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Abreviaturas

AR Artritis reumatoide

Al Artropatias inflamatorias
TNFoec  Factor de necrosis tumoral alfa
NFkB  Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
IL-1PB Interleucina 1lbeta

IL-6 Interleucina 6

MMP's Metaloproteasas de matriz

NO Oxido nitrico

iNOos  Oxido nitrico sintasa inducible
PRL Prolactina
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M Molar
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Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria progresiva autoinmune que
afecta principalmente a las articulaciones moviles. En la etiologia de la AR participan
factores genéticos y ambientales que conducen al reclutamiento de células inmunes a la
cavidad articular y a la activacion de células residentes (sinoviocitos). La activacion de los
sinoviocitos tipo fibroblasto (STF) resulta en la producciéon de citocinas proinflamatorias,
enzimas proteoliticas y de mediadores inflamatorios entre los que destaca el éxido nitrico
(NO), un radical libre que al ser producido por la sintasa inducible de NO (iNOS) contribuye
a la inflamacion y destruccion de los tejidos de la articulacién. La hormona prolactina (PRL)
reduce la inflamacién en la artritis experimental, si bien se le han atribuido efectos tanto
inhibidores como estimuladores de la inflamacién en la artritis reumatoide. La PRL podria
promover la inflamacion articular a través de su procesamiento proteolitico a vasoinhibina,
un fragmento de la PRL que estimula la produccion de NO en fibroblastos de pulmén
determinantes de la inflamacion en vias respiratorias. En este estudio, evaluamos el efecto
de la vasoinhibina sobre la expresion de la iNOS y la produccion de NO en STF aislados de
la articulacion sinovial del raton. Los cultivos primarios de STF se incubaron en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones (10, 50, 100 nM) de vasoinhibina recombinante.
La expresion del ARNm y de la proteina iINOS se evaluaron mediante qRT-PCR y Western
blot, respectivamente. EI NO, se determiné mediante la reaccion de Griess que cuantifica
sus metabolitos estables (nitritos y nitratos). Los resultados mostraron que la vasoinhibina
induce la expresion de la INOS y la produccion de NO de forma dosis dependiente.
Concluimos que la vasoinhibina puede promover la inflamacion articular a través de inducir
la produccion de NO en los STF. Por lo tanto, proponemos que la conversion proteolitica a
vasoinhibina podria contribuir a explicar las acciones controversiales de la prolactina en la

artritis reumatoide.




l. Introduccion

Las artritis inflamatorias comprenden un grupo de padecimientos que afectan las
articulaciones moviles, la columna vertebral y otras estructuras corporales [1]. Dentro de las
artritis inflamatorias, destaca por su prevalencia mundial (1%) y en México (1.6%) [2, 3], la
artritis reumatoide (AR), una enfermedad inflamatoria progresiva autoinmune con efectos
articulares y sistémicos. La etiologia de la AR es multifactorial, pero se considera que una
combinacion de factores tanto genéticos como ambientales la desencadenan a través de
generar una respuesta inmune aberrante que conlleva a la infiltracion de células inmunes a
la cavidad articular y a la proliferacion de células locales (sinoviocitos), que resulta en el
desarrollo de un frente invasivo denominado “pannus” el cual destruye el cartilago y el
hueso [4, 5]. Estos eventos son mediados por factores proinflamatorios como las citocinas
proinflamatorias (Cit: interleucina 1beta (IL-18), IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
interferon gamma (IFNy), entre otras) [6] y el 6xido nitrico (NO) [7]. EI NO es un gas que
ejerce diversas funciones incluyendo la relajacion del musculo liso y la regulacion de la
respuesta inmune que tiene un papel importante en la fisiopatologia de la AR. Los niveles
del NO se asocian con la severidad de la AR [8] y el tratamiento con inhibidores de las
sintasas de Oxido nitrico (NOS) reduce la inflamacién articular en modelos de artritis
inflamatoria [7, 9]. Por lo tanto, el estudio de factores reguladores de la produccion de NO

son de interés clinico. Uno de estos factores es la hormona prolactina (PRL).

La PRL es ampliamente reconocida por sus efectos estimuladores de la produccién de
leche en la lactancia, pero es una hormona multifuncional a la cual se le han atribuido
acciones sobre los tejidos de la articulacién [4]. Se conoce que la PRL promueve la
supervivencia del cartilago y reduce la produccion de citocinas proinflamatorias en la artritis
inflamatoria experimental [10, 11]. Sin embargo, la PRL también puede tener acciones
proinflamatorias a través de su conversion proteolitica a vasoinhibina, un fragmento de PRL
gue activa la produccion de NO en las vias respiratorias. Estudios realizados en fibroblastos
de pulmén en cultivo, muestran que la vasoinhibina induce la expresién de la sintasa de
Oxido nitrico inducible (iINOS) y la produccion de NO con una potencia similar a la
combinacion de las Cit [12]. Ademas, la vasoinhibina promueve la translocacion nuclear del
factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB), responsable de inducir la transcripcion de
la INOS [13]. Sin embargo, el efecto de la vasoinhibina sobre la produccién de NO por
células de la articulacion no ha sido evaluado. En el presente estudio, pretendemos

investigar si la vasoinhibina induce la expresion del ARNm y proteina de la iINOS, asi como




la produccién de NO en cultivos primarios de sinoviocitos tipo fibroblasto aislados de la

articulacion del ratén.




I[I. Antecedentes

2.1. Artritis reumatoide

Las articulaciones sinoviales o mdviles se encuentran constituidas por huesos revestidos
por cartilago, lubricadas por el liquido sinovial y contenidas en una capsula tapizada por la
membrana sinovial. Esta organizacion estructural permite una amplia gama de movimientos
bajo condicionales normales [14] que se pierde bajo condiciones de inflamacion (artritis

inflamatoria) causando dolor y rigidez [15].

Las artritis inflamatorias o artropatias inflamatorias (Al) son un grupo de trastornos
caracterizados por dolor e inflamacion articular [1]. Se han descrito mas de 100 tipos de Al
y se considera que este grupo de padecimientos es la principal causa de pérdida de
movimiento y discapacidad en el mundo [16]. Dentro de estas patologias, destaca por su
prevalencia mundial (1%) y en México (1.6%) [2, 3] la artritis reumatoide (AR), una
enfermedad inflamatoria progresiva autoinmune con efectos articulares y sistémicos, que

conlleva a la destruccion del cartilago y el hueso [4].

La etiologia de la AR es multifactorial, pero se considera que una combinacion de factores
tanto genéticos, como ambientales la desencadenan a través de generar una respuesta
inmune aberrante, que da como resultado al reclutamiento de células inmunes (células T &
B autorreactivas) a la cavidad articular y la sobreproduccion de factores proinflamatorios en
la articulacion como las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) [17], las
catepsinas [18], citocinas proinflamatorias como la interleucina 1beta (IL-1p), la interleucina
6 (IL6), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF«) [19] y otros mediadores proinflamatorios
entre los que destacan el 6xido nitrico (NO) [8]. Estos factores promueven la infiltracion de
células inmunes, la proliferacién de células sinoviales residentes (sinovitis) y la formacion
local de vasos sanguineos (angiogénesis) propiciando la formaciéon de un tejido invasivo

denominado “pannus” que degrada al cartilago y al hueso [20].

