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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica
de caracter autoinmune que afecta aproximadamente al 1% de la
poblacibn mundial. Su estrategia terapéutica se basa en farmacos
dirigidos a reducir la inflamacion de las articulaciones; sin embargo,
debido al caracter cronico de esta enfermedad, estos tratamientos tienen
importantes efectos adversos, ademas de un alto coste. Esto ha motivado
un gran auge en el estudio del potencial terapéutico de antioxidantes
naturales, como el resveratrol (RSV), como nuevas y complementarias
oportunidades de tratamiento. Previamente, nuestro grupo ha demostrado
gue la suplementacion oral de RSV podria reducir los principales signos
de la patologia de la AR, como son una reduccién de la hiperplasia
sinovial, del infiltrado inmune en la articulacién y de la produccion de
mediadores inflamatorios, ademas del estrés y dafio oxidativo tipicos de
una articulacion artritica, previniendo asi la progresion de la enfermedad.
Continuando con este estudio, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar
en un modelo in vivo de artritis inducida por antigeno (AlIA) si el RSV es
capaz de modular la expresion del factor de transcripcion Nrf2, que se ha
erigido como el mas importante mecanismo de transcripcion implicado en
el incremento de la expresion de genes antioxidantes y en el
mantenimiento del equilibrio redox; asi como los procesos de
angiogénesis y autofagia, mecanismos claves en el control de la
proliferacion anormal que caracteriza el tejido sinovial AR. Asimismo,
mediante analisis in vitro se realizd el silenciamiento del factor de
transcripcion Nrf2 en sinoviocitos para valorar su implicacion en el control
de la respuesta inflamatoria y si el RSV ejerce el efecto protector a través
de la induccion de Nrf2. Los resultados demostraron que el RSV fue
capaz de activar el factor de transcripcion Nrf2, y modular la expresiéon de
marcadores autofagicos y angiogénicos. Todo ello sugiere que el RSV es
capaz de modular la hiperplasia sinovial incrementando la muerte celular
por autofagia, y limitando el proceso angiogénico, y apoya el uso de RSV

COmMoO una nueva estrategia terapéutica en el tratamiento de la AR.



RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é una doenza inflamatoria e crénica de
caracter autoinmune que afecta aproximadamente 6 1% da poblacién
mundial. A slUa estratexia terapéutica basase en farmacos dirixidos a
reducir a inflamacién das articulaciéns; sin embargo, debido 6 caracter
cronico desta doenza, ditos tratamentos tefien importantes efectos
adversos, ademais dun custo elevado. Isto ha motivado un gran auxe no
estudio do potencial terapéutico de antioxidantes naturais, como o
resveratrol (RSV), como novas e complementarias oportunidades de
tratamento. Previamente, noso grupo ha demostrado que a
suplementacion oral de RSV poderia reducir os principais signos da
patoloxia da AR, como son una reduccion da hiperplasia sinovial, do
ilfitrado inmune na articulacion y da produccion de mediadores
inflamatorios, ademais do estrés e dafio oxidativo tipicos dunha
articulacion artritica, previniendo asi a progresion da enfermidade.
Continuando con este estudo, o obxectivo deste traballo foi avaliar nun
modelo in vivo de artrite inducida por antixeno (AlA) se o RSV é capaz de
modular a expresion do factor de transcripcidon Nrf2, que se ha erixido
como 0 mas importante mecanismo de transcripcion implicado no
incremento da expresion de xenes antioxidantes e no mantemento do
equilibrio redox; asi coma o0s procesos de anxioxénese e autofaxia,
mecanismos claves no control da proliferacion anormal que caracteriza o
texido sinovial AR. Asi mesmo, mediante andlise in vitro realizouse o
silenciamento do factor de transcripcion Nrf2 en sinoviocitos para avaliar a
sta implicacién no control da respuesta inflamatoria e si 0 RSV exerce o
efecto protector a través da induccibn de Nrf2. Os resultados
desmostraron que o RSV foi capaz de activar o factor de transcripcion
Nrf2, e modular a expresion de marcadores autofaxicos e anxioxénicos.
Todo isto suxire que o RSV é capaz de modular a hiperplasia sinovial
incrementando a norte celular por autofaxia, e limitanto o proceso
anxioxénico, e apoya o0 uso de RSV como unha nova estratexia

terapéutica no tratamento da AR.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory, chronic and
autoimmune joint disease that affects approximately 1% of the population.
Its therapeutic strategy is based on drugs aimed at reducing inflammation
of the joints; however, due to the chronic nature of this disease, these
treatments have significant side effects, and a high cost. This has
motivated an increase in the study of the therapeutic potential of natural
antioxidants such as resveratrol (RSV), as new and complementary
treatment opportunities. Previously, our group has shown that oral
supplementation of RSV could reduce the main signs of the pathology of
RA, such as a reduction in synovial hyperplasia, immune infiltrate in the
joint and the production of inflammatory mediators, in addition to the stress
and oxidative damage typical of an arthritic joint, thus preventing disease
progression. Carrying on with this study, the aim of this proyect was to
evaluate in an in vivo antigen-induced arthritis model (AIA) if the RSV is
able to modulate the expression of the Nrf2 transcription factor, which has
emerged as the most important mechanism transcription involved in the
increased expression of antioxidant genes and in maintaining the redox
balance; as well as angiogenesis and autophagy processes, key
mechanisms in controlling abnormal proliferation that characterizes RA
synovium. Furthermore, in vitro analysis by silencing Nrf2 transcription
factor in synoviocytes was performed to evaluate its involvement in
controlling the inflammatory response and if the RSV exerts the protective
effect by inducing Nrf2. The results showed that RSV was able to activate
Nrf2 transcription factor, and modulate the expression of autophagic and
angiogenic markers. This suggests that RSV is able to modulate synovial
hyperplasia increasing autophagic cell death, and limiting the angiogenic
process, and supports the use of RSV as a new therapeutic strategy in the
treatment of RA.
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ABREVIATURAS

ADNc: ADN complementario.

AlA: artritis inducida por antigeno.

Ang-1: angiopoyetina-1.

ANOVA: andlisis de varianza (analysis of variance)
AR: artritis reumatoide.

ARE: elemento de respuesta antioxidante.
ARN: &cido ribonucleico.

CAT: catalasa.

EEM: media del error estandar.

HPRT: hipoxantina fosfo-ribosil transferasa 1.
H&E: hematoxilina y eosina.

IF: inmunofluorescencia.

IHQ: inmunohistoquimica.

IL-1pB: interleucina-1beta.

mBSA: seroalbumina bovina metilada.
MMPs: metaloproteasas de matriz.

PBST: PBS pH 7.6 con 0.2% de Tween®20.
PFA: paraformaldehido.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

rpom: revoluciones por minuto.

RSV: resveratrol.

SBF: suero bovino fetal.

SC: siARN control.

SiARN: ARN de silenciamiento.

SFs: sinoviocitos de tipo fibroblasto.

SOD: superoxido dismutasa.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TTS: tampon Tris salino (pH 7.5).



TTS-LT: leche descremada en polvo al 5% en tampon Tris salino y con Tween-
20 al 0,1%.

VS.. versus.

WB: western-blot.






1. INTRODUCCION.

1.1. ARTRITIS REUMATOIDE.

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica
de mecanismo autoinmune. Actualmente, afecta aproximadamente al 1%
de la poblacién mundial (1, 2); mientras que en Espafia afecta al 0,5 % de
la poblacion, lo que corresponde a 1 caso por cada 200 habitantes (2, 3).
El inicio de la AR puede darse a cualquier edad; sin embargo, se observa
una mayor incidencia en un rango de edades entre los 40 y 70 afos.
Asimismo, su frecuencia es mayor en mujeres que en hombres,

mostrando un ratio de pacientes mujer-hombre de 2-3:1(3).

La etiologia de la AR es compleja, por lo que hoy en dia aun se
desconoce la causa desencadenante del proceso autoinmune dentro de la
propia articulacion. Sin embargo, se considera que la compleja interaccion
de distintos factores genéticos, ambientales, y cambios somaticos que se
producen con el tiempo en ciertas células (fibroblastos, macréfagos,
células T y células B), juegan un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad (3-5). De este modo, a pesar de desencadenar un proceso de
autoinmunidad sistémico, el desarrollo de la AR se localiza principalmente
en las articulaciones diartrodiales o sinoviales y en las vainas tendinosas
de la membrana sinovial; en la cual, se genera el proceso inflamatorio que
conduce a la destruccion de los tejidos adyacentes (hueso, cartilago o

tendones), la deformidad articular y finalmente, la pérdida funcional (1, 2).

Debido a que la AR es una enfermedad sumamente dolorosa e
incapacitante, es de gran importancia disefiar nuevas estrategias de
investigacion para su estudio. Por este motivo, el uso de cultivos celulares
y modelos experimentales, ha permitido conocer y estudiar in vitro e in
vivo, los mecanismos iniciales y al mismo tiempo, seguir una cinética del

proceso degenerativo de la AR, con el objetivo final de disefiar terapias
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efectivas contra esta patologia, que den lugar a un mejor control del

paciente con AR.

