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1. Resumen 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crónica autoinmune caracterizada por la 

formación de un frente inflamatorio sinovial, conocido como pannus, que daña tanto el 

cartílago como el hueso de las articulaciones. Los medicamentos utilizados actualmente 

para tratar la AR se enfocan en aliviar el dolor y reducir la inflamación. Sin embargo, estos 

medicamentos no son del todo efectivos por lo que la Alianza Europea de Asociaciones de 

Reumatología (EULAR) subraya la importancia de investigar nuevas moléculas con 

innovadores enfoques terapéuticos para el tratamiento de la AR. Dado que el desarrollo del 

pannus depende de la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis), se ha 

explorado el uso de los factores con propiedades antiangiogénicas. La vasoinhibina es un 

fragmento de la hormona prolactina (PRL) que inhibe la angiogénesis en el modelo de 

Artritis Inducida por Antígeno (AIA) grave en el ratón. Sin embargo, la vasoinhibina también 

puede tener efectos proinflamatorios en el modelo de AIA leve a través de su interacción 

con los sinoviocitos tipo fibroblasto (STF). Recientemente, se describió que el dominio 

antiangiogénico de la vasoinhibina está conformada por una secuencia de tres aminoácidos 

(HGR) ubicados en las posiciones 46 a 48. Los hepatapéptidos que contienen esta 

secuencia (HGR) en su forma lineal (Vi45-51) y la secuencia cíclica en sentido inverso 

(CRIVi45-51) han demostrado ser efectivos para inhibir la angiogénesis. Sin embargo, aún 

no se sabe si Vi45-51 y CRIVi45-51 conservan los efectos proinflamatorios de la 

vasoinhibina. En este estudio, investigamos si los péptidos Vi45-51 y CRIVi45-51 modifican 

la biosíntesis del factor inflamatorio óxido nítrico (NO) vía la sintasa inducible de óxido nítrico 

(iNOS) en cultivos de STF. Como se esperaba, la vasoinhibina completa (utilizada como 

control positivo) estimuló la expresión del ARN mensajero y proteína de la enzima de iNOS, 

así como la biosíntesis de NO en los STF. Sin embargo, los péptidos Vi45-51 y CRIVi45-51 

no tuvieron dicho efecto. Por último, evaluamos la acción in vivo de CRIVi45-51 en modelos 

de AIA leve y grave en ratones previamente inmunizados mediante la administración 

intraarticular de 2.5 o 20 µg del antígeno (ASBm, albúmina sérica bovina metilada), 

respectivamente. Encontramos que CRIVi45-51 no modificó la inflamación articular en el 

modelo de AIA leve y la redujo en el modelo de AIA grave junto con la expresión de 

mediadores proangiogénicos (Vegf, Vegf-r2 y Hif-1α). En conclusión, los péptidos Vi45-51 

y CRIVi45-51 podrían ser moléculas con un efecto benéfico en el tratamiento de la AR, ya 

que conservan las propiedades antiangiogénicas beneficiosas de la vasoinhibina y carecen 

de sus efectos proinflamatorios. Estudios en curso están evaluando el efecto de CRIVi45-
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51 sobre la densidad vascular en el modelo de AIA grave y el efecto de Vi45-51 sobre la 

inflamación articular bajo las mismas condiciones in vivo. 
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2. Abstract 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by the formation 

of a synovial inflammatory front, known as pannus, which damages both cartilage and bone 

in the joints. Medications currently used to treat RA focus on relieving pain and reducing 

inflammation. However, these drugs are not entirely effective, which is why the European 

Alliance of Rheumatology Associations (EULAR) stresses the importance of investigating 

new molecules with innovative therapeutic approaches for the treatment of RA. Since the 

development of pannus depends on the formation of new blood vessels (angiogenesis), the 

use of factors with anti-angiogenic properties has been explored. Vasoinhibin is a fragment 

of the hormone prolactin (PRL) that inhibits angiogenesis in the mouse model of severe 

antigen-induced arthritis (AIA). However, vasoinhibin may also have proinflammatory effects 

in the mild AIA model through its interaction with fibroblast-like synoviocytes (FTS). 

Recently, it was described that the anti-angiogenic domain of vasoinhibin consists of a three 

amino acid sequence (HGR) located at positions 46 to 48. Hepatapeptides containing this 

sequence (HGR) in their linear (Vi45-51) and cyclic (CRIVi45-51) forms have been shown 

to be effective in inhibiting angiogenesis. However, it is not yet known whether Vi45-51 and 

CRIVi45-51 retain the proinflammatory effects of vasoinhibin. In this study, we investigated 

whether Vi45-51 and CRIVi45-51 peptides modify inflammatory factor nitric oxide (NO) 

biosynthesis via inducible nitric oxide synthase (iNOS) in cultured STF. As expected, 

complete vasoinhibin (used as a positive control) stimulated the expression of iNOS enzyme 

messenger RNA and protein, as well as NO production in STFs. However, the peptides 

Vi45-51 and CRIVi45-51 had no such effect. Finally, we evaluated the in-vivo action of 

CRIVi45-51 in mild and severe AIA models in mice previously immunized by intra-articular 

administration of 2.5 or 20 µg of the antigen (BSAm, methylated bovine serum albumin), 

respectively. We found that CRIVi45-51 did not modify joint inflammation in the mild AIA 

model and reduced it in the severe AIA model along with the expression of proangiogenic 

mediators (Vegf, Vegf-r2 and Hif-1α). In conclusion, Vi45-51 and CRIVi45-51 peptides could 

be molecules with a beneficial effect in the treatment of RA, as they retain the beneficial 

antiangiogenic properties of vasoinhibin and lack its proinflammatory effects. Ongoing 

studies are evaluating the effect of CRIVi45-51 on vascular density in the severe AIA model 

and the effect of Vi45-51 on joint inflammation under the same conditions in vivo. 
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3. Introducción 

Las artritis inflamatorias comprenden un grupo de padecimientos que afectan las 

articulaciones móviles a través de producir inflamación y dolor [1]. Dentro de las artritis 

inflamatorias, destaca por su prevalencia la AR, una enfermedad inflamatoria progresiva 

autoinmune con efectos articulares y sistémicos [2-4]. En la AR se genera una respuesta 

inmune aberrante que promueve la infiltración de células inmunes a la cavidad articular y la 

proliferación de células locales (sinoviocitos) que resulta en el desarrollo de un frente 

invasivo e inflamatorio denominado pannus que destruye el cartílago y el hueso [5, 6].  La 

formación del pannus depende en gran medida de la angiogénesis que facilita la infiltración 

de células inmunes y permite hacer frente al aumento de las necesidades de oxígeno y 

nutrimentos derivados de la expansión tisular [7-9]. Debido a que la angiogénesis es 

esencial para promover el desarrollo y mantenimiento del pannus, los factores 

antiangiogénicos poseen valor terapéutico en la AR [9]. Uno de estos factores podría ser la 

vasoinhibina.  

La vasoinhibina es una proteína de longitud variable (48 a 159 aminoácidos) que se obtiene 

de la escisión proteolítica de la PRL, una hormona adenohipofisaria ampliamente 

reconocida por su efecto estimulante en la producción de leche durante la lactancia [5]. La 

vasoinhibina, más no la PRL, inhibe la vasodilatación, la vasopermeabilidad y la 

angiogénesis [10]. Recientemente se demostró en el modelo de AIA de grave que el 

tratamiento con vectores génicos que codifican a la vasoinhibina reduce la vascularización 

del pannus y, por ende, la inflamación y la destrucción del hueso de la articulación [11]. 

Estos hallazgos apoyan el valor benéfico del tratamiento con la vasoinhibina en la AR. Sin 

embargo, en el modelo de AIA leve, la vasoinhibina estimula la expresión de mediadores 

proinflamatorios (IL-1β, IL-6, TNF-α, e iNOS) a través de sus acciones sobre los STF, 

células que median reacciones inflamatorias de la articulación [12-14].  

