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Research Article

Chondrocytes are the only cells in cartilage, and their death by apoptosis contributes to
cartilage loss in inflammatory joint diseases, such as rheumatoid arthritis (RA). A putative
therapeutic intervention for RA is the inhibition of apoptosis-mediated cartilage degradation.
The hormone prolactin (PRL) frequently increases in the circulation of patients with RA, but
the role of hyperprolactinemia in disease activity is unclear. Here, we demonstrate that PRL
inhibits the apoptosis of cultured chondrocytes in response to a mixture of proinflammatory
cytokines (TNF-q, IL-1B, and IFN-y) by preventing the induction of p53 and decreasing the
BAX/BCL-2 ratio through a NO-independent, JAK2/STAT3—dependent pathway. Local
treatment with PRL or increasing PRL circulating levels also prevented chondrocyte
apoptosis evoked by injecting cytokines into the knee joints of rats, whereas the
proapoptotic effect of cytokines was enhanced in PRL receptor—null (Prir’) mice.
Moreover, eliciting hyperprolactinemia in rats before or after inducing the adjuvant model of
inflammatory arthritis reduced chondrocyte apoptosis, proinflammatory cytokine expression,
pannus formation, bone erosion, joint swelling, and pain. These results reveal the protective
effect of PRL against inflammation-induced chondrocyte apoptosis and the therapeutic
potential of hyperprolactinemia to reduce permanent joint damage and inflammation in RA.



Research article

Prolactin promotes cartilage survival
and attenuates inflammation
in inflammatory arthritis

Norma Adan,’ Jessica Guzman-Morales,! Maria G. Ledesma-Colunga,! Sonia I. Perales-Canales,’
Andrés Quintanar-Stéphano,? Fernando Lépez-Barrera,! Isabel Méndez,!
Bibiana Moreno-Carranza,! Jakob Triebel,t Nadine Binart,3
Gonzalo Martinez de la Escalera,! Stéphanie Thebautt,! and Carmen Clapp?

!nstituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Campus UNAM-Juriguilla, Querétaro, México. 2Centro de Ciencias Bésicas,
Universidad Auténoma de Aguascalientes, Aguascalientes, México. 2AINSERM U593, Université Paris-Sud,
Faculté de Médecine Paris-Sud, Le Kremlin-Bicétre, France.

Chondrocytes are the only cells in cartilage, and their death by apoptosis contributes to cartilage loss in
inflammatory joint diseases, such as rheumatoid arthritis (RA). A putative therapeutic intervention for RA is
the inhibition of apoptosis-mediated cartilage degradation. The hormone prolactin (PRL) frequently increases
in the circulation of patients with RA, but the role of hyperprolactinemia in disease activity is unclear. Here, we
demonstrate that PRL inhibits the apoptosis of cultured chondrocytes in response to a mixture of proinflam-
matory cytokines (TNF-o, IL-18, and IFN-y) by preventing the induction of p53 and decreasing the BAX/BCL-2
ratio through a NO-independent, JAK2/STAT3-dependent pathway. Local treatment with PRL or increas-
ing PRL circulating levels also prevented chondrocyte apoptosis evoked by injecting cytokines into the knee
joints of rats, whereas the proapoptotic effect of cytokines was enhanced in PRL receptor-null (Prlr-) mice.
Moreover, eliciting hyperprolactinemia in rats before or after inducing the adjuvant model of inflammatory
arthritis reduced chondrocyte apoptosis, proinflammatory cytokine expression, pannus formation, bone ero-
sion, joint swelling, and pain. These results reveal the protective effect of PRL against inflammation-induced
chondrocyte apoptosis and the therapeutic potential of hyperprolactinemia to reduce permanent joint damage

and inflammation in RA.

introduction

Rhlreumateid archritis (RA) is a chronic, autoimmune inflamma-
tory disease with a worldwide prevalence of 1% to 2%. Autoim-
munity followed by the articular infiltration of leukocytes and
hyperplasia of synovial cells lead to the development of an inva-
sive inflammatory pannus that destroys the adjacent cartilage
and bone, Locally produced cytokines are crucial for initiating the
inflammatory process and destroying articular tissue {1). Among
these cytokines, TNF-a, IL-1f, and IFN-y stimulate both chon-
drocyte apoprosis and cattilage extracellular matrix degradation,
and their inhibition ameliorares joint destruction (1-4). Trans-
genic mice expressing TNF-u, a model of polyarthritis (5), display
chondrocyte apoptosis before the onset of full arthritis, suggesting
that cytokine-induced chondrocyte apoptosis is a primary cause
of, rather than an event secondary to, cartilage matrix breakdown
{6). Thus, factors able to counteract chondrocyte apoptosis under
inflamumatory conditions are relevant for the treatment of RA
{7-11). One such facror is prolactin (PRL),

PRL acts both as a circulating hormone and a cytokine to regu-
late che function of a wide variety of tissues, including cartilage.
PRL and the PRL receptor are expressed in chondrocytes (12, 13),
where this hormone can promote differentiation and survival. PRL
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stimulates the synthesis of proteoglycans and type I collagen by
bone marrow-derived chondrocytic mesenchymal cells (14), and it
inhibirs the apoptesis of articular chondrocytes induced by serum
deprivation (13). The action of PRL on chondrocyte survival may
be relevant in RA. PRL is present in RA synovial fluid (14, 15), is
produced by RA synovial cells (£6), and can influence cartilage sur-
vival by exerting immunoregulatory effects. The PRL receptor is a
ntember of the hemaropoietin/cytokine receptor superfamily and
is expressed in a variety of immune cells, in which this hormone
can be proinflammacory or antiinflammatory by regulating prolif-
eration, survival, and the release of inflammatory mediators (17).
Given that cytokine-induced chondrocyte apoptosis contributes
to cartilage destruction in RA (1, 2, 6, 9), we investigated the survival
effect of PRL on chondrocytes treated in vitro or in vivo with a mix-
ture of TNF-a, IL- 13, and 1FN-y {Cyt) and whether this effect pro-
tects against cartilage destroction in the adjuvant-induced model of
inflammatory arthritis in rats. We demonstrate that PRL treatment
inhibits, and PRL receptor deficiency enhances, Cyt-induced carti-
lage apoptosis and that the PRL effect on survival occurs in chon-
drocytes via a NO-independent, JAK2Z/STAT3- dependent pathway.
We also show that hyperprolactinemia promotes the survival of
arthritic cartilage by blocking the expression of proinflammatory
cytokines and their proapoptotic effect on chondrocytes and that
PRL delays the onset and ameliorates the severity of inflammatory
arthritis. We conclude that current medications able to inerease pro-
lactinemia constitute novel potential therapies to control inflam-
mation-driven cartilage degradation and joint damage in RA.
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PAL inhibits Cyt-induced apoptosls of chondrocytes in culture. (A) Primary cultures of rat chondrocyles were challenged with Cyt, combined
or not with different concentrations of PRL, and apoptosis was evaluated at 24 houss by ELISA (n = 3-8). (B) Representalive Western blot of
procaspase-3 and aclive caspase-3 {Procasp-3 and Casp-3, respectively) in lysates of chondrocyles incubated or not with Cyt in the absance
or prasence of PRL for 6 howss. The graph shows the quantification of active caspase-3 by densitometry after normalization to procaspase-3
{n = 3). {C) qRT-PCR-based quanlification of p53 mRANA levels (7 = 3} in chondrocyles incubated or not with Cyt in the absence or presence of
PRL for 24 hours. {D) Representative Western blot of BAX and BCL-2 in chondrocyles incubated or not with Cyt in the absence or presence of PRL
for 4 hours. The graph shows the quantification of BAX/BCL-2 by densitometry (n = 3). Values are mean + SEM. *P < 0,05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Resulis

PRL blocks Cyt-indsced apoptosis of chondrocytes in culture by a NO-
independent, JAK2/STAT3~dependent pathway. We first studied
whether PRL can act on chondrocytes to inthibit the proapoptotic
effect of Cyt using primary cultures of rat articular chondro-
cytes. Cyt induced a 2-fold increase in chondrocyte apoptosis, as
determined by chondrocyte internucleosomal DNA [ragmenta-
tion measured by ELISA, and this increase was blocked in a dose-
dependent manner by the coadministracion of PRL (Figure 1A).
The antiapoptotic effect of PRL was confirmed by Western blot
analysis of procaspase-3 cleavage to the caspase-3 active form
{Figure 1B). Cyt treatment enhanced the levels of active caspase-3
as compared with those after no treatment, and PRL blocked the
Cyt-induced increase of active caspase-3. The graph in Figure 13
shows quantification of active caspase-3 after normalization for
the amount of total procaspase-3 on the blor. We also investi-
gated the expression of proteins that regulare apoptosis. Upon
treatment with Cyt, there was a 15-fold increase in the mRNA
expression of proapoptotic p53, as determined by qRT-PCR, and
this increase was significantly reduced by PRI (Figure 1C). Also,
Western blot analysis showed that PRL prevented the increase in
the levels of proapoptotic BAX induced by Cyt and increased the
levels of antiapoptotic BCL-2, resulting in a significant reduction
in the BAX/BCL-2 ratio (Figure 1D).

Because NO produced by iNOS is a main factor mediating the
effect of TNF-at, IL- 1, and IFN-y on chondrocyte apoptosis (3, 4,
18), we tested whether the inhibition of Cyt-induced iNOS protein
expression/NO production mediates the survival effect of PRL.
Similar to PRL, addition of the NOS inhibitor N®-nitro-L-argin-
ine methyl ester (L.-NAME) (19} prevented Cyt-induced chondro-
cyte apoptosis {Figure 2A). However, PRL had no apparent effect
on Cyt-induced upregulation of iNOS protein measured by West-
ern blot {Figure 2B) or of the NO metabolites, nitrite (NO;) and

nitrate (NO;), evaliated by the Griess reaction (Figure 2C) in chon-
drocyte lysates or conditioned media, respectively. This indicates
that inhibition of Cyt-induced apoptosis by PRL occurs through a
NO-independent pathway. We next examined activation of JAK2/
STAT3, a known PRL signaling pathway (20) that is implicared
in chondrocyte strvival (21). In the absence and presence of Cyr,
addition of PRL to culeured chondrocytes stimulated the phos-
phorylation/activation of JAKZ, as indicated by Western blotting
(Figure 2D}, and the activation of STAT3, as measured by its nuclear
translocation (Figure 2E). STAT3 immunoreactivity was predomi-
nantly distributed throughout the cytoplasm, and treatment with
PRL increased the localization of STAT3 immunostaining in the
cell nucleus, indicative of STAT3 activation. Because incubation of
chondrocytes with the STAT3 inhibitor §31-201 (22) resulted in
chondrocyte apoptosis (Figure 2F), it is possible that activation of
the JAK2/STAT3 pathway by PRL mediates its inhibitory effect on
Cyt-induced chondrocyte apoptosis.

PRL inhibits the apoptosis of chondrocytes induced by the intra-artica-
lar injection af Cyt. To assess the survival action of PRL in vivo, Cyt
with or without PRL were injected into the intra-articular space
of knee joints of normoprolactinemic rats. Also, Cyt were injected
in rats rendered hyperprolactinemic by placing 2 anterior pitu-
itary glands {APs) under a kidney capsule for 15 days (23). After
48 hours, Cyt-injected knees showed a positive TUNEL signal on the
outer border of the articular cartilage, visualized as a continuous
fluorescent line, which was absent in the vehicle-injected controls
{Figure 3A). The TUNEL-positive signal was located in chondro-
cytes (Figure 34, inset), in which apoptosis was confirmed by active
caspase-3 immunostaining and DAPL-DNA tabeling (Figure 3B).
There was nto positive TUNEL reaction in the articular cartilage of
knees coinjected with Cyt and PRL {Figure 3C) or in AP-gratted
rats injected with Cyt {Figure 35}, Inhibition of the Cyt effect by
PRL and AP grafts was statistically significant after quantifying
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PRL inhibits Cyt-induced chondirocyte apoptosis by a NO-independent, JAK2/STAT3—dependent pathway. (A) Apoplosis evaluated by ELISA
in chondrocytes incubated with Gyt In the presence or absence of the NO inhibitor L-NAME for 24 hours {n = 3-6). {B) Western blot analysis
of INOS {n = 3) and (C) NO; and NC3~ concentrations {n = 7) after incubating or not incubating chondrocyles with Gyt in the absence or
presence of PRL for 6 and 24 hours, respectively. (D} Representative Western blot of phosphorylated JAK2 {pJAK2) in chondrocytes incu-
bated with the various treatments for 30 minutes (n = 3). {E) Representative immunostaining for total STAT3 and DAPI in cultured chondro-
cytes treated with or without (control) PRL (2.3 ug/ml), Cyt, or PRL and Cyt (PRL + Cyt} for 1 hour (n = 3). Scale bar: 25 um, (F) Apoplosis
evaluated by ELISA in chondrocytes incubated in the absence or presence of 100 nM STAT3 inhibitor $31-201 for 24 hours {n == 3-4). Bars

represent mean = SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001.

the TUNEL signal (Figure 3, ) and F). AP transplants resulted in
a significant increase in circulating PRL levels (Figure 3G}, These
higher PRL levels were responsible for the reducrion of Cye-induced
chondrocyte apopiosis, because this reduction was abrogated (Fig-
ure 3, E and F) by lowering circulating PRE wicth CB154 {Figure 3G),
a dopamine D2 receptor agonist that inhibits AP PRL release (24).
Therefore, intra-articular creatmentc with PRL or induction of high
prolactinemia inhibits Cyt-induced chondrocyte apoptosis,
Cyt-induced chondrocyte apoptosis is enbanced in PRL receptor-null
mice, In order to explore whether endogenous PRL helps maintain
chondrocyte survival under inflammatory conditions, mice null for
the PRL receptor (Prir / ) were injected or not with Cyt in one knee
and, after 48 hours, both the injected and noninjected knees were
evaluated by TUNEL. Inx the absence of Cyt, there was no apparent
histological alreration {data not shown) or positive TUNEL signal
in the arricular cardlage of Prir/- mice (Figure 4, A and B), indi-
cating that PRL is not required for the survival of articular chon-
drocytes under normal conditions, Afrer Cyt ereatment, Prly/~ mice
showed TUNEL staining in the articular cartilage similar to that in
wild-type counterparts {Figure 4, A and B). However, in Prlr7/~ mice,
bit not in Prir*/* mice, the noninjected knee, ie., contralateral o
the knee injected with Cyt, also showed a positive TUNEL reaction

{Figure 4, C and D). These findings suggest that normal levels of
PRL inhibit the proapoprotic effect of Cyt but that this acrion is
only detected ins response to lower levels of Cyt, such as those reach-
ing a koee after contralateral intra-articular injection.

PRI prevents and reduces chondrocyte apoptosis in the adjuvant-in-
duced model of inflammatory arthritis. Since PRL protects against
Cyt-induced chondrocyte apoptosis, and Cyt can cause apoptosis-
mediated cartilage loss in RA (1, 2, 6-9), we investigated whether
PRL reduces chondrocyte apoptosis in the adjuvant-induced model
of inflammatory arthritis in rats. Osmotic minipumps delivering
PRL or subcutaneous tablets releasing haloperidol (Hal), a dopa-
mine D2 receptor antagonist leading to hyperprolactinemia (25),
were implanted 3 days before the injection of CIA (Figure 5A).
On the day of CFA injection {day 0}, infusion of PRL or Hal treat-
ment elevated circulating PRL levels by 7 fold or 8 fold, respectively
(Figure 5B}. The hyperprolactinemic effect of PRL infusion was
maintained and that of Hal decreased with time and resulted, at
the end of the experiment {day 21 after CPA} (Figure 5B), ina 6-fold
and 2-fold increase in serum PRI, respectively.

Consistent with cartilage destruction being a feature of adju-
vant-induced arthritis {26}, CFA treatment resulted in chon-
drocyte apoptosis, as revealed by TUNEL- and active caspase-3—
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PHL inhiblts the apoplosis of chondrocytes induced by the intra-articular injection of Cyi. (A and B) Apoptosis was assessed in ral knees injected
wilh vehicle or Cyt by TUNEL and aclive caspase-3 staining. The bottom right images in A show enlarged views of knee carlilage. Scale bar:
500 pm (top); 26 pm {botiom). (B) Nucleic acids in chondrocyles were stained by DAPL. Scale bar: 50 pm. (C and D} TUNEL-positive staining and
quantification in outer border cartilage of rat knees coinjected with Cyt and PRL (n = 4). Scale bar: 100 um. {E and F) TUNEL-positive stalning
and quantification in outer border cartilages of rat knees from nontransplanted (sham) and AP-transplanted rats exposed to vehicle or Cyl, in
the presence or absence of dopamine D2 receptor antagonist, CB154 {n1 = 4-6). (A-C and E) White arrowheads indicate carlilage outer border.
Scale bar: 250 pm. (G) Serum PRL levels in sham or AP-transplanted rats treated or not with CB154 {n = 5-10). Bars represent mean + SEM.