1.2. LA MEMBRANA SINOVIAL.

La AR se caracteriza fundamentalmente por presentar una alteracién
en la morfologia, funciéon y composicién de la membrana sinovial (4). La
membrana sinovial normal es una estructura especializada que cubre la
cara interna de las articulaciones diartrodiales y participa activamente en
la regulacion de numerosas funciones biologicas, entre ellas, la
elaboraciéon del liquido sinovial (que nutre y lubrica el cartilago) y la
defensa inmunitaria. En cuanto a su anatomia, la membrana sinovial (Fig.
1) es un tejido relativamente acelular, constituido por dos capas celulares
1, 2,6,7):

— Capa subintima (sublining): capa profunda y poco definida de
tejido conjuntivo laxo, vascularizado e inervado. Se compone de pocas

células, algunos vasos sanguineos, adipocitos y fibroblastos (Fig.1).

— Capa intima (synovial lining): capa superficial avascularizada que
esta en contacto directo con la cavidad intraarticular donde se encuentra
el liquido sinovial. Presenta de 1 a 3 capas de células, formada
fundamentalmente por sinoviocitos tipo A o macréfagos sinoviales (células
con actividad fagocitica), y sinoviocitos tipo B o de tipo fibroblasto (SFs);
los cuales constituyen aproximadamente dos tercios de todos los

sinoviocitos que se encuentran en la membrana sinovial (Fig. 1).

1.3. PATOGENESIS DE LA AR.

En la patogénesis de la AR, participan todas las células
responsables de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, tales como
los linfocitos reclutados de la circulacion, y las células residentes de la
membrana sinovial (1). Entre estas Ultimas, destacan los SFs, los cuales

2
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sufren una transformaciéon hacia un fenotipo agresivo inflamatorio, que se
mantiene activo durante todo el proceso patolégico que conlleva la AR (4).
Asi, los sinoviocitos son considerados mediadores cruciales del dafio
tisular que se produce en la AR; esto es debido a que contribuyen
activamente a la produccion local de citoquinas, pequefias moléculas
mediadoras de la inflamacion, y de enzimas proteoliticas involucradas en

la degradacion de la matriz extracelular (8)
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Figura 1. Anatomia de la membrana sinovial de una rodilla de rata. Imagen

representativa de los componentes de la membrana sinovial. Tejido sinovial tefiido con

hematoxilina de Harris y eosina (H&E) a una magnificacion de 10x.

Desde etapas iniciales de la enfermedad (Fig. 2), se observa una
incipiente hiperplasia sinovial, con la consecuente proliferacion e
hipertrofia de los sinoviocitos; eventos que se intensifican durante el
proceso degenerativo de la AR (4). Asi, la membrana sinovial acaba por
transformarse en una masa de tejido denominado pannus, cuyas
caracteristicas invasivas recuerdan a las de un tumor, y que tiene como
consecuencia la invasion y degradacion de la superficie del cartilago y el
hueso, aumentando la severidad de la enfermedad. A todo ello, se suma
la transformacion y crecimiento de la microvasculatura (angiogénesis) que

supone otro marcador histoldgico del tejido sinovial (1, 4, 9).

3
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Figura 2. Evolucién de la AR en la articulacién de la rodilla. Muestra los cambios
presentes en la articulacion durante la patogénesis de la AR. Durante la AR temprana se
observa hiperplasia e hipertrofia de la membrana sinovial; asi como la formacién de una
nueva red de capilares sanguineos. Esta situacion se agrava con la enfermedad
establecida, teniendo como consecuencia la formacion del “pannus” que invade y
destruye cartilago y hueso subcondral. Modificada de Choy, EH (10).

1.3.1. Inflamacién durante la AR.

La inflamaciébn es un mecanismo fundamental en la reparacion
tisular, que implica la integracion de multiples sefiales en distintas células

y 6rganos (11).

Durante la AR, los linfocitos participan de forma activa en la
inflamaciéon de la membrana sinovial, induciendo la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios solubles que incluyen, a citoquinas tales

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-1beta (IL-

4
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1B) hacia la membrana sinovial. Dichas moléculas, activan a células
residentes en la membrana sinovial, favoreciendo la hiperplasia e
hipertrofia de los SFs, lo que aumenta el dolor y la inflamacion en la
articulacion (12, 13, 14).

Como resultado de lo anterior, se produce un evento temprano de
formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), que supone la
infiltracion continuada de leucocitos; los cuales median la transformacion
de la membrana sinovial en el pannus que provoca la degradaciéon
progresiva de la articulacion (15). De este modo y debido a que la
arquitectura de dicha microvasculatura es muy variable, la eficiencia con
la que se suministra oxigeno al tejido sinovial es pobre; asi, se crea un
microambiente hipoxico en la articulacion, asociado con un incremento y

perpetuacion de la inflamacion articular (15).

1.3.2. Angiogénesis.

La angiogénesis trata un conjunto de eventos (Fig. 3) que comienza con
la proliferacion y migracion de células endoteliales, seguida por la
formacion de la membrana basal. Posteriormente, se crea la red de
capilares y se estabiliza el flujo sanguineo para entrar en un periodo
prolongado de reorganizacion vascular. El producto final es un lecho
microvascular que responde a cambios locales en los requerimientos

metabdlicos (16).

Durante el proceso degenerativo de la AR, el ambiente hipdxico
generado como consecuencia de la hiperplasia sinovial, en conjunto con
el proceso inflamatorio cronico generado en la membrana sinovial,
inducen un incremento en la densidad de vasos sanguineos, favoreciendo
asi la angiogénesis sinovial. Sin embargo, aunque la finalidad inicial es la
reparacion, el aporte de nutrientes y el aumento del oxigeno en el tejido,

la presencia de una gran cantidad de vasos sanguineos también aumenta

5
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la susceptibilidad de las células endoteliales que rodean los vasos a la

accion de citoquinas y metaloproteasas, generando un dafio articular (17)

Macrotagos AR RA-FSs

Citoquinas: TNF, IL-16, IL-6, IL-8, IL.-18

£ Metaloproteinasas de

Moléculas de adhesion  ]la Matriz Extracelular Quimiocinas Factores de crecimiento
TMS/AMS MNMP C CXC.CXi(

—eeee————

Formacion del “cubo™  Segregacion de nueva

Activacion endotelial Formacion de brotes endotelial
PYSC K L Sk JE T ] - _’o:—."—:—."f-
ume
T =re)
\
Bt

Angiogénesisinducida por AR Formacion de un nuevo vaso
sanguineo

Figura 3. Angiogénesis dirigida por citoquinas pro-inflamatorias liberadas por
sinoviocitos AR del lining. En respuesta a estimulos inflamatorios los macrofagos y
sinoviocitos de la membrana sinovial producen citoquinas pro-inflamatorias que modulan
la expresion de mediadores angiogénicos. Los numerosos eventos de la angiogénesis
estan relacionados con la migracion y proliferacion endotelial para la formacién de
nuevos tubulos vasculares, separacién de los nuevos vasos sanguineos ya maduros y su

interconexién para formar la nueva red vascular. Modificada de Paleolog, EM (17).

Cada uno de los eventos que componen el proceso de angiogénesis
en la AR esta sujeto a la regulacion por una amplia variedad de factores.
Asi, entre los moduladores de la angiogénesis destacan el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF, acronimo para el inglés vascular
endotelial growth factor), angiopoyetina-1 (Ang-1) y metaloproteasa-9
(MMP-9), por ser claves en la proliferacion, migracion y maduracion de los
vasos sanguineos (18).
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1.3.3. Estrés oxidativo en la AR.

Se define como estrés oxidativo el desequilibrio entre agentes
oxidantes, también conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS,
acronimo para el inglés reactive oxygen species) y antioxidantes,
incapaces de llevar a cabo la detoxificacion de las ROS en el organismo
(3, 19). Las ROS (peréxido de hidrégeno, los radicales superoxido y los
radicales hidroxilo) son generadas durante el metabolismo aerdbico
normal de las células, y juegan un papel fisiol6gico importante ya que son
necesarias tanto para las funciones celulares normales, tales como la
proliferacion celular, agregacion, quimiotaxis y apoptosis; como también,
para la regulacion de vias de sefializacion intracelular y la actividad de

diversos factores de transcripcion (20).

En condiciones normales, la produccion de ROS se encuentra
regulada por el sistema de defensa antioxidante del organismo. Asi, las
enzimas antioxidantes hemoxigenasa-1 (HO-1), catalasa (CAT),
superoxido dismutasa (SOD) y enzimas con actividad peroxidasa, se
encargan de secuestrar las ROS y eliminarlas, manteniendo asi un
equilibrio redox. En contraste, cuando se producen mas ROS que las que
el sistema de defensa antioxidante es capaz de eliminar, se da un estado
de desequilibrio redox, causando dafios en numerosos componentes

celulares (3, 20).

Durante el proceso inflamatorio de la AR, el estrés oxidativo ha sido
descrito como un importante mecanismo que contribuye a la activacion y
perpetuacion de la respuesta inmune e inflamatoria. Asimismo, se ha
demostrado la presencia de neutrofilos activos en el liquido sinovial de
pacientes con AR, hecho que incrementa el contenido de ROS y favorece
el desequilibrio redox en la articulacion (21). Por otro lado, se ha sugerido
que el estrés oxidativo es capaz de regular el proceso adaptativo de

autofagia (22).
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1.3.4. Autofagia.

La autofagia es un mecanismo adaptativo en el cual partes del
citoplasma y organulos celulares son secuestrados en vacuolas
autofagicas denominadas autofagosomas (vesiculas de doble membrana)
y finalmente son degradadas en los lisosomas (23). Trabajos previos han
mostrado que la autofagia puede ser una respuesta adaptiva ante el
estrés oxidativo y que protege a diversas células tumorales de la muerte
inducida por quimioterapia, tanto en estudios in vitro como in vivo. Sin
embargo, induccidn persistente de autofagia, también es responsable de
inducir muerte celular (24, 25, 26). De este modo, la autofagia usualmente

sirve como un adaptador entre la muerte celular y la supervivencia.