Además, el estudio de la vasoinhibina en el tratamiento de la AR se ha visto limitado por las 

dificultades que presenta su síntesis recombinante. No obstante, estudios recientes 

localizaron el dominio antiangiogénico de la vasoinhibina en una secuencia de tan solo tres 

aminoácidos (His46-Gly47-Arg48) [15]. Demostraron que Vi45-51 y CRIVi45-51, 

heptapéptidos que contienen estos tres aminoácidos, conservan los efectos vasculares y la 

misma potencia funcional de la vasoinhibina completa [15]. Estos heptapéptidos son 

solubles, estables y de fácil síntesis (química) lo que podría facilitar su estudio preclínico 

como análogos de la vasoinhibina (Vi45-51 y CRIVi45-51), pero se desconoce su actividad 
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sobre la inflamación articular. Dada la importancia de los STF en el proceso inflamación 

articular, en este estudio se investigó si Vi45-51 y CRIVi45-51 inducen la biosíntesis de NO 

vía iNOS en cultivos primarios de STF obtenidos de ratones. Además, se evalúo el efecto 

de CRIVi45-51 en la inflamación articular en el modelo murino de AIA grave y leve. 
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4. Antecedentes 

4.1 Artritis reumatoide 

Las articulaciones sinoviales, también conocidas como articulaciones móviles, consisten en 

estructuras óseas revestidas de cartílago lubricado por el líquido sinovial. Estas 

articulaciones se encuentran contenidas en una cápsula articular, la cual está recubierta 

por la membrana sinovial. La arquitectura de las articulaciones sinoviales les permite 

realizar una amplia variedad de movimientos en condiciones normales. Sin embargo, esta 

movilidad se ve afectada en condiciones patológicas de inflamación, como las artritis 

inflamatorias [16]. Las artritis inflamatorias o artropatías inflamatorias representan un grupo 

de enfermedades caracterizadas por inflamación y dolor articular [1, 17]. Entre las distintas 

artritis inflamatorias, la artritis reumatoide (AR) se destaca por su alta prevalencia a nivel 

mundial (1%) y nacional (1.6%) [2, 3]. Esta enfermedad puede desarrollarse en cualquier 

etapa de la vida, pero su incidencia alcanza su punto máximo entre las edades de la tercera 

y quinta década [18].  

La AR es una patología inflamatoria progresiva autoinmune con efectos articulares y 

sistémicos, que conllevan a la destrucción del cartílago y el hueso [5]. La etiología de la AR 

es multifactorial y se considera que es el resultado de la combinación de factores tanto 

genéticos, ambientales y propios del paciente (estrés, sexo, reproducción) que 

desencadenan una respuesta inmunitaria anormal  [18]. Esta respuesta inmunitaria se 

caracteriza por la infiltración de diversas células del sistema inmunológico, que incluyen 

células T y B, células plasmáticas, macrófagos, células dendríticas, mastocitos y células 

asesinas naturales (NK), hacia la cavidad articular [18]. Estas células y los tejidos 

articulares, bajo la influencia del entorno inflamatorio intraarticular, producen de manera 

exacerbada factores proinflamatorios, como citocinas proinflamatorias, óxido nítrico y 

proteasas, así como factores proangiogénicos [19-22].  

El ambiente inflamatorio intraarticular favorece la infiltración de células inmunes, estimula 

la activación y proliferación de células sinoviales residentes (lo que se conoce como 

sinovitis) y promueve la angiogénesis. Esta expansión de la sinovitis reumatoide, en 

conjunto con los neovasos y células inmunitarias infiltradas, conduce a la formación del 

pannus, un frente inflamatorio que invade y destruye la superficie del cartílago y hueso 

cortical. Las células residentes en el pannus, en particular los STF, generan una variedad 

de mediadores proinflamatorios  y proteasas que contribuyen a la degradación progresiva 

de la matriz extracelular del cartílago y del hueso [18, 23]  (ver Figura 1).
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Figura 1. Representación gráfica de la fisiopatología de la artritis reumatoide (AR). Las articulaciones 

sinoviales están constituidas por huesos recubiertos de cartílago lubricado por el líquido sinovial (LS), contenida 

en una cápsula articular recubierta internamente por la membrana sinovial. La membrana sinovial está formada 

por dos capas, el revestimiento articular (RA) y la capa de la íntima (CI). La CI está constituida por los 

sinoviocitos tipo macrófago (STM) y tipo fibroblasto (STF). Los STF bajo condiciones fisiológicas normales, son 

responsables de la biosíntesis de elementos esenciales del LS como el ácido hialurónico (AcHi) y la lubricina 

(Lub). En la AR se genera una respuesta inmune aberrante que promueve la infiltración de células inmunes a 

la cavidad articular, la sinovitis y angiogénesis que resulta en el desarrollo de un frente invasivo e inflamatorio 

denominado pannus, el cual destruye el cartílago y el hueso. Bajos estas condiciones, los STF se activan para 

producir citocinas proinflamatorias, óxido nítrico, proteasas que amplifican la respuesta inflamatoria y la 

consecuente destrucción del cartílago y hueso [24-26]. 

4.2 Sinoviocitos tipo fibroblasto  

En la AR, la membrana sinovial se transforma de un tejido sano conformado por dos a tres 

capas de células de grosor a uno hiperplásico e invasivo. La membrana sinovial, se divide 

en dos compartimientos anatómicos: la capa del revestimiento articular y la capa más íntima 

en contacto con la cavidad intraarticular. Esta última, produce el líquido sinovial y se 

compone de dos tipos celulares, las células sinoviales tipo macrófago (STM) y los STF que 

son su mayor componente (80%) [16] (Ver Figura 1). 

Los STF son células de origen mesenquimático y a diferencia de los fibroblastos no 

sinoviales expresan selectivamente proteínas como la cadherina-11, molécula clave para 

la adhesión específica entre los STF, la uridina difosfoglucosa deshidrogenasa (UDPGD) 

que confiere la capacidad de sintetizar ácido hialurónico, la molécula de adhesión vascular 

(VCAM-1) y la molécula de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) que participan la adhesión de 

los leucocitos al endotelio vascular y a los propios STF. Este tipo celular además de 

sintetizar ácido hialurónico produce lubricina, ambos elementos esenciales del líquido 

sinovial que lubrican y nutren al cartílago avascular [16]. 

Bajo condiciones de inflamación articular, la membrana sinovial se torna hiperplásica 

(sinovitis) gracias  a la proliferación de los STF y la invasión de células inmunocompetentes 

como macrófagos, mastocitos, NK, células dendríticas, y linfocitos T y B [18, 27]. Las células 

inmunocompetentes producen múltiples mediadores proinflamatorios que sobreactivan a 

los STF [16]. A su vez, los STF activados producen mediadores proinflamatorios [28] como 

el NO (vía iNOS) [29] y proteasas como las metaloproteinasas de matriz (MMP), 

agrecanasas y captesinas [27] que facilitan la invasión y destrucción del cartílago [30] y el 

hueso [31]; citocinas proinflamatorias como la IL-1β, IL-6 y TNF-α que autoinducen su 
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expresión; quimiocinas como la IL-8, la proteína quimiotáctica de macrófagos (MCP)-1 y la 

proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)-1, que atraen leucocitos a la membrana sinovial 

[24, 28]; así como factores proangiogénicos, entre los que destaca el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) [28] que promueve la angiogénesis vía acciones directas sobre 

el endotelio vascular. Por lo tanto, los STF juegan un papel protagónico en el proceso 

inflamatorio intraarticular durante la AR.  

4.3 Inflamación  

En la AR se promueve la inflamación gracias a múltiples mediadores proinflamatorios 

(Tabla 1) producidos por diferentes tipos celulares de la articulación [32]. Citocinas 

proinflamatorias como la IL1β, IL-6 y el TNF-α y las quimiocinas [33] inducen la biosíntesis 

de proteasas (catepsina B y captesina L, proteasas de serina [28], MMP1, MMP3, MMP8 y 

MPP14) responsables de la degradación del cartílago y hueso [27, 34]. Además, las 

citocinas proinflamatorias inducen la expresión del ligando del receptor activador del factor 

nuclear kB (RANKL), responsable de la diferenciación de los osteoclastos. La reabsorción 

ósea depende de la acción de los osteoclastos [35], de tal manera que el incremento de 

RANKL vía los osteoclastos conduce a la destrucción del hueso de la articulación durante 

la AR [27]. Las quimiocinas articulares contribuyen a la formación del pannus a través de 

estimular la infiltración de células inmunes a la cavidad intraarticular, inducir la activación 

del fenotipo inflamatorio de células residentes vía la expresión de citocinas proinflamatorias 

[36] y promover la angiogénesis [28, 37]. 

Otro mediador proinflamatorio de relevancia en la AR es el NO. La biosíntesis del NO deriva 

de la reacción catabólica del aminoácido L-Arginina mediada por las óxido nítrico sintasas 

(NOS) a NO y L-Citrulina. Existen tres isoformas de la NOS, la endotelial (eNOS), la 

neuronal (nNOS) e iNOS. Las dos primeras se expresan de manera constitutiva mientras 

que la expresión de la iNOS es estimulada por mediadores proinflamatorios como la IL-1β 

y el TNF-α [38]. Por tanto, iNOS está asociada con la inflamación, es responsable de la 

biosíntesis en grandes cantidades (µM) de NO [38] y se encuentra sobreexpresada en la 

cavidad intraarticular durante la AR [39]. Altos niveles de NO en el líquido sinovial se han 

asociado con el grado de destrucción tisular en la articulación artrítica [40] a través de sus 

acciones oxidantes y la activación de proteasas, entre otros efectos [41]. 