P <0.01, **P < 0.001

positive cells in the cartilage of knee joints on day 21 after CFA
{Figure 5C), i.e,, when joint swelling is at its peak, as seen below. At
this rime, CFA also produced a significant increase in the mRNA
expression of Casp3, Bax, and p53 in ankle joints (Figure 5D).
Treatment with PRL or Ial lowered CFA-TUNEL and active cas-
pase-3 staining and expression of proapoptotic mediators, indicat-
ing that this hormone prevents chondrocyte apoptosis in arthritic
joints, We then investigated curative properties of PRL by placing
osmotic minipumps delivering PRL 15 days after the injection of
CFA (Figure 6A)}, i.e., when joint swelling is evident, as seen below,
On day 21, PRL infusion had elevated seruimm PRL by 5 fold and
2 fold in control and CFA-treated animals, respectively (Figure 6B).
Higher PRL levels correlated with reduced chondroeyte apoptosis

{Figure 6C) and lower expression of proapoptotic mediators (Fig-
ure 613} in the CFA-injected rars. These findings suggest that high
prolactinemia prevents and reduces chondrocyte apoptosis in
inflammatory arthritis.

PRL prevents and reduces adjuvant-induced arthritis. Because PRL has
immunoregulatory properties (17}, it may also promote cartilage
survival in RA by attenuating joint inflammation. Early studies
reported thar AP-induced hyperprolactinemia reduces CFA-in-
duced arthritis (27) and that FHal chronically suppresses inflam-
mation in patients with RA {28, 29). Here, we show that PRL infu-
sion, initiated 3 days before CFA injection (Figure 7A}, delayed the
onset and ameliorated the severity of joint inflammation, as indi-
cated by a reduction in hind paw swelling (ankle circumference)
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{Figure 7, B and C) and the lower mRNA expression of proinflam-
matory mediators (Ifng, Il6, iNos, I11b, and Tnfa) in the ankle joint
at day 21 after CFA (Figure 7E}, Also, Hal treatment 3 days before
CFA (Figure 7A) counteracted inflammation even more effectively
than PRL infusion. Hal suppressed ankle swelling (Figure 7F) and
reduced ankle pain (Figure 7G) and proinflammatory mediator
expression {Figure 7H). Consistent with these findings, the histo-
pathological examination of knee sections stained by hematoxylin
and eosin showed that PRL infusion, and 1o a lesser extent Hal
treatment, reduced the progression of inflammatory arthritis, as
revealed by the absence of pannus formation, and the thinning and
destruction of bone trabeculae that occur in normoprolactinemice,
adjuvant-injecred rats (Figure 8).

Notably, even when started after inflammatory onset {day 15
after CFA) (Figure 94), PRL treaument mitigated ankle swelling,
pain, and expression of proinflammatory mediators {Figure 9,
B-D}. These findings support the antiinflammatory action of PRL
and its therapeutic value for the prevention and reduction of joint
destruction in inflammatory arthricis.

Discussion

Chondrocytes are responsible for the production and maintenance
of the articular cartilage extracellular macrix, which largely deter-
mines the biomechanical properties of joints (30). Adule articular
cartilage is postmitotic and cannot compensate for loss of chon-
drocytes occurring in aging (31) and in arthropathies such as oste-
oarthritis (3) and RA (7). In these diseases, abnormal exposure 10

cytokines produced by resident cells and infiltrating
inflammatory cells leads to chondroeyte apoptosis
and matrix degradacion {1, 2, 6-9). Natural chon-
drocyte survival facrors have the potential to be
developed for therapeutic application. This study
demonstrates for the first time that PRL inhibits

‘g 126, OVehidle cytokine- and arthritis-driven chondrocyte apop-
o X HGY ¥ yte apop
g2 100- . tosis. This effect involves the reduced expression of
8 % e proinflammatory cytokines in joint tissue and the
® S 75 blockage of their proapoptotic effect at the chon-
£= drocyte level. Moreover, raising circulating PRL fevels
29 4 5 g g
a2 509 .4 reduces joint swelling, pain, pannus formation, and
o § 25 bone erosion in the arthritic joint,
5 2 Consistent with previous stadies (2, 32, 33}, here
= F::- o we show that a combination of TNF-a, IL-18, and

Prlr+s Prirt

IEN-y stimulated the in vitro apoprosis of chondro-
cytes, as evaluated by enhanced mRINA expression of
P53, increased BAX/BCL-2 ratio, activated caspase-3,
and increased DNA fragmentation. Cyt concentra-
tions were similar to those (1-10 ng/ml) found in
synovial fluid of patients with RA with severe disease
activity (34, 35) or produced by activared chondrocytes (36). PRL
opposed the Cyt proapoptotic effect in a dose-dependent manner
at concentrations {0.2-2.3 pg/ml) higher than those reported in
RA synovial fluid (0.007-0.02 pug/ml) (14, 15) but similar to those
{0.2-0.3 pg/ml) circulating in pregnancy and lactation (37). Also,
PRL may be higher in cardilage rthan in synovial fluid due to its
local synthesis in chondrocytes (12). Previous findings showed
that PRL ateenuates the stimulatory effect of Cyt on the expres-
sion of INOS and the production of NO in cultured fibroblasts
{(38) and NO is a major mediator of Cyt-induced chondrocyte
apoprosis (ref. 3 and present data}. Tn chondrocyres, however, PRL
did not inhibit Cyt-induced iNOS protein expression/NO produc-
tion, indicating that its survival effece is independent of NO. On
the other hand, PRL activated JAK2 and STAT3, which signal to
inhibit chondrocyre apoprosis. STAT3 activation promotes the
survival of growth plate chondrocytes by inducing the transcrip-
tion of BCL-2 {21), and we found that the pharmacological inhi-
bition of STAT3 leads to the apoptosis of articular chondrocytes.
It is possible that STAT3-independent, JAK2-dependent mecha-
nisms also contribute to the antiapoptotic effect of PRL. Activa-
tion of JAK2 by PRL stimulates PI3K/Akt to promote the sutvival
of various cells (39-42}, and activarion of Ake inhibics the apop-
tosis of chondrocytes induced by endoplasmic reticultn seress or
the osteoarthritic condition (43, 44).

The fact that PRL activates molecular mechanisms in chon-
drocytes to counteract the proapoptotic effect of Cyt argues in
favor of its prosurvival effect on cartilage under inflammatory
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conditions, To investigate this concept, we extended the in vitro
observations to the articular cartilage in situ. To our knowledge,
this is the first report showing that the intra-articular delivery
of Cyt induces the apoptosis of chondrocytes. Cyt were used
at pharmacological concentrations, since, in contrast to cefl-
culture conditions, their intra-articular delivery resules in a much
shorter contact with chondrocytes (45). Apoprosis occurred at
the outer surface of articular cartilage, which is the most exposed
and susceprible area of the tissue. Superficial articular chondro-
cytes display higher numbers of IL- binding sites than cells in

% the experiment ended on day 21
after CFA, (B} Serum PRI. lev-
els on days 0 and 21 after CFA
in PRL-treated rats (n = 3-8)
and on days 0, 14, and 21 afler

O Controt CFA in Hal-treated rats (n = 4-8}.
230, RORA {C) TUNEL and active caspase-3
G254 ot LE] slaining of articular carlilage of
2 20- knees from rats treated or not
@ 15 with PRL or Hal under control
Q. and CFA-injected conditions on
i 107 day 21 after CFA. Scale bar: 100
Z 5 wm. The graph shows the quan-
F o tification of TUNEL-positive cells
&® g ) g‘ 8 in articular carlitage (n = 4-8).

{D} qRT-PCR-based quantifi-
cation of Casp3, Bax, and p53
mRNA levels in ankle joints from
PRL- and Hal-lreated rats on day
21 after CFA (n = 5-14), Bars rep-
resent mean + SEM. *P < 0.05,
“*P < 0.0, P < 0.001.

deep cartilage (46), and enhanced iNOS expression (47) and large
numbers of apoptoric chondrocytes have been reported in the
superficial and middle zones of osteoarthritic (48} and RA (8)
cartilage. Cotreatment with a pharmacological concentration
of PRL {60 pg/ml) or increasing serum PRL to levels similar to
those {0.03 pg/mi) found in the civculation of patients with RA
(49) blunred Cyr-induced chondrocyte apoptosis. These findings
demonstrate the survival effect of PRL on articular cartilage in
vivo and suggest that systemic PRL can enter the joint to protect
against chondrocyte apoptosis in RA.
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PRL is not essential for carcilage survival under normal condi-
tions, Targeted disruption of the PRL receptor gene has no pheno-
type in endochondral bone formarion {50}, a process involving the
apoptosis of growth plate chondrocytes, and it causes no appar-
ent alteration indicative of a defect in articular cartilage survival
{present study). However, Cyt-induced chondrocyte apoptosis was
enhanced in the absence of the PRL receptor, indicating that the
survival effect of PRL becomes apparent in the context of inflam-
mation, The fact that in Prir/ mice enhanced apoptosis was also
seen in the knee contralateral to the one injected with the Cyt, sug-
gests that the antiapoprotic effect of PRL depends on Cyt levels
and thus, that higher values of PRL are needed to promote carti-
tage survival under highly inflammarory conditions.

Here, we show that increasing systemic PRL levels prevents and
reduces chondrocyte apoptosis in CFA-induced arthritis. This
model is well documented for the induction of inflammation
within joint tissues and for having cartilage and bone destruetion
similar to that in RA (26, 51). Consistent with a previous study
(52), we found that CFA-induced arthritis enhances the expression
of apoptotic mediators in joints and showed for the first time that
apoptosis occurs in farge numbers of articular chondrocytes. Thus,
in CFA-induced arthritis as in other models of inflammatory
arthritis (53) and in RA (8), chondrocyte apoptosis is associated

k3]

PRL

Figure 6

PRL reduces chondrocyte apoptosis in already arthritic rals.
(A) Experimental design diagram: osmolic minipumps delivering
PRL were placed 15 days after the Injection of GFA in rats, and the
experiment ended on day 21 after CFA. (B) Serum PRL lavels on
day 21 after CFA in PRL-treated and nontreated rats (n = 4-8}. (C)
TUNEL and aclive caspase-3 staining of articular cartitage of knees
from rats {reated or not with PRL under contro! and CFA-injected
conditions on day 21 after CFA. Scale bar: 100 um. The graph shows
the quantification of TUNEL-positive cells in articular cartilage
{n = 5-8}: (D) qRT-PCR-based quantification of Casp3, Bax, and
P53 mRNA lsvels in ankls joints from PRL-trealed and nontreated
rats on day 21 after CFA {n = 3~8). Bars represent mean + SEM.
P <0.08, P < 0.01, P < 0.001,

with joint destruction. Increasing prolactinemia, either by PRL
infusion or Hal treatment, before or after inducing arthritis,
reduced chendrocyte apoptosis and Cyt expression in joints.
Also, PRL and Hal ameliorated the severity of arthritis, as eval-
uated by joint swelling, pain, pannus formation, and bone ero-
sion. The effect of Hal on joint swelling and pain was stronger
than that of PRL but weaker on pannus formation and bone
erosion. These difterences may reflect the fact that, in addition
to blocking D2 receptors on the AP, which causes the release
of PRL, Hal also blocks dopamine D2 receptors on immune
cells, thereby modifying both cytokine release and action (29,
54). Indeed, Cyr are key mediators of CFA-induced arthritis.
Their concentration and expression are significantly elevated
in serum {26} and joint tissues {present resuits) of CFA-injected
rats, respectively, and 1L-1 antagonists and TNP-a-neutraliz-
ing antibedies reduce disease severity in these animals (51, 52).
We propose that PRL protects against CFA-induced inflam.-
matory arthritis by reducing Cyt levels and counteracring their
proapoptotic and proinflammarory actions on synovial cells,
cartilage, and bone. However, contrary to these findings, PRL
enhances proliferation of cultured RA synovial cells and their
release of proinflammatory cytokines and MMP {16), While the
in vitro condition may contribute to this discrepancy, in vivo evi-
dence supporting our proposal shows thar AP-induced hyperpro-
lactinemia ameliorates CFA-induced inflammation by increasing
the cireulating levels of corticosterone {23, 27). Because glucocor-
ticoids and inhibitors of TNF-ct and IL-18 are current rreacments
for RA (55), sustained PRI administration offers promise for mit-
igating susceptibility to the onset or flare-up of RA and disease
severity, and current medications known to increase prolactinemia
constituce therapeutic options in RA, as indicated by clinical stud-
ies using Hal (28, 29).

The idea of inducing high prolactinemia to help contvol the pro-
gression of joint damage in RA is novel and unexpected. A large
body of literature has focused on PRL having a pathogenic role in
RAand also in other autoimmune diseases, like SLE, Sjégren’s syn-
drome, Hashimoro’s thyroiditis, celiac disease, MS, ete. Its patho-
genic role is Jargely based on the preponderance of autoimmune
diseases in women {56} and on PRL being a sex-linked hormone,
on the higher levels of circularing PRL detected in some patients
(6%-45%, depending on the disease and specific study), on the
therapeutic effects of the dopamine agonist bromocriptine, and on
the immunoenhancing properties of PRL {57-61). However, in: RA,
as in the other autoimmune diseases, treatinent with bromocrip-
tine is not always effective and the association between PRL levels



A B
=
T
=2 < -
el
[T
e hY
Days -3 0 21
¢ D
1007 oGontrot T 2507 poenirol
T |eemL - -
£ SCFA :c:i 200
= | aPRL+CFA
80 [2]
o8 £ 1504h1" | Ins
~ & -
g5 50, 2 100 r
: g
8 8 5
£ g
At o
& § 12 15 18 21 “ 2 &
Gays after CFA a o
F G {ICondrot
100 o Gontrol B 250, MCFA
E 4Hal o
“CFA S 200
E a5 iirscra § ]
o § £ 150, F
X 4 70 -
Yo [
2 3 £ 0]
o,
g % 8 s
o 3
w0l Zz o
6 9 12 15 18 21 ° ¥ B
Days alter CFA
Figure 7

PRL _

PRL+CFA

research arficle

Hat

Hal:CFA

DiContret
g1 BCFA

ok ki

A%
‘*

Ankle mRNA

{fold increase)

0 2% 88

PRL ) )

*
oA m&il
-] —d -d —d e 4 -t 4 P |
[+ 4 r (@ X o @ « £ {r
o o o ooa [T & a
Ifng 6 iNos b Tnla
H
105 &kk
90- LiControl
T LR HCFA
= % 75+
T o god
£S5
o £ 454
=0
<2 304 %k NS L
i5d - [ I 1 l I TR
Gl .. HE .. BW . = —-_il_l
¥ B 5 ® -1 % B &
A T I T T I T I I
ling 16 iNos lith Tnfa

PRL and Hal prevent joint inflammation in adjuvant-induced arthritis. (A) Experimental design diagram: osmotic minipumps delivering PRL or
subcutaneous tablets releasing Hal wers implanted 3 days before the injection of CFA in rats. (B) Reprasentative photographs of hind paws from
groups injected or not with CFA. (C and F) Time course of ankle circumference in groups infused with PRL {n = 10} or treated with Hal {n = 15)
under control and CFA-injected conditions. (C) Days 15, 18, and 21, P < 0.001, CFA vs. control. Days 18 and 21, P < 0.001, PRL vs. PRL plus
CFA.(F) Days 15 and 18, P < 0.001, CFA vs. control, Days 12, 15, 18, and 21, P < 0.001, CFA vs. Hal plus CFA. (D and G} Nociceptive threshold in
groups infused with PRL (n = 5-9} or treated with Hal (7 = 5-9). (E and H} gRT-PCR-based quantification of Infg, /!6, iNos, I1h, and Tnfa mRNA
tevels in ankle joints from rals treated with PRL (7 = 3~10} or with Haf {n = 3-10} under control and CFA-Injected conditions on day 21 after CFA.