La proteina asociada al microtibulo de la cadena ligera 3 (LC3) es el
mayor constituyente de los autofagosomas. De este modo, en condiciones
normales, LC3 se encuentra disperso en el citoplasma en su forma LC3];
sin embargo, duarnte la autofagia, LC3 se fragmenta y se une a los

autofagosomas dando origen al LC3II (27).

1.4. EL RESVERATROL.

El resveratrol (trans-3,4',5-trihidroxistilbeno) es un polifenol natural
aislado por primera vez de las raices de la planta medicinal oriental
Polygonum cuspidatum, y que se incluye dentro de una amplia variedad
de antioxidantes de origen vegetal conocidos como fitoalexinas, ya que
son sintetizados por las plantas en respuesta a condiciones de estrés,
como la radiacion UV, la infeccion por hongos, y otros dafios de origen
biolégico o quimico (28, 29, 30). El RSV estad presente en numerosos
productos que forman parte de la dieta normal como las moras,
cacahuetes, arandanos, soja, y uvas negras y sus productos derivados, el

zumo de uva o el vino tinto (29).
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Se han descrito un gran namero de actividades farmacoldgicas en
relacion con el RSV, como son las antiinflamatorias, antiangiogénicas,
anti-tumorales, cardioprotectoras y neuroprotectoras. (30, 31). En
concreto, se ha descrito que el RSV es capaz de inducir la diferenciacion
celular; la eliminacion de ROS; la activacion de vias antiinflamatorias; e
inducir la muerte celular programada por apoptosis y/o autofagia; entre
otras (3, 30).

En los ultimos afios, se han realizado numerosos estudios tanto in
vitro como in vivo, en distintas enfermedades inflamatorias y de caracter
autoinmune, utilizando el RSV como posible agente terapéutico. En
cuanto a la AR, se ha visto como el RSV ejerce un efecto antiinflamatorio
al atenuar la expresion de citocinas pro-inflamatorias como la IL-1, TNF-
o Y MMPs (3). Ademas, se ha descrito que el RSV actia como un
antioxidante natural secuestrando radicales libres de oxigeno vy
promoviendo la actividad de gran variedad de enzimas antioxidantes
como SOD o CAT, entre otras (32). Asimismo, estudios desarrollados en
nuestro laboratorio demuestran que el RSV es capaz de reducir las
principales caracteristicas patolégicas de la AR, disminuyendo Ia
severidad de la enfermedad en la fase aguda y reduciendo la respuesta

inflamatoria tanto in vivo como in vitro (33, 28).

Por otro lado, estudios previos han demostrado que el RSV es capaz
de inducir la expresion de algunos genes implicados en la respuesta
antioxidante, entre los cuales destaca el gen que codifica para el factor de

transcripcion Nrf2.

1.4.1. Factor de transcripcion Nrf2.

La produccion incontrolada de ROS en respuesta a desequilibrios en
el metabolismo interno o a la accién de determinados agentes externos,
desencadena una situacion de estrés oxidativo que desempefia un papel

decisivo en la fisiopatologia de mdultiples enfermedades, al verse
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deteriorada la funcién celular (34). Asi, el contacto con agentes oxidantes
provoca diversas respuestas adaptativas en las células, incluyendo la
activacion transcripcional de genes que codifican para proteinas de
funcion antioxidante (35). El factor de transcripcion Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2 - related factor 2) es un regulador clave de la respuesta
antioxidante, que contribuye a mantener la homeostasis redox intracelular
mediante la induccion de la expresibn de una compleja red que
comprende cerca de 500 genes que codifican para enzimas detoxificantes
de fase Il, con diferentes funciones citoprotectivas y antioxidantes (36).

J

Nrf2 pertenece a una familia de factores de transcripcion Cap ‘n
collar que contiene una cremallera de leucina (bZip) en la region C-
terminal; una regidn basica localizada corriente arriba de bZip
(responsable de la union al ADN), y una region acidica, la cual es
requerida para la activacion transcripcional (6). Como proteina, Nrf2
contiene 605 aminoacidos y presenta un peso aproximado de 64-68 KDa.
Asimismo, estd integrado por seis dominios funcionales que han sido
altamente conservados a través de las especies, y se han denominado
dominios Neh 1-6 (Nrf2-ECH homology 1-6) (6, 37) (Fig. 4).

- S - BT

Figura 4. Estructura del factor de transcripcion Nrf2. Muestra los componentes que

constituyen al gen que codifica al factor de transcripcién Nrf2. Tomada de Ibafiez Torres,
L (6).

Como sucede en muchos otros factores de transcripcion, la
sefalizacion de Nrf2 se encuentra regulada por la segregacion
compartimental (38) (Fig. 5). En condiciones fisioldgicas normales, Nrf2 se
encuentra unido a la proteina asociada a actina Keap-1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1), que lo retiene en el citoplasma por interacciones

con el citoesqueleto. Keap-1 actia como represor de Nrf2, promoviendo
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su ubiquitinizacién y subsecuente degradacién en el proteasoma. De esta
forma, en condiciones normales, Nrf2 es degradado rapidamente, por lo
que sus niveles basales se mantienen bajos (4, 38). El complejo Nrf2-
Keap-1 actia como como un sensor de estrés oxidativo, de forma que,
cuando se produce un aumento de los niveles de ROS, los residuos de
cisteina de Keap-1 se oxidan, provocando modificaciones en la proteina
gue resultan en la liberacién de Nrf2. Una vez liberado de su unién con
Keap-1, la forma activa de Nrf2 es translocada al nucleo donde se une a
una proteina Maf pequefia (sMaf), formando el heterodimero Nrf2-sMaf.
Dicho heterodimero es capaz de unirse a las regiones ARE (Antioxidant
Response Elements) presentes en los promotores de todos los genes que
estan relacionados con Nrf2, e iniciar la transcripcion de los genes
antioxidantes (4, 37, 38).

HOMEOSITASIS ESTRES OXIDATIVO

Cys 7/\
CVS‘UL UL Ub
Proteasoma m‘
J

Traslocacién al nicleo (@R

A

‘ Degradacién 4, y acumulacién de -
de Nrf2 A A -~ Nrf2 -
T HO-1
Baja actividad @ T NQO1
transcripcional L T GLC
antioxidante 1T SoD

™ GST

Figura 5. Mecanismo de regulacion y activacion del factor de transcripcion Nrf2. En
condiciones basales, Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a su represor Keap-1, el
cual provoca su ubiquitinizacion y posterior degradacion en el proteasoma. Mientras que
bajo condiciones oxidativas, Nrf2 es liberado de Keap-1 y translocado al nicleo donde
forma dimeros con la proteina Maf, y puede entonces unirse a las regiones ARE en la
region promotora de los genes antioxidantes y comenzar su transcripcion. Tomada de
Valcarcel Ares, MN (4).

11

Papel de Nrf2 en la modulacién de mediadores inflamatorios en la AR. Efecto de una dieta antioxidante.



1.5. SILENCIAMIENTO GENICO.

Uno de los avances mas importantes en Biologia de las ultimas
décadas ha sido el descubrimiento de moléculas de ARN que regulan la
expresion de genes. En especial, el silenciamiento de genes por el uso de
ARN de interferencia; el cual consiste en la introduccion artificial en las
células de ARNSs sintéticos de doble hebra conocidos como siARNs, de
21-29 pb, que interaccionan con el ARNm blanco complementario, de

forma que se produce la inhibicién del gen de interés (39, 40).

En los ultimos afios, se ha incrementado el uso de la técnica de
silenciamiento génico en investigacion; esto es debido a que permite
asociar el producto fenotipico obtenido al gen sobre el cual se ha llevado
a cabo la inhibicion, y a su vez, permite indagar en el uso de nuevas

modalidades terapéuticas (39, 40).

De este modo, el estudio de la expresion de Nrf2 en los sinoviocitos
y su modulacion por la presencia de RSV, permitira entender su
implicacion en la activacion de las enzimas antioxidantes y de los

mediadores inflamatorios presentes durante la patogénesis de la AR.

2. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la implicacion del factor de transcripcion Nrf2 en la
modulacion de mediadores inflamatorios involucrados en el desarrollo de

la AR y su regulacién por RSV.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

A. Objetivos in vivo.

I. Evaluar los cambios histologicos que se producen mediante el
tratamiento antioxidante con RSV en un modelo de artritis inducida por

antigeno (AlA).
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Il. Evaluar la expresién del factor de transcripcion Nrf2 en un modelo
de artritis inducida por antigeno (AlA) y su modulaciéon por el tratamiento

antioxidante con RSV.

lll. Evaluar la expresion del mediador pro-inflamatorio (Ang-1) y de la
enzima antioxidante (CAT) en un modelo de artritis inducida por antigeno

(AlA) y su modulacion por el tratamiento antioxidante con RSV.

IV. Evaluar la expresion y localizaciéon del marcador de autofagia
(LC3) en una modelo de artritis inducida por antigeno (AIA) y su

modulacién por el tratamiento antioxidante con RSV.

B. Objetivos in vitro.

V. Identificar el efecto del RSV sobre la expresion del factor de
transcripcion Nrf2 en sinoviocitos cultivados en condiciones de hipoxia y

su modulacién en presencia del estimulo pro-inflamatorio, IL-1p.