Se ha evidenciado que los factores genéticos tienen influencia en el desarrollo de la AR al
mostrar que gemelos monocigéticos tienen una predisposicion del 50% para presentar esta
patologia [21, 22]. Ademas, hay una asociaciéon directa entre la AR y el complejo mayor
histocompatibilidad tipo Il (MCH-I1), donde la expresion de la cadena beta de dicho complejo
(DRB1) esta directamente relacionada con la sobreproduccién del factor reumatoide (FR) y
los anticuerpos antipéptidos citrulinados (ACPA) [23] caracteristicas de pacientes que

cursan con AR.




Los factores ambientales también son determinantes en la AR, por ejemplo, el estrés
cronico puede favorecer una respuesta inflamatoria articular [24-26]. El sexo también ejerce
influencia en la aparicion de esta patologia. Se ha reportado que las mujeres son mas
susceptibles a presentar AR frente a los hombres en una relacion 3:1 [27]. Otros factores
como el tipo de dieta [28, 29], las enfermedades infecciosas y la microbiota oral e intestinal
[30, 31], si bien difieren en su mecanismo de accion, tienen en comun la generacion de
proteinas citrulinadas, las cuales son reconocidas como antigenos por el organismo,

generando una respuesta autoinmune [32].

Es importante destacar que los factores ambientales y propios del huésped son dinamicos,
pues al expresarse en conjunto aumentan la probabilidad de desarrollar esta patologia. Por
ejemplo, en pacientes fumadores que son ACPA positivos, el riesgo de desarrollar AR

aumenta 21 veces en comparacion con los no fumadores [33].

Factores genéticos Factores ambientales

Capsula

Cartilago Degradacion de cartilago
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Figura 1. Representacién gréfica de una articulacion afectada por la AR. Una combinacién de
factores genéticos, ambientales y del huésped (estrés, sexo y la reproduccion) influyen en el
reclutamiento de células inmunitarias y la proliferacion de células sinoviales, que junto con la
formacion de vasos sanguineos locales (angiogénesis), mantienen la proliferacion de un “pannus”
invasivo que promueve la degradacion del cartilago y la erosion 6sea. Modificado de Clapp C., et al.,
2016.




2.1.1. Sinoviocitos tipo fibroblasto

La membrana sinovial es el principal componente de la articulacién que origina el proceso
inflamatorio en la AR, transformandose de un tejido sano de dos a tres células quiescentes

de grosor a uno hiperplasico e invasivo infiltrado de células inmunocompetentes.

La membrana sinovial se divide en dos compartimentos anatomicos: la capa de
revestimiento articular y la capa mas intima en contacto con la cavidad intra-articular. Esta
Gltima, produce liquido sinovial y se compone de dos tipos celulares: las células sinoviales
A o tipo macrofago (STM) que provienen de la médula 6sea y corresponden al 20% de las
células de la capa intima sinovial; y los sinoviocitos B o tipo fibroblasto (STF) que
comprenden su mayor porcentaje (80%) [14, 34]. Los STF juegan un papel protagénico en

los procesos inflamatorios de la articulacién.

Los STF sintetizan lubricina y acido hialurénico que son componentes fundamentales del
liquido sinovial necesarios para lubricar y nutrir al cartilago avascular [35]. Este tipo celular
expresa marcadores caracteristicos de fibroblastos (colageno tipo IV y V, vimentina y CD90
[36]); sin embargo difiere de fibroblastos no-sinoviales en su expresion selectiva de
proteinas como la cadherina-1 [37], la uridina difosfoglucosa deshidrogenasa (UDPGD)
[36], la molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1), la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1) [38] y el factor acelerador del decaimiento (CD55) [39] que bajo condiciones de

inflamacién se sobreexpresan para promover el proceso inflamatorio articular.

Los STF se activan en un entorno proinflamatorio produciendo mediadores inflamatorios
como la IL-18, TNF«, IL-6, NO, MMP, entre muchos otros (Tabla 1) [35]. Ademas, este tipo
celular expresa una amplia variedad de factores de crecimiento y moléculas de superficie
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF- « y B), el factor de crecimiento
de fibroblastos basico (bFGF), la ICAM-1y VCAM-1, entre muchas otras. Los STF también
secretan moléculas quimioatrayentes (quimiocinas como CXCL5, CXCL10, MIP-1a, MIP-1
B, MCP-1, RANTES, etc., [14]), las cuales reclutan células inmunes a la cavidad articular.
Estos procesos establecen una red paracrina / autocrina que perpetua la sinovitis,
contribuyendo a la formacion del “pannus” el cual a su vez propicia la destruccién de la

matriz extracelular del cartilago y la erosion del hueso [11, 14, 36, 40-42].

Funcioén Moléculas efectoras
Angiogénesis IL-8, TGF-beta, PDGF, GM-CSF, G-CSF, FGF, VEGF, EGF
Quimiocinas IL-8,IL-16, MCP-1, MIP-alfa




Proinflamatoria IL-8, IL-16, IL-7, IL-11, IL-15, LIF, PDGF, MIF, GM-CSF, TRX, INOS
Osteoclastogenesis RANKL, VEGF

y ) PGE, colagenasa, gelatinasa, catepsinas, estromelisina,
Degradacion de matriz

agrecanasa, MMP

Tabla 1. Moléculas efectoras producidas por los STF. EGF: factor de crecimiento epidermal; FGF:
factor de crecimiento de fibroblasto; G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; GM-CSF:
factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos; IL: interleucina; LIF: factor inhibidor de
leucemia; MIF: factor inhibidor de macréfagos; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas;
RANKL: ligando del receptor activador NFkB; TRX: tiorredoxina; iNOS: Oxido nitrico sintasa

inducible; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. Modificado de Ritchlin C., 2000.
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Figura 2. Representacion gréfica de la influencia de los sinoviocitos tipo fibroblasto (STF) en
la artritis reumatoide (AR). Los STF al ser activados por mediadores proinflamatorios son
protagonistas en la AR induciendo la sinovitis, crecimiento del pannus, la destruccion del cartilago y
la erosién del hueso. Abreviaturas: TNF-a, factor de necrosis tumoral a; IL-1, interleucina 1; VEGF,
factor de crecimiento endotelial vascular; TGF-B, factor de crecimiento transformante (; PG,
prostaglandina; IFN, interferén; GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos-

macréfagos; MMP, metaloproteinasas de matriz extracelular; RANKL, ligando del receptor activador
del factor nuclear kappa-B. Modificado de Tu J., et al., 2018.




2.1.2. Mediadores proinflamatorios

La AR se caracteriza por presentar una amplia gama de factores proinflamatorios [14]
(Tabla 2) que actian sobre los diversos tipos celulares de la articulacion como los STF,
STM, condrocitos, osteoclastos, células endoteliales, entre otros, para promover la
hiperplasia del tejido sinovial [14] y el reclutamiento articular de células inmunes [35]
(sinovitis) desencadenando asi una degradacién paulatina de la matriz extracelular [14].
Uno de los mediadores proinflamatorios mas importantes es el 6xido nitrico (NO), el cual se
encuentra elevado en el liquido sinovial de las articulaciones artriticas [43, 44] relacionado
directamente con la severidad de la AR [8, 45] determinante de dafios tisulares sobre el
cartilago y hueso [46-49].