Bars are mean + SEM, *P < 0,05, “*P < 0.01, "**P < 0.001.

and disease activity has been inconsistent (58-62). Generalizations
are confounded by the contribution of PRL synthesized locally by
cells like chondracytes (12), synoviocytes and immune cells {16),
and endothelial cells (63), which can potentiate the action of sys-
temic PRL. Moreover, PRL has che ability to exert immunostimu-
latory or immunosuppressive effects, depending on its level and
the pathophysiological conditions {17). For example, physiolog-
ical concentrations of PRL {<0.02 pg/ml) are more effective than
high PRL levels {0.1 pg/ml) in stimulating antibody production
by SLE lymphocytes {64}, low PRL levels stimulate and high levels
inhibit NK cell proliferation {65}, and hyperprolactinemic patients
{mean serum PRL of 0.98 pg/ml or 0.20 pg/mi) show reduced NK

cell numbers {66} and function {67). Also, hyperprolactinemia
protects against inflatnmatory arthritis in rats (present srudy),
and treatment with a high, but not a low, dose of PRL exacerbates
experimental MS {61}. In the latter, however, the low dose of PRL
is beneficial when combined with IRN-g, and Prir/- mice display a
significantly worse outcome than wild-type mice {61}, The variabil-
ity of the relationship between PRL and autoimmune diseases is
further highlighted under physiclogical hyperprolactinemia. Dur-
ing pregnancy, when PRL levels are high, SLE flarc-ups occur, but
RA and MS go into remission (59, 68). Breastfeeding, a stimulus
clevating circulating PRL, exacerbates SLE in humans (69}, buriris
protective in the B/W mouse model of SLE {70). Breastfeeding also



research article

A Conirot PRL

PRL

Figure 8

Hal Pannus formation
5.0 O Cantrof
HCFA
4,0
@3.0‘
a
N 2.0
1.0
0.0
) A&
£T £
Hal Bone erosion
NS CiControt
HCFA
P P
a T &%

PRL reduces pannus formation and bone erosion in adjuvant-induced arthritis. Histological evaluation of (&) pannus formation and (B} bone
erosion in sections of knee joints stained by hematoxylin and eosin from nonimplanted rats (control} or rats implanted with esmotic minipumps
dslivering PRL or with subcutaneous tablets releasing Hal 3 days before injecting or not injecting CFA; the histological evaluation was carried
out on day 21 after GFA (n = 3~8). Pannus-associated regions In each group are indicated (arrows), ¢, carlilage; t, bone trabeculae; me, bone
marrow cavity, Scale bar: 100 pm. Graphs show histologica! scores for (A) pannus formation (synovial membrane hyperplasia and infiltration of
leukocytes) and (B) bone erosion (thinning and destruction of bone irabeculae). Values are mean + SEM, **P < 0,01,

worsens RA (71} but protects against postpartum MS relapse (72),
These contrasting observations indicate that PRL exerts opposing
influences on immune function that depend on complex immune
and hormonal interactions.

Although the role of endogenous PRL in autoimmune diseases
has generated controversies (57-62, 73}, our study reveals that ele-
vating serum PRL levels significantly attenuates cartilage death and
joint inflammation in inflammarory arthritis. This strategy may be
comparable to the well-established use of glucocorticoids in patients
with RA, in which levels of the endogenous hormones appear insuf-
ficient to control the disease (74). While PRL is not essential for nor-
mal immune system development and function (75, 76), it is 2 major
stress-related hormone (77), balancing immune system homeostasis
in the context of stress, trauma, and inflantnation (17, 78). Studies
clarifying how circulating and local PRL levels are being regulared
in the proinflammatory milieu of pathological situations will help
establish appropriate PRL levels for controlling ongoing inflamma-
tion and the better use of PRL for therapeutic purposes in RA and
other inflammatory-related disorders.

Methods

Reagents. Recombinant human TNF-g, IL- 13, and TFN-y were purchased
from R&D Sysrems. Rat PRL and rat PRL radioimmunoassay reagents were
obtained from A E. Parlow {National Hormone and Pituitary Program, Los

Angeles, California, USA). Ovine PRL and L-NAME were purchased from
Sigima-Aldrich, and the STAT-3 inhibitor 531-20f and auti-BAX (Sc-493)
and anti~BCL-2 (Sc-492) antibodies from Santa Cruz Biotechnology Inc.
Antibodies anti-caspase-3 {9662) and anti-pJAK2 (Tyr1007/1008, 3771)
were from Cell Signaling Technology Inc., anti-INOS (06-573) was from
Upstate, and CFA was from Difco.

Anfmals. Male Lewis and Sprague-Dawley rats (200-250 g), Wistar rats
(£30-150 g), and Prir/- mice (6-8 months, 1295v/J background) were
housed under standard laborarory conditions (22°C; 12-hour/12-hour
light/dark cycle, free access to food and water). Animals were anesthe-
tized with 70% ketamine and 30% xylazine (1 plfg body weight, i.p.) for
surgeries and intra-articular injections, and all procedures were per-
formed between 9:00 and [2:00 AM. Fo avoid stress-induced alterations,
animals were handled daily for 7 days before euthanization by carbon
dioxide inhalation and decapitation.

Chondrocyte enlture, Articular chondrocytes were isolated from femoral
epiphyseal cartilage of male Wistar rats as described previously (12). Cells
were seeded at 2 x 10° cells per em? and incubated in DMEM containing
10% FBS and 1% penicillin/strepromycin atr 37°C for 24 hours. Nonad-
herene cells were removed, and adherent cells were incubated for 24 hours
in either fresh medium or medium containing Cyt (25 ng/ml TNE-q,
10 ng/ml IL-1p, and E0 ng/ml IFN-y) combined or not with different con-
centrations of rat PRL or the NOS inhibitor t-NAME {1 mM). Other celt
cultures were incubated with 100 nM of the STAT3 inhibitor, $31-201, Al



research article
A B o] D
T 100, S 2501 OCantrol 105 -
< R E aControt o *x BCFA ke kk
e c c E APRL
(@} o W - b2t ki 90 QaControl
) 8 s CFA O 200+ o< T BOEA
S B54 upmL+cPA 5 Z G 75
Days 0 15 21 e @ 4504 T o ] Sk Ak *E ki
2 7p] & Eg
E @ [ 45+
2 = 1001 % Le)
= 2 . NS
£ 55l g— 50 < 8 3¢ aa)
2 8 151 i i ar b
6 9 1215 18 2 g & E ¥ ©E EIL EBEE & &
DaysaﬂerCFA 0, a, o o o 0. o o a o o o
Iing e iNos if1b Tnfa
Figure &

PRL reduces Joint inflammation in already arthritic rats. (A) Experimental design diagram: osmolic minipumps defivaring PRL were placed
15 days after the injection of GFA in rats, and the experiment ended on day 21 after CFA. (B) Time course of ankle circumference (n = 10-15)
{days 18 and 21, P < 0.001, CFA vs, contral), (C) evaluation of ankle joint nociceptive threshold (n = 5-8), and (D} qRT-PCR-based quantification
of Ifng, 16, iNos, #1b, and Tnfa MANA levels (1 = 5-8) in ankle joints under control and CFA-Injected conditions on day 21 after GFA. Bars are

mean & SEM. *P < 0.05, *P < 0.01, ***F < 0.001.

experiments were performed in the first passage of culeure. Both detached
and adherent chondrocytes were assayed For apoptosis by measuring frag-
mented nucleosomal DNA using the Cell Beath Detection ELISA Kit
{Rache Diagniostics). To investigate PRE-induced nuclear transtocation of
STAT3, chondrocytes were seeded on glass coverslips and treated with or
without Cyt in the presence or absence of PRL for 1 hour. Cells were then
fixed in 4% PFA at room temperature (RT) for 1 hour, washed, incubated
1 hour at RT with 5% normal goat serum in 0.05% Triton-PBS, and then
incubated overnight at 4°C with a 1:100 dilution of anti-total STAT3. Cells
were then washed and incubated at RT with the second antibody, Alexa
Fluor 546 {1:500; Invitrogen), for 2 hours, and their nuclei were counter-
stained with DAPI {1 ug/ml; Sigma-Aldrich).

Western blot. Chondrocytes incubated with or without Cyt in the absence
or presence of PRL were analyzed for JAK2 phosphorylation after 30 min-
wutes, for BAX and BCL-2 after 4 hours, and for total caspase-3 (procaspase-3
and active caspase-3) and iNOS after 6 hours of trearment. Cells were resus-
pended in lysis buffer {(.5% Igepal, 0.1% SDS, 50 mM Tris, 150 mM NaCl,
1 pg/mi aprotinin, and 100 ug/mt PMSFE, pH 7.0} and subjected to SD5/
PAGE, and total protein (40 g} was blotted and probed overnighr with a
1:1,000 dilution of anti-caspase-3, anti-INOS, or anti-pJAK2; a 1:300 dilu-
tion of anti-BAX; or a 1:200 dilution of anti-BCL-2. Secondary antibodies
conjugated to atkaline phospharase {Jackson ImmunoResearch Laborato-
ries Inc.) were used. Densitometric analysis was performed using the Quan-
tity One 1-D image analysis software {Bio-Rad Laborartories Inc.}.

The Griess colorimetric assay was used to measare the NO,™ and NOy
concentrations in conditioned media of chondrocytes ereated or not with
Cyt with or without PRL for 24 hours.

Tntra-articlar injection of Cyt. Lewis rats and Prir/~ mice were injected in the
artieular space of right knee joints with Cyt in a final volume of 60 111 (375 ng
TNF-¢, 150 ng IL-1p, and 150 ng IFN-y} and 10 ul (62.5 ng TNF-t, 25 ng
iL-1{3, and 28 ng IFN-y}, respectively. A group of rats was coinjected with the
Cytand 8 ug rat PRL. As the estimated volume of rar synovial fluid is 130 g,
the intra-articular concentration of PRL was 60 pg/ml. Thitteen days before
Cyt injection, other groups of rats were implanted with 2 AP grafts under
the kiduey capsule in order to induce hyperprolactinemia (23}, and half of
them were injected i.p. with 1.25 mg/d of CB154 {Parlodel, Novartis), stare-
ing 5 days before Cyt injection. Endotoxin-free water (60 pl and 10 pl for
rats and mice, respectively) was used as a control vehicle. Forty-eight hours
after vehicle or Cyt injection, animals were euthanized to evaluate apoptosis
in knee cartilage and assess seram PRL levels by radioimmunocassay.

Adjuvant-indiced arthritis. Sprague-Dawley rats were immunized intrader-
mally at the base of the tail with 0.2 ml CPA (10 mg heat-killed Mycobacte-
ritem tuberculosis H37Ra per 1 mib of Freund’s adjuvant). Three days before
CFA injection, some rats were rendered hyperprolactinemic by the subcuta-
neous implantation of a 28-day Alzet osmotic minipump {Alza) containing
1.6 mg ovine PRL or a tablet releasing 35 mg Hal over the 60 days of treat-
ment {fnnovative Research of America). Other rats were implanted 15 days
after CRA injection with 14-day Alzet osmotic minipumps containing 0.8 mg
ovine PRL. Arthritis development was evaluated every 3 days by the hind
ankle circumference determined by measuring 2 perpendicular diame-
ters, the laterolateral diameter {¢) and the anteroposterior diameter {b),
with a digital caliper and using the following formuia: circumference =
2r{{a2+bH/2). On day 21 after CFA, hind paw pain was assessed using an
Analgesy-Meter (Ugo Basile S.R.L), and knee joints and hind paws were
dissected to evaluate in situ apoptosis and expression of proapoptoric and
proinflammatory markers, respectively. In addition, adjuvanr-induced
arthritis was evaluated histologically. Kuee joints were fixed, decalcified,
and dehydrated for paraffin embedding. Knee sections {7 pm} stained
by hemaroxylin and eosin were scored as reported previously (79), with
the following modifications: 1 {no detecrable change), 2 {slight change),
3 (moderate change), 4 {remarkable change}, and 5 (severe change) for
pannus formation {synovial membrane hyperplasia and infiltration of
leukocytes) and bone erosion {thinning and destruction of bone trabec-
ulae). Histological parameters were scored by 4 single-blind, independenc
observers {N. Adén, M.G. Ledesma-Colunga, 5. Thebanl, and C. Clapp).

In situt apoptosis. Seven-pin knee sections were deparaffinized, rehydrated,
and permeabilized with 0.1% Triton X-100 and 0.1% sodium citrate for
7 minutes followed by inculation in sodium citrate buffer (10 mM sodium
citrace, 0.5% Tween 20, pH 6.0) for 1 minure at 86°C. Apoptosis was
detecred by the TUNEL method using the In Situ Cell Death Detection
Kit (Roche Diagnostics) and by immunohistochemistry using a polyelonal
antibody against active caspase-3 (1:25; Millipore) and Atexa Fluor 546 sec-
ondary antibody {1:500} as well as by sraining the condensed/fragmented
DNA with DAPI (1 pg/ml, Sigma-Aldrich). Apoptotic signals were visu-
alized under fluorescence microscopy (Microscope BX60FS, Olympus
Optical Co. LTD) and quantified by the image analysis system software
Pro-Plus (Media Cybernetics Inc ),

gRT-PCR. Frozen whole ankle joints were pulverized in liquid nitrogen
using a mortar and pestle. Total RNA was isolared using TRIzoL reagent
{hwitrogen) and reverse transcribed using the High-Capacicy cDNA Reverse
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Transeription Kit {Applied Biosystems). PCR products were detected and
quantified with Maxima SYBR Green gPCR Master Mix {Thermo Scientific}
ina 10 il final reaction volume containing template and 0.5 juM of each of
the primer pairs for Casp3, forward 5"-GAAAGCCGAAACTCTTCATCA-Y,
reverse 5-ATAGTAACCGGGTGCGGTAT-3; Bax, forward 5'-ACTGGA-
CAACAACATGGTGC-3', reverse 5-ATCAGCTYCGGGCACTTTAGT-3;
P33, forward 5-AGAGACCCAGCAACTACCAACA-3', reverse 5'-CTCA-
GACTGACAGCCTCTGCAT-3'; Ifng, Forward §-AGCACAAAGCT-
GTCAATGAA-3', reverse 5" TTCTTCTTATTGGGCACACTC-3"; 16,
forward $' " TCCAACTCATCTTGAAAGCA-3', reverse S TTCATATTGC-
CAGTTICTYCG-3; Tufa, forward 5"-GGGCTTGTCACTCGAGTTTT-Y,
reverse §-TGCCTCAGCCTCTTCTCATT-3'; iNos, forward 5'-TTTTAGA-
GACGCTTICTGAGG-3', reverse 5'-GTCCTTTTCCTCTTTCAGGT-3,
H1b, forward 5'-AAAAGCGGTTTGTCTTCAAC-3, reverse 5'-GGAATA-
GTGCAGCCATCTTT-3"; and Ubr, forward 5-CTGACAGGGTGCGGC-
CATCTT-3', reverse S-ACTGCAGCCAACACCGCTGAC-3, Amplification
performed in the CFX96 real-time PCR detection system (Bio-Rad)} included
a denaturation step of 10 minures at 95°C, followed by 40 cycles of ampli-
fication (10 seconds at 95°C, 30 seconds at the primer pair-specific anneal-
ing temperaure, and 30 seconds at 72°C). The PCR data were analyzed by
the 2-33CT method, and cycle thresholds normalized to the housekeeping
gene Ube were used to calculate the nRNA levels of interest,

Serunr PRL. Rar PRL was measuzed in serum by conventional radioim-
munoassay, and infused ovine PRL was measured by the Nb2 cell bicassay,
a standard procedure based on the prolifexative response of the Nb2 lym-
phoma cells to PRL, carried our as described previously (80).

Statistics. All data were replicated in 3 or more independent experiments.
The statistical analyses were performed using the Sigma Stat 7.0 (Sigma
Stat 7.0, Systat Software Inc) and the GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware Inc.) software. Data distribution and equality of variances were deter-
mined by D’Agostino-Pearson omnibus and Levene’s tests. In case of data

with normal distribution and/or equal variances, statistical differences
bewween 2 and mare than 3 groups were determined by 2-tailed Student’s
£ test and |-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc comparison
test, respectively. In case of data with nonparametric distribution, statis-
tical differences between 2 and more than 3 groups were determined by
Mann Whitney’s and Kruskal-Wallis followed by Dunn’s post-hoc compar-
ison tests, respectively. The threshold for significance was set at P < 0.05,
Steudy approval. All experiments were approved by the Bioethics Commit-

‘tee of the Institure of Neurobiology of the National Universiey of Mexico

and comply with the US Nacional Research Council’s Guide for the Care
and Use of Laboratory Anirnals (Bighth Edition, National Academy Press,
Washingeon, DC, USA).
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Informe Final

El cartilago esté constituido por una Gnica poblacion de célufas denominadas condrocitos, que producen y
secretan a la matriz extracelular que las embebe y que determina las propiedades biomecanicas del
cartilago. Las apoptosis condrocitaria caracteristica de las artropatias inflamatoria como la artritis
reumatoide (AR), obedece a la accion de citocinas como la interleucina-1B (IL-1B), el factor de necrosis
tumoral-o (TNF-ci), y el interferon-y (IFN-y), y su inhibicion representa una alternativa terapéutica potencial
contra dichos padecimientos. En la circulacion y el liquido sinovial de pacientes con AR se incrementan
frecuentemente los niveles de la hormona prolactina (PRL), que actia como un factor anti-apoptético sobre
diversos tipos celulares. En este trabajo se demostré que la PRL protege a los condrocitos en cultivos
contra la apoptosis inducida por una combinacion de IL-18, TNF-a, e IFN+y (Cit), y sus efectos son dosis-
dependiente e involucran fa inhibicién de la fragmentacion del ADN y la activacion de la caspasa-3, asl
como la prevencion del incremento de la expresion de la p53 y del cociente Bax/Bei2 dependiente de Cit.
Las sefiales mediadoras de la accion condroprotectora de la PRL incluyen a la activacion de la via
JAK2/STATS3, que es la via de sefializacion clasica de esta hormona, pero no involucran a la inhibicién de
la via del 6xido nitrico inducida por Cit. Asimismo, se demostré que el incremento en los niveles circulantes
de la PRL con minibombas osmoticas de infusién o el tratamiento farmacolégico con Haloperidol,
contrarresta fa muerte de los condrocitos articulares de ratas con artritis inducida por adyuvante (AIA).
Estos resultados evidencias acciones condroprotectoras de la PRL bajo condiciones de inflamacion, y la
sefialan como un factor capaz de favorecer la preservacion del cartilago en las artropatias inflamatorias.
Por ofro fado, dado que fa inflamacion propicia la activacion de proteasas mediadoras del corte proteolitico
de la PRL hacia vasoinhibinas (Vi), una familia de péptidos derivados de la hormona y con efecto
proapoptotico sobre el cartilago, se evalud la generacion de Vi en condrocitos en cultivo, y la inyeccion
intraarticular de Cit en el ratén carente del receptor para la PRL (rpl*) indujo la generacion de Vi
detectables en el suero, sugiriendo que la inflamacién induce la muerte condrocitaria no sélo a través de
activar mecanismos de apoptosis y degradacion de la matriz, sino también a través de eliminar factores de
supervivencia natural para los condrocitos. No obstante, dado que la hiperprolactinemia contrarresté la
apoptosis condrocitaria inducida por a AlA, se propone que la resultante final de los efectos de la PRLVI
sobre el cartilago depende de la concentracion de la PRL, de la relacion PRLNVI determinada por la

presencia de proteasas en el microambiente celular, y de la competencia reciproca entre sus acciones.