VI. Identificar la presencia de la enzima antioxidante (SOD-1) en
sinoviocitos cultivados en condiciones de hipoxia, asi como su modulacién

con el uso de RSV.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MODELO ANIMAL.

3.1.1. Animales.

Se desarroll6 un modelo experimental de artritis inducida por
antigeno (AlA) en 18 ratas Lewis hembra. Antes de iniciar el modelo, los
animales se aclimataron al animalario durante una semana. Los animales
se mantuvieron durante todo el estudio en condiciones ambientales
estandar (22+ 2 °C de temperatura, humedad relativa del 70-80%, ciclo

de iluminacion de 12 h diarias de luz y acceso libre a pienso y agua). Los
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animales fueron obtenidos de las instalaciones de Harlan Interfauma
Ibérica (Barcelona). Todos los protocolos experimentales fueron
supervisados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Animal de

la Gerencia de Gestion Integrada de A Corufa.

3.1.2. Induccidn de la artritis y grupos de estudio.
Los animales fueron divididos de forma aleatoria en tres grupos:

- Grupo CONTROL: 6 ratas a las que no se les indujo artritis y no

recibieron ningun tratamiento.

- Grupo AlA: 6 ratas a las que se les indujo artritis y no recibieron

ningun tratamiento.

- Grupo RSV: 6 ratas a las que se les indujo artritis y recibieron
diariamente RSV (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) desde los dos

meses anteriores a la induccion de la artritis y hasta el dia del sacrificio.

El desarrollo de la AR consistio en una fase previa de inmunizacion
subcutdnea y una posterior induccion de la artritis. Todos los animales se
inmunizaron con 1 ml de una solucién que contenia como antigeno 500
ug de seroalbimina bovina metilada (mBSA; Sigma-Aldrich) emulsionada
con 500 pul de adyuvante de Freund (CFA; Sigma-Aldrich), en los dias 21y

14 previos a la induccién de la artritis.

Finalmente, 14 dias después de la dltima inmunizacién se procedio a
la induccion de la artritis inyectando en la cavidad intraarticular de ambas
rodillas de los grupos AIA y RSV, 500 ng de mBSA disuelta en 50 ul de
suero salino. Mientras que los animales del grupo CONTROL fueron

inyectados con 50 pl de suero salino en ambas rodillas.

El RSV fue preparado diariamente antes de ser administrado

mediante sondaje orogastrico (12.5 mg/kg, 100 ul de agua). A los grupos
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CONTROL y AIA se les administr6 diariamente 100 ul de agua, para que

todos los animales fuesen sometidos a las mismas manipulaciones.

3.1.3. Sacrificio de los animales y obtencién de las muestras.

Dos dias después de la induccion de la artritis, y cuando los
animales se encontraban en la fase aguda de la enfermedad, fueron
sacrificados. Para ello, se anestesiaron con isofluorano y la eutanasia se
realizd por exanguinacion al practicar la extraccion de sangre.
Inmediatamente después, se recogieron muestras, de sangre, tejido
sinovial (articulacion derecha) y articulacion de rodilla (articulacion

izquierda).

La pata izquierda se secciond lo més préximo posible a la zona de la
articulacion y se extrajeron los tejidos de alrededor (musculos y
tendones). Inmediatamente, las articulaciones se fijaron en formaldehido
(4%, 24 h) y se descalcificaron (4 dias) con una mezcla que contiene
citrato de sodio 20% y &cido formico 5%. Posteriormente, las piezas se
cortaron sagitalmente, obteniendo dos mitades que fueron incluidas en

parafina.

3.1.4. Tinciones inmunohistoquimicas

Los bloques de parafina se cortaron con un micrétomo (Leica), en
secciones de 4 um de grosor. Los cortes obtenidos se incubaron en una
estufa a 60 °C (10 min). Posteriormente, se desparafinaron con xilol (2
cambios de 7 min) y se re-hidrataron en concentraciones decrecientes de
etanol (100°, 96°, 80° y 70° durante 2 min en cada una) para finalmente,
ser procesados para hematoxilina de Harris y eosina (H&E),

inmunohistoquimica (IHQ) o inmunofluorescencia (IF).
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3.1.4.1. Hematoxilina y eosina (H&E).

Para evaluar el proceso artritico a nivel microscopico se realizo la
tincion H&E. Para ello, las secciones se incubaron en hematoxilina de
Harris (5 min), se aclararon en agua y se contratifieron con eosina.
Posteriormente, las secciones se lavaron, deshidrataron (en
concentraciones crecientes de etanol), e incubaron en xilol, para

finalmente montarlas con DePeX (Sigma-Aldrich).

3.1.4.2. Inmunohistoquimica (IHQ) e inmunofluorescencia (IF).

Tras realizar las incubaciones en etanol, se realiz6 un lavado con
PBS 1X (10 min, MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA), y se permeabiliz6
con Proteinasa K (Dako) durante 6 min. A continuacion, se realizd un
nuevo lavado con PBST (10 min, PBS con 0.2% de Tween® 20). De forma
adicional para la IHQ se inhibié la actividad peroxidasa enddégena
incubando con una solucion comercial (10 min, Dako). Los lugares de
unién inespecificos se bloquearon 30 min con PBST suplementado con
BSA al 0.2%. Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 4 °C
durante toda la noche, con los siguientes anticuerpos primarios
policlonales: anticuerpo de conejo anti-angiopoyetina-1 (dilucion 1:500;
Abcam, Cambridge, Reino Unido); anticuerpo de conejo anti-Nrf2 (dilucion
1:700; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA) vy
anticuerpo de cabra anti-catalasa (dilucion 1:300; Santa Cruz) y
anticuerpo de conejo anti-LC3 (diluciéon 1:300, Abcam) y el anticuerpo de

raton anti-laminina (dilucién 1:60; Santa Cruz).

Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron lavados y las
muestras se incubaron con el anticuerpo secundario especifico para cada
caso:. anticuerpo anti-conejo/ratbn marcado con peroxidasa de rabano
picante (HRP; acronimo para el inglés horseradish peroxidase) (Dako
REAL™, EnVision™, Glostrup, Dinamarca); y anticuerpo de conejo anti-

cabra (dilucién 1:200; Santa Cruz), durante 30 min y 1 h. Posteriormente,
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se realizaron lavados de 10 min (PBST). Y las secciones se incubaron
con diaminobencidina (DAB, Dako REAL™) (5 min). A continuacion, las
secciones se lavaron y contratiieron con hematoxilina de Gill 1ll (2 min).
Por ultimo, las secciones se lavaron, deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol, se incubaron en xilol, y finalmente se montaron con
DePeX.

En el caso de la IF, las secciones incubadas con LC3 y laminina, se
incubaron con un anticuerpo secundario asociado a Alexa Fluor 568
(dilucién 1:400, para LC3) y FITC (dilucién 1:200, para laminina) durante 1
h en oscuridad. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS (15 min),

para finalmente, montar las secciones con glicergel.

3.2. OBTENCION Y CULTIVO PRIMARIO DE SINOVIOCITOS.

Los sinoviocitos fueron aislados de biopsias de membrana sinovial,
obtenidas de rodillas de rata. Los fragmentos de tejido sinovial fueron
colocados en una placa de Petri de 8.8 cm? (NUNC™, Thermo Fisher
Scientific) con medio de cultivo RPMI (Lonza, Basel, Suiza) suplementado
con 10% de suero bovino fetal (SBF), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
estreptomicina (Gibco). Los sinoviocitos migraron del tejido a la placa de
cultivo, y se reemplazé el medio cada dos dias. Una vez que los
sinoviocitos alcanzaron la confluencia aproximada del 80%, se
tripsinizaron, sembraron y expandieron nuevamente en un frasco de
cultivo de 162 cm? manteniéndose en todo momento en condiciones de

hipoxia (5% de oxigeno).

3.3. SILENCIAMIENTO DE NRF2.

La transfeccion de los siARNs en los sinoviocitos se realizé mediante
electroporacion, utilizando el aparato Amaxa Nucleofector (Amaxa,

Gaithersburg, MD) junto con el kit de transfeccion de la misma casa
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comercial. La electroporacion es el método fisico basado en la apertura
transitoria de poros en la membrana celular cuando se aplican pulsos
eléctricos cortos de gran intensidad. Los poros que se forman en la
membrana de las células permanecen abiertos durante milisegundos,
permitiendo asi, la entrada de las moléculas de ADN o ARN presentes en

la solucion.

Una vez alcanzada la confluencia requerida (80%), los sinoviocitos
se tripsinizaron y se resuspendieron a razén de 1x10° por cada una de las
condiciones a estudiar en 100 pl solucién de transfeccién, mezclandose
en una cubeta de electroporacion Amaxa con 100 nM de siARN de Nrf2
(siNrf2, combinaciéon de tres ARN con secuencias especificas
complementarias al ARN de Nrf2, Santa Cruz), con 100 nM de siARN
control (SC, no complementario a ningun transcrito conocido; Santa Cruz)
0 en ausencia de éstos (condicion basal; las células no son
transfectadas). A continuacién, se selecciond el programa especifico de
Amaxa para sinoviocitos (U-023). Tras la electroporacion, se transfirio el
contenido de cada cubeta a tubos Eppendorf que contenian 1 ml de
medio RPMI al 10% de SBF, atemperado. Finalmente, se colocaron 550
ul de la solucién de células a cada pocillo (500.000 células/pocillo) de una

placa de cultivo de 6 pocillos.

