proinflamatorios de
esta citocina incluyen la estimulacién de la produccién de NO, GM-CSF, TNF-a, IL-1 e IL-6
en macroéfagos, la inhibicion en la proliferacion de condrocitos, el incremento en la
produccién de quimiocinas, la estimulacion de la angiogénesis, el aumento en Ia
produccién de la sintasa de dxido nitrico (NOS) vy la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la activacion
de linfocitos Th1l. Ademas, la administracion de la proteina de unién a IL-18 (IL-18BP), un
inhibidor enddgeno de la IL-18 mejora la CIA en ratones (Arend, 2001)(Boissier et al.,

2012).
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La IL-21 es una citocina producida por los linfocitos Th17, la cual es inducida de
manera importante por la IL-6. Esta citocina se ha considerado clave en la generacién de
linfocitos Th17, ya que en la ausencia de IL-6, esta citocina junto con el TGF-B pueden
inducir la diferenciacién de los linfocitos Th17(Lubberts, 2010). La IL-22 es una citocina que
pertenece a la superfamilia de la IL-10 y es producida inicialmente por linfocitos T
activados (Th17 y Th22) y células asesinas naturales (NK)-22. Posteriormente, se ha
encontrado que esta citocina también es altamente expresada en macréfagos y
fibroblastos sinoviales de pacientes con AR. Dentro de sus funciones bioldgicas se
encuentran el incremento en la proliferacion de fibroblastos sinoviales de pacientes con AR
y la produccién de la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) in vitro (Lubberts,
2010)(Akdis et al., 2011)(Pan et al., 2013). También se ha observado que esta citocina es
capaz de promover la osteoclastogénesis in vitro e incrementar la produccion de
anticuerpos IgG totales y especificos contra la coldgena Il; ademads de que su deficiencia
disminuye la susceptibilidad a la CIA en ratones (Geboes et al., 2009)(Lubberts, 2010)(Akdis
et al.,, 2011).

La IL-33 es una citocina que recientemente se ha estudiado por su papel
proinflamatorio en la AR. Se ha descrito que tanto la IL-33 como su receptor ST2 se
encuentran incrementados en el suero y en el sinovio de pacientes con AR y que las
principales células que expresan esta citocina son las células endoteliales y los fibroblastos
sinoviales tras la induccidn por citocinas proinflamatorias. Ademas, el bloqueo de la
funcién bioldgica de la IL-33 mediante anticuerpos contra su receptor, la delecion del gen
ST2 o la administracién de una presentacidn soluble de ST2 disminuye la severidad de la

CIA en ratones (Liew et al., 2010)(Boissier et al., 2012)(Chen et al., 2017).

1.1.3 Papel de las especies reactivas en el proceso inflamatorio y el dafo

articular presentes en la artritis reumatoide

Las EROs son metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos y altamente reactivos que
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son generados como productos intermedios durante la fosforilacién oxidativa y por células
fagociticas activadas durante el estallido respiratorio. Entre las EROs generadas durante
estos procesos, destacan por su alta reactividad el radical superdxido (0,7), el radical
hidréxilo (OH) y el peroxinitrito (ONOO’). Las EROs participan en multiples procesos
fisioldgicos dentro de los cuales se encuentra la defensa contra microorganismos. Sin
embargo, la excesiva produccidon de estas especies reactivas (ER) también es capaz de
danar moléculas y estructuras celulares como el DNA, las proteinas, los lipidos y los
componentes de la matriz extracelular como los proteoglicanos y la coldgena. Por esta
razon, el organismo posee un sistema de defensa antioxidante para mantener un equilibrio
entre éste y la produccion de EROs. Este sistema de defensa antioxidante se divide en
enzimatico, al que pertenecen enzimas como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutatidon peroxidasa (GPx) y no enzimatico, al que pertenecen moléculas como el
glutatién reducido (GSH) y las vitaminas A, C y E. La pérdida del equilibrio entre la
produccién de EROs y el sistema de defensa antioxidante permite el dafio oxidante, el cual
se conoce como estrés oxidante (Hitchon and El-Gabalawy, 2004)(Filippin et al.,

2008)(Garcia-gonzalez et al., 2015).

En diversos estudios se ha demostrado que el estrés oxidante participa de manera
importante en la fisiopatologia de la AR, ya que los pacientes con AR presentan un
incremento en la actividad de enzimas oxidantes y una disminucién en los niveles de
antioxidantes en el suero y liquidos sinoviales (LS), lo cual indica que existe una cantidad
elevada de ER en estos pacientes (Henrotin et al., 2003). Ademas de lo anterior, en algunos
estudios se ha demostrado que el estrés oxidante generado durante la AR no se modifica
por la actividad de la enfermedad, mientras que en otros se ha demostrado que los
pacientes con AR activa presentan un sistema de defensa antioxidante mds comprometido
(Garcia-gonzalez et al., 2015)(Zafar et al., 2016). Aunado a esto, se ha encontrado que la
AR ocurre en sujetos previamente sanos que tienen bajos niveles de antioxidantes
circulantes, con lo cual se postula que el estrés oxidante podria participar en el desarrollo

de la AR (Cerhan et al., 2003).
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Varios factores podrian estar involucrados en la generacidn de estrés oxidante en
las articulaciones de los pacientes con AR. Por ejemplo, la presion intraarticular es mucho
mas alta en las articulaciones de pacientes con AR debido a la fibrosis de la capsula
articular y la inflamaciéon de la membrana sinovial. Esto puede ocasionar colapso de los
vasos sanguineos que aunado a una tasa metabdlica tisular elevada en los tejidos
inflamados podria inducir un dafio por isquemia-reperfusion repetitivo en la articulacion.
El dafo al tejido también podria contribuir a liberar iones de hierro y cobre, los cuales
catalizan reacciones para la formacién de radicales libres (Hitchon and El-Gabalawy,

2004)(Mateen et al., 2016).

Dentro de los multiples dafios que pueden ocasionar estas especies reactivas
generadas durante la AR se encuentran: 1) dafio oxidante al acido hialurdnico
(despolimerizacién y por lo tanto disminucion de la viscosidad de los LS), al coldgeno v al
cartilago (fragmentaciéon por el O,7), 2) dafio al ADN, 3) generacién de productos de
lipoperoxidacién, 4) oxidacidn de lipoproteinas de baja densidad, 5) incremento de grupos
carbonilo por la oxidacion de proteinas, 6) incremento en la oxidacion de 1gG y por lo
tanto, la generacién de factor reumatoide y 7) induccidon de apoptosis en condrocitos y
alteracion de la relacion Thl/ Th2 (producida por el NO) (Smith and Haynes,
2002)(Henrotin et al.,, 2003)(Mateen et al., 2016). Adicionalmente, estas especies
reactivas pueden inactivar proteinas inhibidoras de metaloproteinasas e inducir la
resorcién dsea mediada por osteoclastos, los cuales inducen la produccién adicional de
O," (sustrato para la formacién de otras ER mads agresivas). Los efectos anteriores son

amplificados en la presencia de citocinas proinflamatorias como IL-1B (Halliwell y

Gutteridge, 2007).

Lo anterior, puede deberse en parte a que las EROs y las especies reactivas de
nitrogeno (ERNs) pueden funcionar como un segundo mensajero para activar al NF-xB e
incrementar la activacién de los sistemas proteoliticos (Droge, 2002)(Griffiths, 2005)(Bar-

Shai and Reznick, 2006)(Filippin et al., 2008)(Garcia-gonzalez et al., 2015)(Figura 3).
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Figura 3. Relacién de las especies reactivas de oxigeno (EROs) en la activaciéon del factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB) y la transcripcion de citocinas proinflamatorias. O, = anion
superoéxido. H,0,= perdxido de hidrégeno. HO'= radical hidroxilo. SOD= superodxido dismutasa. CAT=
catalasa. GPx= glutation peroxidasa. NO= 6xido nitrico. NOS= Sintasa de 6xido nitrico. ONOO'= anién
peroxinitrito. —=SH= grupos sulfidrilo. GSSG/ GSH= relacion glutatién disulfuro/ glutation. IKK= cinasa del
inhibidor k. IkBa= inhibidor kBa. P= fosforilacion. cPLA,= fosfolipasa A, citosdlica. COX,= ciclooxigenasa
2. iNOS= sintasa de éxido nitrico inducible. LPS= lipopolisacarido. TNF-a= factor de necrosis tumoral a.
IL-1B= interleucina 1B. Tomado de (Filippin et al., 2008).

1.1.4 Control del proceso inflamatorio en la artritis reumatoide y relevancia de
la participacion de los linfocitos T reguladores y de células dendriticas

tolerogénicas
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La inflamacidén es un proceso que requiere ser regulado para evitar el dafio al hospedero.
Cuando los mecanismos de regulacion de este proceso se encuentran alterados o el
proceso inflamatorio generado sobrepasa la capacidad de estos mecanismos regulatorios
para controlarlo se produce un estado crdnico de inflamacién como el que sucede en

varias autoinmunidades (Santangelo et al., 2007).

Se han descrito diversos mecanismos que participan en la regulaciéon de la
inflamacién, entre los cuales se encuentran la accién de citocinas anti-inflamatorias como la
IL-10, el factor de crecimiento transformador B (TGF-B) y la IL-35 producidos por células
T, B y NK reguladoras, la produccién de adenosina capaz de promover la activacién de
macrofagos activados alternativamente (M2) y regular la activacion de macréfagos
activados clasicamente (M1), las células dendriticas tolerogénicas con propiedades
reguladoras y el control establecido por el sistema nervioso central a través de la via anti-
inflamatoria colinérgica, entre otros (Fillatreau et al., 2002)(Mauri and Ehrenstein,
2008)(Rosas-Ballina and Tracey, 2009)(Vivier and Ugolini, 2009)(Haské and Cronstein,
2013).

Entre los mecanismos regulatorios mencionados con anterioridad, las células
dendriticas tolerogénicas han cobrado gran importancia debido a su capacidad de modular
la respuesta inflamatoria en algunas enfermedades autoinmunes. Estas DCs pueden ser
generadas a partir de precursores de médula ésea en roedores o a partir de monocitos
humanos al ser sometidos a altas cantidades de IL-10, TGB1 y factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y bajas cantidades de GM-CSF; y se caracterizan por expresar
bajas cantidades de moléculas coestimulatorias (CD80/CD86), alta expresion del receptor
de quimiocinas CCR7 que aumenta la migracién de las CD tolerogénicas a érganos linfoides
secundarios, alta expresién de moléculas inhibitorias como PDL1, indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) y hemoxigenasa 1, disminuyen la translocacidon nuclear de NF-kB y
expresan en gran cantidad moléculas inductoras de muerte de linfocitos T efectores como

CD95L. A nivel funcional, estas células se caracterizan por tener una alta secrecién de IL-10
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y TGFB1 y una baja secrecién de IL-12p70, con lo cual poseen la capacidad de expandir o
generar células T reguladoras. Es por todo lo anterior, que estas células pueden modular la
respuesta de células T efectoras, ya sea a través de una sola funcién predominante o, mas
frecuentemente, a través de una combinacion de mecanismos complementarios (Morelli

and Thomson, 2007).

Dentro de los linfocitos T (CD4" y CD8") y B hay poblaciones reguladoras
encargadas de prevenir la autoinmunidad y mantener la tolerancia a lo propio; asi
como de controlar los procesos inflamatorios que se presentan en diversas patologias
incluyendo la AR. Dentro de estas poblaciones reguladoras, los linfocitos Tregs CD4"
son los que han cobrado mayor importancia debido a su papel en la fisiopatologia de
la AR, donde estas células tratan de controlar el proceso inflamatorio a nivel articular;
sin embargo, con el tiempo este control llega a ser insuficiente debido a varios
mecanismos que se presentan durante la progresidon de la enfermedad, llevando al

dafio articular (Oh et al., 2010).

Las células Tregs (con fenotipo CD3", CD4", CD25high+) son capaces de suprimir una
variedad de células inmune incluyendo linfocitos B, células NK, células NKT, linfocitos CD4"
y CD8", monocitos y DCs. Estas células se caracterizan por expresar el factor de
transcripcién Foxp3 y moléculas de superficie de cardcter supresor como el antigeno 4 de
linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), el gen de activacidon de linfocitos 3 (LAG-3) y la

proteina relacionada al TNF inducida por glucocorticoides (GITR), entre otras (Sakaguchi,

2000)(Schmidt et al., 2012).

Los linfocitos Tregs poseen varios mecanismos para controlar la respuesta
inmune entre los cuales se encuentran: a) La produccién de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10, TFG-f e IL-35 (Shevach et al., 2006)(Collison et al.,
2007)(Schmidt et al.,, 2012) b) La inhibicién de la transcripcién de citocinas pro-
inflamatorias por la supresion de la senalizacién del calcio, el factor nuclear de células T
activadas (NFAT) y NF-kB inducido por la activacidon del TCR (Bettelli et al., 2005)(Wu et
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al., 2006), c) La induccidn de apoptosis de células T efectoras por restriccion de IL-2, d) La
represion del gen de IL-2 en linfocitos T efectores mediado por la transferencia de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Sojka et al., 2008), e) La hidrdlisis extracelular del
adenosin trifosfato (ATP) a adenosin difosfato (ADP) o adenosin monofosfato (AMP) por la
ectoenzima CD39 y la posterior generacion de adenosina por la degradacién de AMP por
CD73, f) La modulacién de la funcion de las APCs a través de la interacciéon con moléculas
supresoras como CTLA-4 y LAG-3, g) La induccién de muerte celular en linfocitos T

efectores a través de granzimas y perforinas, entre otros (Schmidt et al., 2012)(Figura 4).

La IL-10 es producida por casi cualquier tipo celular del sistema inmune como
macréfagos M2, células B, células Tregs, DCs y granulocitos. Esta citocina posee efectos
anti-inflamatorios dentro de los cuales destacan: a) La inhibicién de la liberacién vy la
funcion de citocinas inflamatorias como la IL-1B, TNF-a e IL-6, y la proliferacion de
linfocitos T in vitro (Choy and Panayi, 2001), b) La disminucién en la activacién de células T
al suprimir la expresion de CD28 y CD2 (Akdis et al., 2011), c) Activacidon de una via pro-
tolerogénica en DCs a través del aumento en la expresidn del receptor de IL-1 (IL-1RA),
TGF-B, los receptores inhibidores de la transcripcidn tipo inmunoglobulina y las moléculas
del MHC clase Ill como HLA-G, d) Inhibicion de la funcidn de las células Thl y Thli7 y e)
Contribucidn a la funcién y proliferacion de los linfocitos Treg (Banchereau et al., 2012). En
pacientes con AR, se ha observado que la IL-10 es capaz de disminuir la degradacién del
cartilago articular al inhibir la produccién de MMPs y estimular la produccién del inhibidor
de metaloproteinasas-1 (TIMP-1) en monocitos; asi como de afectar las funciones de las
APCs al disminuir la expresion de moléculas del MHC clase Il y moléculas coestimulatorias
sobre la superficie de los macréfagos y los monocitos. Ademas, esta citocina también es
capaz de disminuir la producciéon de PGE, inducida por TNF-a en fibroblastos sinoviales
(Akdis et al., 2011)(Khan et al., 2016). Sin embargo, la concentracién local de esta citocina
no logra ser suficiente para contrarrestar de manera eficiente el ambiente proinflamatorio

que se presenta en la AR (Mclnnes and Schett, 2007).

La subfamilia del TGF-B incluye seis isoformas, tres de las cuales se encuentran en
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mamiferos. De estos, el TGF-B1 es el que presenta un mayor papel en el sistema inmune,
ya que controla varios aspectos del proceso inflamatorio, la diferenciacién de linfocitos T,
el cambio de isotipo por parte de los linfocitos B y la tolerancia a lo propio (Banchereau et
al., 2012). Se ha demostrado que este factor puede presentar un efecto dual en pacientes
con AR donde se ha encontrado en cantidades elevadas en el liquido sinovial. Por ejemplo,
el TGF-B puede suprimir la funcién de las células T efectoras, inhibir la proliferaciéon de
fibroblastos, disminuir la produccién de MMPs, incrementar la produccién de inhibidores
especificos de metaloproteinasas, inducir e incrementar la funcién de los linfocitos Treg e
inhibir la generacién de células Thl y Th2. Mientras, que por otro lado, el TGF-B puede
también inducir la diferenciacidon de células T naive en linfocitos Thl17 y puede estar
implicado en la fibrosis de la membrana sinovial de pacientes con AR que, eventualmente,
termina en la anquilosis de la articulacidn. El TGF-3 también puede ser proangiogénico,
pero en altas concentraciones inhibe la funcién de otros factores angiogénicos,
demostrando de esta manera nuevamente su papel dual en la fisiopatologia de la AR

(Smith and Haynes, 2002)(Schmidt et al., 2012)(Banchereau et al., 2012).

La IL-35 es una citocina anti-inflamatoria que es producida principalmente por las
células Tregs Foxp3®. Esta citocina no es expresada constitutivamente en los tejidos;
aunque células endoteliales, células de musculo liso y monocitos son capaces de producirla
después de la estimulacién con citocinas proinflamatorias y LPS (Banchereau et al., 2012).
La estimulacién con esta citocina induce la diferenciacion de células T efectoras CD4" a
células Tregs que expresan IL-35 pero que no requieren de la expresion de Foxp3,
TGF-B e IL-10 para ejercer sus funciones reguladoras, por lo cual se han denominado
células Tregs inducidas por IL-35 (iTreg35)(Banchereau et al., 2012)(Schmidt et al.,
2012). Dentro de sus funciones, esta citocina inhibe la diferenciacién de células T CD4"
hacia un subtipo Th17 y es capaz de inhibir la proliferacion de células T efectoras. Ademas,
en ratones con CIA, la IL-35 reduce la incidencia de artritis, el nimero de extremidades
artriticas y las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad debido a su capacidad para
incrementar el nUmero de células Tregs y los niveles séricos de IL-10 y para reducir la

produccion de INF-y, IL-17 y anticuerpos anticoldgena Il (Akdis et al., 2011)(Banchereau et
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al., 2012)(Schmidt et al., 2012).

A pesar de la importancia de las células Tregs en la regulacidon de la respuesta
inflamatoria y de su participacidon activa en patologias autoinmunes como la AR, estas
células no son capaces de controlar de manera efectiva el fendmeno inflamatorio que
sucede en la artritis, lo cual podria asociarse a la presentacion de los periodos de remisidn
y de relapso que son observados durante la enfermedad (Gol-Ara et al., 2012). En algunos
estudios se ha demostrado que las células Tregs son funcionales y efectivas durante el
establecimiento de la AR; sin embargo una vez que el proceso inflamatorio se ha
establecido, estas células pueden presentar defectos en su funcionalidad o una
disminucion en su numero, lo cual permite la exacerbacién del proceso inflamatorio (de
Kleer et al., 2004)(Ehrenstein et al., 2004)(Van Amelsfort et al., 2004)(Mo6tténen et al.,
2005)(0h et al., 2010)(Gol-Ara et al., 2012). Por otro lado, también se ha observado que las
células T CD4" efectoras que se encuentran en el sinovio reumético pueden ser afectadas
por el ambiente proinflamatorio generado por citocinas, quimiocinas y varios mediadores
de la inflamacion, lo cual provoca una activacion exacerbada de la via de la protein cinasa B
(PKB/c-Akt) en estas células y las hace refractarias a la supresion mediada por las células
Tregs (de Kleer et al, 2004)(Van Amelsfort et al., 2007)(Anderson and Isaacs,
2008)(Komatsu and Takayanagi, 2012). Aunado a lo anterior, algunos autores han
informado que la regulacién de la sefalizacién del receptor de linfocitos T (TCR) por CTLA-4
estd danada en las células Tregs de pacientes con AR, lo cual afecta la capacidad supresora
de estas células (Oh et al., 2010)(Gol-Ara et al., 2012). Ademas, se ha descrito que las
células Tregs de pacientes con AR son mds propensas a sufrir apoptosis y que la IL-7 y el
TNF-a producidos por monocitos del liquido sinovial de estos pacientes afectan su

capacidad supresora (Anderson and Isaacs, 2008)(Komatsu and Takayanagi, 2012).

Debido a la observacion de que la funcionalidad de las células Tregs en pacientes
con AR puede estar comprometida o su numero estar reducido y que las células T
efectoras presentes en el sinovio reumatico son mas resistentes a la supresién debido a la
presencia de citocinas proinflamatorias, se han dirigido esfuerzos para restaurar los

defectos de la ausencia y la funcionalidad de las células Tregs asi como a restaurar la
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sensibilidad de las células T efectoras a la supresién mediada por estas células, los cuales
incluyen bloqueos de citocinas proinflamatorias mediante terapias bioldgicas con
anticuerpos como los anti-TNF-a, terapia con antigenos especificos, expansion in vivo de
células Tregs mediante anticuerpos monoclonales como el anti-CD3, infusiones de células
Tregs, utilizacion de DCs tolerogénicas o alguna combinacién de las anteriores (Flores-

Borja et al., 2008)(Anderson and Isaacs, 2008).
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Figura 4. Mecanismos de supresion de las células T reguladoras (Treg) sobre las células T
efectoras convencionales (Tcon) y las células dendriticas (DC). IL= Interleucina. TGF-B= Factor
de crecimiento transformador B. CTLA-4= Antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos. ICER= Represor
temprano inducible por AMPc. AMPc= Adenosin monofosfato ciclico. NFAT= Factor nuclear de
células T activadas. NF-kB= Factor nuclear kB. TGF-B= Factor de crecimiento transformador p.
ATP= Adenosin trifosfato. ADP= Adenosin difosfato. Tomado de (Schmidt et al., 2012).

1.1.5 Artritis reumatoide en animales
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Se ha descrito que la AR ocurre también en algunas especies animales como los felinos y los
caninos en los que se ha observado que presenta caracteristicas similares a la AR humana,
aunque su incidencia no es tan alta como en la poblacion humana. La AR felina pertenece al
grupo de las poliartritis erosivas que incluyen también a la poliartritis proliferativa
periosteal (PPP) que es la mas comun. Se ha observado que la AR en gatos es de escasa
presentacién, aunque un estudio revelé que la incidencia pudiese ser mas alta, debido a
que la AR en gatos puede ser dificil de reconocer sobre todo en las etapas tempranas de la

enfermedad (Carter et al., 1999)(Hanna, 2005).

La AR felina tiene un comienzo insidioso y la claudicacion y la deformacién articular
es desarrollada en un periodo de semanas a meses. Los gatos de mediana edad y los
geridtricos son afectados con mds frecuencia y los gatos siameses pueden estar
sobrerrepresentados (Lemetayer and Taylor, 2014). Los signos clinicos mds comunes que se
presentan en gatos con AR son rigidez, reticencia al movimiento, inflamacién y dolor en las
articulaciones y en algunas ocasiones fiebre e inapetencia. El RF es utilizado para el
diagndstico de la AR en felinos, aunque no todos los gatos con AR son positivos a RF. Los
estudios radiograficos de felinos con AR generalmente revelan cambios destructivos dentro
de las articulaciones en etapas tardias de la enfermedad, mientras que el liquido sinovial
presenta un incremento en la cantidad de leucocitos donde alrededor del 86% son
neutrofilos. Las biopsias de membranas sinoviales de gatos con AR generalmente
demuestran una sinovitis crénica activa con hiperplasia sinovial y un infiltrado inflamatorio
compuesto en su mayoria de linfocitos y células plasmaticas (Hanna, 2005)(Lemetayer and

Taylor, 2014).

Con respecto a la fisiopatologia de la AR en felinos, se ha demostrado la
participacion de células dendriticas, sinoviocitos tipo fibroblasto y linfocitos B en la
destruccion articular progresiva que se presenta en la enfermedad. Sin embargo, adn se
cree que los linfocitos T son clave en el inicio y la progresién de la enfermedad (Hanna,
2005). El tratamiento de esta enfermedad con analgésicos no esteroidales (AINEs) y

glucocorticoides es ineficaz, mientras que la combinacion de metotrexato con leflunomida
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mostré una mejoria del 58% en felinos con AR sin efectos colaterales importantes (Hanna,

2005)(Lemetayer and Taylor, 2014).

Con respecto a la AR en caninos, se ha encontrado que esta poliartritis se presenta
en perros de 3 a 8 afios de edad en articulaciones distales de los miembros toracicos y
pélvicos de manera simétrica y ocasiona rigidez matutina, dolor, claudicacién, inflamacién
de tejido blando, fiebre y cambios erosivos eventuales en las articulaciones. Se ha
observado que el pastor de Shetland es una de las razas predispuestas a padecer esta
enfermedad. El andlisis de liquido sinovial demuestra una gran cantidad de células
polimorfonucleares, mientras que las biopsias articulares generalmente muestran
formacion de pannus, infiltracién exacerbada de linfocitos principalmente T CD4%,
macrofagos y células plasmaticas e incremento en la expresién de MHC clase Il en la
membrana sinovial y en células con morfologia similar a las células dendriticas y formacion
de centros germinales en los que se encuentran linfocitos B que expresan en su mayoria IgG
(Bell et al., 1991)(May et al., 1992)(Carter et al.,, 1999)(Hewicker-Trautwein et al.,
1999)(Ollier et al., 2001)(Grande and Croatt, 2003).

La etiologia de la AR canina aun continuda bajo investigacién. Como en la AR humana
se cree que la presentacién se debe a una combinacidn de factores genéticos y ambientales.
Dentro de los factores genéticos se han identificado varios alelos del MHC de clase Il del
perro (DLA-DRB1), los cuales incrementan el riesgo en la presentacién de la AR canina como
son: el DLA-DRB1*002, DRB1*009 y DRB1*018. Ademads el alelo DLA-DRB1*002 se ha
asociado a la presencia de un epitopo compartido (SE), el cual es una secuencia de
aminodcidos conservada que estd vinculada a la presentacion de la AR canina (Ollier et al.,
2001). Al igual que en la AR humana, algunos agentes infecciosos se han vinculado a la
presentacién de la AR canina como lo es B. burgdorferi, agente causal de la enfermedad de
Lyme, que puede afectar las articulaciones de los perros (May et al.,, 1992)(Carter et al.,
1999). Otro agente infeccioso que se ha vinculado mas fuertemente a la AR canina es el
virus del distemper canino (CDV), el cual se ha encontrado dentro de los complejos inmunes

precipitados en el liquido sinovial de las articulaciones de perros con AR aunado a un
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incremento en el nivel de anticuerpos contra este virus. Ademas, el CDV se ha encontrado
dentro de los macréfagos sinoviales de los perros con AR, los cuales presentan

caracteristicas de una APC (Bell et al., 1991)(Carter et al., 1999).

Se ha demostrado en la fisiopatologia de la AR canina, la participacion de
anticuerpos antinucleares, anticuerpos anticoldgena Il y de factor reumatoide del tipo IgM,
los cuales contribuyen a la generacidon de complejos inmunes que son depositados en las
articulaciones y activan el complemento en la membrana sinovial. Ademds del RF tipo IgM
también se ha encontrado RF tipo IgA, el cual se ha asociado a una enfermedad erosiva mas
severa. Aunado a lo anterior también se han detectado anticuerpos contra CTLA-4 en el
31% de los perros con AR, lo cual puede contribuir a la exacerbacién del proceso
inflamatorio. Dentro de las citocinas participantes en el proceso de la AR canina se ha
encontrado que la IL-6 es una de las citocinas mds predominantes incluso por encima de la
IL-1 y el TNF-a (Carter et al.,, 1989)(May et al.,, 1992)(Carter et al., 1999)(Khatlani et al.,
2003). Por otro lado se ha encontrado que la MMP-3 o estromelisina-1 podria participar de
manera importante en la destruccién articular, ya que supera 30 veces mas la cantidad del
inhibidor tisular de metaloproteasas 1 (TIMP-1) en el liquido sinovial de perros con AR
(Hegemann et al., 2003). El tratamiento con aspirina y corticosteroides es paliativo y se ha

usado con éxito en algunos casos de RA canina (Grande and Croatt, 2003).