INSTITUTO NACIONAL DE
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SALVADOR ZUBIRAN Meéxico Cd.Mx., a 27 de Abril del 2018

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Dra. Bobadilla:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “”AN’ALISIS DE LA GENERACION DE
LA VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS EN LA ARTICULACION ARTRITICA” con
registro CINVA: 1490, debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.,

Atentamente,

Dra. Jaﬁavttj Furuzawa Carballeda

Avenida Vasco de
Quiroga MNo. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Codigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.

No. Oficio CINVA 046-18

Dra. Guadalupe Janette Furuzawa Carba-lhleda
Depto. Inmunologia y Reumatologia
Presente.

Estimada Dra. Furuzawa.:

Por este conducto le informo que su proyecto con titulo “ANALISIS DE LA
GENERACION’ DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS
ANTIANGIOGENICOS EN LA ARTICULACION ARTRITICA”, con registro CINVA IRE-
1490-15/16-1 finalizd en marzo 2018. Por lo que le solicito de la manera mas atenta me
haga saber si el proyecto requeriré una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar a
la CINVA el periodo de extensién que solicita y de requerir un mayor nimero de animales
especificar y justificar como se utilizaran y los procedimientos experimentales que se
llevaran a cabo con los mismos. En caso de no requerir una prorroga favor de llenar el
formato de cierre del proyecto que se anexa a la presente (en hoja membretada e
impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables para la conclusiéon del

proyecto:

1. En caso de no requerir prorroga se necesita que entregue el: Formato de cierre

2. Informe final
3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Coédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

Atentamente,

Dra. Nor| éA. Bbbadilla Sandoval
Coordinadora de la Camision de Investigacion en Animales

c.c.p. M.\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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INSTITUTO NACIONAL DE L4 PR

CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIO N pEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA
SALVADOR ZUBIRAN Y REUMATOLOGIA Meéxico, D. F., a 25 de Marzo del 2015.

DRA, GUADALUPE JANETTE FURUZAWA CARBALLEDA
Depto. de Inmunologia y Reumatologia
Presente.

REF: CINVA 1490, CLAVE IRE-1490-15/16-1

Estimada Dra. Torres:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS
EN LA ARTICULACION ARTRITICA.”

Este comité ha dictaminado aprobarlo a partir de esta fecha.

Sin més por el momento quedo de usted.

Atentamente,

MEDICAS ¥ NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN
INCMNSZ i ] 5

gy INSTITUTO MACIONAL DE CIENCIAS
C‘ ;! ) ! (e

20 Dra. Norma A. Bobadilla Sandoyal
m‘ oorjmadora de la Comisidn de Investigacién en Animales
DEPARTAMENTO DE

INVESTIGACION EXPERIMENTAL
Y BICTERIO

E CIENCIAS

yuuTmcIOH .
OR ZUBIRAN

NS, HAGIOKA
MED|CA5
“SALVAD

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacidn
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

DE
mREcmON
INVESTIGACION

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidn XVI
Delegaciéon Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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México, D.F., a 20 de Marzo del 2015

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval,
Coordinadora de la comision de Investigacion en Animales
Presente.

REF: CINVA 1490, CLAVE IRE-1490-15/16-1

Estimada Dra. Bobadilla,

En relacion a su comunicado del pasado 12 de Marzo, con referencia al Protocolo de
Investigacién Experimental titulado:

ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS
ANTIANGIOGENICOS EN LA ARTICULACION ARTRITICA

Le comento el mismo fue modificado de acuerdo a las sugerencias emitidas por la CINVA en los

siguientes puntos:
a) Se recomienda que en el titulo se especifique la especie en la que se realizara el
estudio.
b) Elagua de que maneja en el bioterio es esterilizada por autoclave y por esta razon ya no
se acidifica. Corregir esta informacion.
¢) La disposicion de cadaveres no se describio correctamente: ‘Los cadaveres por ser

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidon XVI
Delegaciéon Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

d)

9)

h)

biolégicos no infecciosos se separardn en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar’. Los cadaveres se deben colar en bolsa amarilla que tenga la leyenda:
“RESIDUOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”. Esta informacion se debe corregir en el
protocolo. Es importante demés incluir que los desechos de los animales y los ratones
que se sacrifiquen por punto final en el DIEV y que hayan recibido e adenovirus deben
colocarse en la bolsa roja y esto debe ser cuidadosamente manejado por el personal del
DIEB y debe ser aclarado en el protocolo.

Describir la metodologfa de cémo se obtendra el tejido sinovial del fémur/tibia/peroné y
se incubara la articulacion.

Especificar como se calcul el tamafio de la muestra.

Los investigadores que aparecen en el formato rdpido no coinciden con los que
aparecen en el protocolo capturado en Latis, favor de homogeneizar la informacion.

Los animales del DIEB no son libres de patégenos como se especifica en el protocolo.
Esto debe corregirse

Se les recuerda que la Norma Oficial especifica que para la transportacion de los
animales, el vehiculo debe contar con aire acondicionado.



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS , . . . - : ;
vy Nutricioni) Elinvestigador deberd revisar a los ratones diariamente y de ser posible referirse a una

SALVADOR ZUBIRAN  ageala de dolor conocida como de Melbourne. Esta informacién debe ser adicionada al
protocolo.

Para ello se anexa el protocolo con los cambios resaltados en verde.
Finalmente, el DIEB no cuenta con la cantidad de microaisladores necesarios para todos los
protocolos que se estén llevan a cabo, por lo que se le sugiere nos brinde su apoyo para la
compra de algunos microaisladores, si le es posible.
A propésito de este punto aprovecho para comentarle que para la realizacién del proyecto
se compraron 24 cajas con sus microaisladores y botellas de agua. Y que de proyectos
previos se adquirieron otras 17 cajas con sus correspondientes microaisladores y botellas
de agua.
De antemano le agradezco la atencién que se sirva prestar a la presente.

Reciba saludos cordiales.

Atentamente,

Dra. Janetté Huruzhwa Carballeda,
Depto. de Inmunologfa y Rreumatologia.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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DRA. GUADALUPE JANETTE FURUZAWA CARBALLEDA
Depto. de Inmunologia y Reumatologia
Presente.

México, D. F., a 12 de Marzo del 2015.

1HS. NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAa Y HUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN®

DIRECCION DE J

VAo SR rEdaB sy

REF:
Estimada Dra. Furuzawa :
Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS
EN LA ARTICULACION ARTRITICA.”

Este comité ha dictaminado no aprobarlo con las siguientes observaciones:

a) Se recomienda que en el titulo se especifique la especie en la que se realizard el
estudio. '

b) Elagua que se maneja en el bioterio es esterilizada por autoclave y por esta razén
ya no se acidifica. Corregir esta informacion.

¢) La disposicion de caddveres no se describié correctamente: “Los caddveres por ser
biolégicos no infecciosos se separaran en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar”. Los cadaveres se deben colocar en bolsa amarilla que tenga la
leyenda: “RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”. Esta informacion se
debe corregir en el protocolo. Es importante ademads, incluir que los desechos de
los animales v los ratones que se sacrifiquen por punto final en el DIEB y que
hayan recibido el adenovirus deben colocarse en bolsa roja y esto debe ser
cuidadosamente manejado por el personal del DIEB y debe ser aclarado en el
protocolo.

d) Describir la metodologia de cémo se obtendra el tejido sinovial del
fémur/tibia/peroné y se incubard la articulacion.

e) Especificar como se calculd el tamafio de la muestra.

f) Losinvestigadores que aparecen en el formato rdpido no coinciden con los que
aparecen en el protocolo capturado en Latis, favor de homogenizar la informacidn.

g) Losanimales del DIEB no son libres de patdgenos como se especifica en el
protocolo. Esto debe corregirse

h) Se les recuerda que la Norma Oficial especifica que para la transportacion de los

Vasco de Quiroga No. 15 animales, el vehiculo debe contar con aire acondicionado.

Colonia Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel, (52)54870900
www.incmnsz.mx
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i) Elinvestigador deberd revisar a los ratones diariamente y de ser posible referirse a
una escala de dolor conocida como la escala de Melbourne. Esta informacion

también debe ser adicionada al protocolo.

Finalmente, el DIEB no cuenta con la cantidad de microaisladores necesarios para todos 1os
protocolos gue se estan llevando a cabo, por lo que se le sugiere nos brinde su apoyo para la
compra de algunos microaistadores, si le es posible.

Es importante sefialar que las correcciones deben hacerse en el Sistema de Latis y enviar la
respuesta a cada punto solicitado, tanto en forma impresa como por correo electrénico

{norma.bobadilla@incmnsz.mx).

Sin mas por el momento quedo de usted.

/ Atentamente,
ALY

Drd. Norma A. Bobadilla Sagjdoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Vasco de Quiroga No. 15
Celonia Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz. mx
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucion en donde se realizara el proyecto.
El desarrollo del modelo se llevara a cabo en el INCMNSZ y el resto del estudio en el INB UNAM en Qro.

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:
I, Analizar efectos sobre cultivos primarios de sinoviocites de la PRL y de las vasoinhibinas hajo
condiciones de inflamacion (exposicién a las Cit: TNF-a, IL~1p, IFN-y).
Meta A. Establecer y caracterizar el cultivo primario de sinoviocitos de ratén.
Meta B. Evaluar el efecto de Cit sobre la supervivencia, proliferacién y expresion de factores de inflamacion
en los sinoviocitos,
Meta C. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacién con Cit sobre la supervivencia, proliferacion y
expresion de factores de inflamacion en los sinoviocitos.
Meta D. Evaluar el efecto de las vasoinhibinas solas o en combinacién con Cit sobre la supervivencia,
proliferacién y expresion de factores de inflamacion en los sinoviocitos.
Meta E. Evaluar el efecto de [a PRL sola o en combinacion con vasoinhibinas en presencia o ausencia de Cit
sobre la supervivencia, proliferacién y expresién de factores de inflamacién en sinoviocitos.

Il Determinar la actividad y naturaleza de proteasas capaces de generar vasoinhibinas en sinoviocitos
y tejidos de la articulacion bajo condiciones de inflamacion.

Meta A. Evaluar si el tratamiento con Cit promueve la generacién de vasoinhibinas a partir de PRL en
sinoviocitos en cultivo y si dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de MMP.

Meta B. Evaluar si extractos de la articulacion artritica promueven la generacion de vasoinhibinas a partir de
PRLy si dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de MMP.
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1, Analizar si las vasoinhibinas modifican la angiogénesis, la hiperplasia de la membrana sinovial y la
inflamacién en ratones con ariritis inducida por coldgena tipo Il (CIA).

Meta A: Analizar la transduccion de vasoinhibinas (Vi) y de la proteina verde fluorescente (GFP; control) por
virus adenoasociados tipo 2 recombinantes (AAV2-Vi y AAV2-GFP, respectivamente) tras su inyeccion intra-
articular en ratones de la cepa DBA/1 bajo condiciones control o de ariritis (CIA).

Meta B: Evaluar si la administracién intra-articular de AAV2-Vi modifica la hiperplasia, la angiogénesis y la
inflamacién debida a la CIA,

3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:
El disefio del estudio para los objetivos Il y lll considera dos grupos por experimento y hasta 5 experimentos
en tofal:

(1) control (3 ratones)

(2) CIA (3 ratones)

El disefio del estudio para el objetivo lll contempla 5 grupos por experimento y hasta 3 experimentos en
total:

(3) control (5 ratones)

(4) control + AAV2-Vi (5 ratones)

(8) CIA (5 ratones)

(6) CIA + AAV2-GFP* (5 ratones)

(7) CIA + AAV2.Vi (5 ratones)

* GFP (proteina verde fluorescente) se utilizara como control negativo

Se empleard el menor nimero de animales por grupo. Por ser un estudio con ratones singénicos se

requiere de al menos tres especimenes por grupo.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran animales invertebrados, embriones de
verlebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su lolal
desarrollo, érganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.
Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracion en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencion adicional en proporcion del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.
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Categoria E

Procedimientos que involucran infligir anguslia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyeclo.

El Investigador debera consultar:
www.ccac.calDocuments/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX15B.pdf

Calegoria: [ A: [ B: [ [ D: | E

5) Justificacién de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres "R’s", remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacion el Investigador debera consultar:
http:/lec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm

Se emplea en nimero minimo de animales por experimento que permite el diseiio experimental. Se
procura aprovechar cada animal al méximo utilizandolo, cuando es posible, para los diferentes
ohjetivos del proyecto,

6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

El traslado se llevard a cabo en 5 cajas de policarbonato de piso sélido con microaislador (propiedad de
la UNAM), en cada caja se fransportaran entre 3 a 5 animales. La transportacién serd terrestre en una
camioneta propiedad de la UNAM.

7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las aclividades de este protocolo.

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Fondo genético

Ratones DBA/10laHsd 32 18-20 g 5-8 semanas macho
Ratones DBA/10laHsd 6 18-20 g 5-6 semanas hembra
No. de Grupos experimentales: 5

No. de animales por grupo: 5-6

No. TOTAL DE ANIMALES: ) 28

8) Especilicar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.

4 semanas
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9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento

NO

Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacién de la dieta y de agua.

X

Toma de muestras bioldgicas.

Colocacion de canulas y sondas.

Técnica para observacion y modificacion de
conducta.

X
X
X

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos.

X | 2 veces en 4 semanas, via subcutdnea
(base de la cola). Administracion de
vectores virales recombinantes no
patogénicos en la articulacion una
sola vez a los 21 dias de Iniciado la
primera inoculacién de adyvante.

Procedimientos quirlirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

> ><

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

X | Adyuvante completo de Freund

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

Produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

> >=

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracidn de sustancias quimicas toxicas

Implantes o injertos

Estudios estereotaxicos.

> > > >

Otros:

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de 5-8 semanas de edad seran inmunizados via intradérmica en la
base de la cola con 100 pg de coldgena tipo Il de pollo (Sigma-Aldrich) diluida en 20 mL de acido acético
5 mM, y emulsificada 1:1 en ACF empleando una esclusa. Tres semanas después se hara un refuerzo
con la misma cantidad de coldgena disuelta en adyuvante completo de Freund (aceite mineral).

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis

Via de adman. Frecuencia

No aplica No aplica No aplica-

No aplica No aplica
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12) ¢Qué pardmetros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
No aplica

13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorfas C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibiéticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccidn).

No aplica

14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa...
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion

.Escala: 0 si es normal, 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si esta muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal X
b) Apariencia X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., elc.) X
d) Conducta espontanea.
e) Conducta provocada.

15) ¢Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario™?

Criterios de punto final

Basandose en los paramelros seleccionados para evaluar la condicion del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los paramelros
observados pueden “cuanlificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten.

a. Variacién de peso corporal:
1. Aceplable una disminucion del 5-10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social elc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0siesnormal.
2. 1 siel paramelro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2siesta afectado
4. 3 si estad muy afectado.

6
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Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacion y por
olra se evite la pérdida de datos del estudio.

El PUNTO FINAL DEL ESTUDIO sera cuando el animal no pueda mover la extremidad debido a la artritis o
cuando el estudio pudiera complicarse de tal forma que se produzea en el animal un sufrimiento innecesario
por ejemplo, que deje de comer o heber, que presente automutilacién de la parte afectada o bien produzca
vocalizaciones. Ademds se revisara a los ratones dos veces por semana en el sitio de inyeccién para
determinar que no se observe necrosis. Una vez por semana se tomara la temperatura corporal y se pesaran
con una halanza electrénica para determinar el grado de la caquexia,

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care

httg:flwww.ccac.caIDocuments!StandardslGuide[ineszQQrogriate endpoint.pdf

16) ¢Cual sera el método de eutanasia que utilizara?