3.3.1. Estimulacioén celular.

Las células se mantuvieron durante 36 h en medio RPMI 10% SBF
inmediatamente después de la transfeccion. Antes de realizar cada
experimento, las células se deplecionaron en medio RPMI 0.5% SBF (24
h), y a continuacion, se estimularon también en RPMI al 0.5% SBF

(durante 12 h), correspondientes a los tratamientos:

— CONTROL: las células no reciben ningan tratamiento después de

haberse realizado la transfeccion.
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— RSV: las células son estimuladas con RSV (25 uM) que se prepard

fresco antes de realizar cada experimento diluyéndolo en etanol 100%.

— Grupo IL-1p: la interleucina-1p (Sigma-Aldrich) se utiliz6 a una

concentracion de 5 ng/ml para inducir la respuesta inflamatoria.

— Grupo RSV+IL-1B: las células fueron pre-tratadas con RSV
durante una hora antes de ser estimuladas con IL-13 para reforzar el

efecto protector del compuesto.

3.4. PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA ESTUDIOS DE
EXPRESION GENICA.

3.4.1. Extracciéon de ARNm y tratamiento con ADNasa.

El ARN total se aislé a partir de 1x10° células utilizando el reactivo
Trizol (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se
afadié cloroformo al lisado celular para provocar la separacién de la fase
acuosa, en la que se encuentra el ARN, de la fase organica. La fase
acuosa se recupero y se precipitdo el ARN incubando con isopropanol. Se
realizaron lavados del ARN con etanol (al 75%) y se dej0 secar
brevemente el precipitado a temperatura ambiente. Se disolvié en agua
libre de ARNasas a 55 °C (10 min) y finalmente, se cuantifico con un
espectrofotometro NanoDrop ND 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE) a 260 nm.

A continuacion, 1 ug de ARN fue procesada para la eliminacion de
restos de ADN incubando con desoxirribonucleasa | 1U/ul (DNase I,
Invitrogen) durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se detuvo
la accion de la ADNasa afiadiendo EDTA (25 mM pH 8.0), incubando
durante 10 min a 65 °C.
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3.4.2. Retrotranscripcion de ARNm a ADNc.

Una vez purificado el ARN, la sintesis y amplificacion a ADNc se
realizé usando el SuperScript® VILO™ cDNA synthesis kit (Invitrogen). Se
preparé la reaccion afiadiendo 5 ul de ARN (resultantes del tratamiento
con ADNasa), 3 ul de agua libre de ARNasas y 2 pl de la transcriptasa
reversa SuperScript™ |[Il. EI volumen total (10 ul) se someti6 a las
siguientes incubaciones: 30 min a 25 °C, 1 hora y 30 min a 40 °C, 5 min a
95 °C y finalmente 10 min a 4 °C. Las muestras de ADNc se guardaron a -

20 °C hasta el momento de llevar a cabo la PCR a tiempo real (RT-PCR).

3.4.3. PCR atiempo real.

En placas de PCR de 96 pocillos (LightCycler 480, Roche
Diagnostics) se realizé la mezcla de 2 ul de ADNc con 5 ul de SYBR
Green (LightCycler®480 SYBR Green | Master kit, Roche Diagnostics),
0.25 pl de cada cebador 20 uM (sentido y antisentido para Nrf2) y 2.5 pul
de agua de PCR para completar hasta 10 ul totales. La PCR se llevo a
cabo en el termociclador LightCycIer@480 Instrument (Roche Diagnostics).

Cada condicion de la PCR se hizo por duplicado.

Las condiciones fueron las siguientes: una primera etapa de
incubacion a 95 °C durante 10 min para la activacion de la hot start Taq
ADN polimerasa. A continuacion, 40 ciclos de amplificacion que consisten
en una primera etapa de 10 segundos a 95 °C para la desnaturalizacion
de las dobles cadenas de ADN, seguida de una bajada de temperatura de
10 segundos a 60 °C para permitir el anillamiento de los cebadores con la
secuencia diana del ADN de cadena uUnica, y una etapa de extension de
10 segundos a 72 °C, en la que la ADN polimerasa realiza la sintesis de la
nueva hebra de ADN. Mediante la herramienta de cuantificacion de
expresion relativa del software LightCycler 480, la intensidad de la sefial

de fluorescencia se cuantificO y se realizaron comparaciones entre el
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grupo basal y los tratados teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccion y

la normalizacion respecto al gen de referencia.

Para nuestro gen de interés, Nrf2, el gen de referencia utilizado fue
la hipoxantina fosfo-ribosil transferasa 1 (HPRT). Dicho gen de referencia
fue elegido de entre una bateria de genes candidatos por la similitud de
sus niveles de expresion con los del gen diana y por no verse modulado

bajo ninguna de las condiciones estudiadas.

3.5. PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA ESTUDIOS DE
EXPRESION DE PROTEINAS.

3.5.1. Deteccion de proteinas mediante IF en células.

Adicionalmente al cultivo en placas de 6 de las células transfectadas,
se tomo una alicuota de aproximadamente 15.000 células por tratamiento
que fueron sembradas en chambers con las mismas condiciones a lo
descrito anteriormente, con la finalidad de identificar por estudios de IF, la
presencia y localizaciéon de las proteinas de interés.

Una vez finalizado el tiempo de cada tratamiento, las células
presentes en chambers fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4%
(30 min, 4 °C). A continuacion, las muestras se incubaron con PBS 1X (10
min, Dako), se permeabilizaron con PBST (10 min) y se bloquearon los
lugares de unién inespecificos con PBST suplementado con BSA al 0.2%
(30 min, Sigma-Aldrich). Posteriormente, se realizé la incubacién a 37 °C
con los siguientes anticuerpos primarios (policlonales) diluidos en PBST:
anticuerpo de conejo anti-Nrf2 (dilucién 1:300; Santa Cruz); anticuerpo de
conejo anti-superoxido dismutasa-1 (dilucién 1:300; Santa Cruz). El
control negativo se realiz6 omitiendo el anticuerpo primario. Una vez
finalizado el tiempo de incubacién, se realizaron nuevamente lavados con

PBST (3 de 5 min), y se incub6 con el anticuerpo secundario de burro
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anti-conejo asociado a Alexa Fluor 568 (dilucion 1:500; Life technologies,
Carlsbad, California, USA) durante 1 h en oscuridad. Los nucleos fueron
contrastados con DAPI (Sigma-Aldrich) (dilucién 1:500) durante 1 minuto
y se realizé el montaje empleando el medio Glicergel® (Dako). Finalmente,
las muestras se visualizaron en un microscopio Olympus BX61 y se
sacaron fotografias al conjunto celular, que posteriormente fueron
procesadas con el programa de edicion de imagenes Adobe® Photoshop®
CS4 version 11.0.2 (San José, CA, USA).

3.6. ANALISIS Y CUANTIFICACION ESTADISTICA.

Para el analisis de los datos obtenidos a partir de la técnica IHQ e IF,
las muestras se visualizaron en un microscopio Olympus BX61; para ello,
se tomo en cuenta la sefial presente en el tejido sinovial de la articulacion,
por ser el principal tejido afectado durante el proceso inflamatorio en la
AR. Una vez localizado el tejido sinovial, se sacaron fotografias a todo su
conjunto, que posteriormente fueron procesadas empleando el programa
de analisis de imagenes ImageJ version 1.48 (NIH, USA), que cuantifica

la sefial positiva en un area concreta.

Todos los datos fueron analizados utilizando el programa estadistico
GraphPad PRISM version 5 y los resultados obtenidos se expresaron
como la media * error estandar de la media (EEM). Para comparaciones
multiples se realiz6 un ANOVA seguido del test Tukey. Las diferencias

fueron consideradas significativas cuando P < 0.05.
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4. RESULTADOS.

4.1. CAMBIOS HISTOLOGICOS DE LA MEMBRANA SINOVIAL DE UN
MODELO AIA.

Con la finalidad de conocer los cambios microscopicos de la
membrana sinovial de las articulaciones de rodilla pertenecientes a
animales de los grupos CONTROL, AIA y RSV (Fig. 6), se realizdé una
tincion con H&E. Al analizar el tejido sinovial del grupo CONTROL, se
comprobd que éstas poseian la estructura tipica de una membrana
sinovial normal, con una capa intima muy fina compuesta por 1 o 2 capas
de células sinoviales (flecha negra), y una capa subintima conformada por
adipocitos. Asimismo, se observo la presencia de una pequefia cantidad
de infitrado de células del sistema inmune en algunos animales. En
contraste, la membrana sinovial procedente de animales del grupo AIA
(Fig. 6) mostré cambios histolégicos propios de una fase artritica aguda,
los cuales incluyen hiperplasia sinovial y la presencia de una gran
cantidad de infiltrado celular, que da origen a la formacién de cumulos de
células del sistema inmune, muy cercanos al lining (flecha roja). Por otro
lado, las membranas sinoviales de las rodillas de ratas AIA a las que se
les administr6 RSV (Fig.6) mostraron una disminucion de la hiperplasia
sinovial, una reducciéon en el lining, y una menor densidad de infiltrado

celular inmune, siendo menos evidentes los signos que caracterizan a la

fase aguda de la inflamacion en la AR (flecha negra).
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Figura 6. Evaluacion de los cambios histolégicos a nivel de la membrana sinovial
de la articulacién de rodilla durante el proceso inflamatorio en un modelo AlA.
Imagenes representativas de la membrana sinovial de los grupos CONTROL, AlAy RSV,
tefiidas empleando la técnica H&E (magnificacién de 10x). Las flechas negras sefialan el
lining en los grupos CONTROL y RSV; la flecha roja sefiala los acimulos de células del
infiltrado celular en el tejido AlA.

