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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma Bobadilla Sandovél
Coordinadora de la CINVA
Presente

&

Estimada Dra. Bobadilla:

LA VASOINHIBINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS EN LA ARTICULACION ARTRITICA” con

Meéxico Cd.Mx., a 27 de Abril del 2018

vy

NEN

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “”AN’ALISIS DE LA GENERACION DE

registro CINVA: 1490, debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

L

et

Atentamente,

Avenida Vasco de
Quiroga MNo. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlaipan
Codigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)548702090
WWW.Iinomnsz. mx

Dra. Ja’ﬁgttg Furuzawa Carballeda
/‘,



Informe Final

El cartilago esta constituido por una tnica poblacion de células 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-au), y el interferdn-y (IFN-y),'y su inhibicién representa una alternativa terapéutica potencial
contra dichos padecimientos. En la circula*cfén y el liquido sinovial de pacientes con AR se incrementan
frecuentemente los niveles de la hormona prolactina (PRL), que acttia como un factor ahti-apoptético sobre
diversos tipos celulares. En este frabajo se demostrq‘que la PRL protege a los condrocitos en cultivos
contra la apoptosis inducida por una combinacién de IL-1 B, TNF-a, e IFN-y (Cit), y sus efectos son dosis-
dependiente e involucran la inhibicién de la fragmentacién del ADN y la activacién de la caspasa-3, asi
como la prevencion del incremento de la expresion de la p53 y del cociente Bax/Bcl2 dependiente de Cit,
Las sefiales mediadoras de la accién condroprotectora de la PRL incluyen a la activacion de la via
JAK2/STATS, 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 osméticas de :infusion o el tratamiento farmacol6gico con Haloperidol,
contrarresta la muerte de los condrocitos articulare$ de ratas con art[iti§ 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 lado, dado que la 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 inyeccién
intraarticular de Cit en el ratén carente del receptor para la PRIT (rpt+) indujo la generacion de Vi
detectables en el suero, sugiriendo que la inflamacion induce la muerte condrocitaria no sélo a través de
activar mecanismos de apoptosis y degradaci()n de la matriz, sino también a través de eliminar factores de
supervivencia natural para los condrc;citos. 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 PRL/Vi
sobre el cartilago depende de la concentracion de la PRL, de la relacion PRLVi determinada por la

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



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, Nadine Binart,3
Gonzalo Martinez de la Escalera,' Stéphanie Thebault,' and Carmen Clapp’

instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Campus UNAM-Juriquilla, Querétaro, México. 2Gentro de Ciencias Basicas,
Universidad Auténoma de Aguascalientes, Aguascalientes, México. SINSERM U693, Université Paris-Sud,
Faculté de Médecine Paris-Sud, Le Kremlin-Bicétre, France.

L
RN

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-1f3, 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 : :
Rheumaroid arthritis (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 thar 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-q, IL-18, and IFN-y stimulate both c/hon—
drocyte apoptosis and cartilage extracellular matrix degradation,
and their inhibition ameliorates joint destruction (1-4). Trans-
genic mice expressing TNF-a, 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, éartilage matrix breakdown
(6). Thus, factors able to counteract chondrocyte apoptosis under
inflammatory conditions are relevant for the treatment of RA
(7-11). One such factor is prolactin (PRL). _
PRL acts both as a circulating hormone and a cytokine to regu-
late the 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

Authorship note: Norma Addn, Jessica Guzmdan-Morales, and Maria G, Ledesma-
Colunga contributed equally to this work. Sonia L. Perales-Canales is deceased.

Conflict of interest: The authors have declared that no conflict of interest exists.
Citation for this article: J Clin Invest. 2013;123(9):3902-3913. doi:10.1 172/JC169485.

-stimulates the synthesvis of proteoglycans and type II collagen by

bone marrow-detived chondrocytic mesenchymal cells (14), and it
inhibits the apoptosis 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 (16), and can influence cartilage sur-
vival by exerting immunoregulatory effects. The PRL receptor is a
member of the hemartopoietin/cytokine receptor superfamily and

is expressed in a variety of immune cells, in which this hormone

can be proinflammatory 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-q,, IL-1f, and IFN-y (Cyt) and whether this effect pro-
tects against cartilage destruction in the adjuvant-induced model of
inflammatory arthritis in rats. We demonstrate that PRI treatment
inhibits, and PRL recepror deficiency enhances, Cyt-induced carti-
lage apoprtosis and that the PRL effect on survival occurs in chon-
drocytes via a NO-independent, JAK2/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 increase pro-
lactinemia constitute novel potential therapies to control inflam-
mation-driven cartilage degradation and joint damage in RA.



Prolactin promotes cartilage survival and
attenuates inflammation in mflammatory
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Research Atticle

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 dlsease actuvnty is unclear. Here, we demonstrate that PRL
inhibits the apoptosis of cultured chondrocytes in response to a mixture of proinflammatory
cytokines (TNF-a, 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.
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Cwstmutonaconace [ 385 1345 - México Cd., Mx a 26 de-abril de 2018.
'No. Oficio CINVA 046-18

Dra. Guadalupe Janette Furuzaygahpa'rkballeda
Depto. Inmunologia y Reumatologia - '
Presente. =
Estimada Dra. Furuzawa.: g
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 requerira una prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar a
la CINVA el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor numero 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 conclusion del
proyecto: - ‘ o
1. En caso de no requerir prorroga se necesita que entregu€ el: Formato de cierre
- 2. Informe final ‘ :

3. Productes 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.

Atentamente,

Dra. Norp /a A. Bobadilla Sandoval

Coordinadora de la€

Avenida Vasco de c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Quiroga 'No. 15 .
Colonia Belisario NABS/nom

Dominguez Seccién XVi
Delegacién Tlalpan
Cdédigo Postal 14080
. México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900

w-‘wvs‘/.in'cmnsz.mx ' Qﬁ(}{\@? f\z\d%/i (/69@?/ \}EY’OngO Zéﬁ?%/&)/@
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‘2015, Afio del Generalisimo José Maria Morelos'y Pavén”

México, D. F., a 25 de Marzo del 2015.

DRA. GUADALUPE JANETTE FURUZAWA CARBALLEDA

Depto.
Pres

Estima

de Inmunologia y Reumatologia:
ente.

da Dra. Torres:

[N

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

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacién 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.

2
L

Sin mas por el momento quedo de usted. .

2
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DEPART.

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
SALVADOR ZUBIRAN
5 Dra. Norma A. Bobadilla Sandadyal v
%oor:linadora de la Comisidn de Investigacion en Animales

INVESTIGACION EXPERIMENTAL
Y BICTERIO

CAS Y NUTRICION

MENTO DE

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

Vasco de Quiroga No. 15

- Colonia Seccion XVI

Delegacién Tlalpan
México, D. F. 14000

Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx
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SALVADOR ZUBIRAN

- Direccién de Investigacion

FORMA UNICA PARA REGISTRO DE PROYECTOS

e e e

FECHA DE RECEPCION: 04/02/2015 CLAVE: IRE-1490-15/16-1

TITULO: ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE.SUS EFECTOS ANTIAN GIOGENICOS EN LA
ARTICULACION ARTRITICA .

INVESTIGADOR RESPONSABLE: FURUZAWA CARBALLEDA GUADALUPE JANETTE
DEPARTAMENTO O SERVICIO: DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA
TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACISN EXPERIMENTAL -

VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 02/03/2015 al 31/03/2016- -~ =

Trimestre 1 Trimestre 2 Trimestre 3 © Trimestre 4

F S - s
COSTO TOTALES DE LA INVESTIGACION INSTTTUCIONES PARTICIPANTES :
EfPersonal | $0.00 ]!
£ ' i T
i(sueldos y sobresueldos al personal) ! | i
il . | |
— ; i RN -
{Equipos | $0.00./ - ,’
i : d 'l T A A !
;:(de laboratorio, cémputo, transporte, etc,) ’ ! FIRMAS j .
L i = - [
Materiales | $0.00,;—B f 1B
(reaCUVOS consumibles, desechables, etc.) " Dra. Janette Furazawa i | Dr, Jorge Alcocer Varela | |
e - Carballe‘da | [ B
Amma] es oo / : P
- e ; Iefe de Departamento il
(adqmsmou, cuidado, procedimientos, etc) ! ~7InVCSt10adOr responsable ‘ ! B —
Estudios < : $0.00 N : S
o R Comxt¢ de Investigacién en | ;Comigé de‘h}vestigacién %«j :,
(de laboratomo gabinete,especiales,etc.) Humanos j ! fmunales ]
e o e e | 4 !
Vlancos e ! B S
o . irector de}[nvesfigacién | Fector General i
(reumones cientificas y trabajo de campo) [ A —— B - ; 7 -
Pub11cac1ones . | ! i
O e Fecha de resolucién

,costo du‘ectos de publicacién, sobregiro) -

lO~-/~1} B’?/lt, c()l? !

‘ Suscripciones

hbros revistas, software, periddicos, etc) I

-V arios

(telefono fax, fotocopias, mensajeria, etc)

Admon Gastos pac1entes

_Forléo ae};poyo - soo0

15% ge la cantidad total del proyecto

Total:  $0.00
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México, D.F., a 20 de Marzo del 2015

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval,
Coordinadora de la comision, de Investlgacmn en Anlmales
Presente.

Ve n

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

Estimada Dra. Bobadilla,

En relacién a su comumcado del pasado 12 de Marzo con referencia al Protocolo de
Investigacion 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:

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
WwWw.incmnsz.mx

Se recomienda que en el tltulo se especnfque la especie en la que se realizara el
estudio. »

El agua de que maneja en eI bioterio es-esterilizada por autocIaVe y por esta razén ya no
se acidifica. Corregir esta informacion.