Cémara de CO:
Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
P Pentobarbital
B—M Asfixla con CO, 210 malk !-y-l—lg
Pentobarbital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
Penlobarbital
Jerbo Asfixia con CO; 270 mglkg v, IP
Penltobarbital .
Conejo Pistola de perno cautivo 120 mglkg WV, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital 90 mglkg v
Raifia Pentobarbital 100 mglkg IP

* Método aceptado tinicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacion requiere
una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable

17) El protocolo representa riesgo biologico?
a) No b) Si

Si la repuesta es afirmaliva, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consullar la clasificacién del Center for Disease Control and Prevention.
hitp:/ivwy.cde.qovibiosafely/publications/bmbl5/BMBLS secl V.pdf

18) ¢ Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?

Los cadéveres por ser biolégicos no infecciosos se separaran en bolsas transparentes y se
enviardn a incinerar,
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Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacién con animales,
asi como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-Z00-1999.

Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora 7
Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzéalez Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal
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ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS
EFECTOS ANTIANGIOGENICOS EN LA ARTICULACION ARTRITICA DE
RATONES DBA1/OlaHsd
Dra. Norma Adén Castro', Dra. Janette Furuzawa Carballeda? y Dra. Carmen

Clapp?
UInstituto de Neurobiologia Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM), Queretaro, Mexico 76230, Tel. 52-442-2381028 e 2nstituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Zalvador Zubiran, Depto. De inmunologia y
Reumatologia, Vasco de Quiroga No. 15, Col. Seccion XVi, CP 14000,
Meéxico, D.F.

SINTESIS DEL PROYECTO

Hemos demostrado que [a administracion cronica de la hormona prolactina (PRL), o la
induccion farmacolgica de hiperprolactinemia, promueve fa supervivencia de] cartifago y atentia
la inflamacion en modelos experimentales de artritis Inflamatoria (Adan et al., 2013). También
reportamos que células del cartilago (condrocitos) producen metaloproteasas de matriz que
procesan a la PRL hacia vasoinhibinas, una familia de fragmentos de PRL con acciones
inhibidoras de la formacion de vasos sanguineos (angiogénesis) (Macotela et al., 2006), Los
efectos antiangiogénicos de las vasoinhibinas pudieran reducir la hiperplasia de fa membrana
sinovial que es dependiente de angiogénesis y que determina la destruccion de la articulacion en
las artritis inflamatorias. Por lo tanto, la conversién de PRL hacia vasoinhibinas podria favorecer
los efectos protectores de la PRL en las articulaciones artriticas, De estos hallazgos se
desprende la necesidad de conocer mejor los mecanismos responsables de la conversion
proteolitica de PRL a vasoinhibinas y los efectos de ambos péptidos sobre los tejidos de la
articulacion para poder establecer [a influencia de la PRL en los padecimientos artriticos.

Entre las formas de artrilis inflamatoria destaca la artritis reumatoide (AR), una
enfermedad sistémica autoinmune caracterizada por la inflamacion cronica de las ariculaciones
y donde la vascularizacion de la membrana sinovial sostiene su hiperplasia y transformacion
hacia un frente inflamatorio {“pannus’) que destruye el cartilago y ef hueso merced, entre otros
factores, a la produccién de citocinas proinflamatorias (Cit: TNF-c.. IL-18, INF-y, IL-6, efc.). La
demostracion de que la PRL regula negativamente la apoptosis del cartilago y fa expresion y
efecto de las Cit sobre tejidos de la articulacion, y que la conversién de PRL hacia vasoinhibinas
puede tener efectos positivos (inhibicion de la vascularizacién) apoya la pertinencia de estudiar a
la PRL y a fas vasoinhibinas como posibles factores reguladores de la progresion de la AR ¥
ofras enfermedades artriticas.

En este proyecto proponemos investigar; (1) si la actividad de MMP capaces de generar
vasoinhibinas a partir de PRL se regula bajo condiciones de inflamacién (exposicion in vitro a Cit
0 cuando las celulas son aisladas de animales artriticos) en cultivos primarios de sinoviocitos
obtenidos de animales artriticos y controles; (2) si la PRL y las vasoinhibinas regulan la
proliferacion, supervivencia y expresion de Cit por cullivos primarios de sinoviocitos bajo
condiciones normales y de inflamacion; (3) el efecto sobre la angiogénesis de la membrana
sinovial de ia sobre-expresion de vasoinhibinas transducidas por virus adenoasociados
recombinantes inyectados intra-articularmente en ratones artriticos. La mayor comprension de
los mecanismos responsables de la generacién de vasoinhibinas y de las acciones de fas
vasoinhibinas sobre la angiogénesis de la arliculacién artritica contribuira a esclarecer la
participacion de la PRL y sus metabolitos en Ia fisiopatologia de la articufacion y su relevancia
clinica potencial en el tratamiento de la AR y de otras artropatias inflamatorias,



ANTECEDENTES

La arlrilis reumatoide (AR) afecta a un gran niimero de personas (1% de la poblacion
mundiaf), en su mayor parte mujeres {75%), y suele aparecer entre los 20 y los 45 afios de edad
(Whitacre et al.,, 1999). En la AR la autoinmunidad, la infiltracion de células inmunocompetentes,
la angiogénesis y la hiperplasia de la membrana sinovial conlievan af desarrollo de un frente
invasivo o “pannus’ que destruye el cartilago y el hueso. La hipoxia local derivada de la
infiltracion y proliferacién celular estimula fa angiogénesis sinovial via la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de citocinas proinflamatorias y proangiogénicas {TNF-
a, IL-1B, IL-6, efc.), que perpetian ia hiperplasia sinovial (Firestein, 2003). Ademés, las citocinas
proinflamatorias destruyen la articulacion a través de estimular la apoptosis de los condrocitos
(Gnicas células del cartilago), la degradacion de la matriz extracelular det cartilago (Mclnnes and
Schett, 2007; Schuerwegh et al., 2003) y la diferenciacion y activacion de osteoclastos (Brennan
and Mclnnes, 2008), Estos hallazgos indican la importancia de factores capaces de contrarrestar
la inflamacion, la angiogénesis y la destruccion de cartilago y del hueso en la prevencion y
tratamiento de fa AR, Enlre estos factores se encuentra la hormona prolactina (PRL).

La PRL se identifico por sus efectos sobre fa produccion de feche durante la factancia,
pero se conace que tiene muchas otras acciones sobre tipos celulares que incluyen a células de
la articulacion: células inmunes, condrocitos y osteoblastos, En estas células, el receptor de PRL
media efectos directos sobre su supervivencia, diferenciacion y produccion de mediadores
inflamatorios (Bole-Feysot et al., 1998; Yu-Lee, 2002; Zermeno et al., 2006). La asociacion de la
PRL con la patofisiologia de la AR se basa en que este padecimiento es tres veces mas
frecuente en mujeres que en hombres (Whitacre et al., 1999) y en que los niveles circulantes de
PRL son més allos en las mujeres que en los hombres. Sin embargo, la lactancia, que es una
condicion de hiperprolactinemia, aumenta la severidad y reduce el riesgo de presentar AR
(Barrett et al, 2000; Karlson et al, 2004), no todos los pacientes con AR presentan
hiperprofactinemia y no existe una comelacion clara enlre los niveles sistémicos de PRL y la
actividad de la enfermedad (Chuang and Molitch, 2007). Estas inconsistencias pudieran deberse
a niveles variables de PRL a lo fargo de la AR (Matera et al., 2000} y a la capacidad de la PRL de
ejercer efectos proinflamatorios o antiinflamatorios dependiendo del tipo celular, de las
condiciones de estrés asociadas al padecimiento (Matera et al., 2000; Yu-Lee, 2002) y del
procesamiento proteolitico de la PRL hacia vasoinhibinas (Clapp et al,, 2009). Las vasoinhibinas
son una familia de péplidos derivados de la protedlisis especifica de la PRL por proteasas que
incluyen a las metaloproteasas de matriz (MMP) (Clapp et al., 2009; Macotela et al., 2006). Las
vasoinhibinas, pero no la PRL, inhiben la angiogénesis, a vasopermeabilidad y la vasodilatacion
(Clapp et al., 2009).

Recientemente se obtuvieron evidencias de que la PRL y las vasoinhibinas pueden
participar en modular la destruccién del cartilago, la inflamacién y la angiogénesis en la
articutacion artritica. Se observd que la PRL inhibe fa apoptosis del cartilago inducida in vitro e in
vivo por una mezcla de citocinas pro-inflamatorias (Cit: TNF-a, IL-1, IFN-y). Este efecto lo
ejerce directamente sobre sus receptores en condrocitos a fravés de mecanismos
independientes del 6xido nitrico y dependientes de la via JAK2/STAT3 (Adan et al,, 2013},
Ademas, la PRL protege contra la destruccion del cartilago a través de reducir [a expresion de
Cit. El tratamiento con PRL o la induccién farmacologica de hiperprolactinemia antes o después
de inducir artritis inflamatoria en la rata disminuye la apoptosis de los condrocitos, la expresion
de Cit, la formacion de pannus, fa inflamacion y el dolor de la articulacion (Adan et al., 2013).
Estos resultados apoyan el valor preventivo y terapéutico de la PRL en la AR, Ademas, el haber
demostrado el beneficio del haloperidol (una droga de uso clinico por sus efectos antipsicoticos
que funciona como antagonista de ios receptores D2 de dopamina y, por ende, estimula la
secrecion hipofisiaria de la PRL) provee una estrategia préclica para el tratamiento con PRL
(Adan et al., 2013). Sin embargo, también enconiramos que la influencia de la PRL sobre la



artritis es mas compleja y puede verse modificada por su conversion hacia vasoinhibinas. Los
condrocitos producen metaloproteasas de matriz (MMP) que generan vasoinhibinas a partir de
PRL {Macotela et al., 2006), tas Cit estimulan la produccién de MMP (Feldmann et al., 1996) y
las vasoinhibinas inhiben la angiogénesis (Clapp et al, 2009; Koch, 2003) y estas acciones
podrian proteger contra la artritis a través de reducir fa infiltracién de células inmunes y la
hiperplasia de la membrana sinovial.

ANALISIS Y PRODUCTOS ESPERADOS

En este proyecto investigaremos efectos de la PRL y de las vasoinhibinas sobre Ia
supervivencia, proliferacion, y expresion de mediadores de inflamacion en células aistadas de la
membrana sinovial y los mecanismos celulares que median dichas acciones. También
evaluaremos la actividad y naturaleza de las proteasas capaces de generar vasoinhibinas a partir
de PRL en sinoviocitos en cultivo trafados o no con Cit (TNF-a,, IL-1(3, IFN=y) y en tejidos
aislados de articulaciones artriticas y normales. Mas ain, dado a que la artrifis inducida por
colagena tipo It (CIA), es el modelo de artrifis inflamatoria murina con mayor similitud a la AR
humana, se emplearén ratones de la cepa DBA/1 para evaluar el efecto de la sobre-expresion de
vasoinhibinas (Vi) ransducidas por virus adenoasociados recombinantes (AAV2-Vi) inyactados
intra-articularme.

El trabajo propuesto se fraducird en publicaciones cientificas indexadas y en
comunicaciones formales en reuniones nacionales e intemacionales que permitiran entender
mejor el papel de la PRL y su valor terapéutico potencial en la artritls inflamatoria, Ademas, los
resultados obtenidos contribuiran a reforzar una finea de investigacion que por mas de 20 afios
se ha centrado en las implicaciones funcionales de {a metabofizacion de fa hormona PRL hacia
peptidos (vasoinhibinas) con relevancia funcional propia. Finalmente, la obtencion de este apoyo
permitiré ta conclusion satisfactoria del trabajo de tesis de al menos una alumna de doctorado.

HIPOTESIS

La PRL y las vasoinhibinas ejercen acciones sobre la supsrvivencia y la proliferacion de
sinoviocitos y la angiogénesis de la membrana sinovial en la artritis reumatoide experimental. La
resultante de estas acciones se ve influida por fa actividad de metaloproteasas de matriz (u otras
proteasas) que generan vasoinhibinas a pariir de PRL.

CBJETIVOS

. Analizar efectos sobre cultivos primarios de sinoviocitos de la PRL y de fas vasoinhibinas
bajo condiciones de inflamacion (exposicion a fas Cit: TNF-ct, IL-1p, IFN-y).

Meta A. Establecer y caracterizar el cultivo primario de sinoviocitos de raton.

Meta B, Evaluar ef efecto de Cit sobre la supervivencia, profiferacion y expresion de factores de
inflamacion en los sinoviocitos.

Meta C. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacién con Cit sobre {a supervivencia,
proliferacion y expresion de factores de inflamacién en Jos sinoviocitos.

Meta D. Evaluar el efecto de las vasoinhibinas solas o en combinacion con Cit sobre la
supervivencia, proliferacion y expresion de factores de inflamacién en los sinoviocitos.

Meta E. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacién con vasoinhibinas en presencia o
ausencia de Cit sobre la supervivencia, proliferacion y expresién de factores de inflamacién en
sinoviocitos.

Il Determinar fa aclividad y naturaleza de proteasas capaces de generar vasoinhibinas en
sinoviocitos y tejidos de la articulacion bajo condiciones de inflamacion,



Meta A, Evaluar si el tratamiento con Cit promueve la generacion de vasoinhibinas a partir de
PRL en sinoviocitos en cultivo y si dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de
MMP.

Meta B, Evaluar si extractos de la articulacion artritica promueven la generacion de vasoinhibinas
a partir de PRL y si dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de MMP.

IH.  Analizar si las vasoinhibinas modifican la angiogénesis, la hiperplasia de la membrana
sinovial y ta inflamacion en ratones con artritis inducida por colagena tipo Il (CIA).

Meta A: Analizar la transduccion de vasoinhibinas (Vi) y de [a proteina verde fluorescente (GFP;
control) por virus adenoasociados tipo 2 recombinantes (AAV2-Vi y AAV2-GFP, respectivamente)
tras su inyeccion intra-articular en ratones de la cepa DBA/1 bajo condiciones control o de artritis
(CIA).

Meta B: Evaluar si la administracion intra-articular de AAV2-Vi modifica la hiperplasia, la
angiogénesis y la inflamacion debida a la CIA

METODOLOGIA

Se adquiriran TNF-a, IL1-B, & IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y ratén (Programa
Nacional de Hormonas e Hipéfisis, Torrance, CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por
protedlisis enziméatica y mutagénesis dirigida del cDNA de PRL de acuerdo a nuestros métodos
{Clapp, 1987, Galfione et al., 2003).

OBTENCION DEL TEJDO SINOVIAL DEL FEMURIBIA/IPERONE: La articulacion
fémurftibia/peroné completa se disecara bajo la flama del mechero de Bunsen de acuerdo al
protocolo de Hardy y colaboradores {Hardy, 2013). En sequida, se removera cuidadosamente el
misculo circundante a fa articulacion, se seccionara la parte inferior de la patela y los ligamentos
que unen al fémur con ia tibia para exponer la cavidad articular junto con el tejido sinovial, La
articulacién abierta (cavidad y tejido sinovial expuesto) se introducira en un tubo Falcon con
capacidad de 50 mL conteniendo 20 mL de medio DMEM con 20% suero fetal bovino y
antibioticos, adicionado con 1 mg/mL de colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/mL de desoximbonucleasa y
se incubara bajo agitacion (300 rpm) durante 3 h a 37° C. Posteriormente, se removera la
articufacion y los pequefios fragmentos de tejido remanentes en el tubo se filtraran a través de
una malia de nylon. EI medio filtrado conteniendo a las células resultantes de la digestion se
centrifugara a 1200 rpm durante 8 min. El paquete celular se resuspendera en 10 mL de medio
fresco y se cultivara a 37 °C y 5% de COz hasta un 80% de confluencia para su ensayo.

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE SINOVIOCITOS: De acuerdo al método descrito (Hardy et al.,
2013), se expondra el tejido sinovial del fémuritibia/peroné y se incubara fa articulacion en 20 ml
de DMEM suplementado con 20% SFB y antibidticos, conteniendo 1 mg / ml de colagenasa tipo
4 y 0.1 mg/ml de desoximibonucleasa, con agitacion a 300 rpm durante 3 h a 37° C. Los
agregados tisulares se filtraran a través de una malla de nylon; el volumen filtrado se centrifugara
a 1200 rpm durante 8 min y el sedimento celuiar se resuspendera en 10 m! de medio fresco y se
cultivara a 80% de confluencia, a 37 °C, 5% de C0,. ‘

EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los
sinoviocitos seran incubados con PRL (10-100 nM), vasocinhibinas (10-100 nM), con o sin
concentraciones variables de Cit (TNF-o, IL-1B, IFN-y). Se evaluaran efectos sobre apoptosis y
proliferacion mediante los métodos de ELISA y MTT, respectivamente (Adan et al, 2013;
Mosmann, 1983). Posibles efectos de sobre apoptosis se intentaran bloguear en presencia



inhibidores de [a activacion de NF-KB [BAY 117085 y 10 mM salicilato de sodio {Kutuk and
Basaga, 2003; Ni et al, 2001) o de la actividad de las NOS (L-NAME) (Garcia et al,, 2008).
Lisados celulares tratados por 5, 15, 30 minutos o 24 horas seran analizados por Western blots
con anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas o no {segun el caso) de JAK2, STATS,
IkBo. @ IkBP, etc. Se evaluara la expresién de genes anti-apoptéticos (Bel-2, Pim-1 y Bel-X0),
pro-apoptdticos (p53, Bel-Xs caspasa-3), citocinas o factores inflamatorios (INOS, TNF-a, IL1-B, &
IFN-y, IL-6, etc), factores proangiogénicos (VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor soluble 1 de
VEGF) mediante PCR en tiempo real y las proteinas por Western-blot de acuerdo a protacolos
establecidos (Adan et al., 2013).