Clasificacién Proteina
Mediadores inducibles COX-2, NO
Moléculas de adhesion celular ICAM-1, VCAM-1, E-selectina
o IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IFNYy,
Citocinas
TNFx
Quimiocinas IL-8, CCL3, MCP-1
Factores de crecimiento G-CSF, M-CSF, GN-CSF
. ) Cadena ligera de Igk, MHC clase | y Il, receptor de células T
Moléculas inmunorreguladoras
ayp
Proteinas de fase aguda SAA, factores de complemento B, C3y C4

Tabla 2. Mediadores proinflamatorios sistémicos y locales en la artritis reumatoide. COX-2:
ciclo-oxigenasa 2; ICAM: molécula de adhesion intercelular; VCAM: molécula de adhesion celular
vascular; G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos; M-CSF: factor estimulante de
colonias de macréfagos; GM-CSF: factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos;
SSA: amiloide sérico A. Modificado de Arend W.P., 2001 & Bingham C.O., 3ed 2002.

2.2. El 6xido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso que actia como potente mediador quimico
de diversas funciones fisiol6gicas y fisiopatologicas que se incluyen en la inflamacion, la
neurotransmision, la apoptosis y el tono vascular tanto sanguineo como de las vias
respiratorias [50-53]. Su biosintesis es producto de la reduccién de la L-arginina [52] por
las 6xido nitrico sintasas (NOS) [54, 55] que comprenden tres isoformas distintas, dos

constitutivas [neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS)] y la inducible (iNOS) [56]. La expresion




de esta ultima es inducida transcripcionalmente en una amplia gama de células por accion
de citocinas proinflamatorias, endotoxinas bacterianas, entre otros [57-59]. La iNOS genera
grandes cantidades (nM) de NO [60] con acciones promotoras de la respuesta inmune [55,
61, 62], antimicrobianas [63], antivirales [64], antiparasitarios y antitumorales [65]. Sin
embargo, la induccién aberrante de NO promueve la progresion de varias enfermedades
debido a sus efectos citotéxicos [56, 58]. La AR es una de estas enfermedades donde la
produccion aberrante de NO se ha asociado con su progresion [7].

2.2.1. Implicacién del 6xido nitrico en la artritis reumatoide

Diversos estudios indican que en los pacientes con AR hay un aumento en la biosintesis de
NO a nivel sistémico [8, 60] y en el liquido sinovial [44] donde se ha descrito su contribucion
en el dafio articular. Tipos celulares de la articulacion como las células endoteliales de los
capilares sinoviales, neutrdfilos, fibroblastos, linfocitos, mastocitos y macréfagos comparten
la facultad de llevar a cabo la biosintesis de NO, no obstante, la expresion de la iINOS
durante la sinovitis Unicamente se ha reportado en los macréfagos, condrocitos,

sinoviocitos, osteoblastos y osteoclastos [66, 67].

La presencia en la articulacion artritica de multiples mediadores proinflamatorios [12, 68],
induce un aumento en la expresion génica de la INOS y, por ende, un aumento en los
niveles intraarticulares de NO que, a través de su reaccion con el superéxido (O2), genera
peroxinitrito (NO3") responsable del dafio tisular del cartilago y el hueso [46, 47]. Por ello el
estudio de factores que estén involucrados en la regulacion de la biosintesis del NO a través
de la iNOS es de gran interés clinico en enfermedades inflamatorias como la AR. Uno de
estos factores podria ser la prolactina (PRL). En cultivos de fibroblastos de pulmén bajo un
tratamiento con PRL se observé la reduccion de la expresion genética de la INOS y la
biosintesis de NO en respuesta a citocinas proinflamatorias. Sin embargo, el efecto de la
PRL sobre la AR sigue siendo controversial pues hay evidencias de que, bajo condiciones
de inflamacion, esta hormona puede ser procesada proteoliticamente hacia un fragmento

de PRL con efectos proinflamatorios [4].
2.3. Laprolactina

La prolactina (PRL) es una hormona proteica constituida por 199 aminoacidos conocida por
su papel en la regulacién de la lactancia [69]. Sin embargo, la PRL ejerce una gran
diversidad de funciones fisioldgicas en la reproduccion, la osmorregulacion, el crecimiento,

la funcién cerebral, el metabolismo, la respuesta inmune y la angiogénesis [70-75].




La PRL se produce principalmente por células lactotropas de la glandula pituitaria anterior
[76, 77], pero también en tejidos extrahipofisiarios [78, 79] que incluyen al articular,
especificamente a los STF [80], condrocitos [81], células endoteliales [82, 83] y células
inmunes [73, 78-80, 84]. De hecho, se ha reportado que la PRL es un componente del
liquido sinovial donde ejerce un efecto positivo en la formacion y mantenimiento del

cartilago a través de estimular la proliferacién y diferenciacion de los condrocitos [85].

Las acciones de la PRL estan mediadas por su interaccion con su receptor transmembranal
(PRLR), para el cual se han descrito tres isoformas distintas: la corta, intermedia y larga
[70], siendo esta ultima la responsable de la mayoria de sus acciones. La activacion del
PRLR sefializa a través de su via canbnica JAK2 (Janus Kinasa 2) y STAT (Signal
Transduction Activators of Transcription), pero también mediante otras vias de sefializacién
gue incluyen la via de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la fosfoinositol 3-
quinasa / Akt (PI-3K / Akt), entre otras [86].

2.3.1. Laprolactina en la artritis reumatoide

La PRL se ha asociado con la patofisiologia de la AR [4], si bien dicha asociacién no es del
todo clara. Se ha reportado que algunos pacientes con AR presentan niveles elevados de
PRL [87] pero no se ha observado una correlacion entre los niveles de PRL y la severidad
en la AR [4]. Por otro lado, bajo condiciones de hiperprolactinemia fisiolégica como lo son
el embarazo y la lactancia, se presenta una remision [87] y una exacerbacion [88] de la AR,
respectivamente. Asimismo, el uso de agonistas y antagonistas dopaminérgicos que
reducen y elevan los niveles circulantes de PRL se han asociado con resultados
controversiales sobre la progresion de la AR [4]. Esta dualidad de efectos podria asociarse
a condiciones fisiopatoldgicas diferentes. Por ejemplo, en modelos murinos, el tratamiento
prolongado con PRL aumenta la formacion 6sea durante el crecimiento [89] pero la

disminuye en ratas lactantes o sexualmente maduras [90, 91].

Estudios recientes en modelos experimentales de AR mostraron un valor protector de la
hiperprolactinemia. El tratamiento con PRL redujo la produccién articular de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL6, TNF«x e IFNy), el dolor, la inflamacion de la articulacion y la
apoptosis de los condrocitos [10], asi como la generacion de osteoclastos y la destruccion
del hueso [11] en el modelo de artritis inducida por adyuvante en la rata. Sin embargo, la

PRL también puede promover la angiogénesis a través de estimular la expresion de factores




proangiogénicos como VEGF [82, 83] y el FGF-2 [92, 93] y, por ende, la hiperplasia y la

supervivencia del pannus.

Uno de los mecanismos que podria explicar los efectos controversiales de la PRL en la AR
es su conversion proteolitica hacia la vasoinhibina, un fragmento de la PRL con efectos
opuestos sobre los vasos sanguineos y las reacciones inflamatorias [4, 12, 72].

2.4. Lavasoinhibina

La vasoinhibina forma parte de una familia de péptidos, derivados por escision proteolitica
de la PRL, que inhibe la vasodilatacion, la vasopermeabilidad, y la angiogénesis [94]. Esta
escision se produce por diversas proteasas cerca o dentro del asa que conecta la tercera 'y
cuarta alfa-hélices de la PRL (Figura 3) [74]. La catepsina D (CD) [95], la proteina
morfogénica 6sea 1 (BMP-1) [96], y las MMPs [81], escinden a la PRL a isoformas de la
vasoinhibina cuyas masas moleculares varian desde los 11 a los 18 kDa, todas ellas

compartiendo la region N-terminal de la PRL [72].