La disposicion de cadaveres no se describié correctamente: “Los cadaveres por ser
bioldgicos no infecciosos se separardn en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar’. Los cadéveres se deben colar en bolsa amarilla que tenga la leyenda:
“RESIDUOS BIOLOGICO INFECCIOSOS’. Esta informacion se debe corregir en el
protocolo. Es importante demas 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 metodologia de como se obtendra el tejido smowal del fémurftibia/peroné y
se incubaré la articulacién.

Especificar como se calcul6 el tamafio de la muestra.

Los investigadores que aparecen en el formato rapido 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 patoégenos como se especifica en el protocolo.
Esto debe corregirse

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




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS . . ; ) ) o . .
Yy NuTtricioni) Elinvestigador debera 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 prototolo 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 realizacion del proyecto
se compraron 24 cajas con sus microaisladores y botellas de agua. Y que de proyectos
previos se adguirieron otras 17 cajas con sus correspondientes microaisladores y botellas
de agua. ‘ .

De antemano le agradezco la atencion que se sirva prestar a la presente.

Reciba saludos cordiales.

Atentamente,

Dra. Janetté Huruzawa Carballeda,
Depto. de Inmunologia y Rreumatologia.

B

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Secciéon XVI
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz.mx
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DRA. GUADALUPE JANETTE FURUZAWA‘CARBALLEDA

Depto. de Inmunologfa y Reumatologia

Presente.
LY

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

INS. NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRAN"

G

Estimada Dra. Furuzawa : . Se s

NN

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacién Experimental titulado:
”ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINH|BINAS Y DE SUS EFECTOS ANTIANGIOGENICOS
EN LA ARTICULACION ARTRITICA.”

Este comité ha dictaminado no aprobarlocon |&s siguientes observaciones:
a) Serecomienda que en el titulo se especifique la especie en@la que se realizaré el
estudio. e
b) Elagua que se maneja en el bioterio es esterilizada por autoclave y por esta razén
ya no se acidifica. Corregir esta informacién.
c) La disposicién de cadaveres no se describié correctamente: “Los caddveres por ser
bioldgicos no infecciosos se separardn en bolsas transparentes y se enviardn a
incinerar”. Los caddveres se deben colocar en bolsa amarilla que tengala
leyenda: “RESIDUQS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”. Esta informacion se
| debe corregir en el protocolo. Es importante ademas, incluir que los desechos de
| los animales y 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 cdmo se obtendra el tejido sinovial del
s fémur/tibia/peroné”y se incubara la articulacién.
e) Especificar como se calculé el tamafio de la muestra.
f) Los investigadores que aparecen en el formato rdpido no coinciden con los que
aparecen en el protocolo capturado en Latis, favor de homogenizar la informacion.
g) Losanimales del DIEB no son libres de patgenos como se especifica en el
protocolo. Esto debe corregirse
h) Se les recuerda que la Norma Oficial especifica que para la transportacién de los
Vasco de Quiroga No. 15 animales, el vehiculo debe contar con aire acondicionado.

Colonia Secciéon XVI
Delegacién Tlalpan
~ México, D.F. 14000
. Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

i) Elinvestigador deberd revisar a los ratones diariamente y de ser posible referirse a
una escala de ddlor conocida como la escala de Melbourne. Esta informacion
también debe ser adicionada al protocolo.

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

e s ~

Es importante sefalar 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.

4

. r‘\/\Ate ntamente,

/ v ¢ / -C’Lb / &
s j‘\’)’k’\)ﬂ '

Drd. Norma A. Bobadilla Sajdoval
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
Colonia Seccién XVi
Delegacion Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO:

Fecha de registro del Protocolo:

Titulo del Protocolo: -

b) Renovacion ¢) Segunda Revision

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular
Institucion de Adscripcion =~ -.. ~

N

Departamento de Adscripcion

Teléfono

Correo electronico

lnvestiga‘dores que Participaran en el Protocolo

Nombre

I3
&

Teléfono



mariela.contrerase
Cuadro de Texto
C

mariela.contrerase
Cuadro de Texto
D

mariela.contrerase
Cuadro de Texto
C
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Estudiantes .

Nombre

Teléfono e-mail
T

Vigencia del Protocolo.
Fecha estimada de inicio del protocolo . -
Fecha tentativa de finalizacion. .

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

Sl
5

5

o
e

¥
&

o

1) Institucién en donde sé realizara el proyecto.

£




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

Ve Gy

3) Justificacion d

G LRI

el experimento y los procedimientos en el uso de animales: -

T ;5

Yo

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
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrolio, 6rganos 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 duracién en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcién 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.




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
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Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia 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 proyecto.

El lnvestlgador debera consultar'

Categoria: [ A | B

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.

Para mayor informacién el lnvestlgador debera consultar; -
hltodlec.eurona. et ?fi’t@féimiammmsi@g ynon-human-orimates/olossar

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

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

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

&

No. de Grubosexperimentales 5
No. de animales por grupo: 5B
No. TOTAL DE ANIM\ALES': 28

8} Especificar el fiempo que permaneceran los animales en el DIEB.

L
Ak
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9} Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacién de la dieta y de agua. '

‘Toma de muestras biolégicas.

Colocacion de canuias y sondas.

Técnica para observacion y modificacion de A
conducta. ; . . :

Inoculaciones de agentes bxologlcos ¥ quxm:cos ’

Ve 4y

Procedimientos quirtirgicos con recuperacién. -~

Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cuales) . - A&

Restriccion fisica N “

Confinamiento o alslamxento ¥

Produccién de anticuerpos monoclonales o] #
policlonales. . -

Induccién de lesiones 4

Agentes teratogénicos o carcinogénicos %

Administracion de sustancias quimicas toxncas X

Implantes o injertos

Estudios estereotaxicos.

Ofros:

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 aplicacion y volumen de toma de muestra, etc.

.

11) Agentes analgésicos, anestésicos yfo tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo ‘ Agente Dosis Via de admén. Frecuencia
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12) ;Qué pardmetros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

13) Cuando el protocolo incluya procedimientoé invasivos de categorias C, D y E {cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacion de antibiéticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccion).

e

14} Evaluacion de signos de deterioro del bjenestér de los animales.

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

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

&

Parametro .0 q 2 3
a) Peso corporal : -

b) Apariencia

) Signos clinicos (Temp., FC., FR,, eic.)

d) Conducta espontanea.

e} Conducta provocada.

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

Criterios de punto final

Basandose en los parametros selecclonados para evaluar la condicion del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
cbservados pueden cuantrﬁcarse asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten. i

a. Variacién de peso corporal:
- " Aceéptable 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 efc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0 siesnormal.
2. 1 siel parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2siesta afectado
4. 3 si esta muy afectado.
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Hay que tener en cuenta que no existe un criteric de punto final adaptable a todos los
procedimienios y es el Investigador Responsable de! 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
ofra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care

Frainas Semene @ T ome g oy e & FERL o n o o oo aiom F570
Er ww.seassaDovuments/Standards/G

&

sifourons

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

o e
]

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
: Pentobarhital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg
r Pentobarbital ™
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg
Pentobarbital . i
Conejo Pistola de perno cautivo |~ 120 mglkg
Asfixia con CO»
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg IV
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

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

17) El protocolo representa riesgo bioldgico?

5.

b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consultar la clasificacién det Center for Disease Control and Prevention.

PO SR AN .
Bfloleevon cdo,oovibiosafelyinub

i

18) Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyécto?
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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 experimentacion 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-Z0O0-1999.

- Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora

Dr. Jorge Alberto Barrios Payén N - Secretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonza’lei Vocal ’

Dr. Alejandro Zentella Dehesa AMocal

Dra. Nimbe Torres y Torres co v | Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos o Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasce {/ocal




nstituto de Neurobiologia Universidad Naciona , ), Queretaro,
Mexico 76230, Tel. 52-442-2381028 e Znstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Zalvador Zubiran, Depto. De inmunologia y Reumatologia, Vasco de Quiroga No. 15, Col.
Seccion XVI, CP 14000, México, D.F.

SINTESIS DEL PROYECTO ’

Hemos demostrado que la administracion crénica de la hormona prolactina (PRL), o la induccién farmacolégica
de hiperprolactinemia, promueve la supervivencia del cartilago y atenda la inflamacion en modelos experimentales de
arritis 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 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 conversion 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 conversién proteolitica de PRL a
vasoinhibinas y los efectos de ambos peptldos sobre los tejidos de la 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 crénica de las articulaciones y donde la vascularizacién de la membrana
sinovial sostiene su hiperplasia y transformacion hacia un frente inflamatorio (‘pannus”) que destruye el cartilago y el
hueso merced, entre otros factores, a la produccion de citocinas proinflamatorias (Cit: TNF-ct. IL-1B, INF-y, IL-6, etc.).
La demostracion de que la PRL regula negativamente la apoptosis del cartilago y la expresion y efecto de las Cit sobre
tejidos de la articulacion, y que la conversion de PRL hacia vasoinhibinas puede tener efectos positivos (inhibicion de la
vasculanzacnén) apoya la pertinencia de estudiar a la PRL y a las vasoinhibinas como posibles factores reguladores de
la progresion de la AR y 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 infldmacion (exposicién in vitro a Cit'o cuando las células 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 cultivos primarios de sinoviocitos bajo
condiciones normales y de inflamacion; (3) el efecto sobre la angiogénesis de la membrana sinovial de la sobre-
expresion de vasoinhibinas transducidas por virus adenoasociados recombinantes inyectados intra-articularmente en
ratones artriticos. La mayor comprension de los mecanismos responsables de la generacion de vasoinhibinas y de las
acciones de las vasoinhibinas sobre la angiogénesis de la articulacion artritica contribuira a esclarecer la participacion
de la PRL y sus metabolitos en la fisiopatologia de la articulacion y su relevancia clinica potencial en el tratamiento de
la ARy de ofras artropatias inflamatorias.