ANIMALES: Todos los experimentos en animales han sido autorizados por el Comité de Etica del
Instiluto de Neurobiologta de la UNAM, y siguen los requerimientos de la Guia para ef Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (US National Research Councif, National Academic Press,
Washington, DC).

ARTRITIS INDUCIDA POR COLAGENA TIPO If (CIA): Ratones macho {cepa DBA/10laHsd) de
8 semanas de edad serdn inmunizados via intradémica en la base de la cola con 100 g de
colagena tipo Il de pollo (Sigma-Aldrich) diluida en 20 mL de 4cido acético 5 mM, y emulsificada
1:1 en ACF empleando una esclusa. Tres semanas después se hara un refuerzo con Ja misma
cantidad de colagena disuelta en adyuvante completo de Freund (aceite mineral). Los ratones se
examinaran cada semana durante 7 semanas a partir de la primera inyeccién de colagena y se
registrara el desarmrolio de artritis de acuerdo a la siguiente escala: 1) eritema de dedos, 2)
efitema e inflamacion de la pata, 3) edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de movimiento en
toda [a extremidad, La evaluacion se hara en forma ciega, por un mismo observador.

TAMANO DE MUESTRA. Por ser un estudio con ratones singénicos, se requiere de al menos
tres especimenes por grupo.

Animales;
32 ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de & a 8 semanas de edad.
6 ratones hembra (cepa DBA/1OlaHsd) de 5 a 8 semanas de edad.

Grupos:
GRUPO TRATAMIENTO MUESTRA "n"
1. control 5
2 AAV2-Vi 5
3 AAV2-GFP 5
4 ARTRITIS (CIA) 5
5 CIA+AAV2-Vi 7
8 CIA+AAV2-GFP 5

En nuestra experiencia 5 es un niimero minimo para la deteccion de diferencias estadisticas
confiables (Adan, 2013), En apoyo a esto, estudios en ratones DBA/1 que evaliian la progresion
de la artritis inducida por colagena (Zhou, 2006; Takahashi, 2005) bajo terapias que incluyen a
las mediadas virus adeno-asociados (Takahashi, 2005) emplean de 6 a 16 animales por grupo
experimental. Con base en los trabajos mencionados y nuestra experiencia en modelos in vivo
(Adan, 2013) proponemos utilizar inicialmente 5 a 7 animales por grupo. Ademas este nimero
permitira obtener el suficiente material para evaluar diversos parametros clinicos y moleculares.



Asi, cada animal sera evaluado clinicamente (hinchazon, dolor y pérdida de peso) a lo largo del
tiempo y después del sacrificio se aprovecharan al maximo el suero vy los tejidos articulares de
acuerdo a la Tabla 2 siguiendo la organizacion indicada en la Tabla 3.

{todos los animales).

TABLA 2,
TEJIDO U GRGANO EVALUACION
SANGRE . a) Marcadores de inflamacion sistémica (IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, CRP,

efc.,) por ELISA

{de rodilla)

Membrana sinovial

a) Cultivo primaric de sinoviocitos para analizar efectos de Vi o PRL
sobre a expresion {QPCR) de marcadores de inflamacion (IL-1, IL-6,
TNF-a, [FN-y, etc.,) y angiogénesis (CD31, factor von Willebrand, VEGF,
recepior 2 VEGF).

completo

Rodilla y Tobillo

a) Evaluacion de la expresion {(qPCR) de marcadores de integridad de
cartilago y hueso (apoptosis, supervivencia, proliferacion celular, erosion
0sea) y angiogénesis (CD31, vWF-VIII).

b) Evaluacion histologica de la integridad de cartifago y hueso
(apoptosis, supervivencia, proliferacion celular, erosién 6sea), y
angiogénesis (CD31, vWF-VIIl).

Ademas se empleo la siguiente formula para el calculo del tamafio de la muestra. Esta asegura
que, si existe una diferencia real, de cierta magnitud, entre dos tratamientos, el experimento tiene

TABLA 3.
GRUPO | TRATAMIENTO | MUESTRA Disposicion de muestras
3 para Alslamiento de membrana sinovial
1 control 5 x2 10
articulaciones | articulaciones | 4 paragPCR
4 para Anéfisis histolégico
3 para Aislamiento de membrana sinovial
2 AAV2-V] 5 x2 10
articulaciones | articulaciones | 4 para gPCR
4 para Andlisis histolbgico
2 10 3 para Aislamignto de membrana sinovial
X
3 ARVZ-GFP 3 articulaciones | articutaciones [ 4P2ragPCR
4 para Andlisis histoldgico
) 10 3 para Aislamiente de membrana sinovial
X
4 ARTRITIS (CIA) 5 articulaciones | articulaciones | 4232 gPCR
4 para Andlisis histolGgico
5 10 4 para Aislamiento de membrana sinovial
. X
s CIAAAVZVi 7 atticulaciones | articutaciones | 2 P2aqPCR
5 para Andlisis histolégico
) 10 3 para Aislamiento de membrana sinovial
X
6 CIAYAAV2-GFP 5 articulaciones | articulaciones | 4Par@qPCR
4 para Analisis histol6gico




una alta probabilidad (aproximadamente 80%) de detectar si estadisticamente es significativa a
ur: nivel de 5%.

En donde n = niimero de réplicas por fratamiento
02 = Estimado de la varianza (de la unidad experimental)
d = diferencia esperada, a detectarse, entre los fratamientos.

Al finalizar el experimento se obtendrd el suero (para analizar niveles de Vi) y las dos
articulaciones de las rodillas de cada animal. De cada grupo: 3 rodillas seran evaluadas para
angiogénesis por histologia y 7 rodillas se someteran a qPCR para evaluar expresion de
marcadores de angiogénesis (CD31, VEGF, Factor VonWillebrand), Vi, y factores de inflamacion.
Nota: Por su variabilidad es conveniente incrementar la {n) para el analisis de PCR

PROTOCOLO:
DIAS 0 21 28 51
;nmunlzacmn :nmun]mcwn TR S mmdo
1 AAV2

Dia 0: Primera inmunizacién: 100 pL de emulsion conteniendo 100 ug CH chicken/CFA por raton
Dia 21:Segunda inmunizacion: 100 pl. de emulsion conteniendo 100 ug Cll chicken/CFA por
ratén

Via de inmunizacion; Intradémmica en la base de la cola.

Dia 21:
Inyeccion intra-articular (en articulaciones de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x10%
vg/uL): 10l AAV2 + 5 b vehiculo. En total 15 ub / rodilla de ratén.

Dia 27: Traslado a Querétaro en vehiculo con aire acondicionado.

Dia 28: Evaluaciones: Hinchazon articufarfpesoidolor.

Dia 31

Dia 34

Dia 37

Dia 40

Dia 43

Dia 46

Dia 49

Dia 51: Ultima evaluacién y sacrificio,

Anélisis de angiogénesis en secciones de articulacion (inmunchistoquimica para el marcador de
endotelio CD31) y por gPCR (CD31, vWF-VIII). Valoracion de |a expresion de los AAV2-Vi en la
articulacion (QPCR)



MEDICIONES FISIOLOGICAS. Durante el transcurso de las 7 semanas que comprende cada
experimento, se valorara la progresion inflamatoria en cada animal, midiendo e! grosor de fas 10
articulaciones, temperatura, peso y tonicidad muscular. El dolor se determinara diariamente por
medio de la escala de Melbourne (Cambios de la personalidad, automutilacion, agresion,
votalizaciones anommales, lamido, mordisqueo, rascado de la zona con dolor, cambios de
apariencia del pelaje, cambios en la postura o deambulacion, tensién del abdomen, cambios en
el nivel de actividad, disminucion de [a ingestion de alimento y agua, cambios en la expresion
facial, sudoracién ylo salivacion excesivas, descargas Oculonasales, respiracion rpida y
superficial, efc.).

ALIMENTACION, Libre de patbgenos, en pellets, Ad fibitum,

AGUA, Esterilizada por autoclave, Ad fibifum.

MANIOBRAS CONDUCTUALES, Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearan cajas de policarbonato de piso sélido con
microaislador. La cama sera de alamo estéril, con una densidad poblacional de 2 a 5 ratones por
caja, a condiciones de temperatura, humedad y ventilacién estandar, fiuminacion y ciclos de
luz/obscuridad normal. Los ratones adquiridos son libres de patégenos. Se tienen cajas, camas,
alimento y agua estéril. Ademas las cajas tienen microaisladores. Todo fo anterior reduce al
minimo las posibifidades de infeccion por Mycoplasma arthritidis.

RESTRICCION FiSICA Y EJERCICIO. Ninguna.

INMUNIZACION. Se inyectaran en la base de la cola con 100pg de colagena tipo Il emulsificada
1:1 en adyuvante completo de Freund. Tres semanas después se hara un refuerzo con la misma
cantidad de coldgena en adyuvante completo. Se emplear4 para elio jeringas de insulina.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccion intra-articular (en articulaciones de las
dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x109 vg/ulL): 10uL AAVZ + 5 ul vehiculo, En total 15 pL
 rodilla de raton {Sera realizado por la Dra. Norma Adéan y la M. en C. Guadalupe Ledezma).
USO DE SUBSTANCIAS PELIGROSAS, Ninguna.

RADIACIONES, Ninguna,

TRAUMA. Ninguno.

CIRUGIA. Ninguna.,

OBTENCION DE MUESTRAS. Sangre y articulacion de las patas.

DISPOSICION DE LOS CADAVERES. Los cadaveres se deben colocar en bolsa amarilla que
tenga la leyenda: “RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS! y se enviaran a
incinerar. Los desechos de animales y ralones que se sacrifiquen por punto final en el DIEB y
que hayan recibido el adenovirus se colocaran en bolsa roja que tenga la leyenda: “RESIDUOS
PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS".

Todos los animales se mantendrén bajo la norma 062-Z00-1999.

El PUNTO FINAL DEL ESTUDIO ser4 cuando el animal no pueda mover la extremidad debido a
la artritis o cuando el estudio pudiera complicarse de tal forma que se produzca en e! animal un
sufrimiento Innecesario por ejemplo, que deje de comer o beber, que presente automutilacion de



la parte afectada o bien produzca vocalizaciones. Ademas se revisara a los ratones dos veces
por semana en e sitio de inyeccion para determinar que no se observe necrosis. Una vez por
semana se tomara la temperalura corporal y se pesaran con una balanza electronica para
determinar el grado de la caquexia.

EVALUACION HISTOLOGICA Y EXPRESION DE MEDIADORES DE APOPTOSIS,
INFLAMACION, ANGIOGENESIS EN LOS ANIMALES ARTRITICOS: Las arliculaciones seran
procesadas por histologia en parafina y evaluadas para apoptosis (TUNEL e inmunchistoquimica
para caspasa-3 activada), hiperplasia de la membrana sinovial y angiogénesis
(inmunohistoquimica para el marcador de endotelio, anti-CD31), y el RNA que codifica para
mediadores de apoptosis, inflamacion y angiogénesis (VEGF, VEGFR, sFlt-1) aislado, extraido y
cuantificado por PCR tiempo real de acuerdo a métodos descritos previamente (Adan et al,,
2013).

TRATAMIENTO CON VASOINHIBINAS: Para el tratamiento cronico con vasoinhibinas se
inyectaran intra-articularmente vectores derivados de adenovirus asociados tipo-2 recombinantes
que contienen como transgén a las vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAV?2
que codifican para la proteina verde fluorescente (AAV2-GFP). Estos virus estdn siendo
producidos y probados mediante métodos descritos por (Ramirez et al, 2011). Para su
transduccion los AAV2 (5 pl conteniendo 2 X 10 de cada vector en 5ul de vehiculo) o su
vehiculo (10 pl; 10 mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) seran inyectados intra-articularmente
antes de iniciar [a induccion de CIA. Los niveles de expresion y localizacion de los fransgenes en
tejidos articulares serdn evaluados por RT-PCR o inmunchistoquimica para GFP,
respectivamente.

ANALISIS DE PROTEASAS DE PRL: De acuerdo al método descrito por nosotros (Macotela et
al., 2006), se incubaran 5 ug de PRL con 1x106 sinoviocitos sembrados en 600 i de medio
DMEM por 24 h en ausencia o presencia de TNF-c. (25 ng/mi), IL-18 (10 ng/ml) e IFN-y (10
ng/ml), solas o en combinacién con 10 uM del inhibidor de MMP, GM6001, y de otros grupos de
proteasas {Macotela et al, 2006). En otros experimentos, lisados (2 Hg2ul) y medios
condicionados (5 pl) de sinoviocitos tratados o no con citocinas seran incubados con 15 pl de
una preparacion de PRL (200 ng/mi en 0.05 M Tris-HCI, 0.01 M CaClz, 0.15 M NaCl, pH 7) por
24 hva 37C en presencia o ausencia de inhibidores de MMP (fenantrolina, GM6001, o EDTA). La -
generacion de vasoinhibinas sera evaluada por Westem biot/densitometria,

GRUPO DE TRABAJO E INFRAESTRUCTURA

Instituto de Neurobiologfa (UNAM)

El grupo de trabajo que desarrollara el proyeclo esta constituido por la responsable,
investigadora titular C, nivel il del SNI, PRIDE D (C.Clapp) y los sigulentes participantes: una
investigadora asociada (Bibiana Moreno Carranza), un técnico titular (Femando Lépez Barrera);
dos estudiantes de doctorado (Maria Norma Adan Castro y Maria Guadalupe Ledesma Colunga).
El grupo cuenta con amplia experiencia conceptual y técnica avalada por 57 publicaciones
intemacionales arbitradas relacionadas con el tema del proyecto (27 en los altimos 5 afios). La
metodologia a utilizar incluye: manejo de animales y técnicas quirirgicas, inyecciones intra-
articulares, procesamiento histologico de la ariiculacion, aislamiento y cultivo de condrocitos,
evaluacion de la apoptosis (TUNEL, ELISA), de ia expresién de proteinas (PCR tiempo real,
Western blots), desarrollo y caracterizacion de vectores derivados de virus adenoasociados,
analisis de fa protedlisis de PRL, desarrollo de modelos de artritis (inducidos por la inyeccion



intradérmica del adyuvante completo de Freund o por la administracion de albimina metilada),
caracterizacion de mecanismos de sefializacion (inmunoprecipitacion-Western blots y uso de
agentes farmacologicos), efc. Ademas, el laboratorio de la Dra. Clapp cuenta con las
instalaciones y equipamiento béasico para técnicas quirirgicas, de cultivo celular, bioguimica de
proteinas, histologia, biologia molecular, etc. Ef equipo incluye: microscopios (diseccion, invertido
y de epifluorescencia), campanas de flujo laminar y de alta seguridad (virus), incubadores de
CO2, microtomos (criostato y de parafina), centrifugas (alta velocidad y ultracentrifuga), equipo
de electroforésis para proteinas y 4acidos nucleicos, sonicador, homogenizador,
espectrofotdmetro, digitalizador de laminillas, analizador de imagenes, contadores de emisiones
beta y gama, termociclador, densitometro, lector de ELISAS, bafio de temperatura controlada,
congelador ultrafrio, etc. En colaboracién con ofros laboratorios se tiene acceso a un deionizador
de agua, incluidor de parafina, microscoplo confocal y electrénico, etc. Se cuenta con los
servicios de secuenciacion, bioterio, biblioteca y ofros servicios de apoyo.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

El grupo de trabajo que desarrollara el modelo murino est4 constituido por la responsable,
investigadora en Ciencias Médicas C, nivel Il del SNI, (J. Furuzawa). El grupo cuenta con
experiencia en el desanollo del modelo (Godina-Gonzélez S, Furuzawa-Carballeda J, Utrera-
Barillas D, Alcocer-Varela J, Teran LM, Vazquez-Del Mercado M, Leal YA, Alvarado-Cabrero |,
Velazquez JR. Amoebic monocyte locomofion inhibitory factor peptide ameliorates inflammation
in CIA Mouse model by downregulation of cell adhesion, inflammation/chemotaxis, and matrix
metalloproteinases genes. Inflamm Res 2010;133:106-11. Furuzawa-Carballeda J, Macip-
Rodriguez P, Galindo-Feria AS, Cruz-Robles D, Soto-Abraham V, Escobar-Heméandez S, Aguilar
D, Alpizar-Rodriguez D, Férez-Blando K, Llorente L. Polymerized-Type | Collagen induces Up-
Regulation of Foxp3-expressing CD4 regulatory T cells and Down-Regulation of tL-17-producing
CD4+ T cells (Th17) cells in collagen-induced arthritis. Clin  Develop Immunol,
2012,2012:618608, 11 pages).
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Titulo del proyecto: ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS EN LA

ARTICULACION ARTRITICA

Tipo de proyecto: Investigacién Experimental

Antecedentes: Hemos demostrado que la administracion crénica de la hormona prolacting (PRL), o la Induccién farmacolgica de hiperprolactinemia,
promueve la supervivencia del cartilage y atenda la inflamacién en modelos experimentales de artritis inflamatoria (Adan et al.. 2013). También
reportamos que celulas del cartilago (condrocitos) producen metaloproteasas de matriz que procesan a la PRL hacia vasoinhibinas, una familia
de fragmentos de PRL con acciones inhibidoras de la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis) (Macotela et al., 2008). Los efectos
antiangiogénicos de las vasoinhibinas pudieran reducir la hiperplasia de la membrana sinovial que es dependiente de angiogénesis y que
determina la destruccion de la articulacion en las artritis inflamatorias. Por lo tante, |a conversién de PRL hacia vasoinhibinas podria favorecer

los efectos protectores de la PRL en las articulaciones artriticas. Da estos hallazgos se desprende la necesidad de conocer mejor los
mecanismos responsables de la conversién proteolitica de PRL"a vasainhibinas Yy los efectos de ambos péptidos sobre los tejidos de Ia
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articulacion para poder establecer la influencia de la PRL en los padecimientos artriticos.