Se ha reportado que los niveles de PRL [85] y MMPs [97] en el liquido sinovial de pacientes
artriticos se encuentran elevados, por lo que la biosintesis de vasoinhibina se puede llevar
de manera local en los tejidos articulares como el cartilago [81], endotelio vascular [98],
sinoviocitos tipo fibroblasto [12, 80] y las células inmunes [72, 73, 99, 100]. De hecho, se
ha demostrado experimentalmente que lisados de condrocitos articulares cortan a la PRL
a vasoinhibina a través de proteasas como las MMPs y la CD. Ademas, se evidencié que
la vasoinhibina asi generada es funcional dado que inhibe la proliferacion de células
endoteliales en cultivo [81]. Por otra parte, también se ha demostrado que la vasoinhibina
puede actuar como citocina proinflamatoria [12], por lo que el estudio de sus efectos en la

AR es de gran interés.
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Figura 3. La formacién de vasoinhibina a partir de la prolactina (PRL). Proteasas como la
proteina morfogénica de hueso tipo 1 (BMP1), las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP) y
la catepsina D escinden a la PRL en las posiciones indicadas por las flechas, generando asi un
fragmento NH2 — terminal, correspondiente a vasoinhibina. Las moléculas estan codificadas por
colores en verde por sus propiedades angiogénicas y en rojo por sus efectos anti-angiogénicos.
Modificado de Clapp C., et al., 2009.

2.4.1. Lavasoinhibinay la inflamacién

Como hemos mencionado, los efectos vasculares son los mas estudiados de la
vasoinhibina e incluyen acciones directas sobre células endoteliales inhibitorias de la
angiogénesis y vasopermeabilidad [94]. Sin embargo, mediante un andlisis molecular de
microarreglos en este tipo celular, se demostré que bajo un tratamiento con vasoinhibina
también se induce la expresion de genes involucrados en la inflamacién como citocinas
proinflamatorias (IL-18, IL8, TNFx), quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL6, CXCL8, CCL2,
CCL5, CCL8, CCL20, CCL26) y moléculas de adhesion celular (ICAM1, VCAM1, E-
selectina) entre otros. Aunado a esto, la expresion de quimiocinas y moléculas de adhesion
inducida por la vasoinhibina en el endotelio vascular fue capaz de inducir la infiltracién de

células inmunes en tumores de melanoma a través de la activacion del factor NFkB [101].
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De hecho, el efecto proinflamatorio de la vasoinhibina ya se habia demostrado en
fibroblastos de pulmon que son células protagénicas de las reacciones inflamatorias de las
vias respiratorias [12]. Se encontr6 que la vasoinhibina induce de manera dosis
dependiente la expresion de la iINOS y la produccién de NO con una potencia similar al de
un tratamiento con una combinacién de tres citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-18 € IFNy)
y que estas acciones son mediadas a través de la translocacion nuclear de la subunidad
p65 del NFkB a través de la fosforilacion de IkB-B [12, 13, 101]. Es importante destacar,
gue el NFxB orquesta la expresion de genes que codifican una diversidad de mediadores
proinflamatorios [102, 103] que conllevan a un incremento en la infiltracion de leucocitos en
la articulacion artritica y sostienen la respuesta inflamatoria en la AR [12, 101, 104] y donde

uno de estos mediadores proinflamatorios es el NO [13, 105].

Dados estos antecedentes, es posible que la vasoinhibina también promueva el proceso
inflamatorio de la articulacion. Por lo que, dada la importancia de los STF en la respuesta
inflamatoria articular y la similitud de los STF con los fibroblastos de pulmén [36], en este
trabajo investigamos el posible efecto inflamatorio articular de la vasoinhibina a través de
evaluar su accion sobre la produccion de NO via la activacién de la iINOS en cultivos

primarios de STF.

12




Il. Justificacion

La AR es una enfermedad inflamatoria autoinmune que afecta principalmente las
articulaciones y que, dada su prevalencia en la poblacion, representa una de las principales
causas de discapacidad mundial. Los mediadores inflamatorios que influyen en el desarrollo
de la patologia son diversos, pero entre ellos destaca el 6xido nitrico, cuyos niveles se han
relacionado directamente con la actividad de la enfermedad. En el presente proyecto, se
pretende estudiar si la vasoinhibina puede tener acciones pro-inflamatorias en la
articulacion a través de evaluar su efecto sobre la expresion de la sintasa de 6xido nitrico
inducible y la produccién de 6xido nitrico en cultivos de STF. Esta informacion permitira
comprender mejor la influencia controversial de la PRL en la patofisiologia de la AR.
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V. Hipotesis

La vasoinhibina actia como citocina proinflamatoria en los STF al inducir la expresién de la

oxido nitrico sintasa inducible y la produccién de 6xido nitrico.

V. Objetivos
5.1. Objetivo General:

Evaluar el efecto de la vasoinhibina sobre la expresiéon de la éxido nitrico sintasa inducible
y la produccién de Oxido nitrico en cultivos primarios de sinoviocitos tipo fibroblasto
utilizando diversas técnicas experimentales (inmunocitoquimica, qRT-PCR, Western blot y
evaluacion bioguimica de nitritos y nitratos) para determinar su accién proinflamatoria sobre

la articulacion.

5.2. Objetivos Especificos:

R/

« Analizar la muestra de vasoinhibina recombinante asignada para el desarrollo
experimental a través de electroforesis bajo condiciones desnaturalizantes y revelado
con azul de Coomassie para confirmar su peso molecular y concentracion.

+ Determinar la pureza de los cultivos primarios en sinoviocitos tipo fibroblasto aislados a
partir de la articulacion tibiofemoral de ratones C57BL/6 mediante inmunocitoquimica
para validar el efecto de la vasoinhibina sobre este tipo celular.

% Analizar el efecto de la vasoinhibina sobre la expresién de la 6xido nitrico sintasa
inducible (ARNm y proteina) en cultivos de sinoviocitos tipo fibroblasto a través de gRT-
PCR y Western blot para determinar su accion proinflamatoria.

« Evaluar el efecto de la vasoinhibina sobre la produccién de 6xido nitrico en cultivos de

sinoviocitos tipo fibroblasto a través de la determinacién bioguimica de los metabolitos

estables del NO, nitritos y nitratos (reaccion de Griess) para corroborar su accion sobre

la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible.
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Metodologia

6.1. Diagrama organizacional
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Biolégico

Cadéveres: depositar en reservorio y mantener

en congelacién para su posterior incineracion.
Células: Desactivar en disoluciéon diluida de
hipoclorito de sodio.

Medio de cultivo (pases): Desactivar en
alcohol desnaturalizado (70%) y desechar al
drenaje.

R2

Plasticos, metal y

Todo aquello en contacto con células:
desactivar en disolucién de hipoclorito de sodio.

vidrio. Lavar con jabén y enjuagar con abundante
agua. Esterilizar segin convenga.
Sdlidos y Residuos de acrilamida gelificado: desechar
semisolidos al reservorio correspondiente.
Buffer: desechar al drenaje.
] Paraformaldehido: Depositar en reservorio
Liguidos

destinado para su colecta por la autoridad

responsable de su manejo.