ANTECEDENTES ‘ : /

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 enfre 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
conllevan al desarrollo de un frente invasivo 0 “pannus” que destruye el cartilago y el hueso. La hipoxia local derivada
de la infiltracién y proliferacién celular estimula la angiogénesis sinovial via la produccion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y de citocinas proinflamatorias y proangiogénicas (TNF-o., IL-1PB, IL-6, etc.), que perpetian
la hiperplasia sinovial (Firestein, 2003). Ademas, las citocinas proinflamatorias destruyen la articulacion a través de
estimular la apoptosis de los condrocitos (tnicas células del cartilago), la degradacion de la matriz extracelular del
cartilago (Mcnnes 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
angiogenesis y la destruccion de cartilago y del hueso en la prevencion y tratamiento de la AR. Entre estos factores se
encuentra la hormona prolactina (PRL).



La PRL se identificé por sus efectos sobre la produccion de leche durante la lactancia, pero se conoce que
tiene muchas ofras 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., 2008).
La asociacion de la PRL con la patofisiologia de fa AR se basa en que este padecimiento es fres veces més frecuente
en mujeres que en hombres (Whitacre et al., 1999) y en que los niveles circulantes de PRL son mas altos en las
mujeres que en los hombres. Sin embargo, la lactancia, que es una condicién 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 hiperprolactinemia y no existe una correlacién clara entre 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 Io largo
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 fa PRL hacia vasoinhibinas (Clapp et al., 2009). Las vasoinhibinas son una
familia de peptidos derivados de la protedlisis egpecifica 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,
la 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 inflamacitn y la angiogénesis en la articulacion artritica. Se observo que la PRL inhibe la
apoptosis del cartilago inducida in vitro e in vivo por una mezcla de citocinas pro-inflamatorias (Cit: TNF-o, IL-18, IFN-
7). Este efecto lo ejerce directamente sobre sus receptores en condrocitos a través de mecanismos independientes del
oxido 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 la 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, la inflamacién y el dolor de la articulacion (Adan et al., 2013). Estos
resultados apoyan el valor preventivo y terapéutico de la PRL en la AR. Ademds, el haber demostrado el beneficio del
haloperidol (una droga de uso clinico por sus efectos antipsicéticos que funciona como antagonista de los receptores
D2 de dopamina y, por ende, estimula la secrecion hipofisiaria de la PRL) provee una estrategia practica para el
tratamiento con PRL (Adan et al., 2013). Sin embargo, también encontramos que la influencia de la PRL sobre la artritis
es mas compleja y puede verse modificada por su conversién hacia vasoinhibinas. Los condrocitos producen
metaloproteasas de matriz (MMP) que generan vasoinhibinas a partir de PRL (Macotela et al., 2006), las Cit estimulan
ta 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 la infiltracién de células inmunes y la
hiperplasia de la membrana sinovial.

ANALISIS Y PRODUCTCS ESPERADOS

En este proyecto investigaremos efectos de la PRL y de las vasoinhibinas sobre la:supervivéricia, proliferacion,
y expresion de mediadores de infltamacién en células aisladas 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 tratados o no con Cit (TNF-a., IL-1B, IFN-y) y en tejidos aislados
de articulaciones artriticas y normales. M&s aun, dado a que la artritis inducida por colagena tipo l (CIA), es el modelo
de artritis inflamatoria murina con mayor similitud ala 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
(AAV2-Vi) inyectados intra-articularme.

El trabajo propuesto se traducird en publicaciones cientificas indexadas y en comunicaciones formales en
reuniones nacionales e internacionales que permitiran entender mejor el papel de la PRL y su valor terapéutico
potencial en la artritis inflamatoria. Ademas, los resultados obtenidos contribuiran a reforzar una linea de investigacion
que por mas de 20 afios se ha centrado en las implicaciones funcionales de la metabolizacién de la hormona PRL
hacia péptidos (vasoinhibinas) con relevancia funcional propia. Finalmente, la obtencién de este apoyo permitira la
conclusion satisfactoria del trabajo de tesis de al menos una alumna de doctorado.

HIPOTESIS

La PRL y las vasoinhibinas ejercen acciones sobre la supervivencia y la proliferacién de sinoviocitos y la
angiogénesis de la membrana 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.



OBJETIVOS

I Analizar efectos sobre cultivos primarios de sinoviocitos de la PRL y de las vasoinhibinas bajo condiciones de
inflamacién (exposicion a las Cit: TNF-a, IL-1, IFN-y).

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

Meta B. Evaluar el efecto de Cit sobre la supervivencia, proliferacion 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, profiferacion y expresién de
factores de inflamacién en los 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 0 en combinacién con vasoinhibinas en presencia o ausencia de Cit sobre la
supervivencia, proliferacion y expresiofi de factqres de inflamacién en sinoviocitos.

it. Determinar fa actividad y naturateza de proteasas capaces de generar vasoinhibinas en sinoviocitos y tejidos
de la articulacion bajo condiciones de inflamacién.

Meta A. Evaluar si el fratamiento 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 PRL vy si
dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de MMP.

NN

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

Meta A: Analizar la transduccién 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 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, e IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y ratén (Programa Nacional de Hormonas
e Hipofisis, Torrance, CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por protedlisis enzimatica y mutagénesis dirigida
del cDNA de PRL de acuerdo a nuestros métodos (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 femuritibia/peroné y se incubar la articulacion en 20 ml de DMEM suplementado con 20% SFB y
antibiticos, conteniendo 1 mg / ml de colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/ml de desoxirribonucleasa, con agitacién 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 celular se resuspendera en 10 ml 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), vasoinhibinas (10-100 nM), con o sin concentraciones variables de Cit (TNF-a, IL-18, IFN-y). Se
evaluaran efectos sobre apoptosis y proliferacién mediante los métodos de ELISA y MTT, respectivamente (Adan et al.,
2013; Mosmann, 1983). Posibles efectos de sobre apoptosis se intentaran bloquear en presencia inhibidores de la
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 0 24 horas seran
analizados por Western blots con anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas o no (segtn el caso) de JAK2,
STATS, IkBo e kB, etc. Se evaluaré la expresion de genes anti-apoptéticos (Bcl-2, Pim-1 y Bel-XL,), pro-apoptoticos
(p53, Bel-Xs caspasa-3), citocinas o factores inflamatorios (INOS, TNF-a, IL1-8, e IFN-y, IL-6, etc), factores
proangiogénicos (VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor soluble 1 de VEGF) mediante PCR en tlempo real y las
proteinas por Western-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
Neurobiologia 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 I (C1A): Ratones macho (cepa DBA/1OlaHsd) de 8 semanas de edad
seran inmunizados via intradérmica en la base de la cola con 100 ug de colagena tipo Il de pollo (Sigma-Aldrich)
diluida en 20 mL de &cido acético 5 mM, y-emulsificada 1:1 en ACF empleando una esclusa. Tres semanas después se
hara un refuerzo con la 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
desarrollo de artritis de acuerdo a la siguiente escala: 1) eritema de dedos, 2) eritema e inflamacién de la pata, 3)
edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de mowmlento en toda la extremidad. La evaluacién se hard en forma
ciega, por un mismo observador.




Al finalizar el
experimento
se obtendra
el suero
(para
analizar
niveles de
Vi) y las dos
articulacione
s de las
rodillas  de
cada animal.
De cada
grupo: 3
rodillas seran
evaluadas
para
angiogénesis
por
histologia y 7
rodillas 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 conveniente incrementar la (n) para el andlisis de PCR
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Inmunizacion

Dia 0: Primera inmunizacién; 100 pL de emulsion conteniendo 100 ug Cli chicken/CFA por ratén
Dia 21:Segunda inmunizacion: 100 uL de emulsién conteniendo 100 ug Cli chicken/CFA por ratén
Via de inmunizacién: Intradérmica 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): 10uL AAV2 + 5 pL
vehiculo. En total 15 ulL / rodilla de ratén.

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 (inmunohistoquimica para el marcador de endotelio CD31) y por
qPCR (CD31, vWF-VIil). Valoracién de la expresion de los AAV2-Vi en la articulacion (qPCR)

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

MANIOBRAS CONDUCTUALES. Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearan cajas de policarbonato de piso sdlido con microaislador. La cama
sera de &lamo estéril, con una densidad poblacional de 2 a.5 ratones por caja, a condiciones de temperatura, humedad
ventilacién estandar, iluminacién y ciclos de luz/obscuridad normal.
Se tienen cajas, camas, alimento y agua estéril. Ademas las cajas tienen microaisladores. Todo lo anterior
reduce al minimo las posibilidades 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 empleara para ello jeringas de insulina.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccién intra-articular (en articulaciones de las dos rodillas) de AAV2-
Vi sc (stock 6.7x10%9 vg/uL): 10uL AAV2 + 5 L vehiculo. En total 15 L / rodilla de raton (Seré realizado por la Dra.
Norma Adan 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.
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El PUNTO FINAL DEL ESTUDIO sera cuando el animal no pueda mover la extremidad debido a la artritis 0 cuando el

estudio pudiera complicarse de tal forma que se produzca 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 inyeccion para determinar que no se observe necrosis. Una
vez por semana se tomara la temperatura 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 articulaciones seran procesadas por histologia en parafina y evaluadas para
apoptosis (TUNEL e inmunohistoquimica 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,
inflamacién y angiogénesis (VEGF, VEGFR, sFit-1) aislado, exiraido y cuantificado por PCR tiempo real de acuerdo a
métodos descritos previamente (Adan et aI., 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 transgén a las
vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAV2 que codifican para la proteina verde fluorescente (AAV2-
GFP). Estos virus estén siendo producidos y probados mediante métodos descritos por (Ramirez et al., 2011). Para su
transduccion los AAV2 (5 pl conteniendo 2 X 1010 de cada vector en 5ul de vehiculo) o su vehiculo (10 wl; 10 mM Tris-
HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) seran inyectados intra-articularmente antes de iniciar la induccién de CIA. Los niveles de
expresion y localizacién de los transgenes en tejidos artxculares seran 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 sembrados en 600 ul de medio DMEM por 24 hen ausencia o presencia de TNF-g,
(25 ng/ml), IL-1B (10 ng/ml) e IFN-y (10 ng/ml), solas o en combinacion con 10 puM del inhibidor de MMP, GM6001, y de
ofros grupos de proteasas (Macotela et al., 2006). En otros experimentos, lisados (2 pg/2ul) y medios condicionados (5
ul) 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 CaCl,, 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 Western blot/densitometria.