Los mediadores proinflamatorios también juegan un papel central en la angiogénesis 

durante la AR a través de acciones directas sobre el endotelio vascular, como por efectos 
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indirectos promotores de la expresión de factores proangiogénicos por otros tipos celulares 

de la articulación [42].  

Tabla 1. Mediadores proinflamatorios en la articulación con artritis reumatoide.  

Clasificación Factores inflamatorios 

Citocinas 
proinflamatorias 

Interleucinas  
[32] 

IL-1β, IL-6, IL-17, IL-18 

Factor de 
necrosis tumoral 

alfa [43] 
TNF-α 

Quimiocinas 
 [44] 

MCP-1, MIP-1, IL8, RANTES, CXCL2, CCL3, CXCL1, 
CXCL5, CCL9 

Interferón gamma 
[45] 

IFN-γ 

Factores de 
crecimiento 

[46, 47] 
PDGF, FGF, TGFβ 

Otros 

Proteasas 
[28] 

Catepsina B y L, MMP-1, MMP-3 

Óxido nítrico 
[40] 

Derivado de iNOS 

Prostangladinas 
[28] COX 

Angiogénicos 
[42, 48]. 

VEGF, FGF, Ang1, HIF 

 

MCP-1, proteína quimiotáctica de macrófagos; MIP-1, proteína inflamatoria de macrófagos; RANTES, regulado 

tras activación, expresado y secretado por células T normales; CXCL, ligando de la quimiocina motivo CXCL; 

CCL, ligando de la quimiocina del motivo CC; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; FGF, factor 

de crecimiento de fibroblastos; TGF, factor de crecimiento transformante; COX, ciclooxigenasa; Ang, 

angiopoyetina. 
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4.4 Angiogénesis 

La angiogénesis desempeña un papel fundamental para el desarrollo y mantenimiento del 

pannus en la AR [9]. El aumento en la proliferación de las células de la membrana sinovial 

y la infiltración de células inmunocompetentes en la cavidad intraarticular [16] aumentan la 

demanda de oxígeno lo que resulta en un entorno local altamente hipóxico [49] (Ver Figura 

1). Esta hipoxia, junto con la acción de citocinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18 y 

TNF-α) [28], estimula la expresión de factores proangiogénicos como el VEGF que 

consecuentemente resultará en la angiogénesis [48]. Estos neovasos facilitan la infiltración 

y supervivencia de células inmunocompetentes (células T, células B, macrófagos, células 

plasmáticas) [9, 50, 51] así como las células locales (STF y STM). Estas células 

inmunocompetentes y locales promueven su proliferación y biosíntesis de mediadores 

proinflamatorios (NO vía iNOS, citocinas proinflamatorias, MMP, entre otros) que 

conducirán a la destrucción del cartílago y hueso [12, 16, 25, 28, 52-55]. De esta manera, 

los neovasos potencian la respuesta inflamatoria inicial y la transformación de la membrana 

sinovial en un frente inflamatorio (pannus) que conduce al daño y destrucción del cartílago 

y hueso en la articulación artrítica.  

Debido a que la angiogénesis es un evento clave en la AR, los factores antiangiogénicos 

representan una terapia prometedora para su control [9] sin embargo, la farmacología de la 

AR está enfocada principalmente en el uso de medicamentos antiinflamatorios.  

4.5 Farmacología de la artritis reumatoide  

Los medicamentos que actualmente se prescriben para el tratamiento de la AR están 

diseñados para inducir su remisión clínica a través de sus acciones sobre la inflamación.  

Estos medicamentos se clasifican en fármacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) 

[56-58], glucocorticoides (GC) y aquellos antirreumáticos moduladores de la enfermedad 

(FARME) que se subclasifican en convencionales, biológicos (anticuerpos humanizados 

dirigidos contra citocinas proinflamatorias [IL-6 y TNF-α] o sus receptores) y sintéticos 

dirigidos (que inhiben vías de señalización como la vía Janus Cinasa o JAK1/2) [59].  

La EULAR destaca los desafíos en el tratamiento de la AR debido a las severas reacciones 

a medicamentos (SRAM) a nivel cardiovascular asociados con los AINEs [56-58] y algunos 

los de los FARMEs [59]. Además los CG pueden generar dependencia farmacológica [56] 

y tanto los CG [56] como los FARME [60] no logran prevenir brotes recurrentes de la 

enfermedad (ver Tabla 2). Por esta razón, la EULAR subraya la importancia de investigar 
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moléculas con enfoques terapéuticos innovadores para tratar la AR [56, 59]. Dado que la 

angiogénesis desempeña un papel fundamental en la AR, el desarrollo de fármacos con 

propiedades antiangiogénicas es de gran relevancia en la farmacología de la AR.  

Se ha informado que fármacos antiangiogénicos autorizados actualmente para tratar 

diversos tipos de cáncer como el bevacizumab y etanercept (anticuerpos monoclonales 

humanizados anti-VEGF) [61] reducen la inflamación articular en el modelo de AIA. No 

obstante, se requieren estudios para evaluar la seguridad de estos fármacos en pacientes 

con AR [62]. Por sus acciones inhibitorias sobre los vasos sanguíneos, otra molécula 

antiangiogénica podría ser la vasoinhibina. 
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Tabla 2. Medicamentos autorizados en el tratamiento de la AR. 

Clasificación Tipo  Mecanismo de acción Ejemplo RAM 

Convencionales 

AINE´s 

[57, 60] 

Inhibidores de la COX, proteína responsable 

de la síntesis de prostaglandinas.  

Aspirina 

Ibuprofeno 

Diclofenaco 

Meloxicam 

Efectos gastrointestinales 

Edema 

Hepatotoxicidad  

Nefrotoxicidad   

Cardiopatías  

Glucocorticoides 

[56, 58, 63, 64] 

 Inhibición de la síntesis de mediadores 

proinflamatorios, entre otros. 

Metilprednisolona 

Prednisona 

Cardiopatías 

Infecciones oportunistas  

Dependencia farmacológica 

AR refractaria 

FARME 

[56, 59, 65] 

Convencionales 

[57, 66] 

 Inhibición de la proliferación celular, entre 

otros.  

Metrotexato 

Sulfasalazina 

Fluorocemida 

Hidroxicloroquina 

Hepatotoxicidad 

Citopenias 

Neumonitis intestinal 

AR refractaria  

Biológicos 

[57] 

Anticuerpos humanizados contra citocinas 

proinflamatorias (IL-6 y TNF-α) e incluso sus 

receptores. 

Infliximab 

Adalimumab 

Golimumab 

Certolizumab 

Etanercept 

Tocilizumab 

Sirukumab 

Abatacept 

Sarilumab 

Infecciones oportunistas 

Neoplasias y linfomas malignos  

Cardiopatías  

AR refractaria  

Sintéticos dirigidos 

[67, 68] 
Inhibidores de la JAK1/2.

 

Tofacitinib 

Baricitinib 

Peficitinib 

Upadacitinib 

Filgotinib 

Cardiopatías  

Infecciones oportunistas 

Neoplasias malignas  
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4.6 La vasoinhibina  

La vasoinhibina comprende una familia de proteínas derivadas de la escisión proteolítica  

de la PRL [69], una hormona adenohipofisaria sexualmente dimórfica [70, 71] constituida 

por 199 aminoácidos que es conocida principalmente por su papel estimulatorio de la 

producción de leche en los mamíferos [72]. La escisión proteolítica de la PRL resulta de la 

acción de proteasas como la catepsina D (CD) [73], la proteína morfogénica de hueso 1 

(BMP-1) [74], las MMP [75], la plasmina [76] y la trombina [77].  

La vasoinhibina inhibe la vasodilatación, la vasopermeabilidad y la angiogénesis [10, 78].  