Tabla 3. Simbologia de la clasificacion de residuos y su respectivo desecho en la conduccién de la

tesis.
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6.2. Electroforesis y azul de Coomassie

La vasoinhibina recombinante (Lote: 200818 generada mediante ADN recombinante en
células de insecto de acuerdo al método publicado por Galfine M., et al., 2003 [106]) se
procesdé mediante electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) para corroborar su concentracion. Cantidades crecientes de la vasoinhibina
(0.25, 0.5, 1.0, 2.0 ug) y de albumina sérica bovina (0.1, 0.2, 1.0, 2.5, 5.0 ug) se procesaron
en el mismo gel (120 V durante 3 h) y se tifié durante la noche con azul de Coomassie (0.25
% azul de Coomassie [Bio-Rad, California, USA] en 1:45:45 &cido acético: metanol: agua).
El colorante se eliminé (15:20:65 acido acético: metanol: agua) a través de varios cambios
a lo largo de 24 h. El gel se digitalizé, se determiné la densidad de las bandas proteicas
mediante el software de ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA) y
los valores correspondientes a vasoinhibina se interpolaron en una curva estandar

elaborada con las diferentes concentraciones de la albimina.
6.3. Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 machos de 4 a 6 semanas de edad, mantenidos en el bioterio
del Instituto de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional Auténoma de México,
campus Juriquilla, Querétaro. Los ratones se mantuvieron de acuerdo a la NOM-062-ZO0O-
1999, que establece las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio [107] y todos los experimentos se aprobaron por el Comité de
Bioética del INB. Los animales fueron alojados en condiciones controladas de luz (ciclos de
luz y obscuridad de 12 h cada uno), temperatura (22 °C), ventilacion (12-15 cambios por
hora), humedad (45-60 %) y alimento (ad libitum). Se practicé la eutanasia de los animales

via exposicion a una atmosfera saturada de CO; y decapitacion.
6.4. Extraccion de sinoviocitos tipo fibroblasto (STF)

La extraccion de STF se procedio segun el protocolo establecido por Zhao, J., et al. [108].
Se realizé la extraccion de la articulacion fémur / fibula / tibia de las extremidades
posteriores y se le lavé en solucion salina balanceada de Hank con antibiéticos (250 pL de
gentamicina [10 mg/mL; Gibco by life technologies, Grand Island, NY]) y antifingicida (50
pL de anfotericina B [250 pg/mL; Gibco by life technologies, Grand Island, NY]). La piel,
musculos y tendones adheridos fueron removidos por microdiseccion, teniendo cuidado de

no dafar los huesos. Cualquier articulacion con hueso dafiado fue inmediatamente
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eliminada del proceso de aislamiento para prevenir la contaminacion del cultivo de STF con
células de la médula 6sea. Se expuso la membrana sinovial a través de retirar la rétula y
la articulacion se incub6 en medio enriquecido DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alto
en glucosa suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB; Gibco, Grand Island, NY,
USA) inactivado por calor conteniendo 1% de penicilina / estreptomicina (Invitrogen), 2
mg/mL de colagenasa tipo IV (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) y 0.2 mg de
desoxiribonucleasa 1 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 37 °C por 3 h bajo agitacion
(300 rpm). El extracto se filtré con un poro de 100 mc y a partir del cual se obtuvo el paquete
celular mediante centrifugacién (1200 rpm/ 37 °C) que se resuspendié en DMEM 20 % de
SFB y cultivé en placas de 6 pozos bajo una atmosfera de 5% diéxido de carbono (CO.) a
37 °C hasta que se logr6 una confluencia celular del 80 al 90%. Alcanzada la confluencia
se realiz6 el primer pase (P1), para lo cual se retir6 el medio DMEM y se afadio tripsina
(Gibco by life technologies, Grand Island, NY) para obtener el paquete celular el cual se
resuspendi6 en DMEM 20%. Este proceso se repiti6 dos veces mas y los cultivos

resultantes (P3), enriguecidos en STF, se utilizaron para los distintos experimentos.

6.5. Conteo celular con la camara de Neubauer y estacionamiento de

las células

Se realiz6 el conteo celular en la cAmara de Neubauer de suspensiones del P3 de STF (10
KL de la suspension celular adicionada con 10 pL de azul de tripano), el cual se agreg6 a
la camara de Neubauer, se observé en el microscopio, y se determind el nimero total de

células no tefidas por el colorante mediante la siguiente férmula:

Total céulas contadas

C t i6 lul = 2) (10,000
oncentracion celular = —r——— 2) ( )

Donde:

Concentracion celular = Nimero de células por mililitro
NUumero de cuadros =4

El valor de 2 es el factor de dilucidon células: azul de tripano.
El valor de 10,000 se obtiene de:

a) Calculo del &rea del primer cuadrante

Area = 1mm x 1mm = 1mm?
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b) Calculo del volumen del primer cuadrante
Volumen = 1mm? x 0.1mm = 1mm3
Equivalente a 1x10~*mlL

c) Por lo tanto, para un mililitro:
1mL
1x10~*mL
6.6. Caracterizacion de los cultivos de STF

= 10,000

La evaluaciéon del grado de pureza de los cultivos de STF se llevdé a cabo mediante
inmunocitoquimica utilizando anticuerpos contra el marcador de fibroblastos CD-90.2 de
acuerdo al protocolo reportado por Hardy, R. S., et al [109]. Brevemente, se sembraron
50,000 células en cubreobjetos redondos de 18 mm contenidos en placas de 12 pozos
cubiertos con 300 uL de DMEM 20 % SFB por 12 h. Se retir6 el medio y se realiz6 un lavado
con 400 pL de PBS. Posteriormente, se fijaron las células con paraformaldehido 4 % (a
temperatura ambiente [°TA] por 1 h), se lavaron inmediatamente con PBS y se les bloqued
con PBS + 0.05% Tritdbn X-100 + 1% BSA +5 % NGS (°TA por 1 h). Posteriormente se
realizaron 3 lavados con PBS y se procedié a incubar a las células con el anticuerpo
primario anti CD-90.2 (1:250, 4 °C por la noche; 550543, BD Bioscience). Después de la
incubacién, las células se lavaron con PBS (3 min con agitacion muy baja) y se incubaron
con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 (1:500, °TA por 2 h; A21208, invitrogen). Por
altimo, los cubreobjetos se montaron en un portaobjetos con vectashield + DAPI
(Vectashield®, CA, USA) para su visualizacibn en un microscopio invertido de
fluorescencia. Las imagenes se digitalizaron y analizaron utilizando el programa ImageJ
(National Institute of Mental Health, Bethesda, MD, USA) [110].

6.7. Expresion de laiNOS
6.7.1. Extraccion de ARN

Para determinar la expresién de la iNOS en los cultivos de STF tratados con vasoinhibina
recombinante (Lote: 200818), se extrajo el ARN adicionando 500 pL de TRIzol (Invitrogen,

Gran Island, NY) para recuperar el contenido celular y disociar los complejos
nucleoprotéicos. Se agregaron 100 uL de cloroformo, y el extracto se agitd e incubo a

temperatura ambiente por 3 min y se centrifugo (13,000 rpm por 25 min a 4 °C). Se recuperé
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la fase acuosa e inmediatamente se adicionaron 250 uL de alcohol isopropilico seguido de
una agitacion vigorosa y una incubacion por 24 h a -20 °C. Posteriormente la muestra se
centrifugd (12000 rpm/20 min) y el pellet obtenido se lavé con etanol (70 %, 0.5 mL), se
centrifugd y decanto teniendo cuidado de preservar el precipitado, el cual se dejé secar, y
se diluy6 con 18 pL de agua libre de nucleasas. El ARN se almacend a -70 °C hasta su uso.