GRUPO DE TRABAJO E INFRAESTRUCTURA

Instituto de Neurobiologia (UNAM)

El grupo de trabajo que desarrollarg el proyecto esta constituido por la responsable, investigadora titular C,
nivel 1il del SNI, PRIDE D (C.Clapp) y los siguientes participantes: una-investigadora asociada (Bibiana Moreno
Carranza), un técnico titular (Fernando Lopez 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 internacionales arbitradas relacionadas con el tema del proyecto (27 en los dltimos 5 afios). La
metodologia a utilizar incluye: manejo de animales y técnicas quirdrgicas, inyecciones intra-articulares, procesamiento
histolégico de la articulacion, aislamiento y cultivo de condrocitos, evaluacion de la apoptosis (TUNEL, ELISA), de la
expresion de proteinas (PCR tiempo real, Western blots), desarrollo y caracterizacion de vectores derivados de virus
adenoasociados, andlisis de la prote6lisis de PRL, desarrollo de modelos de artritis (inducidos por la inyeccién
intradérmica del adyuvante completo de Freund o por la administracion de albimina metilada), caracterizaciéon de
mecanismos de sefializacién (inmunoprecipitacién-Western blots y uso de agentes farmacologicos), etc. Ademas, el
laboratorio de fa Dra. Clapp cuenta con las instalaciones y equipamienfo basico para técnicas quirirgicas, de cultivo
celular, bioquimica de proteinas, histologia, biologia molecular, etc. El 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 velogidad y ultracentrifuga), equipo de electroforésis para
proteinas y acidos nucleicos, sonicador, homogenizador, especirofotometro, digitalizador de laminillas, analizador de



imagenes, contadores de emisiones beta y gama, termociclador, densitémetro, lector de ELISAS, bafio de temperatura
controlada, congelador ultrafrio, etc. En colaboracién con otros laboratorios se tiene acceso a un deionizador de agua,
incluidor de parafina, microscopio confocal y electrénico, etc. Se cuenta con los servicios de secuenciacion, bioterio,
biblioteca y otros servicios de apoyo.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
El grupo de trabajo que desarrollara el modelo murino esté constituido por la responsable, investigadora en Ciencias

Médicas C, nivel Il del SNI, (J. Furuzawa). El grupo cuenta con experiencia en el desarrollo del modelo (Godina-
Gonzalez S, Furuzawa-Carballeda J, Utrera-Barillas D, Alcocer-Varela J, Teran LM, Vazquez-Del Mercado M, Leal YA,
Alvarado-Cabrero |, Veldzquez JR. Amoebic monocyte locomotion 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, Aguﬂar 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 IL-17-producing
CD4+ T cells (Th17) cells in collagen-induced arthritis. Clin Develop Immunol, 2012;2012:618608, 11 pages).
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ANALISIS DE LA GENERACION DE LAS VASOINHIBINAS Y DE SUS
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SINTESIS DEL PROYECTO .

Hemos demostrado que la administracion cronica de la hormona prolactina (PRL), 0 la
induccion farmacologica de hiperprolactinemia, promueve la supervivencia del cartilago 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 la membrana
sinovial que es dependiente de angiogénesis y que determina la destruccion de la articulacion en
las artritis inflamatorias. Por lo tanto, la conversion 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 la influericia 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 vascularizacion de la membrana sinovial sostiene su hiperplasia y transformacion
hacia un frente inflamatorio (‘pannus”) que destruye el cartilago y el hueso merced, entre otros
factores, a la produccion de citocinas proinflamatorias (Cit: TNF-cc. IL-1B, INF-y, IL-6, efc.). La
demostracion de que la PRL regula negativamente la apoptosis del cartilago y la expresion y
efecto de las Cit sobre tejidos de la articulacion, y que la conversion de PRL hacia vasoinhibinas
puede tener efectos positivos (inhibicion de la vascularizacion) apoya la pertinencia de estudiar a
la PRL y a las vasoinhibinas como posibles factores reguladores de la progresion de la AR y
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 inflamacién (exposicion in vitro a Cit
0 cuando las células 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 cultivos primarios de sinoviocitos bajo
condiciones normales y de inflamacion; (3) el efecto sobre la angiogénesis de la membrana
sinovial de la sobre-expresion de vasoinhibinas transducidas por virus adenoasociados
recombinantes inyectados intra-afticularmente en ratones artriticos. La mayor comprensién de
los mecanismos responsables de la generacién de vasoinhibinas y de las acciones de las
vasoinhibinas sobre la angiogénesis de la articulacion artritica contribuira a esclarecer la
participacion de la PRL y sus metabolitos en la fisiopatologia de la articulacion y su relevancia
clinica potencial en el tratamiento de la AR y de olras artropatias inflamatorias.
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ANTECEDENTES

La artriis reumatoide (AR) afecta a un gran nimero de personas (1% de la poblacion
mundial), 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, fa infiltracion de células inmunocompetentes,
la angiogénesis y la hiperplasia de la membrana sinovial conllevan al desarrollo de un frente
invasivo o “pannus” que destruye el cartilago y el hueso. La hipoxia local derivada de la
infiltracion y proliferacion celular estimula la angiogénesis sinovial via la produccion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de citocinas proinflamatorias y proangiogénicas (TNF-
a, IL-1B, IL-6, etc.), que perpetian la hiperplasia sinovial (Firestein, 2003). Ademas, las citocinas
proinflamatorias destruyen la articulacion a través de estimular la apoptosis de los condrocitos
(Unicas células del cartilago), la degradacion de fa matriz extracelular del cartilago (Mclnnes and
Schett, 2007; Schuerwegh et al., 2003) ¥ 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 la AR. Entre estos factores se encuentra la hormona prolactina (PRL).

La PRL se identifico por sus efectos sobre la produccién de leche durante la lactancia,
pero se conoce que tiene muchas ofras acciones sobre tipos celulares que incluyen a células de
la articulacion: células inmunes, condrocites 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 fres veces mas
frecuente en mujeres que en hombres (Whitacre et al., 1999) y en que los niveles circulantes de
PRL son més altos 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
hiperprolactinemia y no existe una correlacion clara entre 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 largo 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 péptidos 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, la vasopermeabilidad y la vasodilatacién
(Clapp et al., 2009).

Recientemente se obtuvieron evidencias de que la PRL y las vasoinhibinas pueden
participar en modular Ia destruccion del cartilago, la inflamacién y la angiogénesis en la
articulacion artritica. Se observo que la PRL inhibe la apoptosis del cartilago inducida in vitro e in
vivo por una mezcla de citocinas pro-inflamatorias (Cit: TNF-ar, IL-1B, IFN-y). Este efecto lo
ejerce directamente sobre sus receptores en condrocitos a través de mecanismos
independientes del dxido 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 la expresion de
Cit. El tratamiento con PRL o la induccion farmacologica de hiperprolactinemia antes o después
de inducir artritis inflamatoria en la rata disminuye la apoptosis de los condrocitos, fa expresion
de Cit, la formacion de pannus, la 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 los receptores D2 de dopamina y, por ende, estimula la
secrecion hipofisiaria de la PRL) provee una estrategia practica para el tratamiento con PRL
(Adan et al., 2013). Sin embargo, también encontramos que la influencia de la PRL sobre Ia




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), las Cit estimulan la produccion de MMP (Feldmann et al., 1996) y
las vasoinhibinas inhiben la angiogénesis (Clapp et al., 2009; Koch, 2003) y estas acciones
podrian proteger contia la artritis a través de reducir la infiltracion de células inmunes y la
hiperplasia de fa membrana sinovial.

ANALISIS Y PRODUCTOS ESPERADOS

En este proyecto investigaremos efectos de la PRL y de las vasoinhibinas sobre la
supervivencia, proliferacion, y expresion de mediadores de inflamacion en células aisladas 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 tratados o no con Cit (TNF-cc, IL-1B, IFN-y) y en tejidos
aislados de articulaciones artriticas y normales. Méas aiin, dado a que la artritis inducida por
colagena tipo Il (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 (AAV2-Vi) inyectados
intra-articularme. o

El trabajo propuesto se traducird en publicaciones cientificas indexadas y en
comunicaciones formales en reuniones nacionales e internacionales que permitiran entender
mejor el papel de la PRL y su valor terapéutico potencial en la artritis inflamatoria. Ademas, los
resultados obtenidos contribuiran a reforzar una linea de investigacion que por mas de 20 afios
se ha centrado en las implicaciones funcionalés de la metabolizacion de la hormona PRL hacia
péptidos (vasoinhibinas) con relevancia funcional propia. Finalmente, la obtencién de este apoyo
permitira la conclusion satisfactoria del trgbgjo de tesis de al menos una alumna de doctorado.

HIPOTESIS : ' Lo

La PRL y las vasoinhibinds ejercen acciones sobre la supervivencia y la proliferacion de
sinoviocitos y la-angiogénesis de la membrana sinavial 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.