Entre las formas de artritis inflamatoria destaca la artritis reumatoide (AR), una enfermedad sistémica autoinmune caracterizada por
la inflamacion cronica de las articulaciones y donde la vascularizacién de la membrana sinovial sostiene su hiperplasia y transformacion hacia
un frente inflamatorio ("annus”) que destruye el cartilago y el hueso merced, entre otros factores, a la produccion de citocinas proinflamatorias
(Cit: TNF-x. IL-1B, INF<y, IL-6, etc.). La demostracién de que la PRL regulz negativamente la apoptosis del cartilago y la expresion y efecto
de las Cit sobre tejidos de la articulacion, y que la conversién de PRL hacia vasoinhibinas pueds tener efectos positives (inhibicién de la
vascularizacion) apoya la pertinencia de estudiar a la PRL y a las vasoinhibinas come posibles factores reguladores de la uam_,mma: dela ARy
otras enfermedades artriticas. .

En este proyecto proponemos investigar; (1) si la actividad de MMP capaces de generar vasoinhibinas a partir de PRL se regula
bajo condiciones de inflamacion (exposicion in vitro a Cit o cuando las células son sisladas de animales artriticos) en cultives primarios de
sinoviocitos obtenidos de animales artriticas y controles; {2) si la PRL y las vasoinhibinas regulan la Eo_mman_a? supervivencia y expresion de
Cit por cultivos primarios de sinoviocitos bajo condiciones normales y de inflamacion; (3) el efecto sobre la angiogénesis de la membrana
sinovial de la sobre-expresién de vasoinhibinas transducidas por virus adenoascciados recombinantes Szmom,aom intra-articularmente en
ratones artriticos. La mayor comprensién de los mecanismos responsables de la generacion de vasoinhibinas vy de las acciones de las
vascinhibinas sobre la angiogénesis de la articulacion artritica contribuira a esclarecer la participacion de la PRL y sus metabolitos en la
fisiopatelogla de Ia articulacion y su relevancia clinica potencial en el tratamiento de Ia AR y de ofras artropatias inflamatorias.

La artritis reumatoide (AR) afecta a un gran nimero de personas (1% de la poblacién mundial), en su mayor parte mujeres

(75%), y suele aparecer entre los 20 y los 45 afios de edad itacre et al., 1999). En la AR la autoinmunidad, la

infiltracién de células inmunocompetentes, la angiogénesis y la hiperplasia de la membrana sinovial conllevan al

desarrollo de un frente invasivo o “pannus” que destruye el cartilage y el hueso. La Z-...o.xm.m local derivada de la

" infiltracién y proliferacién celular estimula la angiogénesis sinovial via la produccién del factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) y de citocinas proinflamatorias y proangiogénicas (TNF-, IL-1b, IL-5, etc.), que perpetian la hiperplasia
sinovial (Firestein, 2003). Ademés, las citocinas proinflamatorias destruyen la articulacién a través de estimular la
apoptosis de los condrocitos ((nicas células del cartilago), la degradacidn de la matriz extracelular del cartilage (Mclnnes

and Schett, 2007; Schuerwegh et al., 2003) y la diferenciacién y activacién de osteoclastos (Brennan and Mcinnes, 2008).

Estos hallazgos indican la importancia de factores capaces de contrarrestar la inflamacién, la angiogénesis y la
destruccién de cartilago y del hueso en la prevencidn y fratamiente de la AR. Entre estos factores se encuentra la
hormona prolactina (PRL).Hemos demostrado que la administracién crénica de la hormona prolactina (PRL), o la induccién
farmacoldgica de hiperprolactinemia, premueve la supervivencia del cartilago v atentia la inflamacién en modelos
experimentales de artritis inflamatoria (Adan et al., 2013). También reportameos que células del cartilage (condrocitos)
producen metaloproteasas de matriz que procesan a la PRL hacia vasoinhibinas, una familia de fragmentos de PRL con

acciones inhibidoras de la formacién de vasos sanguineos (angiogénesis) (Macotela et al.. 2006). Los efectos

antiangiogénicos de las vasoinhibinas pudieran reducir la hiperplasia de la membrana sinovial que es dependiente de

angiogénesis y que determina la destruccién de la articulacién en las artritis inflamatorias. Por lo tanto, la conversién de
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(0) Comentarios

Investigador
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PRL hacia vascinhibinas podria favorecer los efectos protectores de la PRL en las articulaciones artriticas, De estos
hallazgos se desprende la necesidad de conocer mejor les mecanismos responsables de la conversion proteolitica de
PRL a vasoinhibinas y los efectos de ambos péptidos sobre los tejidos de la articulacién para poder establecer la

influencia de la PRL en los padecimientos artriticos.

En este proyecto investigaremos efectos de la PRL y de las vascinhibinas sobre la supervivencia, prolifaracion, y expresion de mediadores de
inflamacion en célules aisladas de la membrana sinovial y los mecanismos celulares que median dichas acciones. También evaluzremos la
actividad y naturaleza de las proteasas capaces de generar vasoinhibinas a partir de PRL en sinoviocitos en cultivo tratados o no con Cit (TNF-
@, IL-1B, IFN-y) y en tejidos aislados de articulaciones artriticas y normales. Més a(in, dado a que la artitis inducida por colégena tipe 11 {CIA),
es el modelo de artritis inflamatoria murina con mayor similitud a la AR humana, se emplearan ratones de la cepa DBA/1 para evaluar el efecto
de la sobre-expresion de vasoinhibinas (Vi) transducidas por virus adenoasociados recombinantes (AAV2Vi) inyectados intre-articularme.

La PRLy las vasoinhibinas ejercen acciones sobre la supervivencia y la proliferacién de sinoviocitos ¥ la angiogénesis de la memobrana sinovial
en la artritis reumatoide experimental. La resultante de estas acciones se ve influida por la actividad de metaloproteasas de matriz (u otras
proteasas) que generan vasoinhibinas a partir de PRL.
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Furuzawa Carballeda, Guadalupe Janette Investigador responsable 1 Si
CLAPP , CARMEN Investigador asociado 2 No
Adan Castro, Norma Investigador asociado 3 No

Poblacion vulnerable
(0) Comentarios

Poblacién vulnerable vinculado al = Ninguna de las anteriores
protocolo

Otra poblacién::

Objetives
(0) Comentarios

Objetivo: I Analizar efectos sobre cultivos primarios de sinoviocitos de la PRL y de las vasainhibinas bajo condiciones de inflamacion {exposicién a

las Cit: TNF-at, IL-1B, IFN=y).
Meta A. Establecer y caracterizar el cultivo primario de sinoviocitos de ratén.
Meta B. Evaluar el efecto de Cit sobre la supervivencie, prolferacion y expresion de factores de inflamacion en los sinoviocitos.

Meta C. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacion con Cit sobre | supervivencia, proliferacion y expresién de factores de inflamacion
en los sinoviocitos,

Meta D. Evaluar el efecto de las vasoinhibinas solas o en combinacién con Cit sobre la supervivencia, proliferacion y expresion de factores de
inflamacion en los sinoviocitos.

Meta E. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacién con vasoinhibinas en presencia o ausencia de Cit sobre la supervivencia,
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proliferacion y expresion de factores de inflamacion en sinoviacitos.

I. Determinar la actividad y naturaleza de proteasas capaces de generar vasoinhibinas en sinoviocitos y tejidos de la articulacién bajo
condiciones de inflamacion.

Meta A. Evaluar si el tratamiento con Cit promueve la generacion de vasoinhibinas a partir de PRL en sinoviocitos en cultivo y si dicha
generacion se bloguea en presencia de inhibidores de MMP.,

Meta B. Evaluar si extractos de la articulacion artritica promueven la generacion de vasoinhibinas 2 partir de PRL y si dicha generacion se
_u._oncmm en presencia de inhibidores de MMP.

M. Analizar si las vasoinhibinas modifican la angicgénesis, la hiperplasia de la membrana sinovial y la inflamacién en ratones con artritis
inducida por colégena tipo 1 (CIA).

Meta A: Analizar la transduccién de vasoinhibinas (Vi) y de Ia proteina verde fluorescente (GFP; control) por virus adenoasociados tipo 2
recombinantes (AAVZ2-Vi y AAV2-GFP, respectivamente) tras su inyeccion intra-articular en ratones de la cepa DBA/1 bajo condiciones control o
de artritis (CIA).

Meta B: Evaluar si la administracion intra-articular de AAV2-Vi modifica la hiperplasia, la angiogénesis v Iz inflamacién debida  la CIA

Tipo de objetivo: Especifico (s)

Metodologia: Disefio general
(0) Comentarios

Metodologia gral: Se adquiriran TNF-a, IL1-B, e IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y ratén (Programa Nacional de Hormonas e Hipéfisis, Torrance,
CA, EUA). Las vasoinhibinas serén generadas por protetlisis enzimatica y mutagénesis dirigida del ¢cDNA de PRL de acuerdo a nuestros
meétodos (Clapp. 1987; Galfione et al., 2003).

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE SINOVIOCITOS: De acuerdo al método descrito (Hardy et al.. 2013), se expondra el tejido sinovial del
fémuritibia/peroné y se incubaré la articulacién en 20 ml de DMEM suplementado con 20% SFB y antibiéticos, conteniendo 1 mg / ml de
colagenasa zipo 4 y 0.1 mg/ml de desoxirribonucleasa, con agitacion a 300 rpm durante 3 h a 37° C. Los agregados tisulares se filtrarén a
través de una malla de nylon; el volumen filtrado se centrifugara a 1200 rpm durante 8 min v el sedimento celular se resuspenderd en 10 ml de
medio fresco y se cultivaré a 80% de confluencla, a 37 °C, 5% de COj.
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EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los sinoviacitos seran incubados con PRL {10-100 nM),
vasoinhibinas (10-100 nM), con o sin concentraciones variables de Cit (TNF-c, IL-1B, IFN=y). Se evaluaran efectos sobre apaptosis y
proliferacion mediante los métodos de ELISA y MTT, respectivamente (Adan et al., 2013; Mosmann, 1983). Posibles efectos de sobre
apoptosis se intentarén bloquear en presencia inhibidores de la activacién de NF-KB [BAY 117085 y 10 mM salicilato de sodio (Kutuk and
Basaga, 2003; Ni et al., 2001) o de la actividad de las NOS (L-NAME) (Garcia et al.. 2008). Lisados celulares tratados por 5, 15, 30 minutos o
24 horas seran analizados por Western blots con anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas o no (segln el caso) de JAK2, STATS,

IxBe: e IxBB, etc. Se evaluard la expresién de genes anti-apoptéticas (Bel-2, Pim-1 y Bel-X, ). pro-apoptéticos (p53, Bel-X, caspasa-3),

citocinas o factores inflamatorios (INOS, TNF-q, IL1-B, e IFN-y, IL-B, etc), factores proangiogénicos (VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor
soluble 1 de VEGF) mediante PCR en tiempo real y las proteinas por Westem-blot de acuerdo a protocolos establecidos (Adan et al., 2013).

ANIMALES: Todos los experimentos en animales han sido autorizados por el Comité de Etica del Instituto de Neurcbiologia de la UNAM, v
siguen los requerimientos de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (US Naticnal Research Council, National Academic
Press, Washington, DC).

ARTRITIS INDUCIDA POR COLAGENA TIPQ Il (CIA): Ratones macho {cepa DBA/10laHsd) de 8 semanas de edad seran inmunizados via
intradérmica en la base de la cola con 100 g de colagena tipo Il de palle (Sigma-Aldrich) diluida en 20 mL de 4cido acético 5 mM, y
emulsificada 1:1 en ACF empleando una esclusa. Tres semanas después se haré un refuerzo con la misma cantidad de colégenz disuelta en
adyuvante completo de Freund (aceite mineral). Los ratones se examinaran cada semana durante 7 semanas a2 partir de la primera inyeccion
de colagena y se registraré el desarrollo de artritis de acuerdo 2 la siguiente escala: 1) eritema de dedos, 2) eritema e inflamacién de |z pata, 3)

edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de movimiento en toda la exiremidad. La evaluacién se hara en forma clega, por un mismo
observador.
TAMANO DE MUESTRA. Por ser un estudio con ratones singénicos, se requiere de al menos tres especimenes por grupo.

Animales:
32 ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de 5 2 8 semanas de edad.
6 ratones hembra (cepa DBA/10laHsd) de 5 a 8 semanas de edad.

CGrupos:

Control (5 ratones)

CIA (4 ratones)

cantrol (5 ratones)

control + AAV2-Vi (5 ratones)
CIA (5 ratones)

CIA + AAV2-GFP* (5 ratones)
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(N CIA+AAV2Vi {5 ratones)

* GFP (proteina verde fluorescente) se utilizarg como control negativo

Al finalizar el experimento se obtendrd el suero (para analizar niveles de Vi) y las dos articulaciones de las rodillas de cadz animai. De cada
grupe: 3 rodillas serén evaluadas para angiogénesis por histologia y 7 rodillas se someteran a qPCR para evaluar expresién ¢e marcadores de
angiogénesis (C031, VEGF, Factor VonWillebrand), Vi, y factores de infiamacien. -

Neta: Por su variabilidad es conveniente incrementar [s (n) para e analisis de PCR

PROTOCOLO:

Dia 0: Primera inmunizacion: 100 il de emulsian conteniendo 100 ug CH chicken/CFA por ratdn
Dia 21:Segunda inmunizacin: 100 L de emulsion conteniendo 100 ug CIi chicken/CFA por ratdn
Via de inmunizacion: Intradérmica en fa base de la cola. .

Dia 21:

inyeccion intra-articular {en arficulaciones de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 8.7x10%8 ve/uL): 10ul AAV2 + 5 Wl vehiculo, En total 15
ul. / rodilla de ratén,

Dia 27: Traslade a Querdtaro.

Dia 28: Evaluaciones: Hinchazén articulas/peso/dolor.
Dia 31

Dia 34

Dia 37

Dia 40

Dia43

Dia 46

Dia 49
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Dia 51: Ultima evaluacién y sacrificio.

Analisis de angiogénesis en secciones de articulacién (inmunohistoquimica para el marcador de endotelio CD31) y por gPCR (CD31, vWF-VIII).
Valoracién de la expresion de los AAV2-Vi en la articulacién (qPCR)

MEDICIONES FISIOLOGICAS. Durante el transcurso de las 7 semanas que comprende cada experimento, se valorard la progresion
inflamatoria en cada animal, midiendo el grosor de las 10 articulaciones, temperatura, peso v tonicidad muscular.

ALIMENTACION, Libre de patégenos, en pellets, Ad fibitum.

AGUA, Esterilizada por autoclave y acidificada, Ad fibitum.

MANIOBRAS CONDUCTUALES. Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearén cajes de policarbonato de pisc sdlido con microaislador, La cama serd de alamo estéril,
con una densidad poblacional de 2 a & ratones por caja, a condiciones de temperatura, humedad y ventilacién estandar, iluminacion y ciclos de
luz/obscuridad normal. Los ratones adquiridos sen libres de patégenos y se manejarén en éstas condiciones. Se tienen cajas, camas, alimento
y agua estéril. Ademés las cajas fienen microaisladores. Todo lo anterior reduce al minimo las posibiidades de infeccién por Mycoplasma
arthritidis.

RESTRICCION FISICA Y EJERCICIO. Ninguna.

INMUNIZACION. Se inyectaran en la base de la cola con 100ug de colagena tipo Il emulsificada 1:1 en adyuvante completo de Freund. Tres
semanas despues se hara un refuerzo con la misma cantidad de coldgena en adyuvante completo, Se empleara para ello jeringas de insulina.
ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyecci6n intra-articular (en articulaciones de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x10°% vg/

uL): 10pL AAVZ + 5 L vehiculo. En total 15 WL / rodilla de ratén (Sera realizado por la Dra. Norma Adan y la M. en C. Guadalupe Ledezma).
USO DE SUBSTANCIAS PELIGROSAS. Ninguna,

RADIACIONES. Ninguna.