6.7.2. Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetiz6 a partir del ARN extraido, haciendo uso de la enzima transcriptasa
reversa, deoxinucledtidos, oligonucleétidos y agua libre de nucleasas. Se incubaron las
muestras por dos horas a 37 °C, segun especificaciones del fabricante (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA). El ADNc se diluy6 con agua libre de nucleasas hasta una concentracion de

10 ng/uL, y se almacené a 4 °C.
6.7.3. qRT-PCR

La PCR en tiempo real (QRT-PCR) se realiz6 en una mezcla de reacciéon conteniendo
Maxima ® SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific Auburn, USA), los
oligonucledtidos y el ADNc en un volumen final de 10 pL. El nivel de expresion se normalizo
a la expresion del gen constitutivo que codifica para la hypoxantinaguanina

fosforisiltransferasa (hprt).

Gen Sentido Antisentido °T de alineacién
Hprt TTGCTGACCTGCTGGATTAC GTTGAGAGATCATCTCCACC 60.2 °C
Inos CAGCTGGGCTGTACAAACCTT CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 60.2 °C

Tabla 4. Secuencias de los primers empleados para determinar el nivel de expresion del gen de

interés (Inos) y el gen constitutivo (Hprt).

6.8. Western blot

Para determinar la proteina iNOS en los cultivos de STF tratados con vasoinhibina, se
realizd la extraccién de proteina total a través de homogenizar las células con 100 uL de
amortiguador de lisis 0 RIPA (50 mM TRIS-HCI pH 8.0, 150 mM cloruro de sodio, 1 % Igepal,
0.5 % Desoxicolato de sodio, 0.1 % dodecilsulfato de sodio) conteniendo inhibidores de
proteasas (Sigma, St. Louis, MO). Se determindé la concentracion de proteina por el método
de Bradford usando el reactivo de ensayo Bio-Ray (Bio-Ray Laboratories, Hercules, CA) y

50 ug de proteina se evaluaron mediante electroforesis de acrilamida en condiciones
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desnaturalizantes (SDS-PAGE) y Western Blot. Brevemente, la separacion de las proteinas
se realiz6 por electroforesis (120 V durante 3 hrs) y su transferencia a una membrana de
nitrocelulosa fue durante 45 a 60 min bajo 23 a 25 V. Las membranas se bloquearon con 5
% de leche y posteriormente se incubaron durante la noche con los anticuerpos primarios
Anti-iINOS (1:250; AB150171; EMD Millipore, Darmstadt, Germany) y anti-B-Tubulina
(1:1000; AB6046; Abcam, Cambridge, MA, USA). Las membranas se lavaron con
PBS/Tween-20 y la deteccion se realiz6 utilizando un anticuerpo secundario conjugado a
fosfatasa alcalina o peroxidasa (1:5000; Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc). La
densidad de las bandas se cuantificO mediante el software de ImageJ (National Institute of
Mental Health, Bethesda, MD, USA).

6.9. Cuantificacion de oxido nitrico mediante la reaccion de Griess

Para evaluar cuantitativamente el efecto de la vasoinhibina sobre la produccion de NO en
los cultivos de STF, se procedié segun el protocolo reportado por Corbacho, A. M., et al.
[12]. Se agregaron 100 pL de solucién 1 (2.5 mL HEPES 1 M, pH 7.5; 1.25 mL agua; 1.25
formato de amonio 2.4 M pH 7.2 y 125 pL de la enzima nitrato reductasa de E. colli) por
cada 100 pL de cada dilucidén de la curva de nitrato de sodio y/o muestra. Se agitd
vigorosamente y se incub6 a 37 °C durante una hora. Posteriormente se centrifugd a
velocidad maxima por 3 min y los 100 pL de sobrenadante se transfirieron a una placa de
ELISA en la cual se le afadieron 100 pL de la solucién de Griess (1 g sulfanilamida; 0.1 g
Naftiletilendiamina [NEDA] y 2.9 mL &cido fosférico concentrado en condiciones de
oscuridad). Por ultimo, se obtuvieron valores en el espectrofotometro a 490 nm. Se calculd
la concentracion micromolar de nitratos y nitritos de las muestras y se normalizé con la

cantidad de proteina cuantificada mediante Bradford.
6.10. Analisis estadistico

Las diferencias entre dos grupos se evaluaron mediante el andlisis paramétrico T de
student. Las diferencias entre tres 0 mas grupos se evaluaron mediante el andlisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba post-hoc Tukey. Las diferencias se

consideran significativas para p<0.05.
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VIl. Resultados

7.1. La vasoinhibina recombinante tiene un peso molecular aparente

de 16kDay una concentracion de 153.62 ng/uL.

La vasoinhibina que utilizamos para analizar su efecto inflamatorio sobre los STF fue
producida en células de insecto de acuerdo al método publicado [106]. Como primer paso,
evaluamos su concentracion mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE). Comparamos cuatro diluciones diferentes de la vasoinhibina con
concentraciones crecientes de albumina sérica bovina (BSA) procesadas en el mismo gel,
que fue tefiido para proteina total con el colorante azul de Coomassie (Figura 4). La BSA'y
vasoinhibina migraron con los pesos moleculares esperados de 66.38 kDa y 16 kDa,
respectivamente. El analisis densitométrico de las bandas proteicas nos permitié graficar la
curva estandar de la BSA e interpolar en ella los valores de la vasoinhibina. Este analisis

arroj6é una concentracion de 153.62 ng/uL.

BSA (ug) Vasoinhibina (pL)

01 05 1.0 25 50 1.5 31 62 125
MPM

66

16

kDa

Figura 4. La vasoinhibina tiene un peso molecular aparente de 16kDay una concentracién de
153.62 ng/uL. Evaluacion por SDS-PAGE las proteinas BSA (0.1, 0.5, 1.0, 25 y 5.0 pg) y

vasoinhibina (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ug) reveladas con azul de Coomassie.
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7.2. Los cultivos celulares estan enriquecidos de sinoviocitos tipo

fibroblasto.

Los STF representan la mayor proporcion (80%) de los sinoviocitos en la capa intima de la
membrana sinovial [109, 111]. Utilizamos el procedimiento previamente publicado para
aislar los STF de la membrana sinovial del raton [108]. Los cultivos recién aislados se
incubaron durante 7 dias para aumentar la densidad celular (PO) y una vez alcanzada del
80 al 90 % de confluencia, se desprendieron las células y cultivaron consecutivamente tres
veces (P3). Evaluamos la densidad de STF mediante inmunocitoquimica utilizando
anticuerpos contra CD90, un marcador especifico de fibroblastos, sobre el total de células
tefiidas para ADN con DAPI [36]. Observamos que ~ 99 % de las células tenidas con DAPI
colocalizaban con CD90 y, por ende, que los cultivos son altamente enriquecidos con STF
(Figura 5).

10X

Figura 5. Los cultivos celulares estan enriquecidos de sinoviocitos tipo fibroblasto. Imagen
representativa de cultivos obtenidos de la membrana sinovial en su pasaje 3 (P3) sometidos a
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-CD90 (verde) y el marcador de ADN, DAPI (azul).

Magnificacion 10X.
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7.3. Lavasoinhibinainduce la expresion génica de laiNOS.