OBJETIVOS

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

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

Meta B. Evaluar el efecto de Cit sobre la supervivencia, proliferacion y expresion de factores de
inflamacion en los sinoviocitos. . ’

Meta C. Evaluar el efecto de la PRL sola o en combinacion 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, 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, proliferacion y expresion de factores de inflamacion en
sinoviocitos.

. 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 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
a partir de PRL y si dicha generacion se bloquea en presencia de inhibidores de MMP.

I Analizar si las vasoinhibinas modifican 1a angiogénesis, la hiperplasia de la membrana
sinovial y la inflamacion en ratones con artritis inducida por colagena 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 ratonies de fa cepa DBA/1 bajo condiciones control o de artritis
(CIA). .
Meta B: Evaluar si la administracion intra-articular de AAV2-Vi- modifica la hiperplasia, Ia
angiogeénesis y la inflamacion debida a la CIA ‘

METODOLOGIA L e :

Se adquiriran TNF-q, IL1-B, e IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y raton (Programa
Nacional de Hormonas e Hipofisis, Torrance, CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por
proteclisis enzimatica y mutagénesis dirigida del cDNA de PRL de acuerdo a nuestros métodos
(Clapp, 1987; Galfione et al., 2003). ‘

OBTENCION DEL TEJDO SINOVIAL DEL FEMUR/TIBIAPERONE: La articulacion
fémurtibia/peroné completa se disecara bajo la flama del mechero de Bunsen de acuerdo al
protocolo de Hardy y colaboradores (Hardy, 2013). En seguida, se removera cuidadosamente el
musculo circundante a la articulacion, se'seccionara la parte inferior de la patela y los ligamentos
que unen al fémur con la tibia para exponer la-cavidad articular junto ton el tejido sinovial. La
articulacion abierta (cavidad y tefido 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
antibidticos, adicionado con 1 mg/mL de colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/mL de desoxirribonucleasa y
se incubara bajo agitacion (300 rpm) durante 3 h a 37° C. Posteriormente, se removera la
articulacion y los pequefios fragmentos de tejido remanentes en el tubo se filtraran a través de
una malla de nylon. El 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 CO; 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 fémur/tibia/peroné y se incubara la articulacion en 20 ml
de DMEM suplementado con 20% SFB y antibitticos, conteniendo 1 mg / ml de colagenasa tipo
4y 0.1 mg/mi de desoxirribonucleasa, 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 celular se resuspendera en 10 ml de medio fresco y se
cultivara a 80% de confluencia, a 37 °C, 5% de CO,. /

EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los
sinoviocifos seran incubados con PRL (10-100 nM), vasoinhibinas (10-100 nM), con o sin
concentraciones variables de Cit (TNF-a, 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 la 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, STAT3,
lkBa. e IkBp, etc. Se evaluara la expresion de.genes anti-apoptoticos (Bel-2, Pim-1 y Bel-X,),
pro-apoptoticos (p53, Bel-Xs caspasa-3), citocinas o factores inflamatorios (iNOS, TNF-q, IL1-B, e
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 protocolos
establecidos (Adan et al., 2013).

ANIMALES: Todos los experimentos, en animales han sido autorizados por el Comité de Etica del
Instituto de Neurobiologia 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 C(_)LAGENA TIPO 11 (CIA): Ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de
8 semanas de edad seran inmunizados via intradérmica en la base de la cola con 100 Mg 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 la 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 inyeccion de colagena y se
registrara el desarrollo de artritis de acuerdo a la siguiente escala: 1) eritema de dedos, 2)
eritema e inflamacion de la pata, 3) edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de movimiento en
toda la 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. - S :

2

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

Grupos:

GRUPO TRATAMIENTO
' control
AAV2-Vi
AAV2-GFP
ARTRITIS (CIA)
CIA+AAV2-Vi
CIA+AAV2-GFP

MUESTRA "n"
5

LR B o I B
w1 |~ e [an [on

En nuestra experiencia 5 es un namero minimo para la deteccion de diferencias estadisticas
confiables (Adan, 2013). En apoyo a esto, estudios en ratones DBA/1 que evalian 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. Ademés 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 y los tejidos articulares de
acuerdo a la Tabla 2 siguiendo la organizacion indicada en la Tabla 3.

TABLA 2. .
TEJIDO U ORGANO EVALUACION . - -
SANGRE . . | @) Marcadores de inflamacion sistémica (ILR1 IL-6, TNF-a, IFN-y, CRP
(todos los animales). ~ | etc.,) por ELISA
Membrana sinovial ' a) Cultivo +primario de sinoviocitos para analizar efectos de Vi o PRL
(de rodilla) sobre a expresion (QPCR) de marcadores de inflamacion (IL-1, IL-6,
TNF-a, IFN-y, efc.,) y angiogénesis (CD31, factor von Willebrand, VEGF
receptor 2 VEGF).
Rodilla y Tobillo a) Evaluacion de Ia.expresmn (QPCR) de marcadores de integridad de
completo cartilago y hueso (apoptosis, supervivencia, proliferacion celular, erosion
' 0sea) y angiegénesis (CD31, vWF-VIII).
b} Evaluacion histolégica de la integridad de cartilago y hueso
(apoptosis, supervivencia, proliferacion celular, erosion 6sea), y
angiogénesis (CD31, vWF-VIII).

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

TABLA 3. e
GRUPO | TRATAMIENTO | MUESTRA ) Disposicién de muestras
3 para Aislamiento de membrana sinovial
1 control 5 X2 10
articulaciones |-articulaciones |4 para gPCR
4 para Anélisis histologico
3 para Aislamiento de membrana sinovial
2 AAV2-Vi 5 x2 10
articulaciones. | articulaciones |4 para gPCR
4 para Anélisis histologico
) 10 3 para Aislamiento de membrana sinovial
x . a
3 AAVZ-GFP 5. articulaciones [ articulaciones | P2ra 4PCR
4 para Andlisis histologico
) 10 3.para Aislamiento de membrana sinovial
X
4 ARTRITIS (C1A) 5 articulaciones | articulaciones |-+ P2@qPCR
4 para Analisis histologico
) 10 4 para Aislamiento de membrana sinovial
. X
3 CIAAAV2-Vi 7 articulaciones | articulaciones |2 Par2 4PCR
5 para Andlisis histologico
» 10 3 para Aislamiento de membrana sinovial
X .
6 CIAtAAV2-GFP S articulaciones | articulaciones |4ParaaPCR
4 para Analisis histologico




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

En donde n = nimero de réplicas por tratamiento™
02 = Estimado de la varianza (de la unidad experimental)
d = diferencia esperada, a detectarse, entre los tratamientos.

[

Al finalizar el experimento se obtendra 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 canveniente incrementar la (n) para el anélisis de PCR

PROTOCOLO:
DiAS 0 21 28 51
;nmunizacién :nmunizaci(mJm

Sacrificio

I AAV2

Dia 0: Primera inmunizacion: 100 uL de'emulsion conteniendo 100 ug Cll chicken/CFA por raton
Dia 21:Segunda inmunizacién: 100 uL de emulsion conteniendo 100°ug CIi chicken/CFA por
raton :

Via de inmunizacion: Intradérmica en la base de la cola.

Dia 21:
Inyeccion intra-articular (en articulaciones de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x10%9
vg/uL): 10uL AAV2 + 5 pL vehiculo. En total 15 pL / rodilla de ratén.

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

Dia 28: Evaluaciones: Hinchazon articular/peso/dolor.

Dia 31

Dia 34

Dia 37

Dia 40

Dia 43

Dia 46

Dia 49 N .

Dia 51: Ultima evaluacion y sacrificio.

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




MEDICIONES FISIOLOGICAS. Durante el transcurso de las 7 semanas que comprende cada
experimento, se valorara la progresion inflamatoria en cada animal, midiendo el grosor de las 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,
vocalizaciones anormales, lamido, mordisqueo, rascado de la zona con dolor, cambios de
apariencia del pelaje, cambios enla postura o deambulacién, tension del abdomen, cambios en
el nivel de actividad, disminucion de la ingestion de alimento y agua, cambios en la expresion
facial, sudoracion ylo salivacion \excesivas, descargas oculonasales, respiracion rapida y
superficial, etc.). »

ALIMENTACION. Libre de patogenos en pellets Ad libitum.

AGUA. Esterilizada por autoclave, Ad fibitum.

MANIOBRAS CONDUCTUALES. Ninguna -

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearan cajas de policarbonato de piso solido 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 ventilacion estandar, iluminacién y ciclos de
luz/obscuridad normal. Los ratones adquiridos son libres de patogenos. Se tienen cajas, camas,
alimento y agua estéril. Ademas las cajas tienen microaisladores. Todo o anterior reduce al
minimo las posibilidades de infeccién por Mycoplasma arthritidis.

RESTRICCION FISICA Y EJERCICIO. Ninguné.

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 colagena en adyuvante completo. Se empleara para ello j jenngas de insulina.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccion intra-articular (en articulaciones de las
dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x10"9 vg/uL): 10uL AAV2 + 5 pL 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 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 ratones 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 mantendran bajo la norma 062-Z00-1999.