Recientemente se demostró que la transferencia génica de vasoinhibina mediante vectores 

adenoasociados recombinantes reduce la inflamación y la destrucción del hueso a través 

de inhibir la vascularización del pannus en el modelo de AIA grave en el ratón [11]. Sin 

embargo, la vasoinhibina también puede actuar como citocina proinflamatoria [14, 79, 80] 

en la articulación artrítica a través de sus acciones directas sobre los STF al inducir la 

expresión de genes que codifican mediadores proinflamatorios como la Il1b, Il6, Tnfa, 

proteasas (Mmp3), quimiocinas (Cxcl1, Cxcl2, Cxcl3, Ccl2) e Inos y la consecuente 

biosíntesis de NO [29]. Además, se conoce que la vasoinhibina induce la expresión de estos 

mediadores proinflamatorios vía la activación del factor nuclear kappa B (NF-B) [29, 79, 

80]. El NF-B es un factor de transcripción que media el efecto inflamatorio de citocinas 

proinflamatorias como el TNF- y la IL-1 [81]. Estas observaciones indican que la 

vasoinhibina posee la capacidad tanto de inhibir como de estimular el proceso inflamatorio 

en la articulación. Esta dualidad sobre la inflamación no es inesperada, ya que se conoce 

que citocinas proinflamatorias importantes (IFN -, IL-2, IL-6, TNF-) también ejercen 

efectos antiinflamatorios y que mediadores antiinflamatorios clásicos (IL-10, TGF, GC) 

poseen acciones proinflamatorias [82, 83]. Se ha propuesto que las acciones duales 

permiten equilibrar el proceso inflamatorio.  

Dada la implicación de la vasoinhibina en el tratamiento de la AR, es importante investigar 

y comprender sus acciones duales sobre la inflamación de la articulación. Al respecto, se 

han desarrollado oligopéptidos análogos de la vasoinhibina que conservan sus propiedades 

antiangiogénicas, pero se desconoce si también comparten los efectos inflamatorios de la 

vasoinhibina sobre la articulación.  
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4.7 Vi45-51 y CRIVi45-51, análogos de la vasoinhibina 

Como se hizo mención anteriormente, la vasoinhibina deriva de la escisión proteolítica de 

la PRL. La vasoinhibina inhibe la proliferación de los vasos sanguíneos, mientras que la 

PRL la induce. Con base a estas observaciones Robles y colaboradores (2020) analizaron 

por simulación de dinámica molecular el cambio estructural de la PRL al cortarse en 

vasoinhibina. Esto permitió definir que la región con mayor cambio estructural se encuentra 

en el primer bucle (L1) de tal manera que se expone una nueva α hélice (H1 Vi). Se propuso, 

por tanto, que la región antiangiogénica de la vasoinhibina podría localizarse en la H1 Vi. La 

síntesis de péptidos que representan la secuencia de aminoácidos de la H1 Vi reveló que 

tan sólo tres aminoácidos, la histidina (H), glicina (G) y arginina (R) en la posición 46 a 48, 

poseen la actividad antiangiogénica de la vasoinhibina (ver Figura 2). Además, se mostró 

que la mutación del dominio HGR en la vasoinhibina resulta en pérdida de su función 

antiangiogénica [15]. 

 

Figura 2. Representación estructural de la escisión proteolítica de la PRL a la Vi. Diagramas de las 

estructuras secundarias y terciarias de la PRL y vasoinhibina (Vi) que indican las α hélices (H1-4), bucles (L1-

3) y residuos 45-51 correspondientes a la secuencia THGRGFI. La Vi se origina cuando la H4 se elimina 

mediante proteólisis lo que provoca cambios conformacionales en L1, exponiendo de tal manera una nueva 

hélice α (H1 Vi) [15].  

Eliminación 

proteolítica de la H4 

y cambio 

conformacional 
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Con el objetivo de optimizar la secuencia de HGR, se realizó la síntesis de heptapeptidos 

que comprenden los aminoácidos 45 al 51 de la vasoinhibina íntegra en su forma lineal, 

Vi45-51 y la secuencia cíclica en sentido inverso, CRIVi45-51 (ver Figura 3). Cabe 

mencionar que Vi45-51 y CRIVi45-51 conservan las propiedades vasculares y la misma 

potencia que la vasoinhibina íntegra y CRIVi45-51 es resistente a su degradación por acción 

de proteasas endógenas, de tal manera que puede ser administrado por vía oral.  

Por lo tanto, se cuenta con un análogo lineal y uno cíclico de la vasoinhibina, solubles, 

estables y de fácil síntesis (química) con posibles implicaciones benéficas en el tratamiento 

de enfermedades angiogénesis-dependientes como la AR.  

 

Figura 3. Representación estructural de Vi45-51 y CRIVi45-51. Vi45-51 se compone de L-aminoácidos 

mientras CRIVi45-51 de D-aminoácidos en orden inverso. Los números indican los α-carbonos y las flechas 

verdes el sentido de síntesis [15].  

El desarrollo de Vi45-51 y CRIVi45-51 podría tener relevancia para la futura traslación a la 

clínica de la vasoinhibina. Las isoformas endógenas de la vasoinhibina poseen longitudes 

variables que oscilan entre los primeros 48 a 159 aminoácidos de la molécula. La síntesis 

recombinante de la vasoinhibina es de baja eficiencia y efectividad debido principalmente a 

modificaciones postraduccionales que interfieren con su actividad biológica como la 

glicosilación y la agregación [84]. Recientemente, se descubrió que la trombina genera a la 

vasoinhibina de 48 aminoácidos, la más pequeña que se conoce [77]. Dado que la trombina 

desempeña un papel fundamental en los procesos de reparación tisular ligados a la 
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inflamación [85], es posible que Vi45-51 y CRIVi45-51 también posean acciones 

proinflamatorias.  

En este estudio, se investigó si Vi45-51 y CRIVi45-51 conservan el efecto inflamatorio de la 

vasoinhibina en los cultivos de STF. Los resultados obtenidos indican que la vasoinhibina 

convencional (compuesta por 123 aminoácidos), pero no Vi45-51 y CRIVi45-51, estimula la 

biosíntesis de NO a través de iNOS. En concordancia con estos hallazgos, se observó que 

la administración in vivo de CRIVi45-51 en el modelo de AIA leve no modificó la inflamación 

articular. Sin embargo, en el modelo de AIA grave CRIVi45-51 disminuyó la inflamación 

articular en conjunto con la expresión de mediadores proangiogénicos. Estos resultados 

respaldan la ausencia de efecto proinflamatorio de Vi45-51 y CRIVi45-51 en los STF y el 

efecto benéfico de CRIVi45-51 para el tratamiento de la artritis. Por último, este trabajo 

sustenta el desarrollo de los estudios preclínicos ante la necesidad de conocer aspectos de 

seguridad, eficiencia y calidad de Vi45-51 y CRIVi45-51 para futuros estudios de fase 

clínica.   
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5. Hipótesis 

- Vi45-51 y CRIVi45-51 son proinflamatorios sobre los STF y CRIVI45-51 tiene los 

efectos duales de la vasoinhibina en el modelo de AIA. 

 

6. Objetivos 

6.1 General 

- Determinar el efecto de Vi45-51 y CRIVi45-51 sobre la expresión de iNOS y la 

biosíntesis de NO en cultivos de STF y el efecto de CRIVi45-51 sobre la 

inflamación articular en el modelo de AIA en el ratón. 

 

6.2 Específicos 

1) Evaluar el efecto de Vi45-51 y CRIVi45-51 sobre la expresión de iNOS y la 

biosíntesis de NO en cultivos de STF. 

2) Determinar el efecto de CRIVi45-51 sobre la inflamación articular en el modelo 

de AIA leve.  

3) Evaluar el efecto de CRIVi45-51 sobre la inflamación articular en el modelo de 

AIA grave. 
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7. Metodología 

7.1 Animales 

Se utilizaron ratones C57BL/6J machos que se obtuvieron y mantuvieron en el bioterio del 

Instituto de Neurobiología (INB) de la Universidad Nacional Autónoma de México, Campus 

Juriquilla, Querétaro. Los ratones se mantienen de acuerdo a la NOM-062-ZOO-1999, que 

establece las especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales 

de laboratorio [86] y todos los experimentos fueron aprobados 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), ventilación (12-15 cambios por hora), 

humedad (45-60 %) y alimento (ad libitum). Se practicó la eutanasia de los animales vía 

exposición a una atmosfera de CO2 al 20%. 