4.1.2. EFECTO DEL RSV EN LA EXPRESION DEL FACTOR DE
TRANSCRIPCION Nrf2 DURANTE EL DESARROLLO DE AlA.

Como se observa en la Figura 7, el tejido sinovial procedente de
animales del grupo CONTROL mostré una expresion basal de Nrf2,
ubicada principalmente en el citoplasma de las células del lining (Fig. 7 A).
Asimismo, se observé que el escaso infiltrado que aparece en la capa
subintima también mostré una expresion basal de Nrf2, principalmente en
aguellas zonas adyacentes a los vasos sanguineos. En el tejido AlA (Fig.7
A), se observé un aumento significativo de Nrf2 comparado con el grupo
CONTROL (P <0.001) (Fig. 7 B), localizado de igual modo en los ndcleos
y citoplasma de las células del infiltrado celular caracteristico de la AR. En
contraste, en la membrana sinovial del grupo RSV se observé una leve
reduccion de la sefial de Nrf2 comparado con el grupo AlA; mostrando
mayormente una localizacion nuclear, la cual representa la forma activa

de la proteina (Fig. 7 A).
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FigAura 7. Efecto del resveratrol en la expresion del factor de transcripcion Nrf2. A.

Imagen representativa de la membrana sinovial del grupo CONTROL, AlA y RSV, donde
se muestra la expresién de Nrf2 (magnificacion de 40x). B. Gréfica que muestra la sefial
positiva para Nrf2 en los tres grupos de estudio, expresado en pixeles en area total. Los
resultados se expresan como la media £ EEM (CONTROL, n=3; AlA, n=3; RSV, n=3).
"P <0.001 vs. CONTROL.

4.1.3. EFECTO DEL RSV EN LA EXPRESION DE CATALASA
DURANTE EL DESARROLLO DE AlA.

La Figura 8 muestra los cambios en la expresion de CAT en los
grupos CONTROL, AIA y RSV. La membrana sinovial del grupo
CONTROL mostré una expresion basal elevada, localizada principalmente
en el citoplasma de las células del lining y en células aisladas de la capa
subintima (Fig. 8 A). En el grupo AIA, la expresion de CAT no mostré
cambios significativos al ser comparada con el grupo CONTROL; sin

embargo, su localizacién fue ubicada en pequefios grupos de células del
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infiltrado celular, desapareciendo totalmente la expresion del mismo en la
zona del lining, al contrario de lo que ocurre en el grupo CONTROL.
Mientras que en la membrana sinovial de los animales del grupo RSV, se
observé un aparente incremento de la sefial de CAT con respecto al
grupo AlA, que nuevamente aparecio expresada en los citoplasmas de las
células del infiltrado celular y en la zona del lining; sin embargo, no mostré

cambios significativos en su expresion en comparacion con los otros dos

grupos (Fig. 8 B).
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Figura 8. Efecto del re

;sveratrol en la expresién de catalasa. A. Imagen reﬁrgéent_ativé
de la membrana sinovial del grupo CONTROL, AIA y RSV, donde se muestra la
expresion de CAT (magnificacion de 20x). B. Gréfica que muestra la sefial positiva para
CAT en los tres grupos de estudio, expresado en pixeles en &rea total. Los resultados se

expresan como la media £ EEM (CONTROL, n=3; AlA, n=3; RSV, n=3).
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4.1.4. EFECTO DEL RSV EN LA EXPRESION DE ANGIOPOYETINA-1
DURANTE EL DESARROLLO DE AlA.

Como se muestra en la Figura 9, el tejido sinovial procedente de los
animales del grupo CONTROL (Fig. 9 A) mostré una expresion basal muy
baja para Ang-1. En contraste, se observdO que en el tejido sinovial
perteneciente a animales AIA la expresion de Ang-1 se increment6
significativamente (P < 0.001) (Fig. 9 B); siendo su localizacién dispersa
en toda la capa subintima, tanto en el citoplasma celular como secretada
al medio (Fig. 9 A). Por su parte, en el grupo RSV se observé una
disminucién significativa de Ang-1 (P < 0.05), en comparacion con la
obtenida en el grupo de animales AIA (Fig. 9 A y B), siendo su ubicacion

localizada en las células del lining principalmente.
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Figura 9. Efecto del resveratrol en la expresiéon de angiopoyetina-1. A. Imagen
representativa de la membrana sinovial del grupo CONTROL, AIA y RSV, donde se
muestra la expresion de Ang-1 (magnificacion de 20x). B. Gréafica que muestra la sefial
positiva para Ang-1 en los tres grupos de estudio, expresado en pixeles en area total.
Los resultados se expresan como la media £ EEM (CONTROL, n=3; AIA, n=3; RSV,
n=3). **P < 0.001 vs. CONTROL; P <0.05 vs. AIA.

4.1.5. EFECTO DEL RSV SOBRE LA INDUCCION DE AUTOFAGIA
DURANTE EL DESARROLLO DE AlA.

Con el objetivo de identificar la presencia de autofagia en muestras
AlA y su modulacién por el RSV, se determind la presencia de vacuolas
autofagicas (por el marcador LC3) en la membrana sinovial de muestras
CONTROL, AIA y RSV. Los resultados mostraron una expresion basal
baja de LC3 en la membrana sinovial del grupo CONTROL (Fig. 10). En el
caso de las muestras AIA, la expresion de LC3 se increment6
significativamente en comparacion con el grupo CONTROL (P < 0.001)
(Fig. 10 B), mostrando una mayor localizacion en células del infiltrado (Fig
10 A). En contraste, el grupo RSV alcanz6 una expresion mayor de LC3
comparada con el grupo AIA (P < 0.001), siendo la marca ubicada tanto

en las células del infiltrado como en los sinoviocitos (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto del RSV sobre la expresion de vacuolas autofagicas. A. Imagen
representativa de la expresion de vacuolas autofagicas en membrana sinovial de los
grupos CONTROL, AIA y RSV (magnificacion de 20x). B. Grafica que muestra la sefial
positiva djpara LC3 en los tres grupos de estudios, exoresada en pixeles por area. Los
resultados se expresan como la media + EEM (CONTROL, n=3; AlA, n=3; RSV, n=3).
#*P < 0,001 vs. CONTROL; P <0.001 vs. AIA.

4.2. ESTUDIO in vitro DEL EFECTO DEL RSV EN LA EXPRESION DEL
FACTOR DE TRANSCRIPCION Nrf2,

El primer paso fue comprobar que el silenciamiento se estaba
produciendo de una manera efectiva. Para ello, se evalué la expresiéon de
ARNmM de Nrf2 mediante PCR a tiempo real, transcurridas 72 h de la
transfeccion. Como se observa en la Figura 11 A, la expresion del ARNm
de Nrf2 en los sinoviocitos transfectados con ARN de silenciamiento
frente a Nrf2 (siNrf2) disminuyé un 97% (P < 0.001), frente a aquellos

transfectados con el ARN de silenciamiento control (SC), lo que
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demuestra la eficiencia de la transfeccién. Por su parte, la expresion del
mensajero en la condicién basal alcanzé hasta 3 veces el valor de la
condicion SC (P <0.001).

Asimismo, con la finalidad de corroborar la eficiencia de la
transfeccion, se identifico la expresién proteica de Nrf2. Mediante IF (Fig.
11 B), se observé la localizacion de Nrf2 en sinoviocitos cultivados bajo
las mismas condiciones. La mayoria de células pertenecientes a la
condicién SC mostraron una expresion de Nrf2 localizada principalmente
en el citoplasma, no obstante, un bajo porcentaje de sinoviocitos
mostraron una expresién de Nrf2 localizada en el nacleo (Fig. 11 B). En
contraste, las células transfectadas con siNrf2 mostraron una reduccion
significativa en la expresion de la proteina, siendo ésta fundamentalmente

citoplasmatica (Fig. 11 B).

4 x>

Expresion relativa de ARNm
(Nrf2/HPRT)

Basal-CONTROL . SC-CONTROL 5 siNrf2-CONTROL
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Figura 11. Expresion del factor de transcripciéon Nrf2. A. La grafica muestra la
concentracion relativa del ARNm de Nrf2 normalizado con el gen de referencia HPRT. Se
observa como en la condicién con siNrf2 se disminuye la expresién de su ARNm con
respecto a la condicién SC. **P < 0.001 vs. SC. B. Imagenes representativas de
sinoviocitos de las condiciones SC y siNrf2, que muestran la expresion de Nrf2
(magnificacion 20x). Se observa como en la condicion siNrf2 la sefial disminuye con
respecto a la condicion SC. Nrf2 fue asociado a Alexa Fluor 568 (rojo); los nucleos

fueron contrastados con DAPI (azul).

Posteriormente, se determind la expresibon de ARNmM de Nrf2
presente en los diversos tratamientos (Fig. 12). Los resultados mostraron
que la condicion SC de los 3 grupos (RSV, IL-1B y RSV+ IL-13) mantuvo
una expresion basal de ARNm de Nrf2 sin cambios significativos cuando
son comparados con la condicion SC-CONTROL. En contraste, en la
condicion de siNrf2, el grupo IL-1B mostré una reduccion significativa (P <
0.05) de casi un 98% comparada con la condicion SC-CONTROL;
mientras que en la condicion siNrf2 del grupo RSV+IL-1, la reduccion del
ARNmM de Nrf2 fue solo de un 50% (P < 0.05).