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 produzca en el animal un
sufrimiento innecesario por ejemplo, que deje de comer o beber, que presente automutilacion de




la parte afectada o bien produzca vocalizaciones. Ademés se revisara a los ratones dos veces
por semana en el sitio de inyeccion para determinar que no se observe necrosis. Una vez por
semana se tomara la temperatura 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 articulaciones seran
procesadas por histologia en parafina y evaluadas para apoptosis (TUNEL e inmunohistoquimica
para caspasa-3 activada), hiperplasia de la membrana sinovial vy angiogénesis
(inmunohistoquimica 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 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 transgér a las vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAV?
que codifican para la proteina verde fluorescente (AAV2-GFP). Estos virus estan siendo
producidos y probados mediante métodos descritos por (Ramirez et al., 2011). Para su
transduccion los AAV2 (5 pl conteniendo 2 X 1010 de"cada vector en 5pl de vehiculo) o su
vehiculo (10 pl; 10 mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) seran inyectados intra-articularmente
antes de iniciar la induccion de CIA. Los niveles de expresion y localizacion de los transgenes en
tejidos articulares seran evaluados por RT-PCR o inmunohistoquimica para GFP,
respectivamente. T

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 pl de medio
DMEM por 24 h en ausencia o presencia de TNF-o, (25 ng/mi), IL-16 (10 ng/ml) e IFN-y (10
ng/ml), solas o en combinacion con 10 UM del inhibidor de MMP, GMB001, y de otros grupos de
proteasas (Macotela et al, 2006). En otros experimentos, lisados (2 ug/2ul) y medios
condicionados (5 i) de sinoviocitos tratados o no con citocinas seran incubados con 15 pl de
una preparacion de PRL (200 ng/ml en 0.05 M Tris-HCI, 0.01 M CaCl,, 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 Western blot/densitometria.

GRUPO DE TRABAJO E INFRAESTRUCTURA

Instituto de Neurobiologia (UNAM)

El grupo de trabajo que desarrollara el proyecto esta constituido por la responsable,
investigadora titular C, nivel Il del SNI, PRIDE D (C.Clapp) y los siguientes participantes: una
investigadora asociada (Bibiana Moreno Carranza), un técnico titular (Fernando Lopez 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 Ultimos 5 anos). La
metodologia a utilizar incluye: manejo de animales y técnicas quiriirgicas, inyecciones intra-
articulares, procesamiento histologico de la articulacion, aislamiento y cultivo de condrocitos,
evaluacion de la apoptosis (TUNEL, ELISA), de la expresion de proteinas (PCR tiempo real,
Western blots), desarrollo y caracterizacion de vectores derivados de virus adenoasociados,
andlisis de la 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), etc. Ademas, el laboratorio de la Dra. Clapp cuenta con las
instalaciones y equipamiento basico para técnicas quirtrgicas, de cultivo celular, bioquimica de
proteinas, histologia, biclogia molecular, etc. El 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 &cidos nucleicos, sonicador, homogenizador,
espectrofotometro, 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 colaboracion con otros laboratorios se tiene acceso a un deionizador
de agua, incluidor de parafina, microscopio confocal y electronico, efc. Se cuenta con los
servicios de secuenciacion, bioterio, biblioteca y otros servicios de apoyo.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

El grupo de trabajo que desarrollara el modelo-murino esta constituido por la responsable,
investigadora en Ciencias Médicas C, nivel Il del SNI, (J. Furuzawa). El grupo cuenta con
experiencia en el desarrollo del modelo {Godina-Gonzalez S, Furuzawa-Carballeda J, Utrera-
Barillas D, Alcocer-Varela J, Teran LM, Vazquez-Del Mercado M, Leal YA, Alvarado-Cabrero I,
Velazquez JR. Amoebic monocyte locomotion 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-Hernandez S, Aguilar
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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 administracian cronica de la hormona prolactina (PRL), o la induccion farmacoldgica de hiperprolactinemia,
promueve la supervivencia del cartlfago y atenda fa inflamacion en modelos experimentales de artritis inflamatoria (Adan et al., 2013). También

reportamos que células del cartilago (condracitos) producen metaloproteasas de matriz que procesan a la PRL hacia vasoinhibinas, una famifia
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 destruccion de la articulacion en las artritis inflamatorias. Por lo tanto, la conversion 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 fejidos de la

tp://132.247.8.83/atis/reportes/exportarRegistroH TML.php ] 1/15




4212015

Definicién del problema:

INNSZ

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 inflamacidn crénica de las articulaciones y donde la vascularizacion de la membrana sinovial sostiene su hiperplasia y transformacion hacia
un frente inflamatorio (*pannus”) que destruye el cartilago y el hueso merced, entre otros factores; a'la produccion de citocinas proinflamatorias
(Cit: TNF-c. IL1B, INF-y, IL-8, etc.). La demostracion de que la PRL regula negativamente la apoptosis de! cartilago y la expresion y efecto
de las Cit sobre tejidos de la articdlacién, y que la conversion de PRL hacla vasoinhibinas puede tener efectos positivos (inhibicion de la
vascularizacion) apoya la pertinencia de estudiar a la PRL y a las vasoinhibinas como posibles factores reguladores de la prbgresién dela ARy
otras enfermedades artriticas. ‘

En este proyecto proponemos investigar; (1) sl la actividad de MMP capaces de generar vasoinhibinas a partir ce PRL se regula
bajo condiciones de inflamacion (exposicién in vifro a Cit o cuando las células son ‘aisladas de animales artriticos) en cultivos primarios de
sinoviocitos obtenidos de animales artriticos y controles; (2) si la PRL y las vasoinhibinas regulan Ia proliferaéién, 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-expresion de vasoinhibinas transducidas por virus adenoasociados redombinantes inyectédos intra-articularmente en
ratones artriticos. La mayor comprension de los mecanismos responsables de la gerieracion de vasoinhibinas y de las acciones de las
vasoinhibinas sobre la angiogénesis de la articulacién artritica contribuira a esclafeoer la participacion de la PRL y sus metabolitos en la

fisiopatologfa de la articulacion y su relevancia clinica poténcial en el tratamiento de ta AR y de otras artropatjas inflamatorias.
E 7

La grtritis reumatoide (AR) afecta.a un gran numero de persdnas (1% de la pobl‘acién mundial), én su ma;}or parté mujeres

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

infiltracion de células inmunocompetentes, la angiogénesi§ y la hiperplasia de la membrana sinovial conllevan al
desarrollo de un frente invasivo o “pannus” que destruye el cartilago y el hueso, La hipoxia local detivada de la
infiltracién y proliferacién celular estimula fa angiogénesis sinovial via la produccién del factor dé crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y de citocinas proiriflam_atorias y proangiogénicas (TNF-a; 1L, IL-é, etc.), que perpetian la hiperplasia

sinovial {Firestein, 2003). Ademds, las. citocinas proinflamatorias destuyen la articulaciéon a fravés de estimular la

apoptosis de los condrocitos (Gnicas células del cartilage), la degradacion de la matriz extracelular del cartilago (Mcinnes

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 Ié inflamacién, la angiogénesis y la
destruccion de cartilago y del hueso en la prevencién y fratamiento de la AR. Entre estos factores se encuentra la
hormona prolactina (PRL).Hemos demostrado que la administracién crénica de la hormona prolactina (PRL), ola induccién
farmacolégica de hiperprolactinemia, promueve la supervivencia del cartilago y atenia la inflamacién en modelos
experimentales de artritis inflamatoria (Adan et al,, 2013). También reportamos 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 destruccion de la articulacién en las artritis inflamatorias. Por lo tanto, la conversién de
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PRL hacia vasocinhibinas 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 conversién proteolitica de
PRL a vasoinhibinas y los efectos de ambos péptidos sobre los tejidos de la articulacion para poder establecer la

influencia de Ja PRL en los padecimientos artriticos. e

En este proyecto investigaremos efectos de fa PRL y de las vascinhibinas sobre la supervivencia, proliferacién, y expresion de mediadores de
inflamacion en células alsladas de la membrana sinovial y los mecanismos celulares que median dichas acciones. También evaluaremos la
actividad y naturaleza de las proteasas capaces de generar yasoinhibinas a partir de PRL en sinoviocites en cultivo tratados o no con Cit (TNF-
a, IL-18, IFN-y) y en tefidos aislados de articulaciones artriticas y normales. Mas ain, dado a que la artritis inducida por colagena tipo If {CIA),
es el modelo de artritis Inflamatoria murina con mayor similitud a fa 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 (AAV2-Vi) inyectados intra-articularme.

La PRL y las vasoinhibinas ejercen acciones sobre la supervivencia y la prollferacaén de smovnomtos via angnogénems de la niembrana sinovial
en la artritls reumatoide experimental. La resultante de estas acciones se ve inﬂutda por la actividad de metaloproteasas de matriz {u otras

proteasas) que generan vasoinhibinas a partirde PRL, i
’,
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R

e

. Analizar efectos sobre cultivos primarios de sinoviocitos de la PRL y de las vascinhibinas bajo condiciones de inflamacién (exposicion a
tas Cit: TNF-ar, IL-1B, IFN-y). v

Meta A. Establecer y caracterizar €l cultivo primario de sinoviocitos de raton. (

Meta B, Evaluar el efecto de Cit sobre la supervivencia, prolferacion'y expresion de factores de inflamacion en los sinoviogitos. '

Meta C. Evaluar el efecto de la PRL sola 0 en combinacion con Cit sobre la supervivencia, proliferacién y expresion de factores de inflamacion
en los sinoviocitos,

Meta D. Evaluar el efecto de las vasoinhibinas solas o en combinacion 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 combinacion con vasoinhibinas en presencia o ausencla de Clt sobre la supervivencia,

http://132.247.8.83/\atis/reportes/exportarRegistroHTML php
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proliferacién y expresion de factores.de inflamacién en sinoviocitos.

il Determinar la actividad y naturaleza de proteasas capaces de generar vasoinhibinas en sinoviocitos v 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 s extractos de la articulacién artritica promueven la generacion de vasoinhibinas a partir de PRL y si dicha generacion se
blloquea en presencia de inhibidores de MMP,

fil. Analizar si las vasoinhibinas modifican la angiogénesis, la hiperplasia de la membrana sinovial y la inflamacion en ratones con artritis
Inducida por colagena tipo Il (CIA).
Meta A: Analizer 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 artritis (CIA), N . ,
Meta B: Evaluar si la administracion intra-articular de AAVé-Vi modifica la hiperplasia’,"ila angiogénesis y la inﬂémacfén debida a la CIA

3

;e

Especfﬁco (s)

.