7.2 Cultivos de sinoviocitos tipo fibroblasto  

La extracción de los STF se realizó a partir de ratones C57BL/6J de 4 a 6 semanas de edad 

y con base al protocolo establecido por Zhao, J. et al. [87]. La articulación fémur /fíbula / 

tibia de las extremidades posteriores se lavaron en solución salina Hank balanceada con 

antibióticos (250 µl de gentamicina [10 mg/mL; Gibco by life technologies, Grand Island, 

NY]) y fungicida (50 µl de anfotericina B [250 µg/mL; Gibco by life technologies, Grand 

Island, NY]). La piel, músculo y tendones se removieron por microdisección, teniendo 

cuidado de no romper el hueso. Las articulaciones con hueso dañado se eliminaron del 

proceso de aislamiento para prevenir la contaminación del cultivo de STF con células de la 

médula ósea. La membrana sinovial se expuso a través de retirar la rótula y la articulación 

se incubó 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 desoxirribonucleica 1 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 37 °C por 3 h bajo agitación (300 rpm). El extracto 

se filtró a través de un poro de 100 m y el paquete celular obtenido mediante centrifugación 

(25 RFC / 37 °C) se resuspendió en DMEM 20 % SFB y cultivó en placas de 6 pozos bajo 

una atmosfera de 5 % dióxido de carbono (CO2) a 37 °C.  Una vez alcanzada la confluencia, 

se realizó el primer pase (P1), para lo cual se retiró el medio de cultivo y se añadió tripsina 

(Gibco, Grand Island, NY) y las células se suspendieron en DMEM 20 % SFB. Este proceso 
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se repitió dos veces más y los cultivos resultantes (P3), enriquecidos en STF, se utilizaron 

para los distintos experimentos. 

7.2.1 Tratamiento 

Los cultivos de STF (500,000 células por pozo en placas de 12 pozos) fueron tratados con 

una preparación estándar de la vasoinhibina recombinante de 123 aminoácidos (Vi, control 

positivo, 100 nM), los aminoácidos 45-51 de la vasoinhibina en secuencia al azar 

(scrambled, control negativo, 100 nM) y diferentes concentraciones de Vi45-51, CRIVi45-

51 (50, 100, 200 nM) en medio de cultivo DMEM 1 % SFB por 24 h. Posteriormente se 

realizó la extracción de ARN, proteína o medios condicionados para la cuantificación de 

NO.  

7.3 Inducción del modelo de AIA grave y leve  

El modelo de AIA se indujo en ratones C57BL/6J de 8 a 10 semanas de edad (20 - 25 g) 

con base al método reportado por Brackertz, D. (1997) [88]. Los ratones fueron inmunizados 

a través de la administración intradérmica de 40 µl de la emulsión 1:1 del antígeno ASBm 

(albúmina sérica bovina metilada, 10 µg / µl [Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA]) y el 

adyuvante completo de Freud (CFA, 5 µg / µl [Difco Laboratories, Detroit, MI, USA]) en los 

días 21 y 14 previos a la inducción de la artritis (día -21 & -14). Para potenciar la respuesta 

inmunológica y en paralelo a la administración intradérmica, se administró vía 

intraperitoneal (IP) 10 µl de toxina pertussis (10 ng / µl, Sigma Aldrich). En el día cero, se 

inyectaron vía intraarticular 10 µl de solución salina fisiológica (SSF) conteniendo 2.5 o 20 

µg del ASBm para el modelo grave y leve de artritis, respectivamente. La inflamación 

articular se determinó mediante la medición de la circunferencia articular monitoreada doble 

ciego cada dos días (día -1, 1, 3, 5). Esta medición se realizó con una cinta, que se posicionó 

a la altura de la rodilla.  

En el día 6 se practicó la eutanasia de los ratones a través de exposición a una atmósfera 

saturada de CO2 y decapitación. Se obtuvieron las articulaciones y de manera aleatoria se 

dispusieron para su análisis histológico o expresión de genes (ver Figura 3).   

7.3.1 Tratamiento 

Los ratones fueron tratados cada 12 h con vehículo (SSF) o CRIVi45-51 (2 mg / kg cada 12 

h) vía IP a partir del día -1 al día 5 (ver Figura 3). En el presente estudio, los ratones no 

fueron tratados con Vi45-51 debido a restricciones en los plazos experimentales.   
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Figura 4. Representación gráfica del modelo de AIA grave y leve en ratones C57BL/6J. 

7.4 Expresión de genes por qRT-PCR 

Se homogenizaron los cultivos de STF o el pulverizado de las articulaciones congeladas a 

-80 °C (100 mg) con 0.5 o 1 mL de TRIzol, respectivamente. Posteriormente se agregó 200 

µl de cloroformo por cada mililitro de TRIzol, se agitó y se incubó a temperatura ambiente 

por 3 min. Las muestras se centrifugaron (1800 RFC por 20 min a 4 °C) y se recuperó la 

fase acuosa. Inmediatamente se adicionaron 500 µl de alcohol isopropílico seguido de una 

agitación vigorosa y una incubación por 24 h a -20 °C. Posteriormente la muestra se 

centrifugó (1800 RFC / 20 min), el pellet se lavó con etanol (70 %, 0.5 mL), se centrifugó y 

decantó teniendo cuidado de preservar todo el precipitado, el cual se dejó secar y se 

adicionó con 45 µl de agua libre de nucleasas. El ARN se almacenó a -70 °C.  

El ADN complementario (ADNc) se sintetizó a partir del ARN total mediante la enzima 

transcriptasa reversa, desoxinucleótidos, oligonucleótidos y agua libre de nucleasas 

utilizando el estuche de alta capacidad de retro-transcripción según especificaciones del 

fabricante (High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA). Con base a la concentración de RNA determinada de cada muestra, se consideró 

que 1 ng de RNA equivale a 1 ng de ADNc sintetizado, con base a este dato el ADNc se 

diluyó con agua libre de nucleasas hasta una concentración de 10 ng/ µl y se almacenó a 4 

°C .  
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La amplificación de los transcritos en qRT-PCR se realizó en una mezcla de reacción 

conteniendo Máxima ® SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific Auburn, CA, 

USA) y el oligonucleótido correspondiente (ver Tabla 3). Se consideró como gen 

constitutivo el Hprt [89, 90]. 

Tabla 3. Secuencia de oligonucleótidos utilizados.  

Gen Forward Reverse  

Hprt 5′-TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3′ 5′-GTTGAGAGATCATCTCCACC-3′ 

Inos 5′-CAGCTGGGCTGTACAAACCTT-3′ 5′-CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG-3′ 

Vegf 5′-CGCGAGTCTGTGTTTTTGCA-3′ 5′-CAGAGCGGAGAAAGCATTTGT-3′ 

Vegf-r2 5′- GCCCTGCCTGTGGTCTCACTAC-3′ 5′-CAAAGCATTGCCCATTCGAT-3′ 

Hif-1α 5′-ACAAGTCACCACAGGACAG-3′ 5′-AGGGAGAAAATCAAGTCG-3´ 

 

7.5 Western blot 

Se realizó la extracción de proteína a partir de cultivos de STF con 80 µl de amortiguador 

de lisis RIPA (50 mM TRIS – HCl 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 determinó la cantidad de proteína a través del método 

espectrofotométrico de Bradford usando el reactivo de ensayo Bio-Ray (Bio-Ray 

Laboratories, Hercules, CA) y 50 µg de proteína se evaluaron mediante electroforesis de 

acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y Western blot. La separación de 

proteínas se realizó por electroforesis (120 V durante 3 h) y se transfirió a una membrana 

de nitrocelulosa durante 45 min a 23 V. Las membranas se bloquearon con 5 % de leche y 

posteriormente se incubaron overnight con los anticuerpos primarios Anti-iNOS (1:250; 

AB150171; EMD Milipore, Darmstadt, Germany) y anti-β-tubulina (1:1000; AB6046; Abcam, 

Cambridge, MA, USA). Las membranas se lavaron con PBS / Tween-20 y la detección se 

realizó utilizando el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina (1:5000; Jackson 

InmmunoResearch Laboratories Inc).  

7.6 Cuantificación de óxido nítrico  

La cuantificación de NO de los medios condicionados de cultivos de STF se realizó 

indirectamente con la reacción de Griess de acuerdo al método reportado [79]. Se 

agregaron 75 µl de solución enzimática (50 µl nitrato reductasa Aspergillus species, 125 µl 

HEPES pH 7.4, 1,250 µl NADPH, 450 µl H2O) por cada 100 µl de cada dilución de la curva 
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de nitrato de sodio y/o muestra. Se agitó vigorosamente y se incubó a 37 °C durante 1 h. 

Posteriormente a las muestras se les agregó 25 µl de ferricianuro de potasio 8 mM y se 

incubó a temperatura ambiente por 25 min. Se tomaron 100 µl de la solución de reacción y 

se transfirieren a una placa de ELISA a la cual se le añadió 100 µl de la solución de Griess 

(0.1 g sulfanilamida; 0.01 g naftiletilendiamina [NEDA] y 2.9 mL ácido fosfórico concentrado 

en condiciones de oscuridad en un volumen final de 10 mL en H2O). Para la cuantificación, 

las muestras se leyeron por espectrofotometría a 543 nm y se calculó la concentración 

micromolar de nitratos y nitritos de las muestras por el método de mínimos cuadrados.  