Se ha reportado que la vasoinhibina induce la expresion de mediadores proinflamatorios,
especificamente de la INOS en fibroblasto de pulmén [12], por lo que evaluamos si este
efecto también se observa en los STF. Encontramos que la Vi incrementa de manera dosis
dependiente los niveles del ARNm de la iNOS (Figura 6B). Para descartar un efecto debido
al vehiculo donde se encuentra resuspendida la vasoinhibina (HEPES 25 mM pH 7.5;
glicerol 1%; Triton X100 0.01 %), tratamos a los STF con dosis crecientes del mismo.
Ninguna de las concentraciones utilizadas tuvo efecto sobre la expresién de la iINOS (Figura
6A).

A) 3.00 -
2.50 -
2.00 -
1.50 -
1.00 - [

0.50 -

Inos ARNm (veces de cambio)

0.00 -
Control Veh 50 nM Veh 100 nM Veh 200 nM

*Ekx

w
S

250.00 -

200.00 -

150.00 -

100.00 -

50.00 -

Inos ARNm (veces de cambio)

0.00

Control Vi 10 nM Vi 50 nM Vi 100 nM

Figura 6. La vasoinhibina (Vi) induce la transcripcion de la iNOS. Cuantificacién por gRT-PCR
de los niveles de ARNm de Inos en STF incubados con dosis crecientes de Vehiculo (Veh) (A) o Vi
(B). El nivel de expresidon se normalizé con respecto al gen constitutivo (hprt) y se expresd con
respecto al control. Los resultados corresponden a la media + EE de los triplicados de tres
experimentos independientes. *p < 0.001, #p = 0.034 vs control; ™ p < 0.001, "p = 0.040.

24




7.4. Lavasoinhibina aumenta los niveles de la proteina iNOS.

Una vez demostrado que la vasoinhibina induce la expresion del ARNm de iNOS,
analizamos por Western blot si este efecto se traduce en el aumento de la proteina.
Observamos que la vasoinhibina estimula la produccién de la INOS en forma dosis
dependiente (Figura 7A). El andlisis densitométrico de las bandas inmunorreactivas para la
iINOS corregidas por la proteina constitutiva B-Tubulina confirmé estas diferencias (Figura

7B
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Figura 7 La vasoinhibina (Vi) aumenta la proteina iINOS en STF. A) Andlisis por western blot de
la proteina iINOS en STF incubados o no con dosis crecientes de Vi. B) Las barras muestran la
cuantificacion de iNOS/B-Tubulina por densitometria. Los resultados corresponden a la media + EE

de tres experimentos independientes. #p < 0.0001 vs control; "™ p < 0.0001.
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7.5. Lavasoinhibina aumenta la concentracion de 6xido nitrico.

Con base a los resultados anteriores, evaluamos si el aumento tanto en la expresion (ARNm
y proteina) de la INOS inducida por vasoinhibina resulta en el aumento en la produccién de
oxido nitrico (NO). EI NO tiene una vida media muy corta (3-6 segundos) [57] por lo que
medimos su concentracion indirectamente a través de cuantificar sus metabolitos estables:
nitritos (NOy) y nitratos (NO3’) mediante la reaccion de Griess. De manera consistente
encontramos que la vasoinhibina incrementa de manera dosis dependiente la produccién
de NO (Figura 8).
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Figura 8 La vasoinhibina aumenta la produccién de NO en STF. Cuantificacién indirecta de NO
por la reaccién de Griess en STF incubados o no con dosis crecientes vasoinhibina (Vi). La
concentracion de los metabolitos estables del NO, nitritos (NO2") y nitratos (NO3’) se normalizé con
la proteina total cuantificada por Bradford. Los valores graficados representan la media + EE de
cuatro experimentos independientes. #p <0.0001, #*p = 0.0004 vs control; "“p < 0.0001, *p = 0.0003.
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VIIl. Discusion

La AR es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la formacién de un tejido invasivo
articular denominado “pannus” [4], el cual resulta de la hiperplasia de la membrana sinovial
[39, 112] y destruye el cartilago [10] y el hueso [11, 39]. El entorno proinflamatorio
caracteristico de la AR induce la activacion de los STF [35] que conlleva la produccion local
de diversos mediadores proinflamatorios [11, 14, 36, 40] como el NO [67, 113] que

contribuyen a la formacién del “pannus.”

Se ha reportado que la produccién del NO en la articulacién artritica es llevada a cabo por
la INOS [114]. Este mediador proinflamatorio esté relacionado con la severidad de la AR [8,
44, 45, 60] al propiciar indirectamente el dafio articular a través de sus acciones oxidantes
sobre el cartilago [115] y el hueso [46, 47, 116]. Por ello el estudio de factores que estén
involucrados en la regulacion de la produccién del NO a través de la iNOS en enfermedades

inflamatorias como la AR, es de interés clinico.

La PRL se ha asociado con la AR en virtud de que esta enfermedad presenta un dimorfismo
sexual al ser mas frecuente en la mujer [4] y a que la PRL puede estimular la respuesta
inmune bajo diferentes condiciones [73, 117]. De hecho, se conoce que diferentes células
del sistema inmune (linfocitos T y B, macréfagos, “natural killer’) expresan el RPRL como a
la propia PRL [118-120]. Sin embargo, el efecto de la PRL sobre la progresion de la AR no
es claro. Se ha observado que algunos pacientes con AR presentan niveles elevados de
PRL en sangre [87] pero que dichos niveles no se correlacionan con la severidad de la
enfermedad. La reduccién o aumento de los niveles circulantes de la PRL mediante el uso
de agonistas y antagonistas de los receptores dopaminérgicos tipo D2, respectivamente,
pueden tanto agravar como reducir la intensidad de la AR [4]. Mas aln, condiciones de
hiperprolactinemia fisiol6gica como el embarazo y la lactancia, ocasionan una remisiéon [87]
y una exacerbacién de la AR [88], respectivamente. Un mecanismo por el cual la PRL podria
estar ejerciendo efectos opuestos sobre la inflamacion articular, es a través de su
conversién proteolitica hacia vasoinhibina [4], un fragmento de PRL que inhibe la
vascularizacion del pannus [72, 100] pero que también puede promover las reacciones

inflamatorias [12].

Se conoce que los tejidos de la articulacion producen MMPs que cortan a la PRL a
vasoinhibina [81] y que la produccion de MMPs aumenta en la artritis [97]. En un estudio

reciente, se observo que la terapia génica con vectores recombinantes derivados de virus
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adenoasociados que transducen a la vasoinhibina reducen la inflamacion articular a través
de inhibir la vascularizacion y la vasopermeabilidad del “pannus” en el modelo de artritis
inducida por una dosis alta antigeno (albumina de suero bovina metilada) en el raton [100].
Sin embargo, cuando se utilizé una dosis baja de dicho antigeno y, consecuentemente, se
produjo una inflamacion leve, la terapia génica con vasoinhibina tuvo un efecto articular
inflamatorio (resultados no publicados). Estos hallazgos sugirieron que la vasoinhibina
puede actuar tanto inhibiendo como promoviendo la inflamacioén articular en la artritis. El
efecto inhibitorio es indirecto sobre el endotelio vascular [72], pero el blanco celular del

efecto proinflamatorio no se conoce.

En el presente trabajo se demostré que la vasoinhibina ejerce efectos proinflamatorios
sobre los STF y, por ende, que dichas células pueden ser blanco de las acciones de la
vasoinhibina en la artritis. La vasoinhibina indujo la expresion tanto del ARN mensajero
como de la proteina de iINOS, asi como la consecuente produccion de NO, en forma similar
al efecto previamente observado para la vasoinhibina en fibroblastos de pulmén [12], que

son células que median reacciones inflamatorias de las vias respiratorias [36].