Se adquiriran TNF-a, IL1-B, e IFN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y raton {Programa Nagional de Horfﬁonas e Hiptfisis, Torrance,
CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por protedlisis enzimatica y mutagénesis dirigida del cDNA de PRL de acuerde a nuestros
métodos (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
fémurftibialperoné y se incubaré la articulacién en 20 ml de DMEM suplementado con 20% SFB y antibiéticos, conteniendo 1 mg / mi de
colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/ml de desoxirribonucleasa, 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 flltrado se centrifugara a 1200 rpm durante 8 min y el sedimento celular se resuspendera en 10 ml de
medio fresco y se cultivara a 80% de confluencia, a 37 °C, 5% de CO,. '
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EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los sinoviacitos seran incubados con PRL (10-100 n),
vasoinhibinas (10-100 nM), con o sin concentraciones variables de Cit (TNF-o, IL-1B, IFN=y). Se evaluaran efectos sobre apoptosis y

profiferacion 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 la activacion de NF-KB [BAY 117085 y 10 mM salicilato de sodio (Kutuk and
Basaga, 2003; Ni ef al., 2001) o de la actividad de las NOS (L-NAME) (Garcla 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 (segin el caso) de JAK2, STATS,

lkBo & IxBB, etc. Se evaluara la expresion de genes anti-apoptoticos (Bel-2, Pim-1 y Bel-X, ), pro-apoptéticos (p63, Bel-X caspasa-3),

citocinas o factores Inflamatorios (INOS, TNF-g, IL18, 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 ¢l Comité de Etica del Instiuto de Neurobiologia de la UNAM, vy
siguen los requerimientos de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Labgratorio (US National Reséarch Council, Natlonal Academic
Press, Washington, DC). . ’

ARTRITIS INDUCIDA POR COLAGENA TIPO Il (CIA): fRatones macho (cepa DBAMOIaHsd) de 8 seman‘és ‘de edad seran inmunizados via
intradérmica en la base de la cola con 100 pg'de” colagena tipo il de pollo (Sig“ma-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 la misma cantidad de colégena disuelta en
adyuvanta completo de Freund (aceite mineral). Los ratones se examinaran cada semana durante 7 semanas a partir de la primera inyeccion

de colagena y se registrara el desarrollo de artritis de acuerdo a la sngwente escala; 1) eritema de dedos, 2) eritema e inflamacién de la pata, 3)

edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de movimiento en toda Ia extremldad La evaluacnon se hara en forma clega, por un mismo

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

v

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

Crupos:

Control (5 ratones)

CIA (4 ratones)

controf (5 ratones)

control + AAV2-VI (5 ratones)
CIA {5 ratones)

CIA + AAV2-GFP* (5 ratones)
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(7} CIA +AAV2-Vi (5 ratones)
* GFP (proteina verde fluorescente) se utilizara como contro] negativo

Al finalizar el experimento se obtendré el suero (para analizar niveles de Vi) y las dos articuladlones de las rodillas de cada animal. De cada
grupo: 3 rodillas seran evaluadas para angiogénesis por histologia y 7 rodlias 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 conveniente Incrementar la (n) para el analisis de PCR

| PROTOCOLO:
DIAS A _ -

1

Dia 0: Primera inmunizacion: 100 L de emulsion contenienda 100 ug Cli chicken/CFA por ratén
Dia 21:Segunda inmunizacion: 100 pl de emulsion conteniendo 100 ug Gll chicken/CFA por ratén

Via de inmunizacion: Intradérmica en la base de la cola.

Dia 21; | ,
Inyeccion 7intra-articular (en articulaciones de la;’ dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6,7x100 vg/pL): 10pL AAVZ + 5 il vehiculo, En total 15
pL / rodifla de raton, » ‘

Dia'27: Traslado a Querétaro.

Dia 28: Evaluaciones: Hinchazon articular/peso/dalor.
Dia 31

Dia 34

Dia 37

Dia 40

Dia 43

Dia 46

Dia 49
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Dia 61; Ultima evaluacion y sacrificio.
Andlisis de angiogénesis en secciones de articulacion (inmunchistoguimica para el marcador de endotelio CD31) y por qPCR (CD31, vVWE-VIII),
Valoracién de la expresion de los AAV2-Vien la articulacién (GPCR)

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

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

AGUA. Esterilizada por autoclave y acidificada, Ad fibitum.

MANIOBRAS CONDUCTUALES. Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearan cajas de policarbonato de piso sélido con microaislador. La cama sera de dlamo estéril,
con una densidad poblacional de 2 a 5 ratones por caja, a condiciones de temperatura, humedad y ventilacion estandar, iluminacion y ciclos de
luz/obscuridad normal. Los ratones adquiridos son libres de patogenos y se manejaran en éstas condiciones. Se tienen cajas, camas, alimento
y agua estéril. Ademés las cajas tienen 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 100jg de colagena tipo 11 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 empleara para ello j jenngas de insulina.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. nguno

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccion lntra-amcular (en art:culac»ones de las dos rodillas) de AAVZ-V i sc (stock 6.7x10° vg/

uL): 10ul AAV2 + 5 uL vehiculo. Entotal 15 L/ rodilla de ratén (Sera realizado por la Dra. Norma Adén y fa M. enC. 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 cadéveres por ser biclogices' no infecciosos se separardn en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar.

Todos los animales se mantendran bajo la norma 062-Z00-1999,

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 produzca en el animal un sufrimiento innecesario por ejemplo, ‘que deje de comero beber, que presente
automutilacion de la parte afectada o bien produzca vocalizaciones. Ademas se revisara a los ratones dos veces por semana en el sitio de
Inyeccion para determinar que no se observe fiecrosis. Una vez por semana se tomara la temperatura 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 articulaciones serdn procesadas por histologia en parafina y evaluadas para apoptosis (TUNEL e inmunchistoguimica para
caspasa-3 activada), hiperplasia de fa membrana sinovial y angiogénesis {inmunchistoquimica para el marcador de endotelio, anti-CD31), v el
RNA que codifica para mediadores de apoptosis, inflamacion y angiogénesis (VEGF, VEGFR, sFit-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 tipe-2 recombinantes que contienen como transgén a las vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAV2 que
codifican para la proteina verde fluorescente (AAV2-GFP), Estos virus estan siendo producidos y probados mediante métodos descritos por
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mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) serén inyectados intra-articularmente antes de Iniciar la induccion de ClA. Los niveles de expresion y
localizacion de los transgenes en tejidos articulares seran evaluados por RT-PCR o Inmunohistoquimica para GFP, respectivamente,

(Ramn'e et al., 2011). Para su transduccion los AAV2 (5 1l conteniendo 2 X 1070 de cada vector en 5l de vehiculo) o su vehiculo {10 ul; 10

ANALISIS DE PROTEASAS DE PRL: De acuerdo al método descrito por nosotros (Macbte a et al., 2006), se incubaran 5 ug de PRL con 1x108
sinoviocitos sembrados en 600 l de medio DMEM por 24 h en ausencia o presencia de TNF-ot (25 ng/ml), IL-1B (10 ng/ml) @ IFN-y {10 ng/mi),
solas 0 en combinacion con 10 uM del inhibidor de MMP, GMBOO1, y de otros grupos de proteasas (Macotela et al., 2006). En otros

experimentos, lisados (2 ug/2ul) y medios condicionados (5 ui) de sinoviocitos tratados o no con citocinas seran incubados con 15 i de una
preparacion de PRL (200 ng/ml en 0.05 M Tris-HC, 0.01 M CaCly, 0.15 M NaCl, pH 7) por 24 h a 37C en presencla o ausencia de inhibidores

de MMP (fenantrolina, GM6001, o EDTZ). La generacion de vasoinhibinas ser4 evaluada por Westem blot/dens ltometria.

Se adgquiriran TNF-g, IL1-, e [FN-y humanas (R&D Systems) y PRL de rata y ratén {Programa Nacional de Hormonaé e Hipdfisis, Torrance,
CA, EUA). Las vasoinhibinas seran generadas por protedlisis enzimatica y mutagénesis dirigida del cDNA de PRL de acuerdo a nuestros
métodos (Clapp, 1987; Galfione et al., 2003). L.

L3

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE SINOVIOCITOS: De acuerdo al método descrrtq {(Hardy et al &t al, 2013), Se expondra el tejldo sinovial del
femur/tlbla/perone y se incubar la articulacién en "20 ml de DMEM suplementado, con 20% SFBy antlblotmos conteniendo 1 mg / ml de
colagenasa tipo 4 y 0.1 mg/ml de desoxmibonuc!easa éon ag:taclon a 300 rpm durarte 3 h g 37° C. Los agregados tisulares se filtraran a
través de una nfalfa de nylon; el volumen ﬂltrado se centnfugaré a 1200 rpm durante 8 min Y. el sedimento celular se resuspendara en 10 ml de
medio fresco y se cultivara a 80% de confluencia, a 37 “C, 5% de C0s.