TRAUMA. Ningune.

CIRUGIA. Ninguna.

OBTENCION DE MUESTRAS. Sangre y articulacién de las patas.

DISPOSICION DE LOS CADAVERES. Los cadéveres por ser biolégicos no infecciosos se separardn en bolsas transparentes y se enviarén a
Incinerar.

Todos los animales se mantendrén bajo la norma 062-Z00-1899.

El PUNTO FINAL DEL ESTUDIO sera cuando el animal no pueda mover la extremidad debido a la artritis o cuando el estudio pudiera
complicarse de tal forma que se produzea en el animal un sufrimiento innecesario por ejemplo, que deje de comer o beber, que presente
automutilacién de la parte afectada o bien produzca vocalizaciones. Ademas se revisara a los ratones dos veces por semana en el sitio de
inyeccién para determinar que no se observe necrosis. Una vez por semana Se tomarz Ia ternperatura corporal y se pesaran con una balanza
electrénica para determinar el grado de la caguexia.

EVALUACION HISTOLOGICA Y EXPRESION DE MEDIADORES DE APOPTOSIS, INFLAMACION, ANGIOGENESIS EN LOS ANIMALES
ARTRITICQS: Las articulaciones serén procesadas per histologia en parafina y evaluadas para apoptosis (TUNEL e inmunchistoquimica para
caspasa-3 activada), hiperplasia de la membrana sinovial y angiogénesis (inmunchistoquimica para el marcador de endotelio, anti-CD31), y el
RNA que codifica para mediadores de apoptosis, inflamacion y angiogénesis (VEGF, VEGFR, sFit-1) aislado, extraido y cuantificado per PCR
tiempo real de acuerdo a2 métodos descrites previamente (Adan et zl.. 2013),

TRATAMIENTO CON VASOINHIBINAS: Para el tratamiento cronico con vasoinhibinas se inyectaran intra-articularmente vectores derivados de
adenovirus asociados tipo-2 recombinantes que contienen como transgén a las vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAVZ que
codifican para la protelna verde fluorescente (AAV2-GFP), Estos virus estan siendo producidos ¥y probados mediante métodos descritos por
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Ramirez et al., 2011). Para su transduccion los AAV2 (5 pl conteniendo 2 X 10'0 de cada vector en 5yl de vehiculo) o su vehiculo (10 pl; 10
mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) serén inyectados intra-articularmente antes de iniciar la induccién de CIA. Los niveles de expresion y
localizacion de los transgenes en tejidos articulares serdn evaluados por RT-PCR o inmunohistoquimica para GFP, respectivamente.

ANALISIS DE PROTEASAS DE PRL: De acuerdo al método descrito por nosotros (Macotela et al., 2006), se incubaran 5 ug de PRL con 1x10°
sinoviocitos sembrades en 600 pl de medio DMEM por 24 h en ausencia o presencia de TNF-g (25 ng/ml), IL-1p (1C ng/mi} & IFN-y (10 ng/ml),
solas o en combinacién con 10 uM del inhibidor de MMP, GMB001, y de ofros grupos de proteasas (Macotela et al.. 2008). En otros
experimentos, lisados (2 ug/2ul) y medios condicionades (5 1) de sinoviocitos tratados o no con citocinas serdn incubades con 15 ul de una
preparacién de PRL (200 ng/ml en 0.05 M Tris-HCI, 0.01 M CaCly, 0.15 M NaCl, pH 7) per 24 h a 37C en n.ﬂmmm:nmm o0 ausencia de inhibidores

de MMP (fenantrolina, GM8001, o EDTA). La generacion de vasoinhioinas seré evaluada por Westem blot/densitometria.

Se adquirirén TNF-g, IL1-B, e IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y ratén (Programa Nacional de Hormonas ¢ Hipéfisis, Torance,
CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por protedlisis enzimatica y mutagénesis dirigida del cDNA de PRL de acuerdo & nuestros
métodos (Clapp. 1987; Galfione et al.. 2003).

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE SINQVIQCITOS: De acuerdo al método descrito (Hardy et al. 2013), se expondra el tejido sinovial del
fémur/tibia/peroné y se incubara la articulacién en 20 ml de DMEM suplementado cen 20% SFB y antibiéticos, conteniende 1 mg / mi de
colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/ml de desoxiribonucleasa, con agitacién a 300 rpm durante 3 h a 37° C. Los agregados tisulares se filtraran 2
través de una malla de nylon; el volumen filtrado se centrifugara 2 1200 rpm durante 8 min y el sedimento celular se resuspenderd en 10 ml de
medio fresco y se cultivara a 80% de confluencia, a 37 “C, 5% de CO0,.

EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los sinoviocitos serén incubados con PRL (10-100 _:_5
vaseinhibinas (10-100 nM), con o sin concentraciones variables de Cit (TNF-c, IL-1B, IFN-y). Se evaluaran efectcs sobre apoptosis vy
proliferacién mediante los métodos de ELISA y MTT, respectivamente (Adan et al.. 2013; Mosmann, 1983). Posibles efectes de scbre
apoptosis se intentaran bloquear en presencia inhibidores de la activacion de NF-KB [BAY 117085 y 10 mM salicllate de sedio (Kutuk and
Basaga, 2003; Ni et al.. 2001) o de la actividad de las NOS (L-NAME) (Garcia et al., 2008). Lisados celulares tratados par 5, 15, 30 minutos o
24 horas seran analizados por Western blots con anticueros dirigidos contra las foermas fosforiladas o no (segin el caso) de JAK2, STATS,

lxBew & IxBB, etc. Se evaluaré la expresién de genes anti-apoptéticos (Bcl-2, Pim-1 y BelX| ), pro-apoptéticos (p53, BelX, caspasa-3),

citocinas o factores inflamatorios (INOS, TNF-g, IL1-B, e IFN-y, IL-6, etc), factores proangiogenicos (VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor
soluble 1 de VEGF) mediante PCR en tiempo real y las proteinas por Western-blot de acuerdo 2 protocolos establecidos {Adan et al., 2013).

ANIMALES: Todos los experimentos en animales han sido autorizados por el Comité de Etica del Instituto de Neurobiclcgia de la UNAM, y
siguen los requerimientos de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio {US National Research Council, National Academic

Press, Washington, DC).

ARTRITIS INDUCIDA POR COLAGENA TIPO II (CIA): Ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de 8 semanas de edad serén inmunizados via

htip://132.247.8.83/1atis/reportes/exportarRegistroHTV _.php

9/15



4/2/2015 INNSZ

intradérmica er: la base de la cola con 100 pg de colagena tipo Ii de pollo (Sigma-Alcrich) diluida en 20 mL ce 4cida acético 5 mM, y
emulsificada 1:1 en ACF empleando una esclusa. Tres semanas después se hara un refuerzo con la misma cantidad de coldgena disuelta en
adywante completo de Freund (aceite mineral). Los ratones se examinaran cada semana durante 7 semanas 2 partic de la primera inyeccion
de colagena y se registrard el desarrolic de artritis de acuerde a la siguiente escala: 1) eritema de dedos, 2) eritema e inflamacién de la pata, 3)
edema de tobillos, 4) edema ¢ incapacidad de movimiento en toda la sxtremidad, La evaluacion se hark en forma ciega, por un misme
observador,

TAMANO DE MUESTRA. Por ser un estudio con ratenes singénicos, se requiere de al menos tres especimenes por grupo.

Animales;
32 ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de 5 2 8 semanas de edad,
6 ratones hembra (cepa DBA/10laHsd) de 5 a 8 semanas de edad,

Grupos:

{1} Control {5 ratones)

(2) CIA (4 ratones)

(3) control (5 ratones)

(4) control + AAVZ-Vi (5 ratones)

) ClA (5 ratones)

(6) CIA + AAVZ-GFP* {5 ratones)
) CIA + AAV2.V] (5 ratones)

* GFP (proteina verde fluorescente) se utilizard come control negativo

o

Al finalizar el experimento se obtendré ef suero (para analizar niveles de Vi) y les dos articulaciones de las rodiflas de cada animal. De cada
grupo: 3 rodillas seran evaluadas para angiogénesis por histologia y 7 rodilas se someteran a gPCR para evaluar expresion de marcadores de
angiogénesis (CD31, VEGF, Factor VonWillebrand), Vi, y factores de inflamacion.

Nota: Por su variabilidad es convenlente incrementar la (n} para el andiisis de PCR

PROTOCOLG:
DIAS
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Dia o Primera
inmunizacién: 100 uL de emulsion conteniendo 100 ug Cil chicker/CFA por ratén
Dia 21:Segunda inmunizacién: 100 pl de emulsién conteniendo 100 ug Cli chicker/CFA por raton
Via de inmunizacion: Intradérmica en la base de la cola,

Dia 21:

Inyeccion intra-articular (en arficulaciones de las dos radillas) de AAV2-Vi sc (stock B.7x10% vg/pl): 10Ul AAVZ + 5 UL vehiculo. En total 15
yL / rodifla de ratén.

Dia 27: Traslade a Quesétaro.
Dia 28: Evaluaciones: Hinchazon articular/peso/doler.

Dfa 31

Dia 34

Dia 37

Dia 40

Diz 43

Dia 46

Dia 4¢

Dia 51: Uttima evaluacién v sacrificio.

Analisis de angiogénesis en seccicnes de articulazisn {inmunohistoquimica para &l marcador d2 endotelio CD31) y por gPCR (COA1, vWF VI,
Valoracidr de la expresion de los AAVZ-Vi en |a articulzcion (QPCR}

MEDICIONES FISIOLOGICAS. Durante ¢ transcurse de las 7 semanas que comprende cada experimento, se valorard la progresion
inflamatoria en cada animal, midiendo el grosor de las 10 articulaciones, temperatura, peso y tonicidad muscelar.

ALIMENTACION. Litre de patdgenos, en peliets, Ad fibitum.

AGUA, Esterilizada por autoclave y acidificada, Ad fibitum,

MANIOBRAS CONDUCTUALES. Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearén cajas de policarbonato de piso sékde con microaislador. La cama serd de dlamo estéri,
con una densidad poblacional de 2 a 5 ratones por cajs, a condiciones de temperatura, humedad y ventilacién estandar, ilminacién y ciclos de
luz/obscuridad nomal. Los ratones adquiridos son fibres de patogenos y se maneiaran en éstas condiciones. Se tlenen cajas, camas, alimento
y agua estéril. Ademés las cajas tienen microaisladores. Todo lo anterior reduce al minimo las posibiidades de infeccion per Mycoplasma
arthritidis,

RESTRICCION FISICA Y EJERCICIO. Ninguna,

INMUNIZACION. Se inyectaran en la base de la cola con 100ug de cotagena tipo Il emulsificaca 1:1 en adyuvante completo de Freund. Tres
semanas despuds se hard un refuerzo con la misma cantidad de cofagena en adyuvante compieto, Se empleara para elio jeringas de insulina.
ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.
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INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccion intra-articular (en articulaciones de las dos rodilas) de AAV2-Vi s (stock 6.7x10M vg/

uL): 10pL AAV2 + 5 L vehiculo. En total 15 pL / rodilla de ratén (Seré realizado por la Dra. Norma Adén y la M. en C. Guadalupe Ledezma).

USO DE SUBSTANCIAS PELIGROSAS. Ninguna.

RADIACIONES. Ninguna.

TRAUMA. Ninguno.

CIRUGIA. Ninguna.

OBTENCION DE MUESTRAS. Sangre y articulzcién de las patas. -
DISPOSICION DE LOS CADAVERES. Los cadaveres por ser bioldgicos no infecciosos se separaran en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar.

Todos los animales se mantendran bajo la norma 052-200-1998,

El PUNTO FINAL DEL ESTUDIO ser4 cuando el animal no pueda mover la extremidad debido a la arritis o cuando el estudio pudiera
complicarse de tal forma que se produzea en el animal un sufrimiento innecesario por ejemplo, que deje de comer o beber, que presente
automutilacién de la parte afectada o bien produzca vocalizaciones. Ademas se revisara a los ratones dos veces por semana en el sitio de
inyeccidn para determinar que no se observe necrosis. Una vez por semana se tomara la temperatura corporal y se pesaran con una balanza
electrénica para determinar el grado de la caquexia.

EVALUACION HISTOLOGICA Y EXPRESION DE MEDIADORES DE APOPTOSIS, INFLAMACION, ANGIOGENESIS EN LOS ANIMALES
ARTRITICOS: Las articulaciones seran procesadas por histologia en parafina y evaluadas para apoptosis (TUNEL 2 inmunohistoquimica para
caspasa-3 activada), hiperplasia de la membrana sinovial y angiogénesis (inmunohistoquimica para el marcador de endotelis, anti-CD31), v el
RNA que codifica para mediadores de apoptosis, inflamacion y angiogénesis (VEGF, VEGFR, sFlt-1) aislado, extraido y cuantificado por PCR
tiempo real de acuerdo a métodes descritos previamente (Adan et al., 2013).

TRATAMIENTO CON VASOINHIBINAS: Para el tratamiento crénico con vasoinhibinas se inyectaran intra-articularmente vectores derivados de
adenovirus asociados tipo-2 recombinantes que contienen como transgeén a las vasoinhibinas {AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAVZ Que
cadifican para la proteina verde flucrescente (AAV2-GEP). Estos virus estan siendo producidos y probados mediante métodos descritos por

Ramirez et al., 2011). Para su transduccién los AAV2 (5 ul conteniendo 2 X 100 de cada vector en Sl de vehiculo) o su vehiculo (10 pl 10
mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) serén inyectados intra-articularmente antes de iniciar Ia induccién de CIA. Los niveles de expresién y
loczlizacion de los transgenes en tejidos articulares seran evaluados por RT-PCR o inmunohistoquimica para GFP, respectivamente.

ANALISIS DE PROTEASAS DE PRL: De acuerdo al métedo descrito por nosotros (Macotela et al.. 2006), se incubaran 5 ug de PRL con 1x108
sinoviocitos sembrados en 800 pl de medio DMEM por 24 h en ausenciz o presencia de TNF-a (25 ng/ml), IL-1B (10 ng/ml) e IFN-y (10 ng/ml),
soles o en combinacion con 10 uM del inhibidor de MMP, GMB001, y de ofros grupos de proteasas (Macotela et al., 2008). En otres
experimentos, lisados (2 pg/2ul) y am&om.noa_.ao:m%m (5 ul) de sinoviocitos tratados o no con citocinas seran incubados con 15 ul de una
preparacién de PRL (200 ng/ml en 0.05 M Tris-HCI, 0.01 M CaCly, 0.15 M NaCl, pH 7) por 24 h a 37C en presencia o ausencia de inhibidores

de MMP (fenantrolina, GM6001, o EDTA). La generacion de vasoinhibinas sera evaluada por Westem blot/densitometria.
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Metodologia: Criterios de seleccidn

(0) Comentarios

Criterios de seleccién del protocolo: No aplica

Beneficie (s) del estudio

(0) Comentarios

Beneficio: Posible obtencién de un desarrollo tecnolégico aplicable al tratamiento de Iz artritis reumatoide.

Tipo de beneficio:

Metodologia: Desenlace y variables

(0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variables:  E| anglisis estadistico se llevard 2 cabo empleando el programa SigmaStatl] con una ANOVA de una via y el subandlisis de

Holm-Sidak. Los datos serdn expresados como promedios = SEM. Los valores de P-menores o iguales a 0.05 serdn considerados
como significativos.

Manejo de confidencialidad
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(0) Comentarios

Acciones, estrategias y precauciones que g aplica
serdn tomadas para proteger la

confidencialidad de la informacién de los
pacientes.:

Ponderacién general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto

(0) Comentarios

Ponderacién general de riesgos contra

beneficios del estudio propuesto: e aplica
Riesgo (s) del estudio

(0) Comentarios
Molestias generadas por el estudio: No aplica
Complicaciones del procedimiento: No aplica
Efectos adversos reportados de :
medicamentos o sustancias utilizadas: Nosglics
Métodos de seguridad para el diagnéstico Woaniics
oportuno y prevencién de los riesgos: P
Procedimientos a seguir para resolver los No aplica
riesgos en caso de que se presenten: P
Otro tipo de riesgo: No aplica
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Consentimiento informado
(0) Comentarios
Hoja de informe al paciente: Mo itlics pdf
Carta de consentimiento w:.o:uu..ue" No aplica.pdf
Declaracién de los investigadores
(0) Comentarios
Archivo CEI 04 Declaracién de
investigadores::
© 2009 Portal INNSZ Instituto Nacional de
Ciencias Medicas y Nutricion Salvador © 2009 LATIS. All rights Reserved.
Zubiran Vasco de Quiroga 15, Colonia LATIS development, The power of the
Seccion XVI, Tlalpan C.P.14000, Mexico information
D.F., MEXICO Telefono: (52 55) 5487 0900
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