Asimismo, la expresiéon del ARNm de Nrf2 de la condicion siNrf2-
RSV+IL-1B, mostré una reduccion de solo el 60% aproximadamente,
comparada con su condicibn SC- RSV+IL-18 (P < 0.05); patron que se

mantuvo sin cambios en el resto de los grupos.

Expresion relativa de ARNm de Nrf2
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Figura 12. Expresion del ARNm del factor de transcripcion Nrf2 bajo el efecto de
distintos tratamientos. La figura muestra cual es el efecto de los tratamientos con RSV
y el estimulo pro-inflamatorio IL-1B sobre la concentracion relativa del ARNm de Nrf2 al
ser normalizado con el gen de referencia HPRT. Se observa como en la condiciéon con
siNrf2 se disminuye la expresiéon de su ARNm con respecto a la condicién SC. *P < 0.05
vs.SC; *P < 0.05 vs.SC-RSV+IL-1.

En cuanto a la expresion proteica del factor de transcripcidon Nrf2
observada mediante IF (Fig. 13), los resultados mostraron un patrén
similar en la expresion de Nrf2 entre las condiciones basal y SC de cada
grupo. Por tal motivo, en adelante nos referiremos a la condicién SC para
englobar los cambios presentes en el grupo basal y SC en cada uno de

los grupos.

En cuanto al uso de RSV, en la condicion SC se observé que Nrf2
mostrd una localizacion nuclear y citoplasmatica, lo cual también se
observo en la condicion SC del grupo IL-18; mientras que en la condicion
SC con el tratamiento RSV+IL-1B su localizacion fue ubicada
principalmente en el citoplasma. En contraste, las células sometidas a la
transfeccion con siNrf2 de los tres grupos, mostraron una reduccion

significativa la expresion de Nrf2, localizada Unicamente en el citoplasma.
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Basal-RSV Basal-IL Basal-RSV+IL

SC-RSV+IL

siNrf2-RSV siNrf2-IL siNrf2-RSV+IL

Figura 13. Expresion proteica del factor de transcripcion Nrf2 bajo el efecto de
distintos tratamientos. Las imagenes muestran la expresion proteica de Nrf2 cuando es
analizado por IF (magnificacién 20x). Se observa como en la condicién siNrf2 la sefal
disminuye de forma evidente con respecto a la condicién control interna de cada grupo.
Nrf2 fue asociado a Alexa Fluor 568 (rojo); los nucleos fueron contrastados con DAPI

(azul).

4.2.1 ESTUDIO in vitro DEL EFECTO DEL RESVERATROL EN LA
EXPRESION DE LA ENZIMA ANTIOXIDANTE SUPEROXIDO
DISMUTASA- 1 EN SINOVIOCITOS DE RATA EN CULTIVO.

La IF para SOD-1 (Fig. 14) mostr6 nuevamente que no existen
cambios en la expresion proteica entre las condiciones basal y SC. La
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expresion y localizacion de SOD-1 en el grupo CONTROL fue homogénea
en el citoplasma, mostrando una leve reduccion en su expresion en las
células transfectadas. LA expresion de SOD-1 mostré0 una ubicacion
nuclear en células de los grupos tratados con RSV, manteniendo una
expresion punteada y perinuclear en células tratadas con IL-1B y con
RSV+IL-18. En contraste, las células sometidas a la transfeccion
mostraron cambios en la expresion y localizacion de la SOD-1, donde se
observé una disminucién en la expresién de SOD en células transfectadas
tratadas con RSV, mientras que en células tratadas con IL-1B, la
expresion de SOD-1 mostré un incremento significativo comparado con el
resto de las condiciones, re-localizando a SOD-1 en el nucleo. Asimismo,
en células tratadas con RSV+IL-1f3, la expresion de SOD mostro un
patron homogéneo en el citoplasma formando agregados con algunas

células positivas en el nicleo.

Basal-CONTROL Basal-RSV Basal-IL Basal-RSV+IL
SC-CONTROL SC-RSV SC-IL SC-RSV+IL
siNrf2-CONTROL siNrf2-RSV “| | siNrf2-RSV+IL

34

Papel de Nrf2 en la modulacién de mediadores inflamatorios en la AR. Efecto de una dieta antioxidante.



Figura 14. Expresién proteica de la enzima antioxidante superéxido dismutasa-1.
Las imagenes muestran la expresion proteica de SOD-1 cuando es analizado por IF
(magnificacion 40x). Se observa como los distintos tratamientos con RSV e IL-1p son
capaces de modular la expresién de la enzima. SOD-1 fue asociada a Alexa Fluor 594

(rojo); los nucleos fueron contrastados con DAPI (azul).

5. DISCUSION.

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria cronica que
afecta a articulaciones, y se manifiesta mayoritariamente en los grupos de
edad que son productivos econémicamente. En la mayoria de los casos,
el curso de la AR es progresivo y conduce al dafo articular irreversible, lo
que tiene como consecuencia la deformidad de las articulaciones, el
deterioro funcional de los pacientes y la disminucion de la calidad de vida
(41). A pesar de gue su etiologia es aun desconocida, diferentes estudios
apoyan la hipétesis de que los SFs desempefian un papel central en el

dafio a la articulacion y en la persistencia de la inflamacion crénica (1, 42).

La AR no posee una cura, por lo tanto, las metas terapéuticas han
sido enfocadas hacia la remisién de los sintomas (43); sin embargo, los
tratamientos actuales no son del todo eficaces, ya que la mayoria generan
a largo plazo efectos adversos en los pacientes, ademas de que el costo
es muy elevado. Por este motivo, el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas con el uso de componentes naturales, tales como el RSV, es
una alternativa viable para el tratamiento de enfermedades reuméticas
(44).

Diversos trabajos han mostrado que el RSV puede actuar
directamente contra los radicales libres, o indirectamente mediante el
incremento de las defensas antioxidantes endogenas de las células;
donde destaca el factor de transcripcion Nrf2. Asimismo, trabajos previos

han demostrado el efecto inmunomodulador y antiinflamatorio del RSV en
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un modelo AIA (3, 45). Sin embargo, este es el primer trabajo que
demuestra la presencia de Nrf2 en la membrana sinovial AIA y su posible

modulacion por el uso de RSV.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el
tratamiento con RSV (12.5 mg/kg diarios) fue capaz de reducir los
principales signos de la patologia en fase aguda de la AR. Asi, mediante
una evaluacion histopatologica en la que se emplearon tinciones con H&E
se determind a nivel microscopico en el modelo AIA como el RSV es
capaz de inhibir la inflamacion caracteristica de la artritis establecida
mediante la disminucion de la hiperplasia sinovial, y un menor infiltrado de
células del sistema inmune, tal y como se habia descrito previamente en

trabajos con modelos AlA (3, 46).

Diversos autores han mostrado que el RSV es capaz de inducir un
efecto antioxidante a través de la activacion de Nrf2 (47,48). Sin embargo,
en relacién con la AR son muy pocos los datos que existen sobre el papel
qgue Nrf2 desempefia en esta patologia. Se sabe que su deficiencia
incrementa la severidad de la artritis en un modelo de AIA y que su

actividad esta incrementada en pacientes con AR (49, 50).

Se sabe que durante la AR los principales eventos que favorecen el
dafo articular son el estrés oxidativo, la angiogénesis y la inflamacion,
Asimismo, se ha sugerido que el efecto antioxidante del RSV puede darse
a través de la activacion de Nrf2, ya que su expresion esta implicada en la
produccion de enzimas antioxidantes que generan citoproteccion contra
dafios oxidativos que se puedan dar en el tejido en respuesta al gran
ambiente hipoxico (51). De este modo, el objetivo de este trabajo fue
determinar si la expresion de Nrf2 presenta una modulacién por el uso de
RSV en un modelo AIA. Nuestros resultados mostraron que durante la
AIA se incrementa la expresion de Nrf2. Sin embargo, aunque la
expresion total de Nrf2 no se vio modulada por el tratamiento con RSV
con respecto al grupo AlA, este si fue capaz de modular su localizacion a

su forma activa en el nucleo (52). Esto sugiere su participacion en la
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induccién del efecto antioxidante y/o antiinflamatorio que genera el uso
del RSV en un modelo AlA.

Dichos resultados fueron corroborados por estudios in vitro, donde
ademas se demostré que el RSV no es capaz de inducir la sintesis de
novo del Nrf2, ya que al inducir el silenciamiento de Nrf2, la expresion de
la proteina se mantuvo abatida ain en presencia del RSV. Asimismo, se
observo que en presencia de citocinas proinflamatorias, los sinoviocitos
son capaces de re-localizar al Nrf2 a su forma activa nuclear; sin
embargo, el uso de siARN para Nrf2 mantiene abatida la expresion de
Nrf2, aln en presencia de citocinas proinflamatorias. Lo anterior sugiere
que el Nrf2, juega un papel importante en la respuesta temprana de los
sinoviocitos al dafio oxidativo que genera la IL-10, y que el RSV es capaz

de inducir su activacion.