EFECTOS Y VIAS DE SENALIZACION ACTIVADAS POR PRL Y VASOINHIBINAS: Los sinoviocitos seran incubados con-PRL (10-100 nM),

vasoinhibinas (10-100 nM), con o sin concentraciones variables de Cit (TNF-a, IL-1p, IFN-y). Se evaluarén efectos sobre apoptosis y
proliferacion mediante los métodos de ELISA y MTT, respectivamente (Adan et al., 2013; Mesmann, 1983). Posibles efectos de sobre

apoptosis se intentaran bloquear en presencia, inhibidores de la activacion de NF-KB [BAY 117085 y 10 mM salicllato 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 serén analizados por Western blots con anticuerpos dirigidos contra las formas fosforiladas o no (seglin el casc) de JAK2, STATS,
lxBow e 1B, etc. Se evaluara la expresion de genes anti-apoptéticos (Bel-2, Pim-1 y Bel-X| ), pro-apoptéticos (p53, BelX caspasa-3),

citocinas o factores inflamatorios (INOS, TNF-g, IL1-B, e IFN-y, IL-8, etc), factores proangiogénicos (VEGF, receptor 2 del VEGF, receptor
soluble 1 de YEGF) mediante PCR en tiempo real y las proteinas por Wester-blot de acuerdo a protocolos establecidos (Adan et al,, 2013).

ANIMALES: Todos los experimentos en animales han sido autofizados por el Comité de Etica del Instituto de Neurobiclogia 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 [l (CIA): Ratones macho (cepa DBA/10laHsd) de 8 semanas de edad seran inmunizados via
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Intradérmica en la base de la cola con 100 pg 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 har un refuerzo con la misma cantidad de colagena disuelta en
adyuvante completo de Freund (acelte mineral). Los ratones se examinaran cada semana durante 7 semanas & partir de la primera inyeccion
de colagena y se registrara el desarrollo de artritis de acuerdo a la siguiente escala; 1) eritema d€ dedas, 2) eritema e inflamacion de la pata, 3)
edema de tobillos, 4) edema e incapacidad de movimiento en toda la extremidad. La evaluacion se haré. 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 gripo.

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

Grupos:

) Contral (5 ratones) .
2} CIA (4 ratones)
3) control (5 ratones) - 4
(4) control + AAV2-VI (5 ratones) S '
} CIA (5 ratones) ' ‘ ’
) CIA + AAV2-GFP* (5 ratones)
)} CIA + AAV2-VI {5 ratones) .

* GFP {protefna verde flucrescente) se utiiizara como control negative

TR oahg

VL

Al fina{lzar el experimento se obtendra 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 angiogénésis por histologia y 7 rodilas se someteran a qPCR para evaluar expresion de marcadores de
anglogénesis {(CD31, VEGF, Factor VonWiIlebrénd), Vi, y factores de inflamacién. |

Nota: Por su variabilidad es conveniente incrementar la {n) para el anélisis de PCR

PROTOCOLO:
DIAS
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’ ~ Dia O Primera
inmunizacion: 100 UL de emulsion conteniendo 100 ug Cll chicken/CFA por ratén
Dia 21:Segunda inmunizacién: 100 L de emulsion contenienda 100 ug Cli chicken/CFA por raton
Via de inmunizacién: [ntradérmica en la base de la cola.

Dia 21:
Inyeccién intra-articular (en articulaciorfes de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6.7x10%° vg/piL): 10uL AAV2 + 5 uL vehiculo, En total 15
L / rodilla de ratén,

Dia 27: Traslado a Querétaro,

Dia 28: Evaluaciones: Hinchazon articular/peso/dolor.

Dia 31 ) :
Dia 34 ‘

Dia 37
Dia 40 .
Dia 43 ' . ' R
Dia 46

Dia 49

Dia 51: Ultima evaluacién y sacrificio, .
Andlisis de angiogénesis en secciones de articulacion {inmunchistoquimica para el marcador de endotelio CD31) y por gPCR (CD31, vWF-Vili),

AR

VL

Valoracion de la expresion de los AAV2-Vi efi la articulacion (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 y tonicidad muscular.

ALIMENTACION, Libre de patgenos, en pellets, Ad libitum,

AGUA, Esterilizada por autoclave y acldificada, Ad ibitum,

MANIOBRAS CONDUCTUALES, Ninguna

MODIFICACIONES AMBIENTALES. Se emplearan cajas de policarbonato de piso sdlido con microaislador. La cama sera de alamo estéri,
con una densidad poblacional de 2 a 5 ratones por caja, a condiciones de temperatura, humedad y ventilacion estandar, iluminacion y clclos de
luz/obscuridad normal. Los ratones adquiridos son libres de patogenos y se manejaran en éstas condiciones. Se tienen cajas, camas, almento
y agua estéril. Ademas las cajas tienen microaisladores. Todo lo anterlor reduce al minimo las posibiidades de infeccion 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 después se hard un refuerzo con la misma cantidad de col4gena en adyuvante completo. Se empleara para ello jeringas de inslina.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS. Ninguno.

hitp://132.247.8.83/at s/reportes/exportarRegistroH TML.php

11715




A

4/2/2015

INNSZ

INOCULACION DE AGENTES BIOLOGICOS. Inyeccion intra-arlicular {en articulaciones de las dos rodillas) de AAV2-Vi sc (stock 6,7x10" v/
HL): 10uL AAV2 + 5 pL vehiculo. En total 15 pL / rodilla de ratén (Ser4 realizado por la Dra. Norma Adan 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 por ser biologicos no infecciosos se separaran en bolsas transparentes y se enviaran a
incinerar.

Todos los animales se mantendrén bajo la norma 062-200-1999,

EI 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 produzca en el animal un sufrimiento innecesario por ejemplo, que deje de comer o beber, que presente
automutilacién de la parte afectada o bien produzea vocalizaciones, Ademas se revisara a los ratones dos veces por semana en el sitio de
inyeccion para determinar que no se observe necrosis. Una vez por semana se tomara la temperatura corporal y se pesaran con una balanza
electronica para determinar el grado de la caquexia,

EVALUACION HISTOLOGICA Y EXPRESION DE MEDIADORES DE APOPTQSIS, IN‘FLAMACION, ANGfOéENESIS EN LOS ANIMALES
ARTRITICOS: Las articulaciones seran progesadas por histologia en parafina y évaluadas para apoptosis (TUNEL e inmunohistoquimica para
caspasa-3 activada), hiperplasia de la membrana sinovla] y angiogénesis (inmunoh,iéioquimica para el marcadof de endotelie, anti-CD31), y el
RNA que codifica para mediadores de apoptosis, inflamacion y angiogénesis (VEGF', VEGFR, sFlt-1) aislads, extraido y cuantificado por PCR
tiempo real de acuerdo a métodos descritos previaménte {Adan et al., 2013). ' ’

; .

.

TRA%'AMIENTO CON VASOINHIBINAS: Para el tratamiento cronico con vasoinhlbinas se iﬁf)ectarén Intra-articularmente vecfores derivados de

-+ adenovirus asociados tipo-2 recombinantes que contienen como transgén a las vasoinhibinas (AAV2-Vi), y se utilizaran como control AAV2 que

codifican para la proteina verde fluorescente (AAVZ-GFP). Estos virus estan slendo producidos y probados mediante métodos descritos por
{Ramirez et al., 2011). Para su transduccion los AAV2 (5 1 conteniendo 2 X 100 de cada vector en 5l de vehiculo) o'su vehiculo (10 wl; 10
mM Tris-HCI, 180mM NaCl, pH 7.4) seran inyectados intra-articularmente antes de iniciar la induccién de CIA. Los niveles de expresién y
localizacion de los transgenes en tejidos arliéula;es seran evaluados por RT-PCR o Inmunohistoquimica para GFP, respéctivamente.

ANALISIS DE PROTEASAS DE PRL: De acuerdo al método descrito por nosotros (Macotela et al,, 2006), se incubaran 5 ug de PRL con 1x1¢8
sinoviocitos sembrados en 600 pf de medio DMEM por 24 h en ausencla o presencia de TNF-o: (25 ng/ml), IL-18 (10 ng/ml) e IFN-y {10 ng/mi),

solas o en combinacion con 10 UM del inhibidor de MMP, GMB0O1, y de otros grupos de proteasas (Macotela et al,, 2006). En otros

experimentos, lisados (2 ug/2ul) v medios condicionados (5 ul) de sinoviocitos tratados o no con citacinas seran incubados con 15 i de una
preparacion 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, GMB001, 0 EDTA). La generacién de vasoinhibinas sers evaluada por' Westem blot/densitometria.
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Metodelogia: Criterios de seleccidn
(0) Comentarios

Criterios de seleccion del protocolo: No aplica

Beneficio (s) del estudio , *
(0) Comentarios - | -

¥

AR

Posible obtencién de un desarrollo tecnologico aplicable al tratamiento de la"artritis reumatoide.

Beneficio:
‘ i
. N M ®

Tipo de beneficio:

Metodologia: Desenlace y variables
(0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variables:  E} andlisis estadistico se Hevard a cabo empleando el programa SigmaStatll con una ANOVA de una via y el subanélisis de
Holm-Sidak. Los datos serdn expresados como promedios + SEM. Los valores de P-menores 0 iguales a 0.05 serdn considerados

como significativos,

Manejo de confidencialidad
13/15
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(0) Comentarios

Acciones, estrategias y precauciones que No aplica
‘seran 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: No aplica
Riesgo (s) del estudio

(0) Comentarios
Molestias generadas por el estudio: No aplica{
Complicaciones del procedimiento: No aplica
Efectos adveisos reportades de :
medicamentos o sustancias utilizadas: No aplica
Métodos de seguridad para el diagnéstico No anlica
oportuno y prevencion de los riesgos: P
Procedimientos a seguir para resolver los No aplica
riesgos en caso de que se presenten:
Otro tipo de riesgo: No aplica
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Consentimiento informado
(0) Comentarios

Hoja de informe al paciente: Mo aplica.pdf

Carta de consentimiento mforg,nado: No aplica.odl

Declaracién de los investigadores
(0) Comentarios

Archivo CEI 04 Declaracion de
investigadores:: MR 0L

© 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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A) SE TESTA NOMBRE DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

B) SE TESTA FIRMA DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

C) SE TESTA CORREO ELECTRONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.

D) SE TESTA NUMERO TELEFONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.