 

7.7 Histología de la articulación. Cuantificación del área del 

pannus 

Las articulaciones de la rodilla se fijaron en formalina tamponada al 10 % durante dos días 

a temperatura ambiente seguido de la descalcificación con EDTA al 14 % (pH 7.0) durante 

14 días a 37 °C. Las articulaciones fueron deshidratadas e incluidas en parafina. 

Posteriormente se realizaron cortes de la articulación fémur / tibia del ratón (5 µm de 

espesor) que se tiñeron con una solución de hematoxilina – eosina de Harris para evaluar 

el área de pannus. El área de pannus se cuantificó en relación a un área fija de la 

articulación usando el software de análisis Image – Pro plus (versión 7, Media Cybernetics 

Inc, Rockville, MD, USA).  

7.8 Análisis estadístico 

Las diferencias entre tres o más grupos se evaluaron mediante el análisis de varianza de 

una vía (ANOVA) seguido de la prueba post-hoc Tukey. Las diferencias se consideraron 

significativas para p<0.05. 
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8. Resultados   

8.1 La expresión génica de Inos no fue inducida por Vi45-51 o 

CRIVi45-51  

Cultivos enriquecidos en STF fueron tratados con o sin 100 nM de vasoinhibina o la 

secuencia scrambled, y concentraciones crecientes (50, 100, y 200 nM) de Vi45-51 y 

CRIVi45-51. Determinamos el nivel de expresión del gen Inos por qRT-PCR normalizado 

con el gen constitutivo Hprt. Observamos que la vasoinhibina íntegra induce de manera 

significativa la expresión de Inos, pero no la secuencia scrambled ni las diferentes 

concentraciones de Vi45-51 o CRIVi45-51 (Ver Figura 5). 
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Figura 5. La expresión génica de Inos no fue inducida por Vi45-51 o CRIVi45-51. Niveles de expresión de 

Inos en STF incubados sin (control, Ctrl) o con 100 nM de vasoinhibina (Vi), 100 nM de la secuencia scrambled 

y diferentes concentraciones de Vi45-51 o CRIVi45-51. El nivel de expresión se normalizó con respecto al gen 

constitutivo (Hprt) y se expresó con respecto al control no tratado. Los resultados corresponden a la media ± 

EE de triplicados independientes de un experimento representativo. ***p<0.0001. n = 3. 
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8.2 La proteína iNOS no aumento por Vi45-51 o CRIVi45-51  

Con base a los resultados anteriores, se demostró que Vi45-51 y CRVi45-51 no inducen la 

expresión del ARNm de iNOS, procedimos a analizar si este resultado se observa a nivel 

de la proteína evaluada por Western blot. Observamos que únicamente la vasoinhibina 

aumenta los niveles de iNOS, pero no la Vi45-51 y el CRIVi45-51 (Ver Figura 6).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. La proteína iNOS no aumento por Vi45-51 o CRIVi45-51. Análisis por Western blot del nivel de 

expresión de la proteína iNOS y β-Tubulina como control de carga en cultivos de STF tratados con o sin 

vasoinhibina recombinante (Vi) o concentraciones crecientes (50, 100, 200 nM) de Vi45-51 o CRIVi45-51.  
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8.3 La biosíntesis de NO no fue inducida por Vi45-51 o CRIVi45-51  

Para corroborar la ausencia de efecto de Vi45-51 y CRIVi45-51 sobre iNOS, evaluamos la 

biosíntesis de NO en cultivos enriquecidos de STF tratados con o sin 100 nM de la 

vasoinhibina, diferentes concentraciones de Vi45-51 o CRIVi45-51 (50, 100, 200 nM). El 

NO es un mediador proinflamatorio con un tiempo de vida media corto (3-6 segundos) [91] 

por lo que su concentración se determina indirectamente a través de cuantificar sus 

metabolitos estables (nitratos [NO3
-] y nitritos [NO2

-]) con la reacción de Griess. Como se 

esperaba, la vasoinhibina íntegra indujo la biosíntesis de NO, mientras que Vi45-51 o 

CRIVi45-51 no tuvieron ningún efecto (Ver Figura 7). 
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Figura 7. La biosíntesis de NO no fue inducida por Vi45-51 o CRIVi45-51. Cuantificación de NO a través de 

los metabolitos estables nitratos [NO3
-] y nitritos [NO2

-] por la reacción de Griess en cultivos de STF incubados 

en ausencia (Ctrl) o presencia de 100 nM de la vasoinhibina (Vi), Vi45-51 o CRIVi45-51. Los resultados 

corresponden a la media ± EE de triplicados independientes de un experimento.  ***p < 0.0001; n= 3.
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8.4 En el modelo de AIA leve CRIVi45-51 no modificó la inflamación 

articular 

Para poner en manifiesto el posible efecto proinflamatorio de CRIVi45-51 sobre la 

articulación artrítica, se indujo el modelo de AIA leve en ratones C57BL/6 machos de 8 a 10 

semanas de edad a través de la administración intraarticular de 2.5 µg de ASBm. Los 

ratones fueron inyectados vía IP con CRIVi45-51 (2 mg / kg cada 12 h) a partir del día -1 al 

5. En los ratones artríticos tratados con CRIVi45-51 se observó un modesto aumento en la 

circunferencia articular únicamente en el día 1, pero no después (Figura 8A). El análisis 

histológico confirmó una enfermedad articular modesta caracterizada por una inflamación 

sinovial (pannus) leve (Figura 8B). CRIVI45-51 mostró una tendencia no significativa a 

disminuir el área del pannus de los ratones artríticos al día 5 (Figura 8C).  
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Figura 8. En el modelo de AIA leve, CRIVi45-51 no modificó la inflamación articular. A) Evolución temporal 

de la inflamación de la rodilla evaluada a través de la medición de la circunferencia de la rodilla en los días -1, 

1, 3 y 5. B) Micrografías representativas de la articulación de la rodilla de ratones control y AIA leve tratados 

con o sin CRIVi45-51 teñidas con hematoxinila-eosina. C) Las barras muestran el área de la membrana sinovial 

(control) o pannus en relación con un área fija de la articulación de la rodilla. c: cartílago, ht: hueso trabecular; 

ms: membrana sinovial, p: pannus, las flechas hacen referencia a daño tisular sobre el cartílago o hueso. Los 

valores son la media ± EE de 6 a 12 articulaciones. **p < 0.001; ns: no significativo. 
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8.5 En el modelo de AIA grave CRIVi45-51 disminuyó la inflamación 

articular  

Se indujo el modelo de AIA grave en ratones C57BL/6 machos sanos de 8 a 10 semanas 

de edad a través de la inyección intraarticular de 20 µg de ASBm. Los ratones fueron 

administrados vía IP con CRIVi45-51 (2 mg / kg / 12 h) a partir del día -1 al 5. CRIVi45-51 

redujo la inflamación articular en los ratones artríticos y no la modificó en los animales sanos 

(Figura 9A). El análisis histológico de la articulación del modelo grave mostró una 

inflamación marcada caracterizada por una formación extensa del pannus en comparación 

con la articulación sana (Figura 9B). El incremento en la formación del pannus bajo la 

condición de AIA grave se redujo por efecto de CRIVi45-51 (Figura 9B) y esta diferencia 

fue significativa cuando se cuantificó el área del pannus con respecto al área de la 

articulación (Figura 9C). 
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Figura 9. En el modelo de AIA grave CRIVi45-51 disminuyó la inflamación articular. A) Evolución temporal 

de la inflamación de la rodilla evaluada a través de la medición de la circunferencia de la rodilla en los días -1, 

1, 3 y 5. B) Micrografías representativas de la articulación de la rodilla de ratones control y AIA grave tratados 

con o sin CRIVi45-51 teñidas con hematoxinila-eosina. C) Las barras muestran el área de la membrana sinovial 