Trabajos previos han demostrado que Nrf2 es un importante
modulador de la inflamacién, ya que su presencia modula la actividad de
las citocinas pro-inflamatorias (53). Asimismo, se ha mostrado que Nrf2 es
capaz de regular la actividad de enzimas antioxidantes como HO-1, SOD
y CAT, entre otras (54, 55).

La enzima antioxidante CAT es producida por sinoviocitos y células
inmunes, entre ellas los macrofagos, cuando se produce un aumento en
los niveles de ROS durante el proceso inflamatorio, jugando un importante
papel en la eliminacion de ROS en las células; ésta puede encontrarse en
pequefios cuerpos celulares como los peroxisomas y actla catalizando la
conversion de peroxido de hidrégeno a agua (56). Con la finalidad de
conocer si la expresion de CAT es regulada por el uso de RSV, se
determind la presencia de CAT en el modelo AIA. Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron la presencia de CAT en el lining de la
membrana sinovial en condiciones normales; dicha expresion podria
relacionarse con la inmunidad constitutiva de los macrofagos vy
sinoviocitos activos residentes en la membrana sinovial (57). Se sabe que

dichas células actian proporcionando una proteccion continua a la
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articulacion incluso cuando la concentracion de peréxido de hidrogeno
gue rodea a las células es baja, tal y como describen en su trabajo con un
modelo AIA en ratas Dai y colaboradores (58). Los resultados mostraron
que no existe una regulacion mediada por RSV, ya que su expresion fue
similar a la encontrada en el tejido de los animales de los grupos
CONTROL y AIA. Sin embargo, dado que estudios previos han mostrado
gue en modelos in vivo, el RSV es capaz de aumentar la actividad
catalitica de CAT en respuesta al estrés oxidativo (59), son necesarios
estudios posteriores para determinar si la actividad enzimatica de CAT es

regulada por el uso de RSV.

En este sentido, en estudios previos realizados por nuestro grupo se
demostr6 como el RSV es capaz de inhibir la expresion de mediadores
inflamatorios como la citocina pro-inflamatoria (IL-1f), quimicocinas (MPC-
1, CINC-1) y enzimas inducibles como COX-2 que juegan un papel clave
en la patogénesis y progresion de la AR (3). Asi, el estudio de la Ang-1
supone una novedad debido a que se trata de un importante mediador de
la angiogénesis, un proceso fundamental en la artritis ya desde etapas
tempranas de la enfermedad (60). Ang-1 es una glicoproteina
perteneciente a la familia de los factores de crecimiento endotelial y que
actla principalmente en la vasculatura, controlando el desarrollo de los
vasos sanguineos y su estabilidad. Algunos estudios destacan la
actuacion complementaria de esta Ang-1 con VEGF, otro mediador crucial
en el proceso angiogénico. De esta forma, mientras que VEGF actua en la
formacion temprana de vasos, Ang-1 es esencial en un periodo mas
tardio de la formacion vascular (61). Nuestros resultados mostraron que .
Ang-1 incrementa su expresion durante la fase aguda de la artritis, en
toda la membrana sinovial, posiblemente con el fin de promover la
neovascularizacion y atenuar los dafios causados por el ambiente
hipoxico (62). En contraste, en presencia de RSV se observé una
reduccion significativa de Ang-1, manteniendo Unicamente su expresion
en células cercanas a los vasos sanguineos. Esta disminucion fue

descrita previamente por El-Sayed y colaboradores (63) en un modelo
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AlA, con otro antioxidante natural. Trabajos previos han mostrado que la
Ang-1 es capaz de regular el mantenimiento de la quiescencia celular,
ademas promover la angiogénesis. Asimismo, se ha observado que es
capaz de inhibir la expresion de VEGF. (64). De este modo, los resultados
sugieren que la Ang-1 juega un papel importante en la angiogénesis
durante el desarrollo de la Artritis; sin embargo, el uso de una dieta
antioxidante con RSV, es capaz de reducir su expresion en el tejido,

favoreciendo la quiescencia celular y estabilizando los vasos sanguineos.

En respuesta al ambiente oxidativo que se genera durante la artritis,
las células activan diversos mecanismos con la finalidad de evitar la
muerte celular. La autofagia es un proceso que se activa en situaciones
de estrés con la finalidad de reparar y reciclar componentes dafiados en
la célula. Con la finalidad de conocer el efecto regulador del RSV en la
inducciéon de autofagia en el modelo AlA, se demostré que el uso de una
dieta antioxidante con RSV es capaz de incrementar la presencia de
vacuolas autofagicas en la membrana sinovial de ratas AlA. Esto sugiere
gue la autofagia juega un papel importante en la regulacién del efecto
antioxidante del RSV, favoreciendo la eliminacion de organulos dafiados y

reduciendo el estrés oxidativo.

Por otro lado, con la finalidad de demostrar el efecto del RSV sobre
la expresion de Nrf2 bajo un estimulo proinflamatorio con IL-1B, se
realizaron estudios in vitro, donde se inhibié la expresion de Nrf2.
Nuestros resultados mostraron que el pre-tratamiento con RSV e IL-1, no
es capaz de inducir la activacion del Nrf2. Sin embargo, dado que la vida
media del Nrf2 es muy corta, estudios posteriores son necesarios para
adecuar las condiciones en las que Nrf2 puede ser activado. Estos
resultados estan en concordancia con otros estudios en los que se ha
visto que el RSV es capaz de aumentar la expresion de Nrf2, activandolo
tanto in vitro (65), como in vivo mediante modelos animales knock out
para Nrf2 (66, 67).
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En nuestro estudios hemos querido comprobar si SOD-1 es
dependiente de Nrf2, y como se produce la modulacion de su expresion
mediante el tratamiento con diferentes estimulos. SOD-1 es una enzima
que contiene cobre y zinc (Cu/Zn-SOD1) y actia en la AR principalmente
desde el citosol de macréfagos activos, mas concretamente en la
mitocondria, donde es clave en la conversion de los radicales superoxido
en perdxido de hidrégeno (54). Nuestros resultados demuestran que
cuando las células sinoviales no son tratadas, éstas presentan una
expresion constitutiva de SOD-1 en el citoplasma, en todas las
condiciones. Dicha expresion basal de SOD ha sido descrita in vitro
anteriormente, asociandola también a CAT (57). Hemos podido observar
como SOD-1 presenta una localizacion nuclear cuando las células son
tratadas con los estimulos RSV y mas notablemente con IL-1B. Tsang CK
y colaboradores (68) han descrito en su trabajo como SOD-1 puede
actuar como un factor de transcripcion entrando rapidamente en el nucleo
cuando se produce un incremento en la concentracion de peréxido de
hidrégeno previniendo el dafio en el material genético como consecuencia
del estrés oxidativo. Asi, nuestros resultados sugieren que la re-
localizacion de SOD-1 al nucleo, es una respuesta temprana de los

sinoviocitos a la presencia de citocinas pro-inflamatorias.

En cuanto a la regulacion de SOD-1 por el uso de RSV, estudios
previos in vitro (69) han demostrado que SOD-1 ve incrementada su
actividad enzimética en diferentes lineas celulares; en contraste, nuestros
resultados demuestran que SOD-1 no se encuentra mas expresado en los
grupos tratados con RSV. Por ello, seria necesario realizar estudios
posteriores de actividad enzimatica para determinar si SOD-1 se
encuentra regulada por RSV. En nuestros resultados, también se ha
podido observar que SOD-1 aparece formando agregados; son muy
pocos los datos en relacion a este fenédmeno, estando la mayoria
descritos en la patologia de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA).
Finalmente, los resultados presentados para SOD-1 en este trabajo

mostraron que Nrf2 no participa en la modulacion de la expresion de
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SOD-1; trabajos previos tanto in vivo como in vitro ya habian concluido

gue SOD-1 no presenta una expresion dependiente de Nrf2 (70, 71).

En resumen, se puede concluir que el RSV es capaz de inducir la
activacion del Nrf2 tanto in vivo como in vitro; hecho que puede favorecer
la respuesta antioxidante de las células y disminuir la respuesta
antiinflamatoria. Asimismo, el RSV actia disminuyendo la expresion del
mediador pro-inflamatorio Ang-1. Por otro lado, la presencia de vacuolas
autofagicas, puede ser una respuesta reparativa de las células al dafio
oxidativo, que se ve incrementado por el uso del RSV. Finalmente, la
expresion de enzimas antioxidantes no parece tener una modulacién
directa por el uso RSV, sin embargo, estudios posteriores son necesarios

para conocer la actividad enzimatica de dichos componentes.

6. CONCLUSIONES.

I. EIl RSV, administrado oralmente, reduce los principales signos de
la fase aguda de la artritis, disminuyendo la hiperplasia e hipertrofia
sinovial, asi como el infiltrado de células procedentes del sistema inmune

en un modelo AlA.

Il. EI RSV no modula la expresién total del factor de transcripciéon
Nrf2, pero es capaz de inducir su re-localizacion a la forma activa en el

nacleo, en el tejido sinovial de un modelo AlA.

lll. El RSV reduce la expresion del mediador angiogénico Ang-1; sin
embargo, no modulé la expresion de la enzima antioxidante CAT, en un
modelo AlA.

IV. El RSV es capaz de inducir la autofagia en sinoviocitos de la

membrana sinovial en un modelo AlA.

V. La activacién de Nrf2 es una respuesta temprana en sinoviocitos

cultivados en condiciones de hipoxia en presencia de citocinas pro-

41

Papel de Nrf2 en la modulacién de mediadores inflamatorios en la AR. Efecto de una dieta antioxidante.



inflamatorias tales como