1.1.6 Tratamiento

1.1.6.1 Tratamientos convencionales

Actualmente, uno de los mayores blancos terapéuticos en el tratamiento de la AR es el
control de la inflamacién, ya que ésta es responsable de la signologia clinica, el dafio
articular y la discapacidad que se presenta en la enfermedad. Las drogas antirreumaticas
modificadoras de la enfermedad (DMARDSs) se han utilizado desde hace ya varios afios para
el tratamiento de la AR y tienen como objetivo controlar la inflamacién y reducir el dafio
estructural progresivo a los tejidos. Estos DMARDs pueden ser divididos en sintéticos y
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bioldgicos, y a su vez los sintéticos pueden ser subdivididos en convencionales y con un

blanco especifico (Smolen et al., 2016)(Alam et al., 2017).

Hasta el momento, el metotrexato (MTX), un DMARD sintético convencional ha
permanecido como una de las piedras angulares en el tratamiento de la AR y por lo tanto
es uno de los farmacos mas utilizados ya sea como monoterapia o en combinacién con
otros DMARDs para el tratamiento de esta enfermedad (Alam et al., 2017). El MTX es un
inhibidor de la dihidrofolato reductasa (DHFR) que se desarrollé inicialmente para el
tratamiento de distintos tipos de cdncer; sin embargo, posteriormente se encontré que
dosis mas bajas a las utilizadas en los tratamientos oncoldgicos eran de utilidad en el

tratamiento de la AR(Choi and Brahn, 2010)(Alam et al., 2017).

Los efectos antirreumaticos del MTX no sélo se atribuyen al hecho de que es un
antagonista del folato, sino a diferentes mecanismos involucrados en el control de la
inflamacidén, dentro de los cuales destacan: 1) La inhibicion de las enzimas involucradas en
el metabolismo de las purinas, con lo cual permite la acumulacién de adenosina (Ernst et
al., 2010)(Alam et al., 2017), 2) La inhibicién de la activacion de los linfocitos T, su
expresion de moléculas de adhesidn y el incremento en la sensibilidad de estos linfocitos T
activados a CD95 (Receptor de Fas), 3) Disminucidn selectiva de células B, 4) Inhibicién de
la unién de la IL-1B a su receptor de superficie celular (Alam et al., 2017), 5) Induccién de
células Tregs CD4" CD25" (Xingiang et al., 2010) y 6) Su actividad antioxidante al suprimir
directa o indirectamente la generacién de ERO inducidas por IL-6 (Laurindo et al.,

1995)(Sung et al., 2000).

A pesar de que el MTX es el mejor DMARD sintético convencional, algunos
pacientes con AR no responden a la monoterapia con este farmaco, por lo cual ha sido
necesaria su combinacién con otros DMARDs sintéticos o bioldgicos para mejorar su
eficacia. Aunado a lo anterior, aunque este farmaco es en general bien tolerado a largo
plazo en pacientes con AR, algunos individuos han requerido el retiro del mismo debido a

la generacién de efectos adversos como ulceras orales, pérdida de cabello, alteraciones
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gastrointestinales, alteraciones en el estado mental, etc., entre otros, sobre todo con su

uso a largo plazo (Schett et al., 2008)(Choi and Brahn, 2010).

Los DMARDs bioldgicos fueron comercializados a partir de 1996 con una alta tasa
de remision de hasta el 50%. Estos agentes presentan en general cuatro mecanismos de
accion: inhibicién de la actividad del TNF, inhibicion del receptor de la IL-6, bloqueo de la
coestimulacidn del linfocito T y deplecion de células B. En el 2001, también se aprobd una
proteina antagonista del receptor de IL-1 (Anakinra) para su uso en la AR; sin embargo sdlo
una pequefia proporcion de pacientes responden a la inhibicidn de las vias de la IL-1 (Choi
and Brahn, 2010)(Smolen et al., 2016)(Alam et al., 2017) (Figura 5). Dentro de los DMARDs
biolégicos mas utilizados se encuentran el etanercept y el infliximab, los cuales
antagonizan la actividad del TNF-a y han probado ser eficaces en el control de la
signologia y la progresion radiolégica de la AR. Se ha demostrado que estos agentes
también evitan la activacion y quimiotaxis de los neutrdfilos al tejido sinovial, con la
consecuente reduccién en la generacién de las ERO y el dafio oxidante (Choi and Brahn,
2010). Ademas de lo anterior, se ha descrito que algunos de estos agentes restauran el
balance Th17-Tregs o incrementan la poblacidn de células Tregs, lo cual es beneficioso en
el control de la enfermedad. Sin embargo, estos agentes presentan efectos adversos
importantes a largo plazo, como la inmunosupresién, que compromete el dptimo
funcionamiento del sistema inmune ante retos infecciosos y no infecciosos (Choi and
Brahn, 2010)(Mijnheer et al., 2013). Ademas, los inhibidores del TNF también se han
asociado a la presencia de periodos de exacerbacion de la esclerosis multiple y en general
estos agentes bioldgicos (excepto el rituximab) deben ser evitados dentro de los 5 afios

siguientes al periodo de remision en cualquier tipo de cancer (Smolen et al., 2016).

A pesar de los avances en el tratamiento de la AR durante las ultimas décadas, la
remision de la enfermedad o al menos una baja actividad de la misma siguen siendo una
meta terapéutica que no es alcanzada por muchos pacientes o es perdida por otros debido
a la falta de respuesta a los farmacos utilizados que se da con el tiempo, por lo cual sigue
siendo necesario el desarrollo de nuevas terapias que ayuden en el control de esta
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enfermedad.
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Figura 5. Blancos terapéuticos de los DMARDs bioldgicos en la fisiopatologia de la Artritis
reumatoide. RF= Factor reumatoide. IL= Interleucina. TNF-a= Factor de necrosis tumoral a. MMPs=
Metaloproteinasas de matriz. RANK= Receptor activador de NF-kB. IL-6R= Receptor para la IL-6. Tomado
de (Birbara, 2012).

1.1.6.2 Polifenoles y flavonoides en el control de la inflamacidn en la artritis y

sus mecanismos de accion asociados

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que participan en Ia
pigmentacion y la reproduccién y como mecanismos de defensa contra la radiacién
ultravioleta, el dafio fisico y los patégenos. Estas moléculas se caracterizan por poseer una
estructura quimica en comun (un grupo hidroxilo sobre un anillo aromatico) con diferentes
constituyentes. Las estructuras de los polifenoles pueden variar desde un simple nucleo
fendlico hasta moléculas complejas con un alto grado de polimerizacidén. Este grupo se
divide en fenoles simples, flavonoides y no flavonoides como los estilbenos (resveratrol),

saponinas, curcuminoides y taninos (Serafini et al., 2010)(Andriantsitohaina et al., 2012).
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Estudios epidemiolégicos han sugerido que un alto consumo en frutas y vegetales
gue contienen polifenoles puede estar asociado a una disminucién en el riesgo de padecer
varias enfermedades crénicas degenerativas como algunas enfermedades
cardiovasculares, inflamatorias, metabdlicas y neurodegenerativas; asi como algunos tipos
de cancer (Yoon and Baek, 2005)(Milenkovic et al., 2013). Ademads, se ha demostrado que
estos fitoquimicos poseen efectos benéficos en muchos estudios in vitro, en varios
modelos animales y en estudios clinicos. Dentro de sus efectos benéficos en la salud se ha
encontrado que pueden alterar el metabolismo de los lipidos, reducir la oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), alentar el desarrollo de lesiones ateroscleréticas,
mejorar la funcién endotelial, disminuir la presién sanguinea, inhibir la agregacion
plaquetaria, mejorar la resistencia a la insulina, regular la inflamacién, revertir la
neurodegeneracién que se da con la edad, inhibir la proliferacion de células cancerigenas,
regular la apoptosis y prevenir la angiogénesis, entre otros (Nichols and Katiyar,
2010)(Milenkovic et al., 2013). Algunas fuentes de polifenoles en la dieta son las cebollas
(flavonoles), el cacao, las uvas (proantocianidinas y estilbenos), el té (flavanoles), las
manzanas (flavonoles), el vino tinto (flavonoles y catequinas), las frutas citricas
(flavanonas), las cerezas (antocianidinas), las semillas de sésamo (lignanos) y la soya

(isoflavonas) (Pandey and Rizvi, 2009).

Los flavonoides comprenden el grupo mdas comun de los polifenoles de las plantas.
Estos compuestos son ingeridos de manera natural como parte de la dieta humana y hay
un creciente interés en su potencial farmacoldgico como posibles moduladores de la
inflamacién en varias enfermedades incluyendo la AR. Los flavonoides poseen una
estructura basica en comun que consiste de 2 anillos aromaticos, los cuales son unidos por
3 d4tomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado denominado 2-
fenilbenzopirona (Rahman et al., 2006)(Pandey and Rizvi, 2009)(Hughes et al., 2017). Se
han identificado y aislado alrededor de 9,000 flavonoides, muchos de los cuales son
responsables del color de las flores, las frutas y las hojas (Middleton et al., 2000). Algunas

fuentes de flavonoides son bebidas como el té, el vino y la cerveza, granos, legumbres,
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bayas, frutas y vegetales (Hughes et al., 2017). Los flavonoides pueden ser subdivididos de
acuerdo a sus moléculas de sustitucién en flavanoles (catequina y epicatequina), flavonoles
(quercetina, miricetina y kaempferol), antocianidinas (cianidina y delfinidina), flavonas
(apigenina y diosmina), flavanonas (naringenina y hesperetina) y chalconas (floretina)

(Andriantsitohaina et al., 2012).

Dentro de las acciones de los polifenoles incluyendo a los flavonoides destacan su
actividad como atrapadores de radicales libres, su modulacion de la actividad enzimatica y
su inhibicién de la proliferacidn celular in vitro y sus efectos como antibidticos, antivirales,
antialérgicos, antidiarreicos, antiulcerosos, anti-inflamatorios, antioxidantes,
hepatoprotectores, antitrombdticos, antiestrogénicos y antiproliferativos en diversas
enfermedades incluyendo enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
gastrointestinales, diabetes, cancer, asma vy artritis reumatoide, entre otras (Knekt et al.,
2002)(Pandey and Rizvi, 2009)(Gonzdlez-Gallego et al., 2010). Sin embargo, estas
moléculas también pueden llegar a funcionar como prooxidantes bajo ciertas condiciones
y contribuir a la apoptosis celular (Knekt et al., 2002)(Rahman et al., 2006)(Zhang and Tsao,
2016).

Los mecanismos moleculares involucrados en las actividades antiinflamatorias de

los polifenoles y los flavonoides incluyen:

a) Inhibicién de la fosfolipasa A, (FLA;) en leucocitos humanos y de conejo, lo cual puede
inhibir la actividad de la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX) (Yoon and Baek,
2005).

b) Inhibicidn de la expresion y la actividad de enzimas proinflamatorias como la COX-2 en
humanos con AR y ratones con CIA, la LOX-5 y 12 en humanos y la sintasa de oxido
nitrico inducible (iNOS) en humanos y ratones con CIA (Yoon and Baek, 2005)(Shen et
al., 2012).

c) Inhibicién de la produccién de la prostaglandina E, (PGE,) gracias a la disminucién en la

expresion y la actividad de la COX-2 vy la sintasa de PGE microsomal 1 (SPGEm-1) en
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d)

e)

f)

g)

h)

j)

k)

células blanco de ratones con CIA y humanos con AR (Singh et al., 2010).

Activacion del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR,) e
induccidon del gen 1 activado por analgésicos no esteroidales (NAG-1) en células
epiteliales humanas (Yoon and Baek, 2005)(Epstein et al., 2010).

Inhibicién de la actividad del factor de transcripcidn NF-kB y algunos de sus productos
como IL-1B y TNF-a en macréfagos, condrocitos y fibroblastos sinoviales humanos
(Yoon and Baek, 2005)(Singh et al., 2010).

Inhibicién de la fosforilacidon de las cinasas de proteina activadas por mitégeno (MAPKs)
en condrocitos y tejido sinovial de pacientes con AR, las cuales comprenden tres clases:
la c-Jun-N terminal cinasa (JNK), la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK) y
las MAPKs p38 que son activadas por algunas citocinas proinflamatorias como la IL-1B y
el TNF-a, entre otros (Kim et al., 2004)(Yoon and Baek, 2005)(Singh et al., 2010)(Shen
et al., 2012).

Disminucién en la capacidad de unidn de la proteina activadora 1 (AP-1) al DNA y por lo
tanto supresién en la produccion de MMPs inducidas por TNF-a en condrocitos
humanos (Stangl et al., 2007)(Singh et al., 2010)(Shen et al., 2012).

Inhibicion de la activacion de la serina/treonina proteina cinasa (Akt) (Yoon and Baek,
2005)(Stangl et al., 2007)(Shen et al., 2012).

Disminucién de la activacion del transductor de sefial y activador de la transcripcién 1
(STAT-1) generado por el INF-y, asi como la activacién de la fosforilacién de STAT-3 en
pacientes con AR y ratones con CIA (Epstein et al., 2010)(Singh et al., 2010).
Modulacién de varios genes del ciclo celular y la sobrevivencia celular (Santangelo et
al., 2007).

Regulacion en la expresion de ciertos microRNAs (miRNA) que afectan la expresion de
determinados genes en varias lineas tumorales humanas y algunos modelos de ratén
(Milenkovic et al., 2013).

Inhibicién de enzimas que degradan la matriz extracelular como las MMPs 1, 2, 3 y 13,
algunas desintegrinas y las metaloproteinasas (ADAM) secretadas con motivos de
tromboespondina (ADAMTS) 1, 4 y 5 que son agreecanasas en pacientes con AR y

ratones con CIA (Singh et al., 2010)(Shen et al., 2012).
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m) Incremento en la expresion de inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) en

o)

p)

a)

d)

tejido sinovial de pacientes con AR (Singh et al., 2010)(Shen et al., 2012).

Disminucién en la expresién de diferentes citocinas y quimiocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, la proteina quimiotdctica de monocitos 1
(MCP-1/CCL2), el péptido 78 activado por neutrdfilos epiteliales (ENA-78/CXCL5),
RANTES (CCL5), el oncogene a regulado por el crecimiento (GRO-a/CXCL1), la proteina
inflamatoria de macrdfagos 3a (MIP-3a) y la fractalcina en tejido sinovial de pacientes
con AR y ratones con CIA (Singh et al., 2010)(Shen et al., 2012).

Incremento en la liberacién de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y la expresion de
TGFB-1, TGFB-2 y los receptores | y Il del TGFB (TGF-BRI y TGFB-RII, respectivamente)
en tejido sinovial de pacientes con AR y ratones con CIA (Singh et al., 2010)(Shen et al.,
2012).

Induccidn del factor relacionado con el factor 2 eritroide , el cual suprime la expresion
de MCP-1 y la molécula de adhesién celular vascular 1, la adhesién de monocitos a las
células endoteliales y su transmigracién, asi como la activacién de la MAPK p38 (Shen
et al., 2012).

Disminucidn en la expresion del receptor de la calcitonina, la catepsina Hav y las
integrinas B3, asi como del RANKL inducido por el factor nuclear de células T activadas
c1 (NF-ATcl), lo cual suprime la diferenciacidon de los osteoclastos en humanos (Singh

et al,, 2010).

Dentro de sus actividades como antioxidantes se incluyen:

Quelantes de metales como el hierro y el cobre y agentes reductores (Rahman et al.,
2006)(Pandey and Rizvi, 2009)(Zhang and Tsao, 2016).

Atrapadores de ERO (dentro de ellos el OH', O,”, H,0,, NO y ONOO’)(Rahman et al.,
2006)(Pandey and Rizvi, 2009)(Andriantsitohaina et al., 2012)(Zhang and Tsao, 2016).
Antioxidantes que ocasionan la ruptura de cadenas de formacion de ERO (Pandey and
Rizvi, 2009)(Zhang and Tsao, 2016).

Inhibidores de la produccién de oxigeno singulete y del O, debido a la supresién de la
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xantina oxidasa (Knekt et al., 2002)(Andriantsitohaina et al., 2012).

e) Promotores de la expresidon de enzimas antioxidantes como la SOD, la CAT, la GR vy la
GPx (Andriantsitohaina et al., 2012)(Zhang and Tsao, 2016).

f) Protectores del equilibrio glutatiéon reducido-glutation oxidado (Rahman et al.,
2006)(Andriantsitohaina et al., 2012).

g) Potenciadores de la translocacion y de la actividad transcripcional del factor nuclear
(derivado de eritroide 2) similar al 2 (Nrf2) y de la expresion de sus genes blanco como
la quinona oxidoreductasa 1, la y-glutamilcisteina sintetasa y la hemooxigenasa 1
(Andriantsitohaina et al., 2012)(Zhang and Tsao, 2016).

h) Inhibidores de la expresion de NOX (Andriantsitohaina et al., 2012).

i) Inhibidores de la liberacién de NO y la expresién de la iNOS en células mononucleares
(Magrone and lirillo, 2010).

j) Protectores del acido ascorbico (Knekt et al., 2002)

k) Inhibidores de la oxidacidn de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA)(Rahman et al.,

2006).

Algunos autores se han dedicado a investigar las propiedades anti-inflamatorias de
los polifenoles incluyendo a los flavonoides en varios modelos de inflamacién asi como en
diversas enfermedades humanas, incluyendo la AR, ya que estos compuestos a diferencia
de los compuestos farmacoldgicos no actian sobre un receptor o una via especifica sino
gue poseen multiples blancos y mecanismos de accidn; ademas de presentar una baja
toxicidad con su uso a largo plazo (Cho et al.,, 2009)(Park et al., 2011)(Yao et al.,
2011)(Xuzhu et al., 2012)(Milenkovic et al., 2013). Dentro de los mecanismos de accion de
los polifenoles que se han descrito en la AR se encuentran: 1) Restauracion del balance
Th17/ Tregs (extracto de proantocianidinas de la semilla de la uva (GSPE), dafnetina,
resveratrol)(Park et al., 2011)(Yao et al., 2011)(Xuzhu et al., 2012), 2) Disminucién en la
produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17, IL-21, IL-22 e IL-26
(GSPE, curcumina, kaempferol, naringenina, quercetina, mangiferina)(Cho et al., 2009)(Park

et al., 2011)(Mateen et al., 2016)(Islam et al., 2016)(Hughes et al., 2017), 3) Aumento en la
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produccién de citocinas anti-inflamatorias como la IL-10 (GSPE)(Park et al., 2011), 4)
Disminucién en la expresion de MHC de clase Il, CD80 y CD86 sobre las células dendriticas
(extracto de polifenoles de la manzana, apigenina, EGCG, silibinina)(Gonzalez et al.,
2011)(Katayama et al., 2013), 5) Reduccién en la angiogénesis por la disminucién en la
produccién de VEGF (curcumina, genisteina, emodina)(Mateen et al., 2016), 6) Induccion de
apoptosis en fibroblastos sinoviales por incremento en la expresion de la proteina
proapoptética Bax y disminucién de la proteina antiapoptdtica Bcl-2 o por la activacién de
la via de las caspasas (curcumina, resveratrol, acido galico, naringenina, apigenina,
mangiferina)(Mateen et al., 2016)(Islam et al., 2016), 7) Bloqueo de la activacion de vias de
sefializacion proinflamatorias como NF-kB, MAPKs, p38, JNK y ERK-1/2 (curcumina, EGCG,
emodina, kaempferol, quercetina, mangiferina)(Mateen et al., 2016)(Islam et al., 2016), 8)
Inhibicién del funcionamiento de los linfocitos B (resveratrol)(Mateen et al.,, 2016), 9)
Regulacion del balance Th1/Th2 (genisteina)(Mateen et al., 2016), 10) Reduccién en la
expresion de MMPs (genisteina, EGCG, emodina, quercetina, kaempferol)(Mateen et al.,
2016)(Islam et al., 2016)(Hughes et al., 2017), 11) Reduccidn en la expresion de quimiocinas
como CCL2, CCL5, CXCL1, CXCL5, IL-8 (EGCG, genisteina, emodina, quercetina)(Mateen et
al., 2016)(Hughes et al., 2017), 12) Disminucidn en la expresién de la COX-2 y la produccién
de PGE; (emodina, kaempferol, quercetina)(Mateen et al., 2016)(Islam et al., 2016)(Hughes

et al., 2017), entre otros (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del efecto in vitro e in vivo de los polifenoles en la Artritis reumatoide. RA-FLS=
Sinoviocitos tipo fibroblasto de pacientes con AR. MAPKs= Cinasas de proteina activadas por mitégeno.
NF-kB= Factor nuclear kB. MMPs= Metaloproteinasas de matriz. NOS= Sintasa de 6xido nitrico. COX-2=
Ciclooxigenasa-2. PGE,= Prostaglandina E,. VEGF= Factor de crecimiento endotelial vascular.

1.1.7 Modelos animales de artritis

Los modelos animales han contribuido al entendimiento de los mecanismos basicos de la
enfermedad articular; sin embargo, debido a que son inducidos a través de varios estimulos
presentan una marcada diversidad entre ellos. Desde una perspectiva histérica los modelos
mas ampliamente utilizados en las décadas pasadas han sido la artritis por adyuvante, la
artritis inducida por colagena (CIA), la artritis inducida por antigeno (AIA) y la artritis
inducida por la pared celular de Streptococcus pyogenes (van den Berg, 2009). De estos
modelos, la artritis por adyuvante fue el primer modelo animal de AR descrito y generado
en ratas mediante una sola inyeccion de Adyuvante Completo de Freund. Posteriormente,
numerosos adyuvantes que carecen de propiedades inmunogénicas también se utilizaron
para generar artritis en cepas susceptibles de ratas, incluyendo la avridina, el Adyuvante

Incompleto de Freund y el pristano. Aunque los mecanismos en la induccion de artritis en
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estos modelos no son con frecuencia claros, estan dirigidos por respuestas de células T. Sin
embargo, posiblemente con la excepcién del pristano, su utilidad es limitada debido al
hecho de que los ratones (a diferencia de las ratas) son resistentes a la enfermedad
inducida por adyuvante. Los modelos de AlA y la artritis inducida por la pared celular de
Streptococcus sp, si pueden ser generados en ratones a diferencia del anterior, pero los
antigenos inoculados deben ser inyectados de manera intraarticular, lo cual dificulta un
poco la induccién del modelo (Vincent et al., 2012). Por su parte, el modelo de artritis
inducida por colagena (CIA) es el modelo mas ampliamente utilizado por diversos grupos de
investigacion para generar la artritis debido a las similitudes en su fisiopatologia que
presenta con la AR humana, incluyendo la fuerte asociacién de la enfermedad con
moléculas de MHC de clase Il (Terato et al., 1985) (Durie et al., 1993)(Haqqgi et al.,
1999)(Fitzpatrick et al., 2011)(He et al., 2010). En la actualidad existen también nuevos
modelos de artritis llevados a cabo en ratones transgénicos, los cuales por ejemplo pueden
sobreexpresar un receptor de células T autoreactivo como sucede en el ratéon K/B x N o un
transgén de TNF-a humano como es el caso del ratén transgénico hTNF-a y que han

ayudado a dilucidar ciertos aspectos de la AR (van den Berg, 2009)(Vincent et al., 2012).

1.2 Antecedentes

1.2.1 o-Mangostina

La a-mangostina, es una de las mas de 68 xantonas que se han aislado de la Garcinia
mangostana, un arbol tropical que crece en el sureste de Asia y al cual se le han atribuido
varias propiedades terapéuticas dentro de las cuales destacan su actividad antioxidante,
proapoptética, antiproliferativa, antinociceptiva, anti-inflamatoria, neuroprotectora,
hipoglucémica y antiobesidad. La a-mangostina ademas de pertenecer al grupo de las
xantonas forma parte del grupo de los polifenoles gracias a que posee varios grupos
fendlicos dentro de su estructura y estd biosintéticamente relacionada a los flavonoides
(Pedraza-Chaverri et al., 2008)(Ovalle-Magallanes et al., 2017). Esta xantona se clasifica
dentro de las xantonas preniladas y es uno de los principales componentes de la G.
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mangostana junto a la B y y-mangostina, la gartanina, la 8-deoxigartanina y las garcinonas
Cy D. La a-mangostina (Figura 7) presenta 3 grupos hidroxi localizados en los carbonos C-
1, C-3 y C-6, los cuales al ser donadores de electrones, le confieren su capacidad
antioxidante y presenta una metoxilacion en C-7, la cual le confiere su capacidad
citotéxica y por lo tanto su utilidad en varios modelos de cancer (Pedraza-Chaverri et al.,

2008)(Ovalle-Magallanes et al., 2017).

Figura 7. Molécula representativa de la a-mangostina. La cual presenta tres grupos hidroxi en C-1, C-
3y C-6 (en rojo) y una metoxilacidon en C-7 (en azul), lo que le confiere sus capacidades antioxidantes y
citotdxicas, respectivamente.

1.2.1.1 Efectos anti-inflamatorios y antioxidantes de la c.-mangostina

La a-mangostina posee una gran cantidad de actividades biolégicas dentro de las que
destacan su capacidad anti-inflamatoria, antitumoral, cardioprotectora, antidiabética,
antibacterial, antifungal, antiparasitaria, antioxidante y antiobesidad (Ibrahim et al., 2016).
Su capacidad anti-inflamatoria ha sido demostrada desde hace ya algunos afios en varios
modelos animales de inflamacidon. Por ejemplo, en un estudio se observé que la

administracién oral e intraperitoneal (50 mg/kg) de la a-mangostina exhibia actividad
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antiinflamatoria en ratas con edema de la pata trasera inducida por la administracion de
carragenina, granuloma por pellet de algodén y granuloma con técnicas de bolsa
(Shankaranarayan et al., 1979). En otro estudio se demostré que la a-mangostina era capaz
de inhibir la anafilaxia sistémica en cuyos y ratas, asi como la inmunocitoadherencia
asociada y de inhibir las respuestas primaria y secundaria de la artritis inducida por la

administracion de adyuvante completo de Freund en ratas (Gopalakrishnan et al., 1980).

Ademads de lo anterior, esta xantona es capaz de inhibir significantemente la
produccién de NO y de PGE2 en células RAW 264.7 activadas con LPS y de suprimir la
transcripcion de la iNOS y de la COX-2 y disminuir de manera moderada la produccién de
TNF-a e IL-4 (Chen et al., 2008)(Tewtrakul et al., 2009). También es capaz de inhibir a la
lipooxigenasa 12-humana (Deschamps et al., 2007). Ademds de su efecto sobre las citocinas
proinflamatorias como el TNF-a, la a-mangostina también es capaz de disminuir la
produccidn de quimiocinas como la IL-8 en varias lineas celulares humanas y la expresion de
receptores de quimiocinas como el CCR2 en el higado y el tejido adiposo en modelos de
obesidad murina (Gutierrez-orozco et al., 2013)(Kim et al., 2017). En macréfagos humanos
(células U937 diferenciadas) activados con LPS atenua la actividad de las vias de las MAPK y
la AP-1y disminuir la supresién en la expresion de PPARy de una manera dosis dependiente;

ademas de reducir la resistencia a la insulina en adipocitos (Bumrungpert et al., 2009).

En un modelo de colitis murina inducido por dextran sulfato sédico (DSS), la a-
mangostina administrada a 30 mg/kg y a 100 mg/kg por via oral durante 10 dias mejoro la
signologia clinica de la enfermedad (pérdida de peso, diarrea, hematoquecia), disminuyd el
infiltrado inflamatorio y la actividad de la mieloperoxidasa lo cual se asocid a la inhibicién de
las vias de NF-kB y las MAPK en el colén (You et al.,, 2017). Ademas, la a-mangostina
administrada a 40 mg/kg por via oral durante 14 dias también presentd actividad anti-
inflamatoria en un modelo de neuroinflamacion periférica inducido por LPS, en donde logré
disminuir los niveles de IL-6, de COX-2 y de la proteina translocadora de 18 kDa (TSPO) a

nivel cerebral (Nava Catorce et al., 2016).
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Con respecto a sus propiedades antialérgicas, la a-mangostina es un bloqueador de
receptores histaminérgicos H; y serotoninérgicos y un inhibidor de la liberacion de
histamina (Chairungsrilerd et al., 1996)(Itoh et al., 2008). Ademas, esta xantona disminuye
la degranulacién de mastocitos derivados de la médula dsea, su expresion de COX-2 y su
produccién de IL-6, prostaglandina D, (PGD,) y leucotrieno C4 (Chae et al., 2012). Aunado a
lo anterior, la administracion de a-mangostina a 10 mg/kg por via oral durante 3 dias en un
modelo de asma inducido con ovoalbumina redujo el reclutamiento de células
inflamatorias, la hiperresponsividad de la via aérea y los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13.
Ademas, disminuyé la fosforilacién de Akt y la actividad de la via de la PI3K, la cual esta
asociada al reclutamiento de eosinoéfilos; asi como los niveles de la subunidad p65 de NF-

kB a nivel nuclear (Jang et al., 2012).