(control) o pannus en relación con un área fija de la articulación de la rodilla.  c: cartílago, ht: hueso trabecular; 

ms: membrana sinovial, p: pannus, las flechas hacen referencia a daño tisular sobre el cartílago o hueso. Los 

resultados corresponden a la media ± EE de 6 a 12 articulaciones. **p < 0.001; *p < 0.01; ns: no significativo. 
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8.6 En el modelo de AIA grave CRIVi45-51 disminuyó la expresión de 

genes asociados a la angiogénesis  

Se analizó el nivel de expresión de genes que codifican a factores asociados a la 

angiogénesis (Vegf, Vegf-r2 y el Hif-1) en las articulaciones de ratones sin y con AIA 

grave tratados o no con CRIVI45-51. Bajo condiciones artríticas control se observó un 

incremento estadísticamente significativo en la expresión de Vegf, Vegf-r2 y Hif-1, sin 

embargo, en aquellos ratones artríticos tratados con CRIVI45-51 se disminuyó 

significativamente (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Figura 10. En el modelo de AIA grave CRIVi45-51 disminuyó la expresión de genes asociados a la 

angiogénesis. Cuantificación por qRT-PCR de los niveles de expresión de Vegf, Vegf-r2 y Hif-1α en las 

articulaciones de ratones con o sin AIA grave tratados con o sin CRIVi45-51 (2 mg / kg /12 h; IP). El nivel de 

expresión se normalizó con respecto al gen constitutivo Hprt y se expresó respecto al control no tratado. Los 

resultados corresponden a la media ± EE de 6 a 12 articulaciones. **p < 0.001; *p < 0.01. 
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9. Discusión  

La AR es una enfermedad autoinmune crónico-inflamatoria dependiente de la angiogénesis 

[92, 93]. En la AR, la hiperplasia de células sinoviales locales (fundamentalmente STF) y la 

infiltración de células inmunocompetentes conforma un frente inflamatorio (pannus) que 

destruye el cartílago y hueso de la articulación [19-22]. La alta densidad celular genera un 

ambiente hipóxico que promueve la expresión de factores proangiogénicos que conducen 

a la neovascularización del pannus [48, 49]. Los neovasos nutren y oxigenan el tejido 

inflamado permitiendo su crecimiento y supervivencia; además los neovasos son altamente 

permeables lo que promueve aún más la infiltración de células inmunes a la cavidad 

articular amplificándose la señal proinflamatoria, la hiperplasia y la expansión del pannus 

[9, 16]. Debido a su papel determinante, la inhibición de la angiogénesis representa una 

estrategia terapéutica prometedora para el control de la AR.  

Experimentalmente se ha demostrado que la administración de moléculas con acción 

antiangiogénica [94] como vectores recombinantes que codifican a la angiostatina [95] y 

fármacos antiangiogénicos como el bevacizumab y etanercept (anticuerpos monoclonales 

humanizados anti-VEGF) [61] reducen la inflamación articular en modelos de artritis. Sin 

embargo, a pesar de la creciente evidencia de la importancia de la angiogénesis en la AR, 

el desarrollo de moléculas antiangiogénicas para el tratamiento de la patología, es aún 

escaso [96]. La vasoinhibina podría representar una de estas moléculas por sus acciones 

inhibitorias sobre los vasos sanguíneos [11]. 

Es importante destacar que en el modelo de AIA grave se demostró experimentalmente que 

el tratamiento con vectores génicos derivados de virus adenoasociados que codifican a la 

vasoinhibina de 123 aminoácidos, disminuyó la inflamación articular. Este efecto de la 

vasoinhibina se debe a su efecto inhibitorio sobre la vasopermeabilidad y la vascularización 

del pannus, lo que redujo la infiltración de células inmunológicas, la expresión de 

mediadores de inflamación y la destrucción del hueso en la articulación artrítica. Estos 

resultados son de relevancia dado que apoya el uso de la vasoinhibina en el tratamiento de 

la AR [11]. Sin embargo, la vasoinhibina también tiene efectos proinflamatorios en la artritis 

[29].  

Recientemente Ortiz y colaboradores (2022) describieron el efecto proinflamatorio de la 

vasoinhibina en el modelo de AIA leve [29]. Se observó que el tratamiento con vectores de 

expresión génica a vasoinhibina aumentó la inflamación y la expresión de mediadores 
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proinflamatorios en la articulación artrítica. El efecto proinflamatorio de la vasoinhibina en 

la articulación artrítica involucra a los STF. En cultivos de STF la vasoinhibina indujo la 

activación de la vía del NF-B y consecuentemente la expresión de mediadores 

inflamatorios (Il1b, Il-6, Inos y Tnfa) y la biosíntesis de NO  [29]. Los efectos duales de la 

vasoinhibina sobre la inflamación articular ilustran la complejidad del proceso inflamatorio 

en la articulación y expone la necesidad de entender los mecanismos involucrados. Por 

último, con base a estas observaciones, el efecto proinflamatorio de la vasoinhibina sobre 

la inflamación articular obstaculiza su uso en el tratamiento de la AR.  

El análisis estructural por simulación de dinámica molecular permitió definir que el dominio 

antiangiogénico de la vasoinhibina está constituido por tan sólo tres aminoácidos: His46-

Gly47-Arg48 (HGR). Esto condujo a la síntesis de heptapéptidos que comprenden los 

aminoácidos 45 al 51 de la vasoinhibina en la forma Vi45-51 y CRIVi45-51. Cabe mencionar 

que estas moléculas mantienen el efecto inhibitorio sobre los vasos sanguíneos y potencia 

de la vasoinhibina. Además, son notablemente más estables y su síntesis (química) es más 

sencilla, lo que podría convertirlas en una innovadora opción para el tratamiento vía 

angiogénesis de la artritis [15]. Sin embargo, se desconocía si Vi45-51 y CRIVi45-51 

conservan los efectos proinflamatorios de la vasoinhibina. Gracias al trabajo del presente 

estudio, demostramos la ausencia de efecto proinflamatorio de Vi45-51 y CRIVi45-51 en 

cultivos de STF y evidenciamos que CRIVi45-51 no modifica la inflamación articular en el 

modelo de AIA leve y la disminuyo en el modelo de AIA grave.  

Nuestro trabajo corroboró el efecto proinflamatorio de la vasoinhibina completa sobre la 

biosíntesis de NO vía la expresión de la iNOS en cultivos de STF [29]. El NO producido por 

la iNOS es un potente promotor de la inflamación, su concentración se encuentra elevada 

en la circulación y en el líquido sinovial de pacientes con AR y se ha asociado con el grado 

de destrucción de la articulación [22, 40, 97]. Cuando se produce en grandes cantidades, 

el NO promueve la destrucción del cartílago y hueso a través de la inactivación del inhibidor 

de metaloproteinasa 1 (TIMP-1), la oxidación de lípidos, la inhibición de la síntesis de 

colágeno y proteoglicanos (ambos componentes esenciales del cartílago), y la apoptosis de 

los condrocitos [98]. Dado que la vasoinhibina induce la expresión de iNOS en cultivos de 

STF y la consecuente biosíntesis de NO [29], investigamos si Vi45-51 y CRIVi45-51 afectan 

la síntesis de la iNOS y su actividad (biosíntesis de NO) en los STF. Observamos 

contundentemente que Vi45-51 y CRIVi45-51 no modifican la biosíntesis de NO vía iNOS 
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en las diferentes concentraciones utilizadas y, por ende, que no conservan la propiedad 

proinflamatoria de la vasoinhibina sobre los STF (Figura 5-7).  

Con el objetivo de descartar el posible efecto proinflamatorio de Vi45-51 y CRIVi45-51 sobre 

la inflamación articular, se indujo el modelo de AIA leve inducida por la administración 

intraarticular de 2.5 µg de ASBm. Bajo estas condiciones, se observó un aumento modesto 

pero significativo en la circunferencia de la articulación en ratones con AIA leve, junto con 

un incremento del área del pannus de ~3% en comparación con el área de la membrana 

sinovial sin artritis. Por otra parte, en ratones artríticos tratados con CRIVi45-51 se observó 

un ligero aumento en la inflamación inicial (día 1) pero no la modificó posteriormente (Figura 

8A). CRIVi45-51 tampoco modificó el área del pannus de la articulación artrítica (Figura 8 

B y C). Estos resultados contrastan con el reporte previo de Ortiz y colaboradores (2022) 

donde la vasoinhibina aumentó significativamente ~3% el área de la membrana sinovial en 

aquellos ratones artríticos tratados con vasoinhibina en comparación a aquellos artríticos 

control [29]. El análisis histológico revela una tendencia no significativa del CRIVi45-51 a 

disminuir el área del pannus (Figura 8C). Experimentos en curso se encuentran evaluando 

la expresión de factores proangiogénicos y proinflamatorios en la articulación del modelo 

de AIA leve para ahondar sobre las acciones de CRIVi45-51. 