El efecto sobre los STF se valido al demostrar que los cultivos primarios obtenidos estaban
altamente enriquecidos (~ 99%) con este tipo celular. Si bien se partié de preparaciones
aisladas de la articulacién tibiofemoral de raton que contienen diferentes proporciones de
STF, sinoviocitos tipo macrofago (STM), adipocitos y células endoteliales vasculares [14,
109], las tripsinizaciones seriadas fueron efectivas para eliminar células contaminantes
como los STM o las células endoteliales que tienen una baja tasa proliferativa, una alta
adhesion, ademas necesitan de la suplementacion de factores exdégenos adicionales para
su crecimiento y supervivencia en cultivo [121-124]. La pureza de los cultivos en el pasaje
3, se determin6é mediante inmunocitoguimica contra CD90, una glicoproteina de superficie
celular y marcador especifico para fibroblastos [123] (Figura 5), resultado que coincide con

lo reportado previamente en la literatura [109].

Las isoformas de vasoinhibina pueden presentar masas moleculares de 11 a 18kDa [4].
Macotela y colaboradores (2006) demostraron en condrocitos articulares que bajo un
tratamiento con PRL a pH neutro, las MMPs inducen su escisién proteolitica a una
vasoinhibina de 16kDa. En el presente trabajo, se comprobd mediante electroforesis y
revelado con azul de Coomassie el peso molecular de 16kDa de la vasoinhibina que se

utilizé en los experimentos de este trabajo (Figura 4). La vasoinhibina de esta masa
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molecular es una de las mas ampliamente estudiadas en modelos biol6gicos donde se

estudian sus efectos tanto sobre los vasos sanguineos [72] como en la inflamacion [101].

La vasoinhibina estimul6 la generacién de iNOS y la produccion de NO en los STF (Figura
6-8) y se ha reportado que el NO que resulta de la activacion de la iINOS incrementa la
severidad de la AR [125, 126] al promover la muerte por apoptosis de los condracitos [66,
116, 127]. El efecto de la vasoinhibina fue dosis dependiente (Figura 6A, 7A'y 7B) y
descartamos que este efecto se debiera a un posible efecto téxico del Triton-X100

contenido en el vehiculo [128] (Figura 6B).

Es posible que el efecto proinflamatorio de la vasoinhibina pueda ocurrir bajo las
condiciones artriticas. La PRL producida por la hipdfisis anterior esta siempre presente en
la circulacién pero ademas esta hormona se produce en células articulares que incluyen a
los condrocitos y a las células inmunes [73, 78, 80, 81, 85] y esta presente en el liquido
sinovial donde ademas se concentran las MMPs [85, 97, 116] que se conoce convierten a
la PRL a vasoinhibina [81]. Se ha demostrado que iNOS se sobreexpresa en la membrana
sinovial de pacientes con AR lo que apoyaria la relacién funcional entre la inflamacién, el
NO, la PRL y la vasoinhibina [14, 125, 129].

Diversos tipos celulares de la articulacion, incluidos los STF, producen NO bajo condiciones
de inflamacién [66, 67]. De manera que otros tipos celulares podrian también ser blanco de
las acciones proinflamatorias de la vasoinhibina. Hasta el dia de hoy no es claro el
mecanismo(s) por el cual el NO media sus efectos proinflamatorios [9, 67, 130, 131] en la
AR dado que, aun cuando hay un aumento de este mediador en la cavidad articular, por si
solo, no es citotoxico. Se ha propuesto que sus efectos proinflamatorios derivan al
reaccionar con las especies reactivas de oxigeno (ROS) para producir especies reactivas
de nitrégeno (RNS) las cuales, a su vez, tienen efectos adversos en la arquitectura articular
[46, 47, 66, 115, 116]. Por otro lado, también se conoce que el NO promueve la produccion
de MMP por diversos componentes articulares. Ambos mecanismo explican porque la
degradacioén del cartilago y el hueso se ha asociado con niveles incrementados de NO [66,
132].

Una de las vias de sefializacion por las cuales la Vi podria inducir la expresion génica de
iINOS en los STF, es mediante la translocacion nuclear de NFxB, un factor de transcripcion
asociado con la expresion de mediadores de inflamacion. Se ha observado que la

vasoinhibina induce la translocacion nuclear de este factor en células endoteliales [133] y
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fibroblastos de pulmén [13]. Adem&s, se ha observado que la vasoinhibina promueve la
activacion de NF«B a través de unirse al inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1)-
activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA)- y el receptor de uPA (UPAR), complejo
por el cual se sabe que media sus efectos sobre los vasos sanguineos [134].

Dado que en cultivos primarios de fibroblastos de pulmén la PRL inhibe la expresion de
iINOS y la produccién de NO [135] la conversion de esta hormona a vasoinhibina representa
un mecanismo eficiente para el ajuste fino de sus acciones sobre el proceso inflamatorio.
La alteracion de dicha regulacion fina puede ocurrir bajo condiciones patoldgicas y contribuir
a explicar los efectos controversiales de la PRL sobre la AR. Asi, resultados reportados en
estudios clinicos tanto con pacientes artriticos tratados con antagonistas dopaminérgicos
como el haloperidol [136-140], que incrementan los niveles circulantes de la PRL, o con
agonistas como la bromocriptina y cabergolina [141-145], que producen hipoprolactinemia,
han reportado efectos proinflamatorios [146]. Es posible que la hiperprolactinemia y las
condiciones de inflamacion propicien el procesamiento proteolitico de la PRL a la
vasoinhibina proinflamatoria; por otra parte, la hipoprolactinemia reduciria la influencia anti-
inflamatoria de la PRL integra. La administracion concomitante de agonistas
dopaminérgicos y de inhibidores de la expresién o actividad de las MMP como el batimastat
y marimastat [147-151] podria representar una nueva terapia efectiva para contrarrestar los

efectos inflamatorios y destructivos de la vasoinhibina durante la AR.

El modelo in-vitro utilizado en el presente estudio posibilita el control de las condiciones
experimentales y, permite evidenciar de manera puntual el efecto de la vasoinhibina sobre
la expresiéon de laiNOS y la produccién de NO. Sin embargo, la principal desventaja de este
tipo de estudios es que imposibilita evaluar las interacciones funcionales de este tipo celular
con otros componentes de la articulacién e influencias sistémicas. Cabe no olvidar, que la
vasoinhibina tiene efectos anti-inflamatorios sobre la artritis via sus acciones vasculares

inhibitorias de la vascularizacién y vasopermeabilidad del pannus [100].

En resumen, el presente estudio evidencia a la vasoinhibina como un mediador
proinflamatorio capaz de actuar sobre los STF. Este estudio pone de manifiesto la
complejidad de los mecanismos que median las acciones del sistema PRL/vasoinhibina en

la artritis inflamatoria [4].
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IX. Conclusién

1. La muestra de vasoinhibina recombinante (Lote: 200818) asignada para el
desarrollo experimental del presente trabajo, tiene un peso molecular de 16KDa y
una concentracion de 153.62 ng/uL.

2. Los cultivos primarios de sinoviocitos tipo fibroblasto se encuentran altamente
enriquecidos (~ 99 %).

3. Los sinoviocitos tipo fibroblasto son blanco de efectos proinflamatorios de la
vasoinhibina via la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible y la subsecuente

produccion de 6xido nitrico.
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