Con respecto a sus propiedades antioxidantes, la a-mangostina es considerada un
antioxidante directo gracias a los tres grupos hidroxilo que posee que funcionan como
donadores de electrones para estabilizar las ERO. Dentro de sus efectos se han
documentado la disminucién en la oxidacién de las LDL inducida por cobre o por radicales
peroxilo y la disminucién en la produccién de sustancias reactivas tiobarbituricas y en el
consumo de a-tocoferol inducido por esta oxidacion (Williams et al., 1995).
Adicionalmente, esta xantona atrapa directamente las ERO como el singulete de oxigeno y
el O, y previene la neurotoxicidad y la produccién de ERO inducidas por el acido 3-
nitropropionico en cultivos de neuronas (Pedraza-Chaverri et al., 2009)(lbrahim et al.,
2016). En otros estudios se ha observado que tiene una alta capacidad para atrapar el
ONOO'(Jung et al., 2006) y proteger los sistemas antioxidantes como el GSH y las enzimas

antioxidantes GST, GPx, SOD y CAT (Sampath and Vijayaraghavan, 2007).

Ademas de lo anterior, se ha observado que el pretratamiento con a-mangostina
evita la disminucién en la expresion de la sintasa de éxido nitrico endotelial (eNQOS) y en el
nivel de NO durante la necrosis miocdrdica inducida con isoproterenol en ratas; lo cual
apunta hacia un efecto cardioprotector de la a-mangostina (Sampath and Kannan, 2009).

En un modelo cardiaco de dano por reperfusidon fue encontrado que la a-mangostina era
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capaz de preservar el trabajo cardiaco, reducir el area de infarto y mantener los niveles de
ATP y fosfocreatina cardiacos, lo cual fue asociado a la disminuciéon en la oxidacién de
proteinas y la lipoperoxidacion y a la preservacion de los niveles de GSH (lbrahim et al.,

2016).
1.2.1.2 Toxicidad aguda y crénica de la c.-mangostina

En varios estudios in vivo se ha demostrado la carencia de toxicidad aguda y crénica
de varios de los compuestos de la G. mangostana en diversos modelos animales de
enfermedad a las dosis evaluadas (Ovalle-Magallanes et al., 2017). Un estudio que evalué
la toxicidad de la a-mangostina administrada por via intraperitoneal durante 72 horas
determind que la dosis letal 50 (LDsg) en ratones ICR de 6-8 semanas de edad fue de 150
mg/kg (Choi et al., 2014). Por otro lado, se demostré que la administracion aguda y crénica
de la a-mangostina en ratas Winstar normales y diabéticas (10-2000 mg/kg una vez al dia
por 28 dias) no generd toxicidad (Ovalle-Magallanes et al., 2017). Finalmente un modelo de
colitis ulcerativa llevado a cabo en ratones, en el cual se administré la a-mangostina a una
dosis aproximada de 112 mg/kg en la dieta diariamente durante 18 o 25 dias encontrd una
exacerbacion de esta patologia, ya que fue encontrado que los ratones a los que se les
administré la dieta con a-mangostina presentaron una mayor inflamacién y dafo a nivel
intestinal, asi como una mayor infiltracién de células CD3" y F4/80" y una mayor expresion
de mieloperoxidasa. Lo anterior fue asociado a la generaciéon de una disbiosis, ya que la
dieta suplementada con a-mangostina promovié un incremento en las Proteobacterias y
una disminucién en los Firmicutes y los Bacteroidetes, el cual es un hallazgo encontrado en

la colitis ulcerativa humana (Gutierrez-Orozco et al., 2014).

2. Planteamiento del problema y Justificacion

La artritis reumatoide es una enfermedad crénico degenerativa que se presenta en
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aproximadamente 1% de la poblacion a nivel mundial y que representa un alto impacto
socioecondmico debido a la discapacidad fisica que ocasiona con el tiempo y al alto costo
de los medicamentos que se utilizan para su control. Esta patologia es altamente
heterogénea, ya que existe una gran diversidad de mecanismos que participan en su
fisiopatologia, dentro de los cuales destacan la participacidon de linfocitos Thl y Thl7, la
presentacion de autoantigenos por las células dendriticas, la destrucciéon del cartilago
articular por los sinoviocitos tipo A y tipo B, la remodelacidn ésea por los osteoclastos y los
osteoblastos, la participacion del estrés oxidante y la exacerbacién de la inflamacion y el
dafo articular por varios mediadores inflamatorios como citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y metabolitos del acido araquiddnico, entre otros. Debido a esto, por lo
general es requerida una combinacién de farmacos para el eficiente control de los distintos
eventos que suceden en la AR. A pesar de ello, varios pacientes aun no responden de
manera completa a la terapia con DMARDs. Aunado a lo anterior, varios de estos
medicamentos pueden presentar efectos adversos importantes a largo plazo, lo cual
precisa su discontinuacion. Es por ello, que surge la necesidad de encontrar nuevas
alternativas terapéuticas que sean mas eficientes en el control de los distintos eventos que

suceden en la AR y que presenten una menor incidencia de efectos adversos a largo plazo.

Desde hace ya algunos afios, se ha demostrado que los polifenoles exhiben utilidad
terapéutica en varios modelos animales de inflamacién asi como en varias enfermedades
cronico degenerativas debido a sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Estos
metabolitos secundarios de las plantas tienen la ventaja de presentar multiples
mecanismos de accién a diferencia de algunos DMARDs que sdlo actian sobre un blanco en
especifico. Ademas, la mayoria de estas moléculas ha presentado minima toxicidad y pocos

efectos adversos con su uso a largo plazo en los estudios que se han llevado a cabo.

La a-mangostina es una xantona prenilada que pertenece al grupo de los
polifenoles y que ha presentado una alta capacidad antioxidante y anti-inflamatoria en
varios modelos de inflamacién, incluyendo modelos de artritis. Sin embargo, varios de estos

modelos no fueron modelos de artritis autoinmune y cuando lo fueron, la a-mangostina fue
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administrada antes o durante la induccién de la enfermedad y no a partir de que la artritis
se encontraba establecida, lo cual apunta a su papel preventivo de la enfermedad mas que

al terapéutico.

Este proyecto pretende establecer las bases necesarias para proponer una nueva
alternativa terapéutica para el control de la artritis reumatoide determinando los
procesos que subyacen a la capacidad anti-inflamatoria y antioxidante de la a-mangostina
en un modelo de CIA establecido en ratones DBA/ 1J. La comprensién de estos procesos
redituard probablemente; no sélo en su uso para el control de la artritis reumatoide sino
también en el de diferentes enfermedades que cursan con componentes similares a la AR,
como lo son: el desbalance en el equilibrio Th17/ Tregs, la produccion de autoanticuerpos y
la participacidn de los linfocitos Thl y de las células dendriticas, las cuales favorecen una

respuesta tipo Thly Thl7, entre otros.

3. Hipotesis

La a-mangostina ejercera efectos anti-inflamatorios y antioxidantes in vitro e in vivo que
resultaran en la disminucién de la signologia clinica y del dafio articular en un modelo de

artritis autoinmune experimental murina.

4. Objetivos

4.1 General

Identificar in vitro e in vivo los efectos anti-inflamatorios y antioxidantes de la a-
mangostina que subyacen en el control del proceso inflamatorio y del dafio articular

inducido por la artritis autoinmune experimental murina.
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4.2 Especificos

Efectos de la a-mangostina in vivo

4.2.1 Identificar la dosis éptima de la a-mangostina capaz de disminuir la severidad clinica
de la artritis y la inflamacién en un modelo experimental de artritis desarrollado en
DBA/1J.

4.2.2 Caracterizar el estado inflamatorio/anti-inflamatorio y oxidante/antioxidante local y
sistémico asociados a la disminucion de la severidad clinica de la artritis por Ia
administracién de la a-mangostina (actividad de enzimas antioxidantes, citocinas pro y

anti-inflamatorias).
Efectos de la a-mangostina in vitro

4.2.3 Evaluar la capacidad de la a-mangostina de generar células dendriticas con un
fenotipo tolerogénico.
4.2.4 Evaluar la capacidad de la a-mangostina de inducir células con un fenotipo regulador

in vitro ante condiciones polarizantes Thly Th17.

5. Materiales y métodos

5.1 Reactivos

El medio RPMI-1640, la L-glutamina, el B-mercaptoetanol y el suero fetal bovino (SFB)
fueron de Gibco (Gaithersburg, MD, USA). La gentamicina fue de Laboratorios Tornel
(Naucalpan, MEX, México). El HEPES utilizado fue de Promega (Madison, WI, USA). El factor
estimulante de colonias granulociticas y macrofagicas recombinante murino (rmGM-CSF)
fue de Peprotech (Rocky Hill, NJ, USA). El lipopolisacarido (LPS), el dimetilsulféxido (DMSO),
el formaldehido, el Adyuvante Completo de Freund (CFA), el Adyuvante Incompleto de

Freund (IFA) y todos los reactivos utilizados para determinar el estrés oxidante y la
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actividad de las enzimas antioxidantes fueron de Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO,
USA). El acido etilendiamino tetra-acético (EDTA) fue de Spectrum (New Brunswick, NJ,
USA). La coldgena bovina tipo Il fue de Chondrex (Redmond, WA, USA). El metotrexato
utilizado fue de Laboratorios Teva (North Wales, PA, USA). Todos los anticuerpos ocupados
para la realizacién de la citometria de flujo en los cultivos de células dendriticas derivadas
de precursores de la médula dsea de ratén (CDMO), la Anexina V, el anticuerpo anti-CD3 y
las citocinas recombinantes IL-6, IL-1B8, TNF-a, IL-2, IL-12 y el factor de crecimiento
transformador B (TGF-B) fueron de Biolegend (San Diego, CA, USA). La 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) y los anticuerpos anti-INFy, anti-IL-4 y anti-CD28 fueron de BD
Pharmingen (San Diego, CA, USA). La citocina recombinante IL-23 fue de R & D Systems
(Minneapolis, MN, USA). Todos los anticuerpos empleados para la citometria de flujo en los

cultivos polarizados hacia linfocitos Thl y Th17 fueron de eBioscience (San Diego, CA, USA).

5.2 Obtencion de la a-mangostina

La a-mangostina se obtuvo a partir de la cascara del fruto de la Garcinia mangostana,
siguiendo un protocolo anteriormente descrito (Pedraza-Chaverri et al.,, 2009).
Brevemente, la cascara seca de la Garcinia mangostana se macerd con una mezcla v/v de
CH,Cl,—MeOH a temperatura ambiente por 3 semanas. Se filtré y el solvente se evaporé a
presidn reducida. El extracto crudo orgdnico se sometié a cromatografia en una columna
de silica-gel y se eluyé con hexano (1:1) para obtener 7 fracciones primarias (F1-F7). La
o-mangostina cristalizd espontaneamente como principal componente de la Fraccion F7
como un solido amarillo. Para corroborar la identificacion de la a-mangostina se
determinaron los siguientes parametros: punto de fusién de 179-180°C; UV (MeOH) Amax
320 (3.5) nm y; ‘*H NMR (400 MHz, CDCls) 84 (ppm) 13.8, 6.8, 6.25, 5.25, 4.10, 3.8, 3.40,
1.82, 1.79 y 1.65; los cuales coincidieron con datos informados previamente (Ee et al.,

2006)(Ji et al., 2007).

5.3 Animales de experimentacion
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Se utilizaron ratones de las cepas DBA/1J, BALB/cAnN y C57BL/6, machos de 7-8 semanas
de edad para la realizacion de los estudios in vivo e in vitro, los cuales se obtuvieron del
Instituto de Investigaciones Biomédicas. Se alojaron 5 ratones por caja. Los animales se
colocaron en cajas estaticas de polisulfonato con microaislador [de acuerdo a las
recomendaciones de alojamiento de la Guia de la Comisidn Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM
(CICUAL)], en un ambiente controlado tipo “barrera” libre de patégenos en donde se
realizaron 20 cambios totales de aire por hora y con un ciclo de luz de 12 X 12 con un
rango de temperatura de 18 a 22°C y mantenidos con alimento y agua estéril ad
libitum. Los animales se alojaron en las instalaciones del Bioterio libre de patdgenos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los procedimientos experimentales
conducidos en animales en este proyecto de investigacion fueron aprobados por el
CICUAL, Nimero de Protocolo: 186 y por el SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO
Y USO DE ANIMALES EXPERIMENTALES de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
(SICUAE).

5.4 Medicion de endotoxina en la a-mangostina

Para determinar que la a-mangostina se encontraba dentro de los valores permisivos de
endotoxina para que una sustancia (<0.5 unidades de endotoxina (UE)/ml) sea apta para
cultivo o administracion intravenosa se utilizd el ensayo cromogénico de LAL (Lisado de
Amebocitos de Limulus) de Charles River (San Diego, CA, USA) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Brevemente, este ensayo consistié en mezclar 100 ul del
reactivo de LAL, el cual viene adicionado con un croméforo (para nitro-anilina, pNA) con
100 pl de la concentracidn del farmaco a analizar (en este caso se utilizé 1 mg/ml de a-
mangostina). La reaccion se incubd a 37°C durante 1 hora y se realizaron lecturas a 405 nm
(pico de absorbancia del croméforo) cada minuto durante esa hora en un

espectrofotémetro (Biotek Synergy HT, Winoosky, VT, USA). Posteriormente los resultados
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de cada lectura se compararon contra una curva estandar de endotoxina y se expresaron

como UE/ml.

5.5 Evaluacion de la capacidad de la a-mangostina de controlar el

dano en animales con AR

5.5.1 Grupos experimentales

Se manejaron cinco grupos de 6 ratones cada uno: sin artritis y sin tratamiento (Control
negativo), con artritis y aceite de maiz (vehiculo utilizado para diluir la a-mangostina), con
artritis y con metotrexato a 0.5 mg/kg (Control positivo a un tratamiento clinico usado para
la artritis reumatoide) y con artritis y con tratamiento con o-mangostina (Grupo
experimental). Se evaluaron dos distintas dosis de a-mangostina 10 y 40 mg/kg con base
en informes previos de su uso como anti-inflamatoria en varios modelos animales de
inflamacién (Gopalakrishnan et al., 1980)(Chen et al., 2008)(Nguemfo et al., 2009)(Jang et
al., 2012)(Nava Catorce et al., 2016). Los tratamientos se administraron por via oral
diariamente por 33 dias consecutivos mediante sondeo orogastrico en un volumen final de
100 pl por ratén a partir del dia 35 después de la primera inmunizacién, que es el tiempo
en el cual, la mayoria de los ratones ya presentan un proceso inflamatorio evidente en las
articulaciones de los miembros tordcicos y/o pélvicos, lo cual significa que la CIA se

encuentra establecida.

5.5.2 Modelo experimental de artritis

Se utilizd el modelo de artritis inducida por la administracién de adyuvante y coldgena tipo
Il en ratones de la cepa DBA/1) machos, de 7-8 semanas de edad, modelo ampliamente
utilizado por distintos grupos de investigacion (Terato et al., 1985)(Durie et al., 1993)(Haqqi
et al., 1999)(He et al., 2010)(Fitzpatrick et al., 2011). Brevemente, se utilizd una solucién de

colagena tipo Il (2 mg/ml) en acido acético 0.05 M. La solucion se emulsificé con un
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volumen igual de adyuvante completo de Freund, el cual contenia 1 mg/ml de
Mycobacterium tuberculosis. Se inmunizaron grupos de 6 ratones subcutdneamente al dia 0
en la base de la cola con 100 pl de la emulsiéon utilizando una aguja de calibre 25G. Los
ratones se inmunizaron nuevamente 21 dias después con la misma colagena pero
emulsificada en adyuvante incompleto de Freund y se administraron 60 pl de la mezcla
subcutdneamente a 1.5 cm de la base de la cola. Se determind la evolucion de la
enfermedad por 68 dias contando desde la primera inmunizacién a través de la valoracion

de una escala clinica.

5.5.3 Evaluacion de la escala clinica

Para la determinacidon de la escala clinica, se realizaron inspecciones visuales de los
animales tres veces por semana a partir del dia 21 después de la primera inmunizacién, las
cuales permitieron establecer la severidad clinica y la inflamacién articular con base en el
grado de afeccion de las articulaciones de la pata de acuerdo a una escala subjetiva
propuesta por otros autores (Cho et al., 2009). Esta escala se basa en observar el grado de
edema que presentan las 4 patas individualmente y se les asigna una escala de acuerdo al
grado de inflamaciéon: grado 0, sin edema y sin inflamacién (normal); grado 1, ligera
inflamacién y eritema en los dedos; grado 2, inflamacién y eritema moderados vy
confinados a la region distal o media de la pata (metatarsos); grado 3, inflamacién y
eritema mads pronunciados con extensién al tobillo y; grado 4, inflamacién y eritema
severos con rigidez articular del tobillo y/o extension a la pata entera (Cho et al., 2009). De
esta manera, la escala clinica de cada ratén se determind por la suma del puntaje de cada
extremidad, con lo cual la maxima escala clinica obtenida por cada ratén fue de 16 puntos.
Posteriormente, el promedio del registro de artritis se determiné por la suma del registro
de todas las articulaciones de todos los ratones y dividiendo el resultado entre el nUmero
de ratones en el grupo. Finalmente, la valoracién de la escala clinica se llevd a cabo por
dos investigadores que desconocian el tratamiento al cual estaba asignado cada uno de

los animales experimentales.
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5.5.4 Evaluacion de la escala histopatoloagica

68 dias posteriores a la primera inmunizacidn, los ratones fueron eutanasiados mediante
una sobredosis de sevofluorano y una posterior dislocacion cervical y se obtuvieron las
articulaciones de la rodilla y de los tarsos de cada grupo, se fijaron en formaldehido al 10%
amortiguado con PBS pH 7.4 durante 72 horas, se descalcificaron con una solucién de
EDTA al 10% durante 7 dias, la cual se recambié cada 48 horas, se colocaron en un
histoquinete para su deshidratacidon y se incluyeron en parafina. Se realizaron tinciones de
hematoxilina-eosina (HE) y Tricromica de Masson (TM) para caracterizar el fendmeno
inflamatorio; asi como la destruccién del cartilago articular. Se evalud el grado de
inflamacién y el dafio al cartilago presentes en la articulacién, para lo cual se establecieron
los siguientes criterios: 0=sin inflamacién y sin destruccién; 1=Ligero engrosamiento de la
capa de revestimiento con minima erosién; 2=Ligero engrosamiento de la capa de
revestimiento mas algunas células infiltradas en la subcapa de revestimiento con erosion
de ligera a moderada; 3=Engrosamiento de la capa de revestimiento, entrada de células
en la subcapa de revestimiento y presencia de células en el espacio sinovial con erosién
mas extensa vy; 4=Sinovio altamente infiltrado con muchas células inflamatorias con

destrucciéon generalizada (Camps et al., 2005).

5.5.5 Determinacion de los niveles de anticuerpos anti-colagena IgG1 e

IgG2a

Al dia 68 posterior a la primera inmunizacién con colagena, se obtuvo una muestra de
sangre a través de la puncién del seno retro orbitario con tubos capilares heparinizados
previa anestesia con sevofluorano. Los sueros se separaron por centrifugacion a 5,000
rpm (3,500 xg) durante 10 minutos y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Se determind
la presencia de anticuerpos IgG1l e IgG2a anti-colagena a través de un ensayo de ELISA
(Mouse Anti-Type Il Collagen IgG Subtype Assay Kit with TMB de Chondrex, Inc.®)
utilizando la misma coldgena que se utilizé para la inmunizacién como antigeno (Colagena
Bovina) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se realizd la adicion de
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una soluciéon bloqueadora durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
incubaron por otras 2 horas con los anticuerpos estandares o con las muestras de suero
diluidas a 1:1,000 para la IgG1l y a 1:20,000 para la IgG2a, respectivamente en una
solucion estandar de acuerdo a las instrucciones del fabricante a temperatura ambiente,
para posteriormente adicionar el anticuerpo secundario (IgGl e IgG2a anti-ratdn
conjugado con peroxidasa) e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente
se adicionaron 100 pl de TMB a cada pozo y se incubd durante 15 minutos a temperatura

ambiente. La lectura se realizé a 450 nm en un espectrofotometro.

5.5.6 Preparacion de los homogeneizados de tejido

Los rifiones, el higado y las articulaciones se obtuvieron y se almacenaron a -70°C hasta su
procesamiento. Las muestras de higado y rindn se homogeneizaron en un politrén durante
10 s en un amortiguador de fosfatos frio (50 mM, pH 7.4) en una proporcién 1:10 w/v. Los
homogeneizados se centrifugaron a 10,000 x g a 4°C durante 30 minutos y se obtuvieron
los sobrenadantes para cuantificar las proteinas totales por el método de Lowry,
determinar la actividad de las enzimas antioxidantes [catalasa (CAT), glutatidén reductasa
(GR), glutatién peroxidasa (GPx), glutation-S-transferasa (GST) y superdxido dismutasa
(SOD)], el contenido de glutation (GSH) y realizar la medicidn de los marcadores de estrés
oxidante (lipoperoxidacién, proteinas oxidadas y actividad de la NADPH oxidasa) (Sharma
et al.,, 2011). Las muestras articulares se homogeneizaron de la manera siguiente: se
obtuvieron las articulaciones afectadas durante todo el experimento (carpos, tarsos y
rodillas) de los ratones de cada grupo y se pulverizaron con nitrégeno liquido mediante un
mortero. Posteriormente, la muestra pulverizada de las articulaciones de cada ratén se
pesd y se dividid en dos; destindndose una parte para la medicidn del estrés oxidante y la
otra parte para la medicion de citocinas. La muestra destinada a la medicion del estrés
oxidante se homogeneizd en proporcion 1:5 w/v en un amortiguador de fosfatos frio (50
mM, pH 7.4), mientras que la muestra destinada a la medicién de citocinas se
homogeneizd en proporcion 1:4 w/v en un amortiguador de lisis frio (Tris base 20 mM pH

7.4, NaCl 250 mM, EDTA 2 mM pH 7.4, Tritén X-100 al 1% y glicerol al 10%) que contenia 1
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mM de PMSF. El homogeneizado se centrifugd a 10,000 x g a 4°C durante 30 minutos y los
sobrenadantes se recolectaron, se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5 ml y se

almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

5.5.7 Determinacion del estado inflamatorio/anti-inflamatorio

5.5.7.1 Evaluacion de los niveles de prostaglandina E, (PGE,) en suero y

articulaciones

Se determinaron los niveles de PGE; en el suero y las articulaciones de cada uno de los
animales experimentales a través de un ensayo de ELISA de competencia, para lo cual se
utilizé el Prostaglandin E, Express EIA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA). El
ensayo se realizd de acuerdo a las instrucciones del proveedor y los resultados se
expresaron en ng de PGE,/ml de suero y ng de PGE,/mg de proteina en los
homogeneizados articulares después de la realizaciéon de una regresion logistica de 4

parametros.

5.5.7.2 Evaluacion de los niveles de citocinas y quimiocinas a nivel articular

Para la determinacién de los niveles de citocinas y quimiocinas presentes en los
homogeneizados de las articulaciones se utilizé la tecnologia Magpix (Merck Millipore®); la
cual permite la determinacién de multiples analitos en una sola muestra mediante el uso
de perlas magnéticas. La medicidn de citocinas y quimiocinas se realizé utilizando el EMD
Millipore’s MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Merck
Millipore, Burlington, MA, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor y el analisis de
los datos se realizé a través de un analizador Luminex (MAGPIX) (EMD Millipore) y el
Software Luminex xPONENT®, el cual realiza una regresion logistica de 5 parametros para
el analisis de datos. Los niveles de IL-1B y de IL-18 a nivel articular se determinaron de
manera independiente a través de la técnica de ELISA y el empleo del Mouse IL-1B ELISA

MAX Standard Kit (Biolegend) y del Mouse IL-18 Platinum ELISA Kit (eBioscience) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresaron como pg/mg de proteina.

5.5.7.3 Inmunohistoquimica

Para la determinacién de la expresidon de IL-33 a nivel articular, se usaron secciones de
tejido de 3 um. La peroxidasa enddgena presente en los tejidos se inhibid por incubacion
con 10% (v/v) de H,0, en metanol durante 10 minutos en 2 ocasiones previo al
tratamiento con anticuerpos. Posteriormente, el bloqueo de uniones inespecificas se
realizé6 mediante la incubacion con suero de cabra al 4% y albumina sérica bovina (ASB) al
1% diluida en PBS mds Triton X-100 al 0.1% durante 1 hora a 37°C. Posterior al bloqueo,
los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario de conejo IL-33 anti-ratén (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA) a una dilucién 1:100 en 0.1% de ASB-PBS-Triton X-100
al 0.01% e incubados durante toda la noche a 4°C. El control negativo se realizd sin la
adicién del anticuerpo primario en cada uno de los cortes de tejido. Al siguiente dia, las
muestras se incubaron con el anticuerpo secundario de cabra IgG anti-conejo conjugado
con peroxidasa de rdbano (PHR) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
Grove, PA, USA) a una dilucion 1:100 en 0.1% de ASB-PBS-Triton X-100 al 0.01% durante 1
hora a 37°C. Posterior a la incubacion, la unién especifica de los anticuerpos sobre el
tejido se visualizé utilizando la 3, 3’-diaminobencidina (DAB) (Zymed, Carlton Court, CA)
como sustrato durante 10 minutos bajo continua observacién al microscopio. Finalmente,
se realizd una contratincién con hematoxilina para la evaluacién del tejido y la
inmunoreactividad. Para determinar el drea de expresidon de la IL-33 en cada uno de los
tejidos articulares, cada tejido se evalud a través de su observacidn en un microscopio
Olympus BX-500 y su analisis con el programa Infinity v 6.3.0. Los resultados se

2 . ./
expresaron en um* como el area de expresion de la IL-33.

5.5.8 Determinacion de marcadores de estrés oxidante

5.5.8.1 Evaluacion de la lipoperoxidacion

Se determiné el malondialdehido (MDA), el cual es un producto final de la lipoperoxidacién
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mediante un método colorimétrico descrito previamente (Gérard-Monnier et al., 1998) y
que se basa en la medicién a 586 nm de un complejo colorido formado por el MDA y el 1-
metil-2-fenilindol en medio acido. Los resultados se expresaron como nmoles de MDA/mg
de proteina. Para este ensayo se utilizaron 60 ul de muestra del homogeneizado de rifién e

higado y 180 ul de muestra en el caso del homogeneizado de las articulaciones.

5.5.8.2 Determinacion de proteinas oxidadas

Se utilizé un método colorimétrico previamente descrito (Reznick and Packer, 1994) que se
basa en la reactividad de los grupos carbonilo (originados por la accién de las EROs sobre
las proteinas) con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar un complejo proteina-
hidrazona que absorbe a 370 nm. El resultado se expresé como nmoles de carbonilos/mg
de proteina y se calculé en base a un coeficiente de absorcidon de 22,000 M cm™. Para

este ensayo se utilizaron 150 pl del homogeneizado de cada uno de los tejidos.

5.5.8.3 Actividad de NADPH oxidasa

Para la determinacién de la actividad de la NADPH oxidasa se empled la técnica de
guimioluminiscencia que consistié en afiadir una mezcla de reaccidon que contenia un
amortiguador de fosfatos (75 mM, pH 7.4), 10 mM de 4cido etilenglicol tetra-acético
(EGTA), 300 mM de sucrosa, 20 mM de lucigeninay 2 mM de NADPH (volumen final de
200 pl) a las muestras de los sobrenadantes de los homogeneizados de los distintos tejidos
gue presuntamente contenian la NADPH oxidasa. Tras la reaccién, se generaron EROs por
la NADPH oxidasa, las cuales reaccionaron con la lucigenina que capta los electrones de
alta energia emitidos por las especies excitadas de oxigeno producidas por la actividad de
la NADPH oxidasa. La luminiscencia generada por la lucigenina es directamente
proporcional a la actividad de la NADPH oxidasa y el maximo de actividad se presentd a los
15 minutos de iniciada la reaccion. Los resultados se expresaron en U de QL (mV.s). Para
este ensayo se utilizaron 20 pl de la muestra sin diluir de los sobrenadantes de los

homogeneizados de las articulaciones, del higado y del rifdn.
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5.5.9 Determinacion de la actividad de los sistemas antioxidantes

5.5.9.1 Determinacion de glutation reducido

Para estimar el nivel de GSH presente en los diferente tejidos se utilizé6 un método
fluorométrico descrito previamente (Ferndandez-Checa and Kaplowitz, 1990). Este ensayo
mide la formacion de aductos de GSH con el monoclorobimano (MCB), el cual fluoresce
cuando se conjuga con el GSH a 478 nm a través de una reaccion catalizada por la GST. Los
resultados se expresaron en pmoles de GSH/mg de proteina. Para este ensayo se

utilizaron 100 ul de muestra de los sobrenadantes de los homogeneizados de cada tejido.

5.5.9.2 Actividad de catalasa

Se utilizé6 un método descrito previamente, el cual se basa en el cambio en la densidad
Optica a 240 nm debido a la descomposicion del H,0, por la CAT (Aebi, 1984). La
degradacion del H,0, se midié cada 15 segundos durante 30 segundos a 240 nm. Los
resultados se expresaron como k/mg de proteina donde k es usada como la unidad de la
actividad de la catalasa. Para este ensayo se utilizaron 6.66 ul de muestra sin diluir del
sobrenadante del homogeneizado de las articulaciones, 6.66 pl de muestra de una dilucion
1:10 del sobrenadante del homogeneizado de higado y 6.66 ul de muestra de una dilucién

1:30 del sobrenadante del homogeneizado de rifidn.

5.5.9.3 Actividad de glutation reductasa

Se determind a través de un ensayo previamente descrito que se basa en una reaccion
cinética en la cual la GR convierte el glutation disulfuro (GSSG) a GSH en presencia de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato en su forma reducida (NADPH) como cofactor
(Carlberg and Mannervik, 1975). La reaccién se basa en la disminucién de la densidad
Optica a 340 nm del NADPH. Los resultados se expresaron en unidades (U)/mg de proteina,
donde 1 U =1 umol de NADPH consumido por minuto. Para este ensayo se utilizaron 16.5

pl de la muestra sin diluir de los sobrenadantes de los homogeneizados de las
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articulaciones y 4.12 pl de la muestra sin diluir de los sobrenadantes de los

homogeneizados de rifidn e higado.

5.5.9.4 Actividad de glutation peroxidasa

Se midid indirectamente por un método previamente descrito, en el que por medio de un
par de reacciones en las que en presencia de esta enzima y de H,0, se produce GSSG, el
cual a su vez es reducido por la GR utilizando NADPH como cofactor (Lawrence and Burk,
1976). Ya que el NADPH absorbe a 340 nm, la determinacién se basa en la disminucién de
la densidad Optica por la desapariciéon del NADPH. Los resultados se expresaron en U/ mg
de proteina, donde 1 U es la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 pmol de NADPH/
min. Para este ensayo se utilizaron 12 ul de la muestra sin diluir de los sobrenadantes de
los homogeneizados de las articulaciones, 35 pl de una dilucién 1:50 de la muestra de los
sobrenadantes de los homogeneizados de higado y 3.5 ul de la muestra sin diluir de los

sobrenadantes de los homogeneizados de rifidn.

5.5.9.5 Actividad de glutation-S-transferasa

Se utilizd un método previamente descrito, en el cual la GST cataliza la conjugacién del
GSH con el 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), formando un conjugado que absorbe a 340
nm (Habig et al., 1974). El resultado se expresé como unidades de conjugado formado/
min/ mg de proteina usando un coeficiente de extincién de 9.6 mM™ cm™. La unidad del
conjugado se definid como la cantidad de enzima que conjuga 1 pmol de GSH/minuto.
Para este ensayo se utilizaron 20 ul de la muestra sin diluir de los sobrenadantes de los
homogeneizados de las articulaciones, 2 pl de la muestra sin diluir del sobrenadante del
homogeneizado de higado y 12 ul de la muestra sin diluir del sobrenadante del

homogeneizado de rindn.

5.5.9.6 Actividad de superdxido dismutasa

Se determiné mediante la reduccién del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el radical O,”
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producido por la reaccidon de la xantina oxidasa sobre la xantina a través de un método
previamente descrito (Oberley and Spitz, 1984). La reduccién de NBT generd formazan que
se absorbe a 560 nm, de esta manera, la enzima presente en las muestras evité la
reduccion del NBT, al transformar en H,0, los radicales O,” generados. Los resultados se
expresaron como unidades de SOD por mg de proteina. Una unidad de SOD se definid
como la cantidad de SOD necesaria para inhibir en un 50% la reduccién del NBT. Para este
ensayo se utilizaron 4 pl de muestra sin diluir del sobrenadante del homogeneizado de las
articulaciones, 66 ul de muestra de una dilucion 1:100 del sobrenadante del
homogeneizado de higado y 66 ul de muestra de una dilucién 1:25 del sobrenadante del

homogeneizado de rindn.

5.6 Efecto de la a-mangostina sobre la activacion de células dendriticas

derivadas de la médula 6sea de raton (CDMO)

Ratones BALB/cAnN (machos de 7-8 semanas de edad) se sacrificaron por dislocacion
cervical y se bafaron inmediatamente con etanol al 70% para desinfectarlos. Utilizando
pinzas y tijeras de diseccidn se retird la piel que recubre las extremidades posteriores
(fémur y tibia), mismas que se extirparon y se colocaron en una caja de Petri bacteriolégica
de 60 mm con PBS. Con tijeras se retird la mayor parte de musculo que recubre el fémury
la tibia de cada pata, para finalmente eliminar el tejido restante adherido al hueso
utilizando una gasa estéril. Los huesos intactos se sumergieron en medio RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute) sin suplementar. En una campana de flujo laminar para
cultivo celular se cortaron las epifisis de cada hueso y se expulsé la médula ésea de cada
fémur y tibia en una caja de Petri bacteriolégica de 60 mm mediante inyecciones sucesivas
con medio de cultivo R-10 que consistid6 de medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute) suplementado con: 20 pg/ml de gentamicina, 2 mM de L-glutamina, 50 uM de B-
mercaptoetanol, 10 mM de HEPES y 5% de suero fetal bovino (FBS) descomplementado por
calor (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) utilizando una jeringa de 1 ml
acoplada a una aguja 25G. La suspension de células obtenida se centrifugd a 1,200 rpm

(190 xg) durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente se tiré el sobrenadante y los leucocitos
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presentes en la médula ésea (LMO) se contaron en una cdmara de Neubauer, excluyendo a

las células muertas utilizando azul tripan (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).

La diferenciacién de células dendriticas a partir de células precursoras presentes en
la médula dsea de ratén se realizé conforme a una modificacion de un protocolo
previamente descrito (Lutz et al., 1999). En el dia O de cultivo, 6 x 10° LMO se sembraron
por cada caja de Petri bacteriolégica de 60 mm (BD Falcon, Bedford, MA, USA) en 6 ml de
medio R-10 suplementado con 20 ng/ml de GM-CSF recombinante (Prepotech Inc.). Las
cajas se mantuvieron en una incubadora para cultivo celular a 37°C con un flujo de 5% de
CO,. En el dia 3 de cultivo cada caja se alimenté adicionando 6 ml de medio suplementado
con 20 ng/ml de GM-CSF. Al dia 6 de cultivo se obtuvieron las CDMO y cada caja se
alimenté con 3 ml de medio R-10 suplementado con 4 ng/ml de GM-CSF recombinante.
Posteriormente, las CDMO se estimularon con LPS (100 ng/ml) en presencia o ausencia de
a-mangostina (previamente diluida en DMSO) a las dosis de 0.5, 1, 3, 5, 7 y 10 pg/ml
durante 4 o 24 horas. Las células dendriticas se cosecharon a las 4 o 24 horas y se
obtuvieron los sobrenadantes de cultivo de los distintos grupos, para la medicion de
citocinas pro y anti-inflamatorias, los cuales se almacenaron a -70°C hasta su
procesamiento. Las CMDO se evaluaron por citometria de flujo usando un citometro de
flujo FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) después de tefir las células
durante 30 minutos a 4°C en oscuridad con los anticuerpos CD11c-FITC, CD86-PE, CD80-
PerCpCy5.5, CD40-APC, el ligando de muerte programada 1 (PD-L1)-PE y el anticuerpo IA/IE
biotinilado para determinar del porcentaje de células CD11c+ y valorar su estado de
maduracion mediante la expresiéon de MHC de clase Il (células CD11c+ IA/IE+), CD8O
(células CD11c+ CD80+), CD86 (células CD11c+ CD86+) y CD40 (células CD11c+ CD40+), asi
como de su estado tolerogénico mediante la expresion de PDL1 (CD1lc+ PDL1+).

Finalmente, las células se analizaron usando el programa FCS Express.

5.7 Evaluacion de la capacidad de la o-mangostina de inhibir la

polarizacion de células Thl y Th17 y de inducir células Tregs in vitro
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Se obtuvieron las células de bazo de ratones C57BL/6 y se lisaron los eritrocitos. Las
células remanentes (esplenocitos) se colocaron en una relacion 2 X 106/pozo en placas de
24 pozos comerciales y se adicionaron 5 pg/ml de anticuerpo anti-CD3 y 1 ug/ml del
anticuerpo anti-CD28 para completar su activacion. Las células se mantuvieron en cultivo
por 6 dias con una mezcla de citocinas que favorecieron su diferenciacion hacia células
Th17 o Thl. Para la diferenciacion de células hacia el subtipo Th17 se utilizaron 5 ng/ml de
TGF-B, 20 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de IL-23, 5 ng/ml de IL-13 y 5 ng/ml de TNFa y se
afiadieron 10 pg/ml de anti-IFN-y y 10 pug/ml de anti-IL-4 para evitar su polarizacion
hacia Thl y Th2, respectivamente. Para la diferenciacidon de células hacia el subtipo Th1
se utilizaron 10 ng/ml de IL-12 y 10 ng/ml de IL-2 y se afiadieron 10 pg/ml de anti-IL-4
para evitar su polarizacion hacia Th2. Al tercer dia de cultivo se adicionaron 5 ng/ml de
TGF-B, 20 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de IL-23, 5 ng/ml de IL-1B y 5 ng/ml de TNFa mas 1
ml de medio de cultivo nuevo a cada uno de los pozos de los cultivos polarizados hacia
Th17 y 10 ng/ml de IL-12 y 10 ng/ml de IL-2 mas 1 ml de medio de cultivo nuevo a cada
uno de los pozos para los cultivos polarizados hacia Thl. El efecto de diferentes
concentraciones de a-mangostina (0.5, 1, 3 y 5 pug/ml) diluida en dimetilsulféxido (DMSO)
al 2% (stock de 1 mg/ml) sobre los cultivos de células polarizadas hacia Th17 o Thil se
evalud al cultivar las células con las diferentes concentraciones de a-mangostina al dia 0 en
condiciones polarizantes hacia Th17 o Th1l. Seis dias después del cultivo en cada una de las
condiciones se trataron las células por 6 h con el Cell Activation Cocktail de Biolegend® el
cual contiene 2.5 mg/ml de Brefeldina A (BFA), 40.5 uM de Forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) y 669.3 uM de ionomicina y del cual se agregaron 2 ul/ml a cada pozo. Al cabo de
este tiempo, las células se cosecharon y se evalud por citometria de flujo el porcentaje de
células CD4*CD25"e" gue expresaron el factor de transcripcion Foxp3 en comparacion a
las células CD4" que expresaron la IL-17 en presencia o ausencia de cada uno de los
tratamientos en los cultivos polarizados hacia Th17 y el porcentaje de células CD4*CcD25"e"
que expresaron el factor de transcripcidn Foxp3 en comparacion a las células CD4" que

expresaron INF-y en presencia o ausencia de cada uno de los tratamientos en los cultivos

polarizados hacia Th1l. Brevemente, se contaron las células, se colocaron 5 X 10° células/

pozo en placas de 96 pozos comerciales. Las células se marcaron con el anticuerpo FITC
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anti mouse CD4 (eBioscience) y el anticuerpo APC anti mouse CD25 (BD Pharmingen”) por
30 minutos en oscuridad. Posteriormente se lavaron tres veces con una solucion para

FACS (PBS 1X, NaN3 al 0.2% y SFB al 5%). Las células se fijaron y permeabilizaron toda la
noche con la solucién CytoFix- Cytoperm Wash Solution (BD Pharmingen’).

Posteriormente se trataron con la solucién Perm-Wash Solution (BD Pharmingen”) y una
vez permeabilizadas un grupo de células marcadas con un anticuerpo anti-CD4 y anti-CD25
se expuso al anticuerpo PE anti-mouse Foxp3 (eBioscience) mientras que otro de los
grupos de células marcadas con el anticuerpo anti-CD4 se expuso al anticuerpo PerCP anti-
mouse IL-17 (eBioscience) para los cultivos polarizados hacia Th17 y al anticuerpo PerCP
anti-mouse INF-y (eBioscience) para los cultivos polarizados hacia Thl. Las células se
incubaron por 30 minutos a 4°C en oscuridad, se lavaron tres veces y se analizaron en un
citometro de flujo FACSCalibur. Finalmente, las células se analizaron con el programa FCS
Express para determinar el porcentaje de células CD4*CD25""Foxp3*y CD4*IL-17A" (Th17)
para el caso de los cultivos polarizados hacia Thl7 y el porcentaje de células
CD4'CD25"8"Foxp3* y CD4'INFy* (Th1) para el caso de los cultivos polarizados hacia Thi.
También se obtuvieron los sobrenadantes de cada uno de los pozos en tratamiento para
realizar la medicién de citocinas pro y anti-inflamatorias, los cuales se almacenaron a -70°C

hasta su procesamiento.

5.8 Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné siguiendo el protocolo de Apoptosis de Anexina V/ 7-
AAD. Brevemente, las DCMO vy los linfocitos polarizados hacia Thl o Thl7 de cada grupo
experimental se cosecharon una vez terminados los tiempos establecidos para cada
tratamiento y 1 x 10° células se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de unién a
Anexina V 1X, el cual contenia 10 mM de HEPES/ NaOH pH 7.4, 140 mM de NaCly 2.5 mM
de CaCl,. Posteriormente, 100 pl de esta suspension celular se incubaron con 1 ul del
anticuerpo Anexina V-FITC y 5 ul de 7-AAD durante 15 minutos a temperatura ambiente

(25°C) en oscuridad. Finalmente, las células se analizaron por citometria de flujo dentro de
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1 hora una vez realizada la tincion.

5.9 Determinacion de los parametros inflamatorios y anti-inflamatorios
en cultivos in vitro inducidos por la administracion de la «a-

mangostina

La presencia de TNF-a, IL-10, IL-6, IL-12(p70), TGF-B e INF-y se determind en los
sobrenadantes de los cultivos de células dendriticas utilizando los ELISA MAX™ Standard
Sets (Biolegend) de acuerdo a las instrucciones del proveedor, excepto en el caso del TGF-
para lo cual se utilizé el Mouse TGF-B 1 ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience Inc.) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Adicionalmente, se realizd6 la determinacion de las
citocinas INF-y, TGF-B e IL-10 en los sobrenadantes del cultivo de células polarizadas hacia
Th1l en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de a-mangostina. Mientras que
en los sobrenadantes del cultivo de células polarizadas hacia Thl7 se realizdé Ia
determinacién de las citocinas IL-17, TGF-B e IL-10. Para la medicién de la IL-17 se utilizé el
Mouse IL-17A ELISA MAX™ Standard Set (Biolegend) siguiendo las instrucciones descritas
por los proveedores. Brevemente para los ELISA MAX™ Standard Sets (Biolegend), un ELISA
en sandwich se realizd en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc-Immuno Plate
Maxisorp™, Rosekilde, Denmark). Las microplacas se incubaron toda la noche a 4°C con
los anticuerpos de captura IL-17, IL-6, TNF-a, IL-12(p70), IL-10 e INF-y. Posteriormente las
placas se lavaron 4 veces con PBS-Tween 20 (0.05%), se bloquearon por 1 hora a
temperatura ambiente con PBS-Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, y se lavaron 4 veces mas.
Las placas se incubaron toda la noche con 100 pl de los estdndares para cada citocina o con
los sobrenadantes del homogeneizado de las articulaciones sin diluir a 4°C.
Posteriormente se lavaron 4 veces y se incubaron con los anticuerpos de deteccién
correspondientes por 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos unidos se
detectaron con el conjugado avidina-HRP diluido 1:1000 (Biolegend Inc.). EIl TMB se usé
como sustrato (Biolegend Inc.). La reaccién se detuvo con acido sulfurico al 2 N después de

unos 10 a 15 minutos y la lectura de densidad éptica a 450 nm se realizd en un
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espectrofotémetro.

5.10 Analisis estadistico

Cada experimento in vitro se repitidé al menos por triplicado. Para el andlisis estadistico de
los datos se utilizé el paquete estadistico JMP® versién 5.0.1. Los datos son presentados
como la media * el error estdndar de la media (SEM). La comparacién de los datos se
realiz6 mediante analisis de varianza (ANOVA) seguida por la prueba de comparaciones
multiples Tukey y el LS means contrast test para los datos paramétricos y mediante la
Prueba de Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos. Los valores de p<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Para determinar si los datos eran
paramétricos o no se realizé la Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk y las Pruebas de

Homogeneidad de Varianzas de Levene y Bartlett.

6. Resultados

6.1 Niveles de endotoxina en la a-mangostina

Para determinar que la a-mangostina se encontraba dentro de los valores permisivos de
endotoxina para que una sustancia pueda ser utilizada para cultivo celular o administraciéon
intravenosa se utilizé el ensayo cromogénico de LAL. Se determind que la concentracién de
endotoxina en 1 mg/ml de a-mangostina fue menor a 0.05 UE/ml (equivalente a 0.005
ng/ml de LPS), con lo cual se corrobord que se encontraba dentro de los rangos permitidos
para el agua estéril (<0.5 UE/ml) de acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA).
Adicionalmente, en estudios previos se ha demostrado que estos niveles de endotoxina no
afectan la secrecidon de citocinas ni la expresién de moléculas de activacién en varios
fenotipos de células dendriticas humanas (Schwarz et al., 2014), lo cual elimind la

posibilidad de cualquier interferencia con los tratamientos instaurados en los cultivos de
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CDMO.

6.2 Efecto terapéutico de la a-mangostina sobre la CIA establecida

Para evaluar el efecto terapéutico de la a-mangostina sobre la CIA establecida en ratones
DBA/1) se probaron dos dosis de a-mangostina por via oral 10 y 40 mg/kg. Ademas se
contrastd su efecto terapéutico con el del metotrexato, un farmaco de referencia
comunmente utilizado para tratar la artritis reumatoide humana a una dosis de 0.5 mg/kg
por via oral. Los tratamientos se administraron a partir del dia 35 cuando los signos clinicos
de la artritis fueron evidentes en los animales experimentales y se dieron diariamente por
via oral durante 33 dias consecutivos. Se obtuvo una escala clinica a partir del dia 21
contando desde la primera inmunizacién y se realizé 3 veces por semana. En la Figura 8 se
puede observar que la escala clinica presentd continuos incrementos en el grupo de CIA +
Aceite de Maiz (Vehiculo utilizado para diluir la a-mangostina) desde el dia 1 hasta el 16 de
tratamiento. Posteriormente, esta escala clinica permanecié relativamente estable.
Ademads, también se puede observar que mientras las escalas clinicas del grupo de CIA
tratado con el vehiculo y el grupo de Metotrexato se van incrementando conforme al
tiempo de manera considerable, las escalas clinicas de los grupos a los cuales se les
administraron las distintas dosis de a-mangostina sélo aumentan ligeramente no
permitiendo nunca alcanzar los niveles que alcanza el grupo CIA tratado con el vehiculo
conforme pasa el tiempo. Tanto el grupo de a-mangostina a 10 mg/kg como el grupo de a-
mangostina a 40 mg/kg muestran una disminucion de la inflamacién en el modelo de CIA
desde el dia 7 hasta el dia 18 de tratamiento. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas entre las dos dosis de a-mangostina probadas durante este tiempo. Aunque
se observd una diferencia significativa de estos dos grupos (p<0.05) comparados con el
grupo de CIA mas vehiculo a partir del dia 7 de tratamiento; esta diferencia no se sostuvo
durante todo el tratamiento, ya que a partir del dia 21 de tratamiento todos los grupos
presentaron nuevamente un incremento en la escala clinica, con lo cual esta disminucién

ya no alcanzé a ser significativa. El grupo de Metotrexato no alcanzd a presentar

61



diferencias significativas con respecto al grupo de CIA tratado con el vehiculo durante los

primeros dias sino hasta el dia 16 de tratamiento.
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Figura 8. Escala clinica de los distintos grupos experimentales durante los 33 dias de duracién del
tratamiento. Los datos son representados como la media + SEM. n=6. CONTROL= Grupo sin CIA. AM=
Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). MANG
10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. MANG 40= Grupo con CIA al que se
administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré Metotrexato a 0.5
mg/kg. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 o con una **p < 0.01 en comparacion
al grupo AM por la prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means
contrast test.

Se obtuvieron las areas bajo la curva de cada uno de los grupos experimentales para
observar globalmente el comportamiento de cada grupo durante los 33 dias de
tratamiento y se encontré que solo las dosis de 10 y 40 mg/kg de oa-mangostina
presentaron una diferencia significativa (p<0.05) con respecto al grupo de CIA tratado con

el vehiculo (Figura 9). Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre estas dos dosis.

62



140

p=0.1355

++

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

AREA BAJO LA CURVA

z

20 -

Control AM a-M10 a-M40 MTX
CIA

Figura 9. Comportamiento global de cada uno de los tratamientos desde el dia 1 hasta el dia 33 de
tratamiento representados como el Area bajo la curva. Los datos son representados como la media
SEM. n=6. Control= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administro Aceite de Maiz (Vehiculo
donde se diluyo la a-mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10
mg/kg. a-M40= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al
que se administré Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una “'p <
0.01 al grupo Control. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacién al
grupo AM por la prueba de ANOVA y la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means
contrast test.

Debido a que graficamente se observa que el grupo de Metotrexato conforme
avanza el tiempo comienza a disminuir la escala clinica con respecto al grupo de CIA mas
vehiculo, pero esta disminucion no alcanza a ser significativa; se decidid medir el area bajo
la curva de este grupo desde el dia 1 hasta el dia 14 de tratamiento y desde el dia 14 hasta
el dia 33 de tratamiento para observar su comportamiento con respecto al grupo de CIA
tratado con el vehiculo en estos dos rangos de tiempo. En la Figura 10 podemos observar
gue aungue no alcanza a ser significativa la diferencia entre el grupo de CIA mas vehiculo y
el de Metotrexato (p=0.0877) del dia 14 al 33 de tratamiento; el grupo de Metotrexato ya
muestra una tendencia fuerte a disminuir la escala clinica con respecto al grupo de CIA
tratado con el vehiculo.
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Figura 10. Area bajo la curva del Metotrexato durante los dias 1-14 (etapa temprana de la CIA) y
durante los dias 14-33 (etapa tardia de la CIA) de tratamiento en comparacion al grupo de Aceite de
Maiz. Los datos son representados como la media £+ SEM. n=6. AM= Grupo con CIA al que se administré
Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). MTX= Grupo con CIA al que se administré
Metotrexato a 0.5 mg/kg.

6.3 Efecto de la a-mangostina sobre los cambios histopatologicos en

ratones con CIA

Para determinar que la a-mangostina era capaz de controlar la inflamacién y el dafio
articular presente en ratones con CIA se realizé la evaluacidon histopatolégica de las
articulaciones de la rodilla y de los tarsos de los ratones de los diferentes grupos
experimentales. La evaluaciéon histolégica de las articulaciones de los ratones con CIA
reveld hiperplasia sinovial, infiltracién abundante de células inflamatorias dentro del
espacio articular, dafio extenso al cartilago y al hueso subcondral y formacion de pannus. El

infiltrado inflamatorio a nivel articular estuvo compuesto en su mayoria por linfocitos,
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macroéfagos y fibroblastos, aunque también se encontraron algunos neutréfilos (Figura 11).
En la Figura 12 se puede observar en las articulaciones de la rodilla de los distintos grupos
experimentales que el tratamiento con a-mangostina a 40 mg/kg es el mas eficiente en
disminuir el infiltrado inflamatorio, la formaciéon de pannus y la erosién del cartilago y del
hueso subcondral en comparacién al grupo de CIA tratado con aceite de maiz, a diferencia

de los demas grupos experimentales.

ACEITE DE MAIZ 4x ACEITE DE MAIZ 10x

ACEITE DE MAIZ 40x ACEITE DE MAIZ 100x

Figura 11. Microfotografias a diferentes aumentos de la articulacién de la rodilla de un ratén con CIA
tratado con Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina) tefiido con Hematoxilina-
Eosina. Los datos son representativos de este grupo experimental. n=6. Las flechas negras en Ay B
representan la hiperplasia sinovial, el infiltrado inflamatorio, la formacién de pannus y la erosién del
cartilago y del hueso subcondral que se presenta en los ratones con CIA. Los rectangulos en las figuras A,
B y C representan el area de magnificacién hacia el siguiente aumento. En la figura D, las flechas azul
claro representan la presencia de neutrdfilos, las flechas verdes la presencia de macréfagos, las flechas
azul oscuro la presencia de linfocitos y las flechas color rojo la presencia de fibroblastos en el infiltrado
inflamatorio articular que se presenta durante la CIA.
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CONTROL ACEITE DE MAiz MANG-10

MANG-40 MTX

Figura 12. Microfotografias a 10X de la articulacién de la rodilla de los distintos grupos
experimentales teilidas con Hematoxilina-Eosina. Los datos son representativos de cada grupo
experimental. n=6. Las flechas negras representan la membrana sinovial. Las cabezas de flecha indican el
infiltrado inflamatorio y la hiperplasia sinovial dentro de la articulacion de la rodilla. Las flechas rojas
indican la erosion del cartilago y del hueso subcondral por el pannus. CONTROL= Grupo sin CIA. ACEITE
DE MAIiZ= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-
mangostina). MANG-10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. MANG-40=
Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré
Metotrexato a 0.5 mg/kg.

En la Figura 13 se presenta la escala histopatoldgica que se obtuvo de las
articulaciones de cada grupo y donde se observd un incremento significativo de la misma
en el grupo de los ratones con CIA + Aceite de Maiz con respecto al grupo control (p <
0.001). También se observa que el Unico grupo capaz de disminuir de manera significativa
la escala histopatoldgica con respecto al grupo de CIA + Aceite de Maiz fue el grupo de CIA

+ o-mangostina a 40 mg/kg (p < 0.05).

66



I

N w
(6} w (0]
1 1 1

Escala Histopatoldgica
N

1141

1.5 -
1 -
0.5 -
0 T
CONTROL MANG-10 MANG-40
CIA

Figura 13. Escala histopatolégica de los distintos grupos experimentales después de 33 dias de
tratamiento. Los datos son representados como la media + SEM. n=6. CONTROL= Grupo sin CIA. AM=
Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). MANG-
10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. MANG-40= Grupo con CIA al que se
administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré Metotrexato a 0.5
mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una *'p < 0.01 al grupo Control. El grupo es
diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacion al grupo AM por la prueba de ANOVA y
el LS means contrast test.

6.4 Efecto de la a-mangostina sobre la produccion de anticuerpos IgG1 e

lgG2a anticolagena en la CIA establecida

Se determind el efecto del tratamiento con a-mangostina sobre la produccién de
anticuerpos IgG1 e IgG2a anticoldgena en ratones con CIA establecida después de 33 dias
de tratamiento, ya que se ha encontrado con anterioridad que la produccion de
anticuerpos anticoldgena Il es critica para la generacion de la CIA y muestra una alta
correlacién con la severidad de la enfermedad (Williams et al., 1998). Todos los ratones en
el grupo de CIA tratados con el vehiculo produjeron anticuerpos IgG1 e IgG2a anticolagena

a diferencia de los controles sin artritis, los cuales no produjeron anticuerpos (Figura 14).
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Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.01). El incremento en la produccion
de anticuerpos IgG2a anticoldgena predomind sobre la produccién de anticuerpos IgG1l

anticoldgena en los ratones con CIA + Aceite de Maiz.

En la Figura 14 se representan los resultados obtenidos de la medicion de los
anticuerpos IgG1 e 1gG2a anticolagena en los diferentes grupos experimentales. El Unico
grupo capaz de disminuir la produccién de anticuerpos IgG2a anticoldgena con respecto al
grupo de CIA tratado con el vehiculo fue el grupo de 40 mg/kg de a-mangostina (p < 0.05).
Mientras, que ninguno de los tratamientos instaurados fue capaz de disminuir la

produccién de anticuerpos IgG1 anticolagena.
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Figura 14. Niveles de autoanticuerpos (A) IgG2a e (B) IgG1 anticolagena Il en los distintos grupos
experimentales después de 33 dias de tratamiento. Los datos son representados como la media + SEM.
n=6. Control= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se
diluyo la a-mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. a-M40=
Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré
Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una “'p < 0.01 al grupo
Control. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacién al grupo AM por la
prueba de ANOVA y el LS means contrast test.
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6.5 Efecto de la a-mangostina sobre los mediadores inflamatorios

producidos a nivel articular y sistémico durante la CIA

En estudios previos se ha demostrado la participacidon de ciertas citocinas, quimiocinas y
algunos otros mediadores inflamatorios como la PGE;, en el proceso inflamatorio y la
destruccion articular que se lleva a cabo en la AR (lwamoto et al., 2008)(Choy, 2012)(Caselli
et al., 2018)(Hoxha, 2018). Por lo cual, se decidié evaluar el efecto del tratamiento con la
a-mangostina sobre estos mediadores de la inflamacién. La Figura 15 muestra los
resultados de la medicion de PGE, en el suero y en los homogeneizados de las
articulaciones de los diferentes grupos experimentales después de 33 dias de tratamiento.
Se demostré que los niveles de PGE;, se incrementaron tanto en el suero como en las
articulaciones de los ratones con CIA que sélo se trataron con el vehiculo en comparacion a
los ratones del grupo control. Por otro lado, aunque la a-mangostina y el metotrexato
lograron disminuir este mediador inflamatorio en el suero y en las articulaciones, siendo
mas notable el efecto en este ultimo sitio; esta disminucidn no alcanzé a ser significativa.
Aunque, si alcanzé a presentar una tendencia a nivel articular para el caso de la dosis de 10

mg/kg de a-mangostina (p=0.1252) y la dosis de 40 mg/kg de a-mangostina (p=0.1784).
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Figura 15. Produccién de Prostaglandina E, (PGE,) en (A) suero y a (B) nivel articular en los distintos
grupos experimentales después de 33 dias de tratamiento. Los datos son representados como la media
1+ SEM. n=6. Control= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo
donde se diluyo la a-mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10
mg/kg. a-M40= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al
que se administré Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una *p <
0.05 o una "p < 0.01 al grupo Control por la prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples
de Tukey y el LS means contrast test.

La determinacion de la produccién de citocinas y quimiocinas en ratones con CIA se
evalud sélo a nivel articular asi como el efecto de cada uno de los tratamientos en los
ratones con CIA. Como se puede observar en las Figura 16 se presenté un incremento
significativo en la produccidon de las citocinas IL-6, IL-1B e IL-18 y las quimiocinas LIX
(CXCL5), IP-10 (CXCL10), MCP-1 (CCL2), MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4), MIG (CXCL9) vy
RANTES (CCL5) en los ratones con CIA + Aceite de Maiz con respecto al grupo control (p <

0.01 excepto para IL-6, LIX y MCP-1 (p < 0.05).

En la Figura 16A también se puede observar que la dosis de 10 mg/kg de a-
mangostina fue capaz de disminuir la produccion de IL-6, LIX, IP-10 y RANTES con respecto
al grupo de CIA + Aceite de Maiz (p < 0.05) mientras que la dosis de 40 mg/kg no sélo fue
capaz de disminuir la produccién de IL-6 y de estas quimiocinas, sino también de MIG con
respecto al grupo de CIA + Aceite de Maiz (p < 0.05 excepto para IP-10 donde la p < 0.01).
No se presentaron diferencias significativas entre las dos dosis utilizadas de la a-
mangostina; sin embargo, la dosis de 40 mg/kg mostrd una significancia ligeramente mas
alta que la dosis de 10 mg/kg en disminuir la producciéon de IL-6 y de algunas quimiocinas a
nivel articular. El metotrexato, por otro lado, sélo disminuyd la produccion de la quimiocina
RANTES con respecto al grupo de CIA + Aceite de Maiz (p < 0.01). Con respecto, a la
produccion de IL-1B y de IL-18 a nivel articular no se encontraron diferencias significativas
con ninguno de los tratamientos instaurados con respecto al grupo de CIA tratado

solamente con el vehiculo (Figura 16B y 16C).
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Figura 16. (A) Produccidn de citocinas y quimiocinas determinada por la tecnologia Luminex xMAP y
produccion de (B) IL-1B e (C) IL-18 determinada por ELISA en los distintos grupos experimentales
después de 68 dias de la induccidn de la CIA. Los datos son representados como la media + SEM. n=6.
CONTROL= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se
diluyo la a-mangostina). Mang-10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. Mang-

40= Grupo con CIA al que se administrd a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se
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A

administré Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una p < 0.05 o
una "p < 0.01 al grupo Control. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 o una **p <
0.01 en comparacion al grupo AM por la prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de
Tukey y el LS means contrast test.

La expresion de IL-33, una citocina emergente recientemente asociada a la
fisiopatologia de la AR, también se estudié a nivel articular mediante inmunohistoquimica.
Se determind que la expresion de IL-33 se encontraba incrementada de manera significativa
en los tejidos articulares de los ratones con CIA que se trataron solamente con el vehiculo
con respecto a los ratones control sin artritis (p < 0.05). La expresién de esta citocina fue
mas predominante en fibroblastos y células mononucleares que se encontraban infiltrando
el espacio articular. Tanto el tratamiento con ambas dosis de a-mangostina como el
tratamiento con metotrexato lograron disminuir de manera significativa la expresion de IL-
33 en los tejidos articulares de los ratones con CIA con respecto a los ratones con CIA

tratados con el vehiculo (p < 0.05) (Figura 17)
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Figura 17. (A) Microfotografias a 40x de la inmunohistoquimica para IL-33 en los tejidos articulares
de los ratones de los diferentes grupos experimentales en donde se puede apreciar la
inmunoreactividad para esta citocina en color café en el infiltrado inflamatorio y el area
correspondiente al pannus dentro de la articulacién. (B) Area de expresion de la IL-33 expresada en
um2 en los diferentes grupos experimentales después de 33 dias de tratamiento. Los datos son
representados como la media + SEM. n=6. CONTROL= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se
administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). Mang-10= Grupo con CIA al que
se administré a-mangostina a 10 mg/kg. Mang-40= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a
40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administr6 Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es
significativamente diferente con una "p < 0.05 o una “p < 0.01 al grupo Control. El grupo es diferente
significativamente con una *p < 0.05 o una **p < 0.01 en comparacién al grupo AM por la prueba de
ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

6.6 Efecto de la a-mangostina sobre el estrés oxidante y la actividad de las

enzimas antioxidantes en ratones con CIA establecida

Debido a la estrecha relacidon que existe entre el proceso inflamatorio y el estrés oxidante
gue se da en la AR y a estudios previos en los que se ha demostrado la actividad
antioxidante de la a-mangostina tanto in vitro como in vivo, se decidié evaluar el efecto de
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la a-mangostina sobre varios pardmetros del estrés oxidante y la actividad de las enzimas
antioxidantes a nivel hepdtico, renal y articular en ratones con CIA (Hitchon and El-
Gabalawy, 2004)(Sampath and Vijayaraghavan, 2007)(Mirshafiey and Mohsenzadegan,
2008). Se encontrd que los ratones con CIA tratados solamente con el vehiculo tenian un
incremento significativo en los niveles de MDA (producto final de la lipoperoxidacion) asi
como en la actividad de la NADPH oxidasa con respecto a los ratones control sin artritis (p
< 0.05). En contraste, estos ratones con CIA tratados con el vehiculo presentaron menores
niveles de GSH (uno de los principales sistemas de defensa antioxidante) a nivel articular
en comparacion a los ratones control sin tratar (p < 0.05). Como se puede observar en la
Figura 18B, tanto las dos diferentes dosis de a-mangostina como el metotrexato lograron
disminuir de manera significativa la produccién de MDA/ mg de proteina a nivel articular

en ratones con CIA con respecto al grupo de CIA + Aceite de Maiz (p < 0.05).

En la Figura 18A podemos observar que el Unico grupo que disminuyé de manera
significativa la actividad de la NADPH oxidasa con respecto al grupo de CIA tratado con el
vehiculo (p<0.05) fue el de la a-mangostina administrada a una dosis de 10mg/kg.
Mientras, que la dosis de 40 mg/kg de a-mangostina aunque mostré una fuerte tendencia

a disminuir la actividad de la NADPH oxidasa (p=0.0599) no alcanzé a ser significativa.
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Figura 18. (A) Actividad de la NADPH oxidasa (NOX) y (B) produccién de Malondialdehido (MDA)
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(producto final de la lipoperoxidacidn) en los homogeneizados de las articulaciones de los ratones de
los distintos grupos experimentales después de 33 dias de tratamiento. La actividad de la NADPH
oxidasa es expresada como unidades de quimioluminiscencia (QL) (mV.s) de la NOX y la lipoperoxidacion
como nM de MDA/ mg de proteina. Los datos son representados como la media * SEM. n=6. Control=
Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-
mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. a-M40= Grupo con
CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré
Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una *p < 0.05 al grupo
Control. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacién al grupo AM por la
prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

En la Figura 19A podemos observar que tanto el grupo de 10 mg/kg de a-
mangostina como el grupo de metotrexato lograron incrementar la cantidad de GSH/ mg
de proteina en las articulaciones de los ratones con CIA con respecto al grupo de CIA
tratado con el vehiculo de manera significativa (p<0.05). En contraste, las actividades de
las enzimas antioxidantes CAT, GR, GPx, GST y SOD no presentaron diferencias

significativas a nivel articular entre los distintos grupos experimentales (Figuras 19B, 19C,

19D y 19E).
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Figura 19. (A) Niveles de glutatién (GSH), (B) Actividad de la glutatién peroxidasa (GPx), (C) Actividad
de la glutation-S-transferasa (GST), (D) Actividad de la catalasa (CAT) y (E) Actividad de la glutation
reductasa (GR) en los homogeneizados de las articulaciones de los ratones de los distintos grupos
experimentales después de 33 dias de tratamiento. Los datos son representados como la media + SEM.
n=6. Control= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se
diluyo la a-mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 10 mg/kg. a-M40=
Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40 mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administré
Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo AM es significativamente diferente con una “p < 0.05 al grupo
Control. El grupo es diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacién al grupo AM por la
prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

La determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, GR, GPx, GST y

SOD, el contenido de GSH y la medicién de los marcadores de estrés oxidante
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(lipoperoxidacion y actividad de la NADPH oxidasa) no presentd diferencias significativas
entre los distintos grupos experimentales a nivel renal y hepatico (Datos no mostrados).
Finalmente, de manera interesante, se encontré un incremento significativo en Ia
generacion de proteinas oxidadas a nivel hepatico en el grupo de ratones con CIA que

recibié metotrexato como tratamiento (p < 0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Niveles de proteinas oxidadas en los homogeneizados de higado de los ratones en los
distintos grupos experimentales después de 33 dias de tratamiento. Los niveles de proteinas oxidadas
son expresados como nM de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)/ mg de proteina. Los datos son
representados como la media + SEM. n=6. Control= Grupo sin CIA. AM= Grupo con CIA al que se
administré Aceite de Maiz (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). a-M10= Grupo con CIA al que se
administré a-mangostina a 10 mg/kg. a-M40= Grupo con CIA al que se administré a-mangostina a 40
mg/kg. MTX= Grupo con CIA al que se administr6 Metotrexato a 0.5 mg/kg. El grupo es diferente
significativamente con una *p < 0.05 en comparacion al grupo AM por la prueba de ANOVA, la prueba
de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

6.7 Citotoxicidad de la a-mangostina en CMDO vy linfocitos polarizados

hacia Th1y Thi7
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La a-mangostina posee efectos anti-inflamatorios sobre diversos tipos celulares que
participan en la inflamacidn incluyendo varias lineas de macréfagos (Tewtrakul et al.,
2009). Por lo cual, para tratar de profundizar ain mds en su capacidad anti-inflamatoria en
el modelo de CIA, se decidid evaluar su efecto in vitro sobre las CDMO y los linfocitos
polarizados hacia Thl y Th17, participantes claves en el proceso fisiopatolégico de la AR.
Debido a que en informes previos se ha documentado la citotoxicidad de la a-mangostina
en una variedad de células incluyendo lineas de células tumorales, se decidié evaluar la
citotoxicidad de esta molécula en los cultivos de las CMDO y de los linfocitos polarizados
hacia Th17 y Th1l mediante un ensayo de apoptosis con Anexina V y 7-AAD (Nakagawa et
al., 2007)(Doi et al., 2009)(Liu et al., 2015). Lo anterior, con la finalidad de determinar que
el efecto observado no se debiera a la citotoxicidad de la a-mangostina sobre estas células.
La a-mangostina no fue citotdxica para las CMDO a las concentraciones utilizadas (0.5 — 10
ug/ml) durante los tiempos que duraron los tratamientos (4 y 24 horas) (Figura 21). Sin
embargo, si demostro citotoxicidad sobre los linfocitos activados y polarizados hacia Thl y
hacia Th17 donde se evidencié que a partir de la dosis de 3 pg/ml de a-mangostina el
porcentaje de células en apoptosis temprana en la poblacién CD4" comienza a
incrementarse, mientras el nimero de células vivas comienza a disminuir (alrededor de un
6%). Finalmente, esta disminucion es mucho mas notable a la concentracién de 5 pg/ml
(37.6%) con respecto al grupo control que sélo contiene DMSO, donde ya alcanza a ser

significativa (p < 0.05) (Figura 22).
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Figura 21. Ausencia de citotoxicidad de la a-mangostina en las distintas concentraciones empleadas

sobre las CDMO activadas con LPS durante 4 o 24 horas mediante citometria de flujo. La poblaciéon

CD11c * Anexina V' fue considerada como las DCMO en apoptosis (cuadrante superior derecho). Los

datos son presentados como dot plots y son representativos de 3 experimentos independientes.
CDMOs= Células dendriticas derivadas de la médula dsea de ratén sin LPS. LPS + DMSO= CDMOs
estimuladas con LPS y Dimetilsulféxido (DMSO) (Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). LPS + a-M 3
pug/ml= CDMOs estimuladas con LPS y 3 pg/ml de a-mangostina. LPS + a-M 5 pg/ml= CDMOs
estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-mangostina. LPS + a-M 7 pg/ml= CDMOs estimuladas con LPS y 7
pg/ml de a-mangostina. LPS + a-M 10 pg/ml= CDMOs estimuladas con LPS y 10 ug/ml de a-mangostina.
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Figura 22. Citotoxicidad de la a-mangostina en las distintas concentraciones empleadas sobre los
linfocitos polarizados hacia Th17 durante 6 dias mediante citometria de flujo. La citotoxicidad es
expresada por la disminucion en el numero de células vivas con las distintas concentraciones de la a-
mangostina donde las células vivas representan la poblacién CD4" Anexina V' 7-Amino-actinomicina D
(7-AAD)". Los datos son representativos de 3 experimentos independientes. Activadas= Células activadas
con CD3 y CD28. DMSO-= Linfocitos polarizados hacia Th17 y estimulados con Dimetilsulféxido (DMSO)
(Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). 0.5 pg/ml= Linfocitos polarizados hacia Th17 y estimulados
con 0.5 pg/ml de a-mangostina. 1 ug/ml= Linfocitos polarizados hacia Th17 y estimulados con 1 pg/ml
de a-mangostina. 3 pg/ml= Linfocitos polarizados hacia Th17 y estimulados con 3 pg/ml de a-
mangostina. 5 pug/ml= Linfocitos polarizados hacia Th17 y estimulados con 5 pug/ml de a-mangostina. El
grupo DMSO es significativamente diferente con una *'p < 0.01 al grupo de Células Activadas. El grupo
es diferente significativamente con una *p < 0.05 en comparacién al grupo DMSO por la prueba de
ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

6.8 Efecto de la a-mangostina sobre las CMDO activadas con LPS

El andlisis por citometria de flujo revelé que el 75% de las células fueron positivas para
CD11c del total del 4rea correspondiente a los monocitos (90% del total de las células) y la
adicién de LPS (100 ng/ml) a las CDMO incrementd los porcentajes de células CD11c+ que
expresan las moléculas de activacién CD86 y CD40 de manera significativa con respecto al
grupo CDMO sin LPS (p <0.05 y p <0.01, respectivamente). El porcentaje de células CD11c+

CD86+ disminuyd de manera significativa con la adicion de a-mangostina en las dosisde 7 y
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10 pg/ml con respecto al grupo de DMSO (p <0.05); al igual que el porcentaje de células
CD11c+ CDA40+, el cual disminuyd de manera significativa en las dosis de 5, 7 y 10 pg/ml de
a-mangostina con respecto al grupo de DMSO (p < 0.0001). Ademas, la dosis de 10 pg/ml
mostro ser superior a las de 5y 7 ug/ml de a-mangostina en disminuir los porcentajes de
células CD11c+ CD40+ (p=0.0029 y p=0.0446) (Figuras 23 y 24). Sin embargo, los
porcentajes de células CD11c+ CD80+, CD11c+ MHC-lI+ y CD11c+ PDL1+ no se modificaron

por la adicién de las distintas dosis de a-mangostina con respecto al grupo de DMSO.
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Figura 23. Efecto de la a-mangostina sobre la expresiéon de CD86 en CDMOs activadas con LPS
durante 4 horas mediante citometria de flujo. (A) Dot plots representativos del porcentaje de la
expresion de CD86 en células CD11c” en los distintos grupos tratados con a-mangostina. (B) indice del
porcentaje de células CD11c’ CD86" en los distintos grupos experimentales. (C) indice de la intensidad
media de fluorescencia (IMF) para CD86 en células CD11c" en los distintos grupos experimentales. Los
datos son representativos de 3 experimentos independientes. CDOMOs= Células dendriticas derivadas de
la médula ésea de ratdon sin LPS. DMSO= CDMOs estimuladas con LPS y Dimetilsulféxido (DMSO)
(Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). a-M 5= CDMOs estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-
mangostina. a-M 7= CDMOs estimuladas con LPS y 7 pg/ml de o-mangostina. a-M 10= CDMOs
estimuladas con LPS y 10 pg/ml de a-mangostina. El grupo DMSO es significativamente diferente con
una 'p < 0.05 o una "p < 0.01 al grupo de CDMOs. El grupo es diferente significativamente con una *p <
0.05 o una **p < 0.01 en comparacion al grupo DMSO. Las diferencias estadisticamente significativas se
determinaron por la prueba de Kruskal-Wallis para los indices de porcentajes y por la prueba de ANOVA,
la prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test para los indices de la IMF.

Con respecto, a la IMF de cada una de las moléculas de activacién en células
CD11c+ se observé un aumento significativo en la expresidon de CD86 en todos los grupos
experimentales con respecto al grupo de CDMO sin LPS (p < 0.0001) y una disminucién
significativa en la expresidén de esta molécula en las dosis de 7 y 10 ug/ml de a-mangostina
con respecto al grupo de DMSO + LPS (p=0.0106 y p=0.0004) (Figura 23C). Adicionalmente,
la IMF de CD40 en células CD11c+ presentd también un aumento significativo en todos los
grupos experimentales con respecto al grupo de CDMO sin LPS (p < 0.0001) como se puede

observar en la Figura 24C. Por otro lado, la IMF de CD40 en células CD11c+ disminuyé de
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manera significativa en las dosis de 5, 7 y 10 pg/ml de a-mangostina con respecto al grupo
de DMSO (p < 0.0001). Ademas, la dosis de 10 pg/ml mostrd ser superior a la dosis de 5
ug/ml de a-mangostina en disminuir la IMF de CD40 en células CD11lc+ (p=0.0084).
Finalmente, la expresion de CD80, MHC-Il y PDL1 en células CD1llc+ no presentd

diferencias significativas entre los grupos tratados con a-mangostina y el grupo de DMSO.
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Figura 24. Efecto de la a-mangostina sobre la expresiéon de CD40 en CDMOs activadas con LPS
durante 4 horas mediante citometria de flujo. (A) Dot plots representativos del porcentaje de la
expresion de CD40 en células CD11c” en los distintos grupos tratados con a-mangostina. (B) indice del
porcentaje de células CD11c’ CD40" en los distintos grupos experimentales. (C) indice de la intensidad
media de fluorescencia (IMF) para CD40 en células CD11c" en los distintos grupos experimentales. Los
datos son representativos de 3 experimentos independientes. CDOMOs= Células dendriticas derivadas de
la médula ésea de ratdon sin LPS. DMSO= CDMOs estimuladas con LPS y Dimetilsulfoxido (DMSO)
(Vehiculo donde se diluyo la a-mangostina). a-M 5= CDMOs estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-
mangostina. a-M 7= CDMOs estimuladas con LPS y 7 pg/ml de o-mangostina. a-M 10= CDMOs
estimuladas con LPS y 10 pg/ml de a-mangostina. El grupo DMSO es significativamente diferente con
una 'p < 0.05 o una "p < 0.01 al grupo de CDMOs. El grupo es diferente significativamente con una *p <
0.05 o una **p < 0.01 en comparacién al grupo DMSO. Diferencias significativas con una *p < 0.05 o una
*p < 0.01 entre los grupos sefialados por la prueba de ANOVA, la prueba de comparaciones multiples de
Tukey y el LS means contrast test.

La produccién de citocinas proinflamatorias evaluadas en los sobrenadantes de los
cultivos no presentd disminuciones significativas en la produccion de IL-6 (pg/ml) ni de
TNF-a (pg/ml) con las distintas dosis de a-mangostina evaluadas con respecto al grupo de
DMSO + LPS. Unicamente se presentd un aumento significativo en la produccién de esta
citocina en los distintos grupos experimentales con respecto al grupo de CDMO sin LPS (p <

0.01) como se puede apreciar en las Figuras 25A y 25B.
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Figura 25. Produccién de las citocinas proinflamatorias (A) TNFa e (B) IL-6 en sobrenadantes de
CDMOs estimuladas con LPS y a-mangostina en distintas concentraciones durante 4 horas. Los datos
son representativos de 3 experimentos independientes. CDMOs= Células dendriticas derivadas de la
médula 6sea de raton sin LPS. DMSO= CDMOs estimuladas con LPS y Dimetilsulféxido (DMSO) (Vehiculo
donde se diluyo la a-mangostina). a-M 3= CDMOs estimuladas con LPS y 3 pug/ml de a-mangostina. a-M
5= CDMOs estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-mangostina. a-M 7= CDMOs estimuladas con LPS y 7
ug/ml de a-mangostina. a-M 10= CDMOs estimuladas con LPS y 10 pg/ml de a-mangostina. El grupo
DMSO es significativamente diferente con una “p < 0.01 al grupo de CDMOs por la prueba de ANOVA, la
prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

La produccion de IL-12 (p70) presentd un aumento significativo en el grupo de
DCMO estimuladas con LPS y DMSO con respecto al grupo de DCMO sin LPS (p<0.0001) y a
partir de la dosis de 3 ug/ml de a-mangostina (p<0.0001) hasta la dosis de 10 pg/ml de a-
mangostina (p<0.0001) se presentaron disminuciones significativas en la produccién de
esta citocina con respecto al grupo de DMSO con LPS, como se puede apreciar en la Figura
26A. También se evalud la produccién de INF-y; sin embargo, no se logrd detectar esta
citocina después del estimulo de 4 horas con LPS sino hasta las 24 horas donde se encontré
un aumento significativo en la produccion de INF-y en el grupo de DMSO con LPS con
respecto al grupo de CDMO sin LPS (p < 0.05). Ademas, esta citocina presentd una
disminucion en su produccion a partir de la dosis de 3 pg/ml de a-mangostina hasta la dosis
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de 10 pg/ml de a-mangostina, aunque ésta no alcanzé a ser significativa (p = 0.07) (Figura

26B).
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Figura 26. Produccidn de las citocinas asociadas a una respuesta tipo Thl (A) IL-12 (p70) e (B) INF-y
en sobrenadantes de CDMOs estimuladas con LPS y a-mangostina en distintas concentraciones
durante 4 horas para IL-12 (p70) y durante 24 horas para INF-y. Los datos son representativos de 3
experimentos independientes. CDMOs= Células dendriticas derivadas de la médula ésea de ratén sin
LPS. DMSO= CDMOs estimuladas con LPS y Dimetilsulféxido (DMSO) (Vehiculo donde se diluyo la a-
mangostina). a-M 3= CDMOs estimuladas con LPS y 3 pg/ml de a-mangostina. a-M 5= CDMOs
estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-mangostina. a-M 7= CDMOs estimuladas con LPS y 7 ug/ml de a-
mangostina. a-M 10= CDMOs estimuladas con LPS y 10 pg/ml de a-mangostina. El grupo DMSO es
significativamente diferente con una “p < 0.05 o una "p < 0.01 al grupo de CDMOs. El grupo es diferente
significativamente con una **p < 0.01 en comparacion al grupo DMSO por la prueba de ANOVA, la
prueba de comparaciones multiples de Tukey y el LS means contrast test.

La produccién de IL-10 (pg/ml) presenté aumentos significativos en los distintos
grupos experimentales con respecto al grupo de CDMO sin LPS (p<0.0001). Ademas, se
lograron detectar incrementos significativos en la produccién de esta citocina en los grupos
de 5, 7 y 10 pg/ml de a-mangostina con respecto al grupo de DMSO mas LPS (p<0.0001)
como se puede apreciar en la Figura 27A. En cuanto, a la produccién de TGF-B no se

encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales (Figura
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Figura 27. Produccién de las citocinas anti-inflamatorias (A) IL-10 y (B) TGF-B en sobrenadantes de
CDMOs estimuladas con LPS y a-mangostina en distintas concentraciones durante 4 horas. Los datos
son representativos de 3 experimentos independientes. CDOMOs= Células dendriticas derivadas de la
médula 6sea de raton sin LPS. DMSO= CDMOs estimuladas con LPS y Dimetilsulféxido (DMSO) (Vehiculo
donde se diluyo la a-mangostina). a-M 3= CDMOs estimuladas con LPS y 3 pug/ml de a-mangostina. a-M
5= CDMOs estimuladas con LPS y 5 pg/ml de a-mangostina. a-M 7= CDMOs estimuladas con LPS y 7
pg/ml de a-mangostina. a-M 10= CDMOs estimuladas con LPS y 10 pg/ml de a-mangostina. El grupo
DMSO es significativamente diferente con una "p < 0.01 al grupo de CDMOs. El grupo es diferente
significativamente con una **p < 0.01 en comparacion al grupo DMSO por la prueba de Kruskal-Wallis.

6.9 Efecto de la a-mangostina sobre los linfocitos polarizados hacia Thl y

hacia Th17

Se ha informado que la a-mangostina posee efectos sobre la proliferacién y la produccion
de citocinas en los linfocitos (Roseghini et al., 2007). Sin embargo, hasta el momento es
desconocido si esta molécula posee efectos sobre la polarizacién de linfocitos hacia un
subtipo en particular o sobre la induccién de linfocitos Tregs. Por lo cual, se decidid

investigar su efecto en la polarizacién de linfocitos hacia Thl o Thl7 y su capacidad de
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inducir linfocitos Tregs bajo estas condiciones. Se encontré que la dosis de 5 ug/ml de a-
mangostina fue capaz de lograr una disminucién en la poblacién Th1l7 y en la poblacién
Th1l. Las dosis de 0.5, 1 y 3 ug/ml no lograron disminuir las poblaciones de linfocitos Th17
ni de linfocitos Thl y tampoco lograron incrementar la poblacién de linfocitos Tregs. La
produccion de IL-17A y de IL-10 se vio disminuida con la dosis de 5 pg/ml de a-mangostina.
Sin embargo, como ya se menciond con anterioridad, este efecto se debid a que la dosis de
5 pug/ml de a-mangostina ya ocasiona una apoptosis importante en el nimero de linfocitos

(37.6%).

7 Discusion

La a-mangostina posee actividad anti-inflamatoria en varios modelos de inflamacidn
incluyendo artritis (lbrahim et al., 2016). Sin embargo, varios de los estudios conducidos
hasta el momento han utilizado modelos de artritis que no son autoinmunes o han
empleado la a-mangostina justo en el momento de la induccién de la enfermedad o aun
antes de inducirla (Gopalakrishnan et al., 1980)(Lee et al., 2013)(lbrahim et al., 2016). Por
lo cual, nuestro estudio se enfocd en evaluar los efectos terapéuticos de esta xantona en
la CIA establecida (un modelo de artritis autoinmune que simula varios de los eventos
fisiopatoldgicos que suceden en la AR humana, canina y felina). Se encontré que ambas
dosis de a-mangostina fueron capaces de disminuir la escala clinica de ratones con CIA
establecida. Sin embargo, la dosis mas efectiva fue la de 40 mg/kg, ya que esta dosis
también se acompafié de una disminucién significativa en la infiltracion de células
inflamatorias, la hiperplasia sinovial y el dafio al cartilago y al hueso subcondral a nivel
articular en ratones con CIA establecida. Por otro lado, es de notar que este efecto fue
significativo sélo durante los primeros 18 dias de tratamiento. Mientras, que el
metotrexato, por el contrario, comenzé su efecto mas tardiamente aproximadamente al
dia 16 de tratamiento. Lo cual coincide con estudios previos, en los que se ha descrito que
la respuesta terapéutica al metotrexato comienza después de 3-6 semanas de iniciado el

tratamiento y alcanza su maximo efecto después de 12 semanas o mas en pacientes con
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AR (Weinblatt, 2013). Lo anterior es interesante, ya que presenta la posibilidad que la
combinacién de ambos tratamientos pueda mejorar la respuesta terapéutica en pacientes
con AR, ya que mientras la a-mangostina estaria cubriendo tiempos tempranos de la

enfermedad, el metotrexato estaria cubriendo tiempos a mas largo plazo.

La disminucion en la escala clinica e histopatoldgica en ratones con CIA establecida
y tratados con a-mangostina a 40 mg/kg puede ser debido en parte a la disminucién en la
produccién de anticuerpos IgG2a anticolagena, ya que se ha descrito previamente que la
produccién de autoanticuerpos como el factor reumatoide, los anticuerpos contra
péptidos citrulinados y anticuerpos contra componentes propios de la articulacién como
lo son los anticuerpos contra la colagena tipo Il y algunos peptidoglicanos juegan un papel
importante en la fisiopatologia de la AR (Duskin and Eisenberg, 2010)(Frisenda et al.,
2013)(Trouw et al., 2013). De hecho, un trabajo previamente publicado encontré que
existian dos tipos distintos de pacientes con AR, aquéllos que presentaban los
autoanticuerpos tradicionales encontrados en la AR como el factor reumatoide y los
anticuerpos contra péptidos citrulinados y que estan relacionados a una inflamacién y
destruccion articular tardia y aquéllos que presentaban anticuerpos contra la colagena
tipo Il en los cuales se presenta una inflamacién y destruccién articular temprana. Ellos
postularon que estos anticuerpos contra la colagena tipo Il pueden formar complejos
inmunes capaces de activar macréfagos y fibroblastos a nivel sinovial, los cuales una vez
activados, por un lado producirdn metaloproteasas y por otro lado inducirdn la
produccién de citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-a e IL-1B y algunas quimiocinas
como IL-8. Todo lo anterior contribuiria a la presentacion de un proceso inflamatorio y a
una destruccion articular temprana en este fenotipo de pacientes con AR (Mullazehi et
al., 2012). Ademas, la deposicion de los complejos inmunes no sdlo podria darse en el
tejido articular sino también en otros tejidos que se han encontrado afectados en
pacientes con AR (Boissier et al., 2012)(Schaeverbeke et al., 2012). Con base en lo
anterior la a-mangostina, al reducir la produccién de los anticuerpos IgG2a anticolagena,
podria contribuir por un lado a modular la generacidn y deposicion de complejos inmunes

y por otro lado a limitar las respuestas tipo Thl (ya que sdlo afecta la produccién de los
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anticuerpos IgG2a anticolagena y no la produccién de los anticuerpos IgG1 anticolagena);
y de esa manera ayudar a limitar el proceso inflamatorio y la destruccién articular

generada en la CIA.

Aunado a la disminucion en la produccién de los anticuerpos IgG2a anticolagena,
otro de los efectos encontrados en este estudio que puede estar asociado a la
disminucion de la signologia clinica y del dafo articular en ratones con CIA establecida es
la disminucidn de ciertos mediadores de la inflamacion. Por ejemplo, la PGE,, la cual es un
metabolito de la via del acido araquidénico que es producida por los condrocitos y los
fibroblastos sinoviales de pacientes con AR (Hoxha, 2018). Esta PGE,, al unirse a su
receptor prostanoide tipo E 4 puede aumentar la produccion de citocinas
proinflamatorias como la IL-6 y la IL-23, ésta ultima al ser producida por DCs activadas va
a promover la diferenciacién de linfocitos Th17 en el sinovio reumatico. Ademas de lo
anterior, la union de la PGE, a este receptor, puede también promover la produccion del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) el cual se asocia a angiogénesis y el
incremento en la degradacidon de la coldgena tipo Il a nivel articular (Konya et al.,
2013)(Jia et al., 2014)(Hoxha, 2018). Si bien la a-mangostina no presenté una disminucién
significativa en la produccion de este mediador de la inflamacion, si presenté una
tendencia a disminuir la produccién del mismo a nivel articular, lo cual, podria estar
limitando en parte los efectos producidos por esta prostaglandina ya mencionados con
anterioridad. De hecho, el uso de un antagonista del receptor 4 de la PGE, recientemente
publicado es efectivo en reducir la inflamacidn y el dafio articular en ratones y ratas con

CIA (Caselli et al., 2018).

Ademas del efecto de la a-mangostina sobre la produccién de PGE,, esta xantona
también fue capaz de disminuir la produccion de IL-6 a nivel articular en ambas dosis
probadas. Este hecho es de vital importancia debido a que la IL-6 es una citocina que
participa de manera importante en la fisiopatologia de la AR, promoviendo la migracién
de neutréfilos hacia la articulacion y la diferenciacion de los linfocitos Thl7 v,

participando en la maduracién de los osteoclastos y de los linfocitos B y la proliferacion
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del pannus. Todos estos eventos participan de manera importante en la inflamacién y la
destruccion del cartilago y del hueso articular que se presentan en la AR (Srirangan and
Choy, 2010)(Yoshida and Tanaka, 2014). De hecho, el papel de esta citocina en la
patofisiologia de la AR es tan importante, que su bloqueo por anticuerpos monoclonales
(tocilizumab) ha mostrado ser un tratamiento efectivo en varios ensayos clinicos de fase
[l en humanos (Srirangan and Choy, 2010)(Mijnheer et al., 2013) y por otra parte también
se ha visto que la ausencia de esta citocina retrasa el comienzo y reduce la severidad de la
CIA en ratones (Sasai et al., 1999). Ademas, la disminucidn de los niveles de esta citocina
durante los primeros 12 meses de tratamiento esta relacionado con mejores resultados

clinicos en pacientes con AR (Yoshida and Tanaka, 2014).

Otra citocina que recientemente ha emergido por su contribucién en la
fisiopatologia de la AR es la IL-33. Esta citocina es capaz de activar la via de NF-kB y la via
de las MAPK en macréfagos generando que éstos produzcan citocinas proinflamatorias
como IL-1B e IL-6 y quimiocinas como MCP-1 (Chen et al., 2017). Lo anterior, puede estar
asociado a una exacerbacién del fenédmeno inflamatorio en la AR, ya que su
administracion exdgena exacerba la CIA en ratones (Carrasco et al., 2015)(Chen et al.,
2017). La a-mangostina disminuyd significativamente la expresién de esta citocina en las
articulaciones de ratones con CIA establecida, lo cual también pudo contribuir a la
disminucion del dafio articular y de la signologia de artritis que se aprecia en los ratones
con CIA establecida tratados con a-mangostina, ya que el bloqueo de la via de
sefializacion de la IL-33 (T1/ST2) por anticuerpos disminuye la severidad de la CIA en

ratones (Palmer et al., 2009).

Con respecto a la modulaciéon por la a-mangostina de otros mediadores de la
inflamacién como son las quimiocinas se encontré que la quimiocina CXC inducida por
lipopolisacarido (LIX o CXCL5), la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1 o
CCL2), las proteinas inflamatorias de macréfagos MIP-1a (CCL3) y MIP-1B (CCL4), la
guimiocina de regulacién por activacion expresada y secretada por los linfocitos T

(RANTES o CCL5), la monocina inducida por INFy (MIG o CXCL9) y la proteina 10 inducida
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por INF-y (IP-10 o CXCL10) se aumentaron en los ratones a los que se les indujo la CIA.
Este hecho concuerda con lo mencionado por otros autores como lwamoto et al., 2008 y
Szekanecz et al., 2009 que reportan el incremento de estas quimiocinas en el liquido
sinovial de pacientes con AR. Recientemente, varios estudios han dirigido su atencién al
estudio de quimiocinas que participan de manera importante en la AR y el efecto que
tiene el bloqueo de las mismas en la progresién de la enfermedad encontrando algunos
resultados alentadores. La a-mangostina redujo significativamente la produccion de
LIX/CXCL5, IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9 y RANTES/CCL5 a nivel articular. LIX/CXCL5 es una
de las principales quimiocinas involucradas en el reclutamiento de neutréfilos en ratones;
ademds, estd asociada a la produccion de TNF-a por parte de los macréfagos y los
mastocitos gracias a su unién con el receptor CXCR2. Adicionalmente, la ENA-78/CXCL5, el
equivalente en humanos de LIX, participa de manera importante en la angiogénesis que
se da en el sinovio reumatico de pacientes con AR (Vieira et al., 2009). Por su parte, IP-10
cuyo receptor es CXCR3 es expresada en macrdéfagos infiltrantes y fibroblastos sinoviales
en el sinovio de pacientes con AR. Recientemente, esta quimiocina se ha encontrado
elevada a nivel tisular y sérico en animales con CIA y se ha visto que RANKL promueve su
expresion en células precursoras de osteoclastos y que esta quimiocina a su vez modula la
expresion de RANKL en linfocitos T CD4", lo cual puede ser responsable de iniciar o
agravar la inflamacidn y el dafo articular que se genera en la AR. Asi mismo, se ha visto
qgue el bloqueo de esta quimiocina incrementa la tasa de respuesta a la terapia con
metotrexato en pacientes con AR con una inadecuada respuesta a este farmaco en un
ensayo clinico de fase Il humano (Antonelli et al., 2014). Aunado al papel de IP-
10/CXCL10, MIG/CXCL9 es otra quimiocina implicada en el reclutamiento de linfocitos T
activados vy linfocitos Thl que también es expresada en los fibroblastos sinoviales de
pacientes con AR y es inducida por la presencia de INF-y. Se ha descrito que esta
guimiocina esta involucrada en la infiltracidon temprana de células plasmaticas dentro del
sinovio reumatico, lo cual se encuentra asociado a la generaciéon de autoanticuerpos
(Tsubaki et al., 2005)(lwamoto et al., 2008). Ademas, la participacién en conjunto de las
quimiocinas IP-10/CXCL10 y RANTES/CCL5 pueden aumentar la actividad proteolitica de

los fibroblastos sinoviales, ya que incrementan su produccién de colagenasa y gelatinasa

92



(lwamoto et al., 2008). MIP-1a/CCL3 junto con RANTES/CCL5 son dos quimiocinas que
generan quimiotaxis hacia células T, monocitos y células NK (Natural Killer) en la AR
(Collins et al., 2017). Ademas, RANTES/CCL5 es expresada por linfocitos T activados,
fibroblastos sinoviales y células mononucleares del sinovio reumatico de pacientes con AR
(Mellado et al., 2015). Esta quimiocina participa en la expresién de iNOS e IL-6 y la
produccién de MMP-3 en los condrocitos y en la inhibicién de la sintesis de
proteoglicanos en estas mismas células, contribuyendo de esta forma a la degradacion del
cartilago articular en pacientes con AR (lwamoto et al., 2008). Con base en lo anterior, la
disminucion de estas quimiocinas por la a-mangostina a nivel articular podria no sélo
estar implicada en la disminucidn en el reclutamiento de células inflamatorias hacia la
articulacion sino también en la disminucién del dafio articular y en el retraso en la

aparicioén de los signos de la enfermedad observado en los ratones con CIA establecida.

Debido a la estrecha relacidn que existe entre la inflamacidn y el estrés oxidante en
diversas patologias inflamatorias incluida la AR, las EROs y las ERNs han sido consideradas
elementos importantes que participan en la perpetuacion de la inflamacidn y el dafio al
cartilago que se presenta en la AR (Mateen et al., 2016). Ademas, se ha determinado que
varias EROs y ERNs se encuentran incrementadas en pacientes con AR, presumiblemente
por el incremento en su produccion por neutrdfilos y monocitos que infiltran la
articulacion, mientras que varias de las enzimas que participan en la defensa antioxidante
se encuentran disminuidas debido a su consumo durante esta patologia. Lo anterior
genera un desequilibrio en el balance oxido-reduccion a favor del primero generando un
estrés oxidante que conlleva al dafio a proteinas, lipidos y DNA en pacientes con AR
(Quinonez-Flores et al., 2016). Aunado a lo anterior, las EROs y las ERNs pueden hacer
resistentes a la apoptosis a los linfocitos autoreactivos que se encuentran en la
articulacion y generar mutaciones en el gen p53 en los fibroblastos sinoviales, lo cual les
confiere su caracteristica altamente invasiva (Hitchon and El-Gabalawy, 2004)(Griffiths,
2005)(Quinonez-Flores et al., 2016). En nuestro estudio, los ratones con CIA establecida
presentaron un incremento en la actividad de la NADPH oxidasa y la lipoperoxidacidén asi

como una deplecion en los niveles de GSH a nivel articular, lo cual significé la presencia de
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estrés oxidante a este nivel. La a-mangostina disminuyd la actividad de la NADPH oxidasa
a nivel articular en ratones con CIA establecida, lo cual a su vez podria contribuir a la
disminucion en la generacion de O, por esta enzima y por lo tanto del estrés oxidante; y
al incremento en la proteccidn del sistema de defensa antioxidante. Aunado a lo anterior,
la disminucidn en la actividad de esta enzima también podria participar en la disminucion
del fendmeno inflamatorio en la CIA establecida, ya que las EROs generadas por esta
enzima pueden activar la cascada de sefializacién de NF-kB y por lo tanto la generacion de
citocinas y enzimas que participan en la inflamacién. Por otro lado, la a-mangostina
también fue eficiente en la reduccion de la produccién de MDA (un producto final de la
lipoperoxidacion) a nivel articular y en la preservacién de los niveles de GSH en la

articulacion.

La a-mangostina posee propiedades anti-inflamatorias en algunos tipos celulares
del sistema inmune como en la linea celular de macréfagos RAW 264.5 en la que es capaz
de inhibir la produccién de éxido nitrico y PGE,, asi como la expresion de la enzima iNOS
en estas células después de haber sido estimuladas con LPS. Por otro lado, también la a-
mangostina ha demostrado efectos sobre algunas células que participan de manera
importante en la AR como en la linea MH7A de fibroblastos sinoviales provenientes de
humanos con AR en los que genera apoptosis (Chen et al., 2008)(Zhang et al., 2018). Sin
embargo, el efecto de la a-mangostina sobre células dendriticas y linfocitos Thl y Th17,
células clave en la fisiopatologia de la AR, aun es desconocido, por lo cual se decidié en
este estudio investigar su efecto sobre estas células. Se ha demostrado en diversos
estudios que los pacientes con AR presentan un incremento de DCs en el tejido sinovial y
gue éstas tienen un aumento en la expresion de marcadores de activacion y por lo tanto,
un incremento en su capacidad para inducir la proliferacién de linfocitos T y su
produccién de citocinas (INF-y, IL-17 e IL-4) bajo estimulacién (Yu and Langridge, 2017).
En este estudio se demostrdé que la a-mangostina fue capaz de disminuir la expresién de
las moléculas de activaciéon CD86 y CD40 en CDMO activadas con LPS, lo cual podria tener
impacto sobre la presentacion de antigenos propios a linfocitos T autoreactivos y de esta

manera modular el dafio a la articulacién. Aunado a lo anterior, la a-mangostina también
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fue capaz de disminuir la produccion de IL-12 (p70) y mostrd una tendencia a disminuir la
produccién de INF-y en estas células activadas con LPS, lo cual podria estar limitando las
respuestas tipo Th1l que participan de manera importante en la fisiopatologia de la artritis
reumatoide (Mosmann and Coffman, 1989). También se encontré que la a-mangostina
incrementd la produccidn de IL-10 en CDMO activadas con LPS, lo cual podria ayudar a
disminuir la inflamacién en un cuadro inflamatorio como el que se presenta en la artritis
reumatoide, ya que la IL-10 es una de las principales citocinas relacionadas con el control
de diversas patologias inflamatorias (Lyer and Cheng, 2013)(Siqueira Mietto et al.,

2015)(Ip et al., 2017).

Los linfocitos Thl y Th1l7 son de las principales células del sistema inmune
adaptativo involucradas en la fisiopatologia de la AR. Se ha demostrado que los linfocitos
Th17 se encuentran incrementados en el suero, la médula ésea y en el liquido sinovial de
pacientes con AR, donde participan en la destruccion del cartilago articular a través de la
produccién de IL-17A, la cual participa en la osteoclastogénesis y en el reclutamiento de
neutréfilos hacia la articulacion (Gaffen, 2009)(Sarkar et al., 2010)(Kotake et al., 2017).
Por otro lado, los linfocitos Th1l también se han asociado a la osteoclastogénesis, ya que
incrementan la expresién del ligando del receptor activador de NF-kB (RANKL) y también
se ha visto que se encuentran aumentados tanto en el liquido sinovial como en la médula
O0sea de pacientes con AR (Li et al.,, 2017). Estos dos subtipos de linfocitos en algun
momento durante la AR van a tratar de ser contrarrestados por la poblacién T reguladora
a nivel articular, sin embargo, estos Ultimos pueden verse sobrepasados por los primeros
en numero o los linfocitos T reguladores pueden llegar a ser disfuncionales o incluso
revertir su fenotipo hacia un fenotipo Th17 durante el proceso de la enfermedad, lo cual
conlleva a una perpetuacion de la inflamacidon y del dafio articular (de Kleer et al.,
2004)(Van Amelsfort et al., 2007)(Oh et al.,, 2010). Por todo lo anterior, en nuestro
estudio se decidié investigar la capacidad de la oa-mangostina para favorecer la
polarizacién de linfocitos hacia un fenotipo regulador bajo condiciones polarizantes hacia
Th1l o Th1l7, ya que algunos polifenoles disminuyen la generacidn de linfocitos Thl y Th17

mientras promueven la induccién de linfocitos T reguladores en algunos modelos
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animales de artritis (Rogers et al., 2010)(Park et al., 2011)(Xuzhu et al., 2012). En nuestro
estudio se demostré que la a-mangostina no fue capaz de favorecer un fenotipo
regulador bajo condiciones polarizantes hacia Thl o Th17; sin embargo, si genero
apoptosis de estas dos poblaciones, lo cual podria tener impacto en la disminucién de la
inflamacién durante la CIA, ya que estas células promueven y perpetuan el fenédmeno
inflamatorio durante la enfermedad. Aunado a lo anterior, varios polifenoles incluyendo
el resveratrol, presentan como parte de su mecanismo de acciéon la generacién de
apoptosis de linfocitos T activados, lo cual estd relacionado con sus propiedades anti-

inflamatorias en diversas enfermedades (Radkar et al., 2007).

Finalmente, los efectos anti-inflamatorios y antioxidantes de la a-mangostina sobre
la CIA establecida en ratones encontrados en este estudio son resumidos en el diagrama
1. Sus efectos in vivo e in vitro sobre células dendriticas y linfocitos polarizados hacia Th1l

y Th17 son presentados.

8 Conclusiones

En conclusidon, se demostrd que la a-mangostina podria ser eficiente como terapéutico en
la CIA establecida en ratones durante la fase temprana de la enfermedad (primeros 18
dias de tratamiento), ya que fue capaz de reducir los signos clinicos y el dafio articular a
través de la disminucién de la produccidon de citocinas proinflamatorias y quimiocinas,
modulacion del estrés oxidante, induccidn de un fenotipo regulador en células dendriticas
y la generacion de apoptosis de linfocitos Thl y Th17. Sin embargo, no se logré mantener
este efecto a largo plazo; por lo tanto, serd interesante en futuros estudios evaluar la
combinacién de esta molécula con algun otro farmaco anti-reumatico modificador de la
enfermedad (DMARD) que cubra tiempos mas tardios como el metotrexato y evaluar asi

la eficacia en el control de la enfermedad a largo plazo.
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Diagrama 1. Representacion esquematica de los efectos in vitro de la a-mangostina sobre las células
dendriticas activadas con LPS y los linfocitos polarizados hacia Thl y Th17 asi como de sus efectos
anti-inflamatorios y antioxidantes en la terapéutica de la CIA establecida en ratones DBA/1J). Th=
Linfocitos T cooperadores, DC= Célula Dendritica, Linf B= Linfocito B, Linf T= Linfocito T, IL= Interleucina,
INF-y= Interferéon gamma, I1gG2a Autoac= Autoanticuerpos IgG2a anticolagena Il, RF= Factor reumatoide,
ACPA= Autoanticuerpos contra péptidos citrulinados, NOX= NADPH oxidasa, O, = Anidon superoéxido,
SOD= Superéxido dismutasa, H,0,= Peréxido de hidrégeno, CAT= Catalasa, GPx= Glutatién peroxidasa,
HO'= Radical hidréxilo, GSH= Glutatiéon, GSSG= Glutation disulfuro, NF-kB= Factor nuclear kB, TNF-a=
Factor de necrosis tumoral a, TGF-B= Factor de crecimiento transformador B, RANTES= Quimiocina
regulada, expresada y secretada por la activacién de linfocitos T normales, RANK= Receptor activador

del Factor nuclear kB, RANKL= Ligando del Receptor activador del Factor nuclear kB, MMP’s=
Metaloproteinasas de matriz

9 Perspectivas

v

Evaluar el efecto terapéutico de la combinacién de la a-mangostina con algun
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otro DMARD como el metotrexato en el control de la inflamacidn y el dano articular en la

CIA establecida.

v Evaluar el efecto de distintas concentraciones de la a-mangostina sobre otros

tipos celulares claves en la fisiopatologia de la AR como condrocitos, osteoclastos, etc.

v Evaluar que vias de sefializacidon pueden estar involucradas en el control de la

inflamacion por la a-mangostina como NF-kB, la via de las MAPK, SIRT-1, etc.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that causes physical disability in people worldwide. Despite progress
a-mangostin made in RA treatment in the past decade, new drugs with high efficacy but few long-term adverse effects are still needed.

Inflammation

Oxidative stress
Collagen-induced arthritis
Rheumatoid arthritis

This study focused on evaluating the therapeutic potential of a-mangostin on established collagen-induced arthritis (CIA)
in DBA/1J mice. Arthritic DBA/1J mice were orally administered with two doses of a-mangostin (10 and 40 mg/kg) daily,
for 33 days. Alpha-mangostin significantly decreased the clinical score in the short term at both doses and decreased the
histopathological score at the higher dose. This improvement was accompanied by a reduction on serum levels of anti-
collagen 1gG2a autoantibodies and of the production of LIX/ CXCLS5, IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9, RANTES/CCLS5, IL-6
and 1L-33 in the joints of CIA mice. Alpha-mangostin also exhibited an anti-oxidant effect decreasing the NADPH oxidase
activity and lipid peroxidation and preserving the levels of reduced glutathione in the arthritic joints. In vitro this xanthone
demonstrated modulatory properties on LPS-activated dendritic cells, although in Thl and Th17-polarized lymphocytes
promotes a proapoptotic phenotype.

Altogether this study illustrates the capacity of a-mangostin to ameliorate the early clinical and histological signs of
established CIA by reducing the inflammatory and oxidative responses.

1. Introduction This xanthone has shown to possess diverse biological activities,
i.e. antineoplastic (Shan et al., 2014), antioxidant (Marquez-Valadez et
Alpha-mangostin is one of the major xanthones isolated from al., 2009), antibacterial (Pedraza-Chaverri et al., 2008; Al-Massarani et
mangosteen (Garcinia mangostana Linn), a tropical tree that grows in al., 2013), anti-inflammatory (Pedraza-Chaverri et al., 2008; Jang et al.,
the southeast of Asia. Different parts of mangosteen have been used in 2012; Lee et al., 2013), cardioprotector (Sampath and Vijayaraghavan,
the traditional medicine to treat several health conditions such as in- 2007), antidiabetic (Nelli et al., 2013), antimycotic (lbrahim et al., 2016)
fected wounds, diarrhea, abdominal pain, dysentery and fever and antiparasitic (lbrahim et al., 2016). Regarding its antioxidant
(Pedraza-Chaverri et al., 2008; Jang et al., 2012; Lee et al., 2013). properties, this xanthone has proved to diminish protein oxidation and

Abbreviations: 7-AAD, 7-Amino-Actinomycin D; CAT, catalase; CFA, complete Freund's adjuvant; CIA, collagen-induced arthritis; COX-2, cyclooxygenase-2; DMSO,
dimethyl sulfoxide; EU, endotoxin units; Foxp3, forkhead box P3; GPx, glutathione peroxidase; GR, glutathione reductase; GSH, reduced glutathione; GST, glutathione-S-
transferase; H,O5, hydrogen peroxide; HE, hematoxylin-eosin; IFA, incomplete Freund adjuvant; IFN-y, interferon gamma; IL, interleukin; iNOS, induced nitric oxide synthase;
IP-10, interferon gamma-induced protein 10; LIX, LPS-inducible CXC chemokine; LPS, lipopolysaccharide; mBMDCs, murine bone marrow-derived dendritic cells; MCP-1,
monocyte chemoattractant protein-1; MDA, malondialdehyde; MIG, monokine induced by gamma interferon; MIP-1a, macrophage inflammatory protein 1 alpha; MIP-1B,
macrophage inflammatory protein 1 beta; MT, Masson trichrome; NF-«B, nuclear transcription factor kB; NO, nitric oxide; NOX, nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate
oxidase; Oy , superoxide anion; PD-L1, programmed death-ligand 1; PGE,, prostaglandin Ey; RA, rheumatoid arthritis; RANTES, regulated on activation normal T expressed and
secreted; RNS, reactive nitrogen species; ROS, reactive oxygen species; SOD, superoxide dismutase; TGF-B, transforming growth factor ; TNF-a, tumor necrosis factor- a; Treg,
regulatory T cell
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lipid peroxidation both in vitro and in vivo. Moreover, a-mangostin has
the capacity to preserve the activity of several antioxidant enzymes (glutathione-
S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and one of the main intracellular antioxidant systems,
reduced glutathione (GSH) in some animal models of disease (Sampath and
Vijayaraghavan, 2007). Concerning the anti-inflammatory properties of a-
mangostin, its oral and intraperitoneal administration (50 mg/kg) has shown to
exhibit anti-inflammatory activity in rats with hind paw edema induced by
carrageenan administration, cotton pellet-induced granuloma and granuloma
with bag techniques (Gopalakrishnan et al., 1980). In addition to the preceding,
a-mangostin has demonstrated to inhibit the primary and secondary responses of
arthritis induced by complete Freund's adjuvant (CFA) administration
(Gopalakrishnan et al., 1980). a-mangostin has also proved to be a blocking
agent of histaminergic and serotonergic receptors (Chairungsrilerd et al., 1996)
and an inhibitor of several mediators of inflammation such as nitric oxide (NO),
prostaglandin  Ep (PGEj), induced nitric oxide synthase (iNOS),
cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis factor- o (TNF-o), interleukin (IL)-
4 (Chen et al., 2008) and human lipoxygenase-12 (LOX-12) (Deschamps et al.,
2007).

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease which represents about 1%
of world's population (lwamoto et al., 2008). The age of onset is between 40 and
50 years although it can occur at all ages (Alamanos and Drosos, 2005). The
etiology of RA involves a combination of genetic and environmental factors.
The latter ones comprise infectious processes and smoking which result in the
development of inflammatory processes that cause damage to the joint tissue, in
part due to the generation of oxidative stress (Kobayashi et al., 2008). The pa-
thology begins with a significant inflammatory process, mainly in the peripheral
synovial joints. This process becomes chronic and over time can provoke
structural damage to the cartilage, bones and ligaments (Goronzy and Weyand,
2005). Regarding the inflammatory cells which play an essential role in the RA,
the major players are the T helper lymphocytes (Thl and Th17). Both types of
lymphocytes are producers of cytokines which perpetuate and exacerbate the
inflammatory joint process and are mostly responsible for the increased
production of metalloproteinases and the recruitment and activation of cells of
the innate immune system (macrophages and dendritic cells) as well as the
activation of cells at the local level (type B synoviocytes and osteoclasts) (Smith
and Haynes, 2002; Lubberts, 2010; Li et al., 2011). In addition to this, some of
the cytokines produced in RA, such as TNF-a can cause the activation of the
enzyme nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate oxidase (NOX) which is
involved in the production of reactive oxygen species (ROS). ROS are
responsible in conjunction with reactive nitrogen species (RNS) for the
development of oxidative stress in RA and the depletion of GSH that occurs at
the intracellular level. This latter event perpetuates inflammation by inducing
activation of the nuclear transcription factor kB (NF-kB) (Filippin et al., 2008).
Different animal models have been used to study this disease; however, one of
most commonly employed at present is collagen-induced arthritis because this
model resembles several aspects that occur in human RA (Vincent et al., 2012).

To date, a cure for this disease has not been found, and treatment is limited
to reduce the symptomatology of RA. Besides, most of the currently available
treatments have several disadvantages, such as the generation of long-term
adverse effects or their high cost (Mijnheer et al., 2013). For this reason, there is
a need to find new anti-inflammatory molecules that exhibit minimal adverse
effects.

In the present study, the effectiveness of a-mangostin to reduce the clinical
signs and the inflammatory and oxidant processes in DBA/1J mice with
established CIA was evaluated. Mechanisms underlying this efficacy are further
explored.
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2. Materials and Methods
2.1. Reagents

RPMI-1640 medium, L-glutamine, p-mercaptoethanol and fetal bovine serum
(FBS) were purchased from Gibco (Gaithersburg, MD, USA). Gentamicin was
obtained from Tornel (Naucalpan, MEX, Mexico). HEPES was purchased from
Promega (Madison, WI, USA). Recombinant murine granulocyte macrophage
colony-stimulating factor (rmGM-CSF) was obtained from Peprotech (Rocky
Hill, NJ, USA). Lipopolysaccharide (LPS), dimethyl sulfoxide (DMSO),
formaldehyde, CFA, incomplete Freund adjuvant (IFA) and all reagents used to
determine oxidative stress and the activity of antioxidant enzymes were
purchased from Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis, MO, USA).
Ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) was obtained from Spectrum (New
Brunswick, NJ, USA). Bovine type Il collagen solution was obtained from
Chondrex (Redmond, WA, USA). Methotrexate was purchased from Teva (North
Wales, PA, USA). All the antibodies used for flow cytometry in mBMDCs
cultures, Annexin V, anti-CD3 antibodies and recombinant cytokines IL-6, IL-1p,
TNF-a, IL-2, IL-12 and transforming growth factor B (TGF-B) were purchased
from Biolegend (San Diego, CA, USA). 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) and
antielFNey, anti-IL-4 and anti-CD28 antibodies were obtained from BD
Pharmingen (San Diego, CA, USA). The recombinant cytokine IL-23 was
purchased from R & D Systems (Minneapolis, MN, USA). All the antibodies
used for flow cytometry in Thl and Thl7 cultures were purchased from
eBioscience (San Diego, CA, USA).

2.2. Extraction and isolation of a-mangostin

a-mangostin was obtained from the pericarp of Garcinia mangostana as
previously described (Pedraza-Chaverri et al., 2009). Briefly, the dried pericarp
of G. mangostana was extracted by maceration with CH,Clo,eMeOH (1:1) at
room temperature for 3 weeks. After filtration and evaporation of the solvent
under reduced pressure, the combined crude organic extract was obtained. The
extract was subjected to chromatography over a silica gel column and eluted with
hexane/ CH,Cl, (1:1) to obtain seven primary fractions (F1eF7). o-mangostin
crystallized spontaneously from fraction F7 as a major component, as a yellow
solid: melting point 179-180 °C; UV (MeOH) Amax 320 (3.5) nm; "H NMR (400
MHz, CDCl3) 84 (ppm) 13.8, 6.8, 6.25, 5.25, 4.10, 3.8, 3.40, 1.82, 1.79 and 1.65,
which was consistent with previously reported data (Ee et al., 2006; Ji et al.,
2007).

2.3. Animals

Male DBA/1J, BALB/c and C57BL/6 mice of 7-8 weeks of age were obtained
from Biomedical Research Institute. Five mice were housed in each cage and
were kept under standard conditions with a controlled temperature at 23 °C and a
12-h light/dark cycle. Animals were fed with standard laboratory chow and water
ad libitum. All experiments followed the guidelines in the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, and experimental
protocols were reviewed and approved by the Ethical Committee for the Care and
Use of Laboratory Animals (Protocol Number 186) at the Biomedical Research
Institute at the Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

2.4. Endotoxin assay

The chromogenic Limulus Amebocyte Lysate (LAL) assay from Charles River
(San Diego, CA, USA) was used according to the supplier's instructions to
determine the endotoxin level of the a-mangostin. Briefly, this test consisted of
mixing 100 pl of the LAL reagent con-taining a chromophore (para nitroaniline,
pNA) with 100 pl of 1 mg/ml a-mangostin stock solution. The reaction was
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incubated at 37 °C for 1 h, and readings were done at 405 nm (every minute for 1
h) in a spectrophotometer (Biotek Synergy HT, Winoosky, VT, USA). The results
of each reading were compared against a standard endotoxin curve and expressed
as EU/ml.

2.5. Experimental groups

Five experimental groups of 6 mice each were established: the control group
(without CIA), the CIA group plus vehicle (corn oil where a-mangostin was
diluted), the CIA group plus methotrexate at 0.5 mg/ kg and the CIA group plus a-
mangostin at two different doses selected according to previous reports using o-
mangostin as an anti-inflammatory molecule (10 and 40 mg/kg) (Gopalakrishnan
et al.,, 1980; Chen et al., 2008; Nguemfo et al., 2009; Jang et al., 2012; Nava
Catorce et al., 2016). Treatments were initiated from day 35, once the signs of
arthritis were evident in mice (redness and/or swelling in digits or other parts of
the paws), and were given orally daily by an orogastric catheter in a final volume
of 100 pl per mouse. Treatments were administered for 33 days.

2.6. Induction of collagen-induced arthritis

Induction of CIA was performed according to the protocol provided by
Chondrex, Inc. with minor modifications. Briefly, 0.1 ml emulsion of bovine type
11 collagen solution (2 mg/ml in 0.05 M acetic acid) and CFA containing 1 mg/ml
Mycobacterium tuberculosis was injected subcutaneously at the base of the tail. A
booster injection with 60 ul emulsion of collagen and IFA was administered at 1.5
cm from the base of the tail on day 21.

2.7. Clinical assessment of arthritis

To determine the severity of arthritis, visual inspections of the animals were
conducted by two investigators blinded to the arthritis treatment three times per
week from day 21 counting from the first immunization, which allowed to
establish clinical severity and joint inflammation based on the degree of affection
of the paw joints according to a previously described subjective scale (Cho et al.,
2009). Briefly, the degree of edema and inflammation presented by each of the
four limbs is individually registered and assigned a numeric value: 0 = no edema
or swelling, 1 = slight edema and erythema limited to the foot or ankle, 2 = slight
edema and erythema from the ankle to the tarsal bone, 3 = moderate edema and
erythema from the ankle to the tarsal bone, and 4 = edema and erythema from the
ankle to the entire leg. The arthritic score for each mouse was expressed as the
sum of the scores of four limbs. The maximum clinical score obtained by each
mouse was 16 points. The mean arthritis index for each experimental group was
determined by summing the scores of each mouse and dividing the result by the
number of mice in the group.

2.8. Histopathological assessment of arthritis

A hind limb of each mouse was fixed with 10% formalin for 72 h, decalcified
with a solution of 10% EDTA for 7 days and embedded in paraffin. Hematoxylin-
eosin (HE) and Masson Trichrome (MT) stainings were performed to characterize
the inflammatory phenomenon as well as the destruction of articular cartilage. The
degree of inflammation and damage to the cartilage present in the joint was
evaluated, according to the following criteria, previously reported (Camps et al.,
2005): 0 = no inflammation, 1 = slight thickening of the lining layer or some in-
filtrating cells in the sublining layer, 2 = slight thickening of the lining layer plus
some infiltrating cells in the sublining layer, 3 = thickening of the lining layer,
influx of cells in the sublining layer, and presence of cells in the synovial space,
and 4 = synovium highly infiltrated with many inflammatory cells.

Food and Chemical Toxicology 124 (2019) 300-315
2.9. Measurement of IgG subtypes

A blood sample of all experimental mice was obtained through orbital sinus
puncture, and the sera were separated by centrifugation at 3500xg for 10 min and
stored at —70 °C until processing. The presence of anti-collagen 11 IgG1 and 1gG2a
antibodies was determined using the Mouse Anti-Type Il ELISA Collagen IgG
Subtype Assay Kit with TMB (Chondrex, Inc.) according to the instructions
described by the manufacturer.

2.10. Preparation of tissue homogenates

The kidneys, liver and joints were obtained and stored at —70 °C until
processing. Liver and kidney samples were homogenized in a polytron for 10 s in
a cold phosphate buffer (50 mM, pH 7.4) in a 1:10 wi/v ratio, while the joint
samples were pulverized with liquid nitrogen using a mortar. For the latter, one
part was homogenized in a cold phosphate buffer (50 mM, pH 7.4) in a 1.5 wiv
ratio and the other was homogenized in a cold lysis buffer (20 mM Tris base pH
7.4, 250 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 7.4, 1% Triton X-100 and 10% glycerol)
containing 1 mM PMSF in a 1:4 w/v ratio. The homogenates were centrifuged at
10,000xg at 4 °C for 30 min, and the supernatants were obtained to quantify the
total proteins according to a previously described method (Lowry et al., 1951).
Finally, the homogenates in cold phosphate buffer were used to determine the
activity of the antioxidant enzymes [CAT, glutathione reductase (GR), GPx, GST
and SOD], GSH content and to perform measurement of oxidative stress markers
(lipid peroxidation, oxidized proteins and NOX activity). The homogenates in cold
lysis buffer containing 1 mM PMSF were used to determine the cytokines and
chemokines present in the joints.

2.11. Measurement of prostaglandin Eo (PGE>) in serum and joints

PGE; levels were determined in serum and joints of the different experimental
groups using a Prostaglandin E» Express EIA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA). The assay was performed according to the supplier's instructions, and
the results were expressed in ng of PGEo/ml serum and ng of PGEo/mg protein in
the joint homogenates.

2.12. Measurement of cytokines and chemokines in joints

2.12.1. Determination of cytokines and chemokines in joint homogenates

EMD Millipore's MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) was employed according to the
supplier's instructions to determine the cytokines and chemokines present in joint
homogenates of each experi-mental group. The Luminex analyzer (MAGPIX)
(EMD Millipore) and Luminex XxPONENT acquisition software were used to
analyze the data obtained using 5-parameter logistic regression. The IL-1p and IL-
18 levels present in the joints were determined using the Mouse IL-1p ELISA
MAX Standard Kit (Biolegend) and the Mouse IL-18 Platinum ELISA Kit
(eBioscience) according to the instructions provided by the manufacturer.

2.12.2. Immunohistochemistry

Briefly, to evaluate 1L-33 expression in joint tissues, 3 um tissue sections were
blocked with 4% goat serum and 1% bovine serum albumin (BSA) plus 0.1%
Triton X-100 in PBS for 1 h at 37 °C. After blocking, the tissues were stained with
rabbit anti-mouse IL-33 antibody (1:100 dilution) (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas, USA) overnight at 4 °C. The next day, the samples were incubated
with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:100
dilution) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, USA) for
1 h at 37 °C followed by incubation with 3,3'-diaminobenzidine (DAB) and
counterstained with hematoxylin. To determine the area of expression of I1L-33 in
the joint tissues, each tissue was evaluated with an Olympus BX-500 microscope
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and analyzed with Infinity Software v 6.3.0.

2.13. Determination of in vivo oxidative stress and antioxidant activity

2.13.1. Determination of GPx, GR and GST activity

The activity of GPx was measured indirectly following a previously described
method (Lawrence and Burk, 1976). This method is based on the decrease in
absorbance at 340 nm due to the disappearance of NADPH, which is used by the
GR to regenerate the GSH employed by the GPx to reduce hydroperoxides. The
results were expressed in U/mg protein, where 1 U is the amount of enzyme
required to oxidize 1 umol of NADPH/min.

The activity of GR was determined using a previously reported assay
(Carlberg and Mannervik, 1975). This method consists of monitoring the
disappearance of NADPH at 340 nm, which is used as a cofactor by the GR to
generate GSH from glutathione oxidized (GSSG). The results were expressed in
U/mg protein where 1 U of the enzyme is equal to 1 pumol of oxidized
NADPH/min.

The activity of GST was obtained using a previously described method
(Habig et al., 1974). In this method, GST catalyzes the conjugation of GSH with
the 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and the final adduct formed absorbs at
340 nm. The results were expressed as pmoles of GSH-CDNB conjugate

formed/min/mg protein using an extinction coefficient of 9.6 mel cm

2.13.2. Determination of CAT and SOD activity

Catalase activity was assessed following a previous methodology (Aebi,
1984). The fundament of this method is based on the decrease in the absorbance
of hydrogen peroxide (H20>) due to its degradation by the enzyme present in the
sample. The degradation of H2O2 is monitored at 240 nm every 15 s for 30 s. The
results were expressed as k/mg protein where k is used as the unit of catalase
activity.

The activity of SOD was measured by the ability of this enzyme to avoid the
reduction of nitro blue tetrazolium (NBT) according to a previously described
assay (Oberley and Spitz, 1984). Briefly, the xanthine-xanthine oxidase system is
used to generate superoxide anions (O,"), which reduce the NBT to formazan that
is detected at 560 nm. If the SOD is present in the sample, the generated O, is

transformed into HoO» and this avoids the formazan generation. The results were
expressed as units of SOD/mg protein where 1 unit of the enzyme is defined as
the quantity of SOD required to produce 50% inhibition of NBT reduction.

2.13.3. Determination of NOX activity

To evaluate the NOX activity, a chemiluminescence (CL) technique was used.
Reaction mixture (final volume 200 pl) contained 75 mM phosphate buffer (pH
7.4), 10 mM ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 300 mM sucrose, 20 mM
lucigenin and 2 mM NADPH. The reaction was started by adding 20 pl of the
sample of the supernatants of the homogenates of the different tissues presumably
containing NOX. After the reaction, ROS were generated by NADPH oxidase,
which reacted with lucigenin that captures the high energy electrons. The
luminescence generated by lucigenin was directly proportional to the activity of
NOX, and the maximum activity was obtained 15 min after the start of the
reaction. The results were expressed in U of CL (mV.s).

2.13.4. Determination of GSH

To estimate the GSH level present in different tissues, a previously described
fluorimetric method was used (Fernandez-Checa and Kaplowitz, 1990). This
assay is based in the formation of a stable, fluorescent adduct of
monochlorobimane (itself nonfluorescent) with GSH in a reaction catalyzed by
GST. The fluorescence is measured at excitation wavelength of 385 nm and an
emission wavelength of 478 nm and the results were expressed in umol/mg
protein.
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2.13.5. Estimation of lipid peroxidation

Measurement of the malondialdehyde (MDA) levels (an end product of lipid
peroxidation) expressed as nmol/mg protein in different tissues was determined
using a previously described colorimetric assay (Gérard-Monnier et al., 1998).
This test is based on the detection of a colorful compound formed between MDA
and 1-methyl-2-phenylindole in acid medium, which is detected at 586 nm.

2.13.6. Estimation of oxidized proteins

To evaluate the oxidized proteins, a previously described colorimetric method
was employed (Reznick and Packer, 1994). This assay is based on the reactivity of
the carbonyl groups originated by the action of ROS on proteins with 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) to form a protein-hydrazone complex which
absorbs at 370 nm. Protein carbonyl contents were calculated using an absorption
coefficient of 22 000 M_lcm_l. The results were expressed as nmol of
carbonyls/mg protein.

2.14. Bone marrow-derived dendritic cells culture

Murine bone marrow-derived dendritic cells (mBMDCs) were generated from
the bone marrow cells of the tibia and femur of 7-8 week old male BALB/c mice
following the procedures previously described, with minor modifications (Lutz et

al., 1999). Briefly, at day 0, 6 x 106 bone marrow cells were cultured in 60 mm
Petri dishes containing 6 ml RPMI-1640 medium supplemented with 2 mM L-
glutamine, 50 uM B-mercaptoethanol, 5% heat-inactivated FBS, gentamicin (20
pg/ml) and 10 mM HEPES. Bone marrow cells were differentiated to mBMDCs
by the addition of rmGM-CSF (20 ng/ml) to the culture medium for 6 days. At day
6 all medium was removed, and mBMDCs were fed with 3 ml culture medium
containing rmGM-CSF (4 ng/ml). Additionally, mBMDCs were stimulated with
LPS (100 ng/ml) and different doses of a-mangostin dissolved in DMSO (0.5, 1, 3,
5, 7 and 10 pg/ml) for 4 or 24 h. After 4 or 24 h of stimulation with LPS and a-
mangostin, the cells were harvested and evaluated by flow cytometry using a
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) after
staining cells with FITC-CD11c, PE-CD86, PerCpCy5.5-CD80, APC-CD40, PE-
programmed death-ligand 1 (PD-L1) and Biotin-IA/IE antibodies. Finally, the
cells were analyzed using the FCS Express software. Cell culture supernatants of
each condition were obtained and stored at —70 °C to measure soluble factors.

2.15. Thl and Th17 polarization and stimulation

Spleen cells were obtained from C57BL/6J mice and erythrocytes were lysed.
The remaining cells (splenocytes) were placed in a ratio of 2 x 10" lymphocytes
per well in commercial 24-well plates, and anti-CD3 antibody (5 pg/ml) and anti-
CD28 antibody (1 pg/ml) were added to complete their activation. Cells were
maintained in culture for 6 days with a mixture of cytokines that favored
differentiation into Th17 or Thl cells. For Thl7 cells-polarizing conditions,
splenocytes were stimulated with TGF-B (5 ng/ml), IL-6 (20 ng/ml), IL-23 (10
ng/ml), IL-1B (5 ng/ml) and TNF-a (5 ng/ml) as well as anti-1FN-y (10 pg/ml) and
anti-IL-4 (10 pg/ml) antibodies to avoid their polarization towards Thl and Th2,
respectively. For Thl cells-polarizing conditions, splenocytes were stimulated
with IL-12 (10 ng/ml) and IL-2 (10 ng/ml) as well as anti-1L-4 antibody (10
pg/ml) to avoid their polarization towards Th2. The effect of different
concentrations of a-mangostin (0.5, 1, 3 and 5 pg/ml) on cultures of cells
polarized towards Th17 or Thl was evaluated by culturing the cells under
polarizing conditions towards Th17 or Thl concurrently with the different
concentrations of a-mangostin during 6 days. Six days post-culture the cells were
treated for 6 h withCell Activation Cocktail with brefeldin A (Biolegend). After

this time, the cells were harvested, and the percentages of CD4+CD25h'ghFoxp3+

and CD4" IFN—y+ cells were evaluated by flow cytometry using a FACSCalibur
flow cytometer and FCS Express software in the Th1-polarized cultures.
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evaluated in the Th17-polarized cultures. Supernatants from each experimental
condition were obtained and stored at —70 °C until used.

2.16. Cell viability

Cell viability was measured using the Annexin V/7-AAD Apoptosis Assay.
Briefly, mBMDCs and Thl and Th17 cells of each experimental group were

harvested and 1 x 106 cells/ml were resuspended in 1X Binding Buffer (10 mM
HEPES/NaOH pH 7.4, 140 mM NaCl and 2.5 mM CacCly). Subsequently, 100 pl
of this solution (1 x 105 cells) were stained with FITC Annexin V and 7-AAD.

The cells were incubated for 15 min at RT (25 °C) in the dark and analyzed by
flow cytometry within 1 h.

2.17. Analysis of secreted inflammatory mediators

The cytokine levels of TNF-o, IL-6, IL-12 (p70), IFN-y and IL-10 were
measured in the supernatants of cultured dendritic using ELISA MAX™
Standard Sets kits (Biolegend) according to the provider's instructions. The
Mouse TGF-p 1 ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience Inc.) was used to
measure TGF-B in culture supernatants. IFN-y, IL-10 and TGF-B were measured
in the supernatants of Thl-polarized cultures and IL-17A, IL-10 and TGF- in
the Thl7-polarized cultures by ELISA. The Mouse IL-17 A ELISA MAX™
Standard Sets kit (Biolegend) was used for the measurement of IL-17A in
accordance with the provider's instructions.
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Each in vitro experiment was performed at least in triplicate. Data were
analyzed using the JMP 5.0.1 statistical software program and expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). The analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey test for multiple comparisons and LS means contrast test were used to
analyze parametric data. The Kruskal-Wallis test was used to analyze non-
parametric data. P values < 0.05 were considered to be significant.

3. Results
3.1. Levels of endotoxin in a-mangostin

Because endotoxins can activate cells of the innate immune system and
promote the secretion of proinflammatory cytokines, the endotoxin level in the
isolated a-mangostin was measured to avoid any interference in the observed
effects. The endotoxin level of 1 mg/ml a-mangostin was determined by the
chromogenic LAL assay and was found lower than 0.05 EU/mI (equivalent to
0.005 ng/ml of LPS) which was within the endotoxin level allowed for sterile water
by Food and Drug Administration (FDA). Additionally, it has been proven that
these levels of endotoxin do not affect cytokine secretion and the expression of
activation markers in some phenotypes of human DCs (Schwarz et al., 2014).

3.2. Therapeutic ef#ct of a-mangostin on established CIA
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To evaluate the therapeutic potential of a-mangostin in a model of CIA
developed in mice, two oral doses 10 and 40 mg/kg were tested. Methotrexate, a
drug frequently used to ameliorate the symptoms of rheumatoid arthritis in human
patients was employed as a reference drug. Treatments were administered from
day 35 when the signs of arthritis were evident, and the CIA was established in
mice. Each treatment was administered daily for 33 consecutive days. An arthritis
score was used to determine the clinical severity of arthritis and joint
inflammation. The arthritis score exhibited continuous increases in vehicle-treated
mice from day 1 to day 16 of treatment; afterward, it remained relatively stable. A
significant decrease in the arthritis score was found in a-mangostin-treated mice
regardless of the dose used from day 7 to day 18 of treatment compared to vehicle-
treated mice. No significant differences between both doses during this time were
found. After the 18th day of treatment, none of the doses of a-mangostin de-
monstrated significant differences with vehicle-treated mice. In contrast,
methotrexate did not significantly reduce the arthritis score in the first days of
treatment until the 16th day of treatment (Fig. 1A).

The area under the curve of each of the experimental groups from day 1 to day
33 of treatment was estimated to evaluate the overall behavior of each of the
treatments over time. Both doses of a-mangostin exhibited a significant decrease
in the area under the curve with respect to vehicle-treated mice (p < 0.05).
However, they did not show significant differences between them (Fig. 1B). Mice
treated with methotrexate did not show significant differences with vehicle-treated
mice although it did demonstrate a tendency to decrease the area under the curve
in the last days of treatment (p = 0.0877) (data not shown). These results could
mean that a-mangostin might have an early effect on the arthritis signs whereas
methotrexate has a late effect in the arthritis control.

3.3. Histological changes in knee joints of CIA mice treated with a-mangostin

To determine if a-mangostin was able to control inflammation and damage to
joint cartilage in CIA mice, histological sections of the knee joint of each of the
experimental groups were evaluated according to the Materials and Methods
section. The knee joints of vehicle-treated mice revealed synovial hyperplasia,
massive infiltration of inflammatory cells within the joint space, extensive
cartilage and bone erosions and pannus formation. The inflammatory infiltrate in
vehicle-treated mice was composed mainly of mononuclear cells (macrophages
and lymphocytes) and fibroblasts, although some neutrophils within the joint
space were also found (Fig. 2A). The higher dose of a-mangostin significantly
reduced the histological score. However, the lower dose of a-mangostin and
methotrexate did not present a significant effect on the histopathological changes
found in vehicle-treated mice (Fig. 2B).

3.4. Effct of a-mangostin on the production of anti-collagen Il IgG1 and 1gG2a
antibodies

Anti-Cll 1gG antibodies are critical in the development of CIA, and it has been
shown to have a high correlation with the severity of arthritis in CIA mice
(Williams et al., 1998). Therefore, the effect of a-mangostin on the production of
anti-Cll 1gG antibodies was evaluated. Both anti-Cll 1gG1 and anti-Cll 1gG2a
antibodies were significantly increased in the vehicle-treated mice compared to
those in the control group. Moreover, levels of anti-Cll 1lgG2a antibodies showed a
5-fold increase compared to levels of anti-collagen IgG1 antibodies. A significant
decrease in anti-Cll 1gG2a antibodies was found only in mice treated with the
higher dose of a-mangostin (Fig. 3A). However, none of the treatments affected
the production of anti-Cll IgG1 antibodies (Fig. 3B).

3.5. Effect of a-mangostin on joint inflammatory mediators

It has been demonstrated by different research groups that cytokines,
chemokines and other inflammatory mediators such as PGE> play a key role
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in inflammation and joint destruction that occurs in RA (Feldmann and Maini,
2008; Hoxha, 2018). Chemokines are mostly involved in the recruitment of
inflammatory cells to the joint, while cytokines and PGE; are also involved in the
destruction and damage to the joint (Hoxha, 2018; lwamoto et al., 2008; Choy,
2012; Caselli et al., 2018). We explored whether a-mangostin could modify the
production of these cytokines and chemokines in the CIA joint and the PGE>

release at peripheral and local level. PGE; levels in both serum and joints were
found to be increased in the vehicle-treated mice compared to those in the control
group. Treatments with either the different doses of a-mangostin or methotrexate
showed a decrease in the production of PGEj in serum and joints, this reduction
being more noticeable in the latter. However, these reductions were not significant
in any of treatments (Fig. 3C and D). Moreover, it was found that CIA mice
treated only with vehicle had a significant increase in the production of the
cytokines IL-6, IL-1f, 1L-18 and IL-33 and the chemokines LIX (CXCLS5), IP-10
(CXCL10), MCP-1 (CCL2), MIP-1a. (CCL3), MIP-1 (CCL4), MIG (CXCL9)
and RANTES (CCL5) compared to control mice. As observed in Fig. 4A, the dose
of 10 mg/kg of a-mangostin exhibited a significant decrease in the production of
IL-6 and the chemokines LIX, IP-10 and RANTES (p < 0.05) while the dose of 40
mg/kg not only significantly decreased the IL-6 and these three chemokines but
also significantly decreased the MIG chemokine (p < 0.05). Although no
significant differences were found between the two doses of a-mangostin em-
ployed, the dose of 40 mg/kg demonstrated significance slightly higher than the
dose of 10 mg/kg in reducing the production of IL-6 and these chemokines. On the
other hand, methotrexate only showed an efficient reduction in the production of
LIX and RANTES chemokines (p < 0.05 and p < 0.01, respectively) (Fig. 4A),
whereas the levels of IL-1f and IL-18 were not affected by any of the treatments
used (Fig. 4B and C). The expression of IL-33 was found to be significantly
increased in the joint of vehicle-treated mice compared to those in the control
group (p < 0.05) being this expression more evident in the fibroblasts and the
mononuclear cells of the inflammatory infiltrate (Fig. 5A). The treatments with
both doses of a-mangostin and methotrexate decreased the expression of IL-33 in
joint tissues significantly with respect to vehicle-treated mice (Fig. 5A and B).

3.6. Effect of a-mangostin on oxidative stress and the activity of antioxidant
enzymes

It has been documented that the production of ROS and RNS may be increased
and the activity of some of the enzymes of the antioxidant defense system reduced
in patients with RA. This imbalance in redox equilibrium can cause damage to
cartilage and extracellular matrix components as well as activate inflammatory
pathways such as NF-xB (Hitchon and El-Gabalawy, 2004; Mirshafiey and
Mohsenzadegan, 2008). We evaluated the effect of a-mangostin on oxidative
stress and the preservation of the antioxidant defense system in the joints, liver
and kidney of CIA mice. The levels in the activity of NOX and MDA (an end
product of lipid peroxidation) were found increased in the joints of vehicle-treated
mice (p < 0.05). In addition, GSH levels (one of the central antioxidant defense
systems) were found to be decreased at the joint level in this same group
compared to control mice (p < 0.05). The dose of 10 mg/kg of a-mangostin was
able effectively to decrease the NOX activity and the generation of MDA and
demonstrated to preserve the levels of GSH in the joints of CIA mice (p < 0.05).
The dose of 40 mg/kg of a-mangostin only decreased lipid peroxidation in the
joints of CIA mice (p < 0.05). On the other hand, methotrexate was also able to
decrease MDA production and preserve GSH levels significantly in the joints of
CIA mice (p < 0.05). The GPx, GST and CAT activities did not exhibit significant
differences between the different experimental groups at the joint level (Fig. 6).
No significant differences were found in the levels of MDA, GSH and NOX, GPx,
GST, SOD, GR and CAT activities in the liver and kidney of mice of the different
experimental groups. Nevertheless, a significant increase in the number of
oxidized proteins was found in the liver of mice treated with methotrexate (p
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< 0.05) (data not shown).
3.7. Cytotoxicity of a-mangostin

a-mangostin has been shown to possess anti-inflammatory effects on several
cells of the innate immune system including various macrophage lines
(Tewtrakul et al., 2009). In order to get a deeper understanding about the
mechanisms involved in the anti-inflammatory capacity of a-mangostin on CIA,
we decided to study its effect on activated dendritic cells and polarized Th1 and
Th17 lymphocytes which play a central role in the immunopathogenesis of RA.
Because several studies have demonstrated that a-mangostin possesses cytotoxic
effects on different cell types (Liu et al., 2015) including several tumor cell lines
(Nakagawa et al., 2007; Doi et al., 2009), we first investigated its cytotoxic effect
on LPS activated mBMDCs and lymphocytes activated and polarized towards
Thl and Th17. a-mangostin did not demonstrate cytotoxic effects on mBMDCs
activated with LPS for 4 and 24 h at any of the concentrations evaluated (0.5-10
ug/ml). However, it did reveal cytotoxic effects on lymphocytes activated and
polarized towards Thl and Th17, inducing a significant decrease in cell viability
(p < 0.05) approximately of 37% with the dose of 5 pg/ml (data not shown).

3.8. Ef#ct of a-mangostin on mBMDCs activated with LPS

Once it was determined that a-mangostin has no cytotoxic effects on
mBMDCs activated with LPS, we explored the ability of a-mangostin to modify
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MANG-10

Fig. 2. Histological analysis of knee
joints on day 68 (hematoxylin and
eosin stained joint tissue sections).
Original magnification 10X.
Photomicrographs are representative
of histopathology of six mice (n = 6)
per experimental group. Black arrows
indicate the synovial membrane, head
arrows indicate the in-flammatory
infiltrate and synovial hy-perplasia
into the joint and red arrows indicate
the cartilage and bone destruc-tion by
pannus (A). Histological scores
obtained by the evaluation of
formation of pannus, synovial
hyperplasia, amount of inflammatory
infiltrate and magni-tude of damage
to articular cartilage and bone in the
joints of each experimental group (B).
Control, non-arthritic mice; Vehicle,
arthritic mice treated with vehicle
(corn oil); Mang 10, arthritic mice
treated with 10 mg/kg of o-
mangostin; Mang 40, arthritic mice
treated with 40 mg/kg of a-
mangostin;  MTX, arthritic mice
treated with methotrexate. Data are
represented as mean + SEM. n = 6.
Group is significantly different, Hp <
0.01 versus control group; *p < 0.05
versus vehicle group (by ANOVA
and LS means contrast test). (For
interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader
is referred to the Web version of this
article.)

the expression of activation molecules as well as the production of
proinflammatory and anti-inflammatory cytokines in these mBMDCs. The
mBMDCs activated with LPS showed a significant increase both in the percentage
of CD86 expression (p < 0.05) and mean fluorescence intensity (MFI) for CD86 (p
< 0.01) with respect to unstimulated mBMDCs. a-mangostin significantly decrease
the percentage of CD11c+ CD86+ cells in doses between 7 and 10 pg/ml with
respect to mBMDCs activated with LPS that only received the vehicle (p < 0.05).
In addition, MFI for CD86 was also significantly reduced in cD11c” cells at the
same doses (Fig. 7).

The percentage and MFI of CD40 were significantly increased in LPS-
activated mBMDCs compared to non-stimulated mBMDCs (p < 0.01). a-
mangostin proved to be capable of significantly decrease both the percentage and
MFI of CD40 in LPS-activated mBMDCs from the dose of 5 pg/ml. The higher
dose of a-mangostin proved to be the best in decreasing the percentage of CD40 in
cD11c’ cells and better than the 5 ng/ml dose in decreasing the MFI of CD40 in
cpilc’ cells (p < 0.01) (Fig. 8). The expression of CD80, IA/IE and PD-L1 in

cD11c’ cells were also examined, but no changes were found with any of the
doses of a-mangostin evaluated (data not shown).

To determine the effect of a-mangostin on the production of proinflammatory
and anti-inflammatory cytokines in mBMDCs activated with LPS, the production
of IFN-y, TNF-qa, IL-6, IL-12 (p70), IL-10 and TGF-p was evaluated. mBMDCs
activated with LPS exhibited a significant increase in the production of IL-12
(p70), TNF-a, I1L-6 and IL-10 after 4 h of stimulation (p < 0.01) and a significant
increase of IFN-y after of 24 h of stimulation (p < 0.05) with respect to
unstimulated mBMDCs. a-mangostin significantly decreased the production of IL-
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Fig. 3. Serum antibody levels of 1gG2a (A) and 1gG1 (B) anti-ClI on day 68. The antibodies concentration was expressed in pg/ml and was determined by ELISA. PGE, levels in

serum (C) and joints (D) of mice of the different experimental groups. PGE; levels were expressed in ng/ml of serum or ng/mg of protein and were determined by a competitive
enzyme immunoassay. Control, non-arthritic mice; Vehicle, arthritic mice treated with vehicle (corn oil); Mang 10, arthritic mice treated with 10 mg/kg of a-mangostin; Mang 40,

arthritic mice treated with 40 mg/kg of a-mangostin; MTX, arthritic mice treated with methotrexate. Data are represented as mean + SEM. n = 6. Group is significantly different, +p
< 0.05, ++p < 0.01 versus control group; *p < 0.05 versus vehicle group (by ANOVA and LS means contrast test).

12 (p70) at doses of 3 pg/ml, and increased the production of I1L-10 at doses of 5
ng/ml with regard to the LPS activated BMDCs that only received DMSO after 4
h of stimulation (p < 0.01). A decrease in the levels of INF-y was also found
from the dose of 3 ug/ml of a-mangostin but was not statistically significant (p =
0.07). The secretion of TNF-a, IL-6 and TGF-B did not present changes in any
doses of a-mangostin tested (Fig. 9). These results indicate that a-mangostin
possess immunomodulatory effects on mBMDCs activated with LPS, which are
due to the decrease in the expression of costimulatory molecules, the decrease in
cytokines that polarize towards Thl cells (IL-12 p70) and the increase in the
anti-inflammatory cytokine IL-10.

3.9. Ef#ct of a-mangostin on Thl and Th17 polarization

Several studies have shown that some polyphenols possess the ability to
prevent proliferation or modify the production of cytokines in lymphocytes
(Roseghini et al., 2007). At present, it is unknown whether a-mangostin, which
belongs to the polyphenols group, is capable of modifying the polarization of
lymphocytes from one phenotype to another. Therefore, the capacity of o-
mangostin to avoid the polarization of lymphocytes towards a Thl or Thl7
phenotype favoring polarization towards a regulatory phenotype (Treg) was
studied. a-mangostin demonstrated no effects on the polarization of Thl and
Th17 lymphocytes in doses of 0.5-3 pg/ml, nor did it show increases in the
regulatory phenotype in any of these doses. Doses starting at 5 pg/ml of a-man-
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gostin exhibited decreases in the populations of both Th17 and Thl lymphocytes,
as well as a decrease in the production of some cytokines such as IL-17A and IL-
10. However, these decreases were probably due to a proapoptotic effect of this
molecule on activated lymphocytes, since cell viability was reduced by 37% at this
dose as was mentioned in section 3.7 (data not shown). These data show that a-
mangostin is not capable of modifying the polarization of Thl or Th17 cells
towards a regulatory phenotype in the doses tested; however, it is capable of in-
ducing apoptosis in activated T lymphocytes and polarized towards a Thl or Th17
phenotype.

4. Discussion

a-mangostin has been shown to possess anti-inflammatory properties in several
animal models of disease including arthritis (lbrahim et al., 2016). The results
obtained in the present study demonstrate the effectiveness of a-mangostin to
decrease the clinical signs, inflammation and joint destruction in DBA/1J mice
with established CIA. A higher effectiveness was exhibited by the higher dose of
a-mangostin (40 mg/kg) because it significantly decreased the infiltration of in-
flammatory cells, synovial hyperplasia and the cartilage and bone damage in CIA
mice. This effect was only observed during the first 18 days of treatment. This is
particularly interesting since the therapeutic response to methotrexate an anti-
inflammatory drug frequently used for arthritis treatment begins after 3-6 weeks of
starting treatment and reaches its maximal improvement after 12 weeks or more
(Weinblatt, 2013). Thus, it is feasible that the combination of both treatments may
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Fig. 4. Cytokines and chemokines levels in joint homogenates of CIA mice after 33 days of treatment. The concentration was expressed in pg/mg of protein and was determined by
Luminex xMAP Technology (A) and ELISA test (B and C). Control, non-arthritic mice; Vehicle, arthritic mice treated with vehicle (corn oil); Mang 10, arthritic mice treated with 10
mg/kg of a-mangostin; Mang 40, arthritic mice treated with 40 mg/kg of a-mangostin; MTX, arthritic mice treated with methotrexate. Data are represented as the mean £ SEM. n = 6.

The group is significantly different, +p <0.05, ++p < 0.01 versus control group; *p < 0.05, **p < 0.01 versus vehicle group (by ANOVA, Tukey test and LS means contrast test).

improve the current treatment. Previous evidence also point to the potential of a-
mangostin in the arthritis treatment. However, most studies conducted to
demonstrate its anti-inflammatory capacity in arthritis have used non-
autoimmune arthritis models or have administered a-mangostin at the time of
induction of disease or even before inducing it when arthritis is still not
established, and the inflammatory and joint destruction processes are not yet
clinically evident (Gopalakrishnan et al., 1980; Ibrahim et al., 2016; Lee et al.,
2013).

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease in which both humoral
immunity and cellular immunity are involved. The generation of autoantibodies
such as rheumatoid factor, anti-citrullinated protein antibodies and antibodies
against specific components of the joint (i.e. collagen type Il and some
peptidoglycans) play a critical role in the pathophysiology of the disease (Duskin
and Eisenberg, 2010; Trouw et al., 2013; Frisenda et al., 2013). Indeed, these
antibodies can even appear before the clinical manifestations of the disease and
give rise to immune complexes which can be placed in other tissues besides the
joint tissue and in this way exacerbate the inflammation and joint destruction
(Schaeverbeke et al., 2012; Boissier et al., 2012). a-mangostin was shown to

308

decrease the generation of anti-collagen Il 1gG2a antibodies at the dose of 40
mg/kg. This might indicate that part of mechanisms by which a-mangostin had
anti-inflammatory activity in murine CIA may be due to it affects the humoral
response during disease, which is reflected in decreasing of autoantibodies
production and probably in the generation of immune complexes. Furthermore, its
effect in reducing only the generation of anti-collagen 11 1gG2a antibodies and not
anti-collagen 1gG1 antibodies could point towards an effect of a-mangostin on Thl
responses.

For many years, several inflammatory mediators have been identified in the
synovial fluid of RA patients including high levels of prostaglandins (PGs). PGE»
is a metabolite of the arachidonic acid pathway, which is produced by chondrocytes
and synovial fibroblasts from RA patients (Hoxha, 2018). The binding of PGE; to
its E-type prostanoid receptor 4 exerts proinflammatory activity in the rheumatic
synovium because it modifies the cytokine production, i.e., IL-6, 1L-23 and vas-
cular endothelial growth factor, promotes Th17 cells differentiation by stimulating

IL-23 secretion by activated DCs and increases type Il collagen degradation
(Hoxha, 2018; Jia et al., 2014; Konya et al., 2013). As observed, a-mangostin

showed a tendency to decrease the production of PGE; in joints, which might be at
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Fig. 5. E)épression of IL-33 cytokine in joint tissues of CIA mice after 33 days of treatment. The IL-33 presence was determined by immunochemistry (A) and was expressed in surface
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mice treated with 40 mg/kg of a-mangostin; MTX, arthritic mice treated with methotrexate. Data are represented as the mean + SEM. n = 4. The group is significantly different, +p <
0.05 versus control group; *p < 0.05 versus vehicle group (by ANOVA, Tukey test and LS means contrast test).

least partially limiting the damage to specific proteins of the joint and modulating

certain proinflammatory effects that are orchestrated by the PGE, pathway in
CIA mice as mentioned above. In fact, a study has recently published the use of a

PGE; receptor 4 antagonist which has demonstrated to be an effective treatment
in reducing inflammation and joint damage in mice and rats with CIA (Caselli et
al., 2018).

In addition to PGEjp, other inflammatory mediators such as several
cytokines and chemokines have been implicated in the pathogenesis of RA. It
has been demonstrated that the imbalance between proinflammatory and anti-
inflammatory cytokines in favor of the former can promote self-immunity and
participate in the maintenance of inflammation and joint destruction during RA
(Mclnnes et al., 2007). Some of these proinflammatory cytokines (i.e., TNF-a,
IL-1 and IL-6) are so important in the development of pathology, that
development of monoclonal antibodies to block their function has significantly
decreased pain, signs and joint damage in RA patients (Devine et al., 2011). In
our CIA model, IL-6, IL-1B, IL-18 and IL-33 cytokines were significantly
increased in the synovial joint; however, only IL-6 and IL-33 were significantly
reduced by the treatment with a-mangostin. Since IL-6 is a pleiotropic cytokine
which has several functions in RA, such as collaborating in the production of
autoantibodies by promoting the maturation of B cells, participating in the
differentiation of Th17 cells, stimulating the production of IL-8 and MCP-1 by
endothelial cells (allowing neutrophils and monocytes recruitment), inducing
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the synoviocyte proliferation and the osteoclast differentiation and increasing the
production of matrix metalloproteinases (MMPs) (Srirangan and Choy, 2010;
Yoshida and Tanaka, 2014); its reduction could be related to the anti-inflammatory
effect observed in the clinical and histopathological score. Moreover, it has been
demonstrated that the decrease in IL-6 levels during the first 12 months of
treatment is related tobetter clinical results and the blocking of IL-6 signaling by
monoclonal antibodies such as tocilizumab rapidly improves the RA disease
activity (Mijnheer et al., 2013; Yoshida and Tanaka, 2014). Therefore, molecules
such as a-mangostin that affect the production of this cytokine could have a
beneficial effect on RA.

On the other hand, 1L-33 has recently emerged as a cytokine involved in the
pathophysiology of RA since it is able to activate NF-kB and MAPK pathways in
macrophages inducing the production of proinflammatory cytokines such as IL-1f
and IL-6, and chemokines such as MCP-1 among others (Chen et al., 2017).
Furthermore, it has been shown that exogenous administration of IL-33 promotes
the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines which exacerbates
the inflammatory process in CIA mice (Chen et al., 2017; Carrasco et al., 2015).
Conversely, antibodies that block the signaling pathway of IL-33 (T1/ST2) have
been shown to decrease the severity of CIA in mice (Palmer et al., 2009). In the
light of the above results, the decrease in the production of this cytokine in CIA
mice by a-mangostin could contribute to control the inflammatory process and joint
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damage that occur in this disease.

Several cell types have been identified in the inflammatory process and joint
destruction that occurs in RA, many of which are recruited from the periphery to
synovial joints, i.e., monocytes, T cells, B cells, neutrophils and dendritic cells,
among others through small molecules called chemokines (Ilwamoto et al., 2008).
Several chemokines have been found present in the joints of RA patients, i.e. IL-
8/CXCL8, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, [IP-10/CXCL10, MIG/CXCLSY,
epithelial neutrophil-activating peptide 78 (ENA-78)/CXCL5, growth-related on-
cogene (GROw)/CXCL1, connective tissue activating peptide Il (CTAP-
I1)/CXCL7, MIP-1a/CCL3 and MIP-1p/CCL4, among others (lwamoto et al.,
2008; Koch, 2005). Although the principal function of these chemokines is the
recruitment of inflammatory cells to the rheumatic synovium, some of them may
also exhibit other functions such as promoting angiogenesis (Koch, 2005; Rump
et al., 2017). a-mangostin was shown to significantly reduce the production of
LIX/CXCLS5, IP-10/ CXCL10, MIG/CXCL9 and RANTES/CCLS5. LIX/CXCL5
is one of the main chemokines involved in the recruitment of neutrophils in mice
and plays a significant role in the production of TNF-a. in macrophages and mast
cells through the binding with its receptor (CXCR2). Moreover, in humans,
ENA-78/CXCL5 has been shown to be increased in the synovium of RA patients
where it participates significantly in angiogenesis (Vieira et al., 2009). On the
other hand, IP-10/CXCL10 is expressed mainly in infiltrating macrophage-like
cells and fibroblast-like synoviocytes in joints of RA patients where it recruits
mainly T cells that express its receptor (CXCR3). Furthermore, there is also
evidence that this chemokine may be partly responsible for bone erosion that
occurs in RA since it mediates the expression of RANKL in cD4" T cells which
is involved in the osteoclast differentiation (Antonelli et al., 2014). In addition to
IP-10/CXCL10, MIG/CXCLS9 is another cytokine implied in the recruitment of
activated T cells and Thl cells, is expressed in synovial fibroblasts of RA
patients, induced by IFN-y and plays an essential role in the early
infiltration of plasma cells into rheumatic synovium (lwamoto et al., 2008;
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Tsubaki et al., 2005). Moreover, this chemokine in concert with IP-10/CXCL10
and RANTES/ CCL5 have been shown to increase the proteolytic activity of
fibroblast-like synoviocytes by increasing its collagenase and gelatinase activity
(lwamoto et al., 2008). On the other hand, RANTES/CCLS5 is a chemokine
expressed by activated T cells, fibroblast-like synoviocytes and mononuclear cells
into synovium of RA patients (Mellado et al., 2015). This chemokine promotes the
expression of iNOS and the IL-6 and MMP-3 production in chondrocytes and also
inhibits the synthesis of proteoglycans in these same cells, contributing therefore to
the degradation of articular cartilage (Iwamoto et al., 2008). In light of the above,
the decrease of LIX/CXCLS5, IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9 and RANTES/CCL5
by a-mangostin could not only be impacting the recruitment of inflammatory cells
to the synovium but also the processes of angiogenesis and bone and cartilage
destruction that take place in the joints of RA patients.

Because inflammation and oxidative stress are closely interlinked in certain
diseases including RA, ROS and RNS are other critical elements considered to be
involved in the damage to bone and cartilage in RA patients (Mateen et al., 2016).

Several studies have shown that total ROS, O, Ho0O5 and hydroxyl radical are
increased in patients with RA since some cells such as monocytes and neutrophils
rise their production. On the other hand, certain antioxidant defenses, i.e., f-
carotene, vitamin E, and SH groups are diminished, while others, such as SOD,
CAT, GPx, and GR activities and GSH levels have had variable results. The above
induces the generation of an environment in favor of oxidative stress, which finally
causes damage to lipids, proteins and DNA in RA patients (Quinonez-Flores et al.,
2016). In addition to being directly involved in damage to the joint components,
ROS and RNS can also have an effect on several cells of the immune system, i.e., T
lymphocytes can become refractory to the induction of cell death and fibroblast-like
synoviocytes can generate mutations of p53 gene (Quinonez-Flores et al., 2016;
Hitchon and El-Gabalawy, 2004; Griffiths, 2005). In the CIA model, an increase of
NOX (an O, -generating enzyme) and a decrease of GSH was observed. a-
mangostin was shown to decrease the activity of NOX and lipid peroxidation, as
well as to increase the levels of GSH, one of the principal intracellular antioxidant
defense systems. These findings point to a protective effect of a-mangostin against
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< 0.05, Hp < 0.01 versus non-stimulated mBMDCs; *p < 0.05, **p < 0.01 versus vehicle group (by Kruskal-Wallis test for Index of the percentage of CDlchr CD86Jr cells and by

ANOVA, Tukey test and LS means contrast test for CD86 MFI).

the oxidative stress generated in CIA mice, which could not only be limiting the
direct damage to the joint tissue but also the inflammatory process due to the
actions of ROS and RNS on the aforementioned immune cells.

a-mangostin has been shown to possess anti-inflammatory effects on several
cell types that play essential roles in RA. For example, in vitro a-mangostin is able
to inhibit NO and PGE; release and iNOS expression in LPS-stimulated murine
macrophage RAW 264.5 cells and is capable of inducing apoptosis in human
rheumatoid fibroblast-like synoviocyte MH7A cells (Chen et al., 2008; Zhang et
al., 2018). However, its effect on activated dendritic cells as well as on Thl and
Th17 lymphocytes, critical players in the disease process of RA, has not been
completely clarified. In this work, it was demonstrated that a-mangostin is able to
decrease the expression of co-stimulatory molecules such as CD86 and CD40 in
LPS-activated BMDCs, which might have an impact on its capability to present
antigens to autoreactive T cells. In addition, it was also able to decrease the
production of IL-12 p70 and showed a tendency to decrease the production of
IFN-y in these cells, which could be limiting Th1 responses. On the other hand, o-
mangostin also increased IL-10 production in LPS-activated BMDCs, an anti-in-
flammatory cytokine that has been related with the control of several inflammatory
pathologies (Lyer and Cheng, 2013; Siqueira Mietto et al., 2015; Ip et al., 2017).
All these aforementioned a-mangostin effects on activated DCs indicate that this
xanthone can promote a regulatory dendritic cells phenotype, which could be
useful to reduce inflammation and consequently the joint damage that occurs in
RA patients. Because, it has been proven that DCs in synovial joint tissues of
patients with RA are raised, and these DCs show an increased expression of
activation markers as well as an enhanced capability to induce the proliferation of
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T lymphocytes and their production of cytokines (i.e., IFN-y, IL-17 and 1L-4)
under stimulation (Yu and Langridge, 2017).

Thl and Th17 lymphocytes are the main subsets of T cells involved in RA.
Th17 cells have been found increased in peripheral blood, bone marrow and synovial
fluid of RA patients and it is known that they participate importantly in joint
destruction through the production of IL-17A which promotes osteoclastogenesis
and is involved in the recruitment of neutrophils to the joint (Gaffen, 2009; Sarkar et
al., 2010; Kotake et al., 2017). Thl cells have also been found increased in the
synovial fluid and bone marrow of patients with RA and have been associated with
osteoclastogenesis due to an increase in the expression of receptor activator of
nuclear factor-xB ligand (RANKL) (Li et al., 2017). On the other hand, it is well
known that T cells with a regulatory phenotype (Tregs) are able to control Thl and
Th17 cell responses (Li et al., 2007; Kleinewietfeld and Hafler, 2013; Shrestha et al.,
2015). In this study we investigated whether a-mangostin has the ability to favor the
generation of regulatory T cells in an environment that promotes polarization
towards Th17 or Thl cells because Thl and Th17 lymphocytes polarization has been
shown to be favored in the synovial joints of RA patients, and several polyphenols
have been demonstrated to decrease the generation of these Th17 and Thl cells
through the induction of regulatory T cells in some animal models of arthritis (Park
et al., 2011; Xuzhu et al., 2012; Rogers et al., 2010). Our results show that while a-
mangostin was not able to modify the polarization in both Thl and Th17 cells
towards a regulatory phenotype, it was able to induce apoptosis of these two
activated cellular subtypes. This could be of importance since the generation of
apoptosis of both Thl and Thl17 cells could contribute to the reduction of
inflammation and joint damage generated by these cells. In fact, some other
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and 7 pg/ml of a-mangostin; and LPS + a-M 10, BMDCs treated with LPS and 10 pg/ml of a-mangostin. Data are represented as mean + SEM. ++p < 0.01 versus non-stimulated
mBMDCs; **p < 0.01 for significant differences in a group versus vehicle group or Xp < 0.05, xxp < 0.01 for significant differences between groups (by ANOVA, Tukey test and LS
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determined by ELISA. Cytokine production was measured after 4 h of activation with LPS for every case except for INF-y (24 h). (A) interferon-y (INF-y) production, (B) interleukin-
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polyphenols such as resveratrol that have anti-inflammatory properties in different
diseases have been shown to generate apoptosis of activated T lymphocytes as part
of their mechanism of action (Radkar et al., 2007).

In conclusion, our results demonstrate that a-mangostin possess anti-
inflammatory and antioxidant capacity on established CIA in mice that effectively
improve the onset of the disease during the first 18 days. Therefore, a-mangostin
could be combined with methotrexate or an-other disease-modifying antirheumatic
drug (DMARD) to cover early stages of RA and improve the quality of life of RA
patients. Mechanisms involved in the a-mangostin effectiveness begin to be
revealed.
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