Hasta el momento, con base a los resultados obtenidos podemos comentar que Vi45-51 y 

CRIVi45-51 no exhiben efectos proinflamatorios de la vasoinhibina en cultivos de STF, y la 

ausencia de efecto proinflamatorio en la articulación en el modelo de AIA leve con CRIVi45-

51. Consecutivamente y para poner en manifiesto el efecto benéfico de CRIVi45-51 sobre 

la articulación artrítica, se indujo el modelo de AIA grave a través de la administración 

intraarticular de una mayor cantidad de ASBm (20 µg). La condición de AIA grave produjo 

un alto nivel de inflamación demostrado por el aumento significativo de la inflamación 

articular y la formación extensa del pannus, cuya área fue ~25% mayor que el área de la 

membrana sinovial de una articulación sana (Figura 9 B y C). Encontramos que CRIVi45-

51 disminuyó significativamente tanto la inflamación articular como el área del pannus bajo 

condiciones de AIA grave (Figura 9). Esta acción sobre la inflamación articular muy 

probablemente se debe a los efectos inhibitorios de CRIVi45-51 sobre la angiogénesis del 

pannus dado que, al igual que lo reportado para la vasoinhibina [11], CRIVi45-51 disminuyó 

significativamente la expresión de genes que codifican para VEGF, el receptor 2 de VEGF, 

y HIF-1, todos factores protagónicos (Figura 10).  
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Notablemente, observamos el efecto de CRIVi45-51 para reducir la inflamación articular en 

la artritis y esto podría deberse por sus acciones inhibitorias sobre los vasos sanguíneos. 

Es conocido que la hipoxia desencadenada por la alta demanda de oxígeno asociada a la 

proliferación exacerbada de células de la membrana sinovial y a la infiltración de células 

inmunes promueve la actividad de HIF-1, factor de transcripción que induce la expresión 

del VEGF, y que el VEGF a través de su receptor 2 (VEGFR2) conduce las etapas 

tempranas de la angiogénesis, migración y proliferación de células endoteliales. El VEGF 

en conjunto con las angiopoyetina 1 (también proangiogénica) estimulan la maduración y 

estabilización de los neovasos [99]. Consistentemente, la expresión de los genes que 

codifican para estos factores proangiogénicos se eleva en el modelo de AIA grave y 

CRIVi45-51 los reduce en forma significativa (Figura 10). Estos resultados podrían apoyar 

la inhibición de la angiogénesis del pannus como mecanismo responsable de los efectos 

protectores de CRIVi45-51 en este modelo de artritis.  

Las acciones vasculares de la vasoinhibina, Vi45-51 y CRIVi45-51 parecen involucrar la 

unión a un complejo multimérico en la membrana de las células endoteliales formado por el 

inhibidor del activador del plasminógeno - 1, la uroquinasa y el recetor de la uroquinasa 

[100] que resulta en el bloqueo de diferentes vías de señalización (Ras - Raf - MAPK, Ras 

- Tiam1 - Rac - 1 - Pak1 y PI3k / Akt y PLCg - IP3 - sintasa endotelial de NO) activadas por 

varios factores proangiogénicos (VEGF, IL1β, bradicinina) [15, 29]. Recientemente se 

demostró que la vasoinhibina inhibe la activación de la eNOS en las articulaciones artríticas 

inducida por VEGF [29] y Vi45-51 también inhibe la fosforilación de eNOS inducida por 

VEGF en cultivos de células endoteliales  [15]. Por lo tanto, la inhibición de eNOS por 

CRIVi45-51 podría ser el mecanismo de sus efectos vasculares en las articulaciones 

artríticas. Cabe destacar, que aún es necesario desarrollar los estudios que nos permitan 

evidenciar el efecto de CRIVi45-51 sobre la densidad vascular y su mecanismo molecular 

de acción. 

Estos hallazgos indican que el dominio antiangiogénico de la vasoinhibina es independiente 

de su dominio proinflamatorio. Resultados preliminares (no publicados) del laboratorio, han 

demostrado que cultivos enriquecidos en STF tratados con una vasoinhibina de 5.6 kDa 

(aminoácidos del 1 al 48 de la PRL), induce la biosíntesis de NO. La fragmentación en 

péptidos de 15 aminoácidos de la vasoinhibina de 5.6 kDa mostró que péptidos 

conformados por los aminoácidos 20 al 35 y 30 al 45 de la vasoinhibina, estimulan la 

biosíntesis de NO en cultivos enriquecidos de STF. Estas observaciones sugieren que el 
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dominio proinflamatorio de la vasoinhibina se localiza en los aminoácidos 30 al 35 de la 

molécula.  

El efecto de Vi45-51 y CRIVi45-51 para el tratamiento de la artritis es de relevancia ante la 

vasoinhibina ya que, a diferencia de esta última, Vi45-51 y CRIVi45-51 poseen la acción 

antiinflamatoria indirecta (vía la inhibición de la angiogénesis) [15] pero no los efectos 

proinflamatorios directos sobre células no vasculares (STF). Además, CRIVi45-51 es 

estable, de fácil síntesis y puede ser administrado por vía oral. Dada la ausencia de un 

efecto proinflamatorio, Vi45-51 y CRIVi45-51 podrían tener mayor eficacia para evitar la 

progresión de la AR.  

Los medicamentos que actualmente se prescriben para el tratamiento de la AR tienen como 

objetivo reducir o frenar el daño tisular a través de acciones antiinflamatorias, por ejemplo, 

inhibir la síntesis de mediadores proinflamatorios por los AINE´s y los GC; antagonizar la 

acción o vías de señalización de citocinas proinflamatorias como la IL-6 o el TNF-α; o bien, 

impedir la proliferación exacerbada de células en la membrana sinovial, mecanismos de 

acción de los FARME. Sin embargo, el éxito de estos tratamientos ha sido deplorable ante 

la existencia de SRAM que incluyen la dependencia farmacológica, el desarrollo de una 

artritis reactiva, entre otros [56-60]. Por ello, la implementación de nuevas estrategias 

terapéuticas para el tratamiento de la AR es de gran importancia. Vi45-51 y CRIVi45-51 

podrían representar potentes moléculas para el tratamiento de la artritis por sus acciones 

inhibitorias sobre los vasos sanguíneos. Además, Vi45-51 y CRIVi45-51 son moléculas 

pequeñas de fácil síntesis y estables en comparación con los FARME biológicos 

(anticuerpos humanizados). 

El desarrollo de Vi45-51 y CRIVi45-51 como moléculas nuevas con acción antiangiogénica 

para el tratamiento de la AR se encuentra en una etapa inicial. Con base a las directrices 

establecidas por la International Council Harmonisation (ICH), se propone la realización de 

pruebas preclínicas orientadas a evaluar posibles riesgos de carcinogenicidad, 

genotoxicidad, reprotoxicidad, farmacocinética, y otros aspectos relacionados 

(https://www.ich.org/page/safety-guidelines). Esto subraya la imperante necesidad de llevar 

a cabo una serie de pruebas in vitro e in vivo en modelos biológicos (roedores y no roedores) 

como paso previo al desarrollo de los estudios clínicos.  

En resumen, en este trabajo se puso en manifiesto la ausencia del efecto proinflamatorio 

de Vi45-51 y CRIVi45-51 sobre cultivos de STF. Además de la ausencia del efecto 

https://www.ich.org/page/safety-guidelines
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proinflamatorio en el modelo de AIA leve bajo un tratamiento con CRIVi45-51 y el efecto 

benéfico en el modelo de AIA grave. El efecto de CRIVi45-51 en la AIA grave podrían estar 

involucradas sus acciones sobre los vasos sanguíneos en tanto que disminuyó la expresión 

de mediadores proangiogénicos. Queda por confirmar las acciones antiangiogénicas de 

CRIVi45-51 sobre la densidad vascular del pannus y su efecto sobre la expresión de 

mediadores proinflamatorios en la articulación artrítica. A largo plazo se deberá localizar la 

región proinflamatoria de la vasoinhibina y conducir estudios preclínicos que evalúen la 

seguridad, eficacia y calidad de Vi45-51 y CRIVi45-51 de la vasoinhibina en diferentes 

especies animales y su posterior desarrollo clínico.  
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10. Conclusiones 

1. Vi45-51 y CRIVi45-51 no conservan las acciones proinflamatorias de la vasoinhibina 

sobre los STF tanto que no indujo la biosíntesis de NO vía iNOS. 

2. CRIVI45-51 no modifica la inflamación articular en el modelo de AIA leve.  

3. CRIVi45-51 disminuye la inflamación articular en el modelo de AIA grave.  

4. CRIVi45-51 disminuye la expresión de Vegf, Vegf-r2 y Hif-1α en el modelo de AIA 

grave. 

5. CRIVi45-51 no conserva los efectos duales de la vasoinhibina en el modelo de AIA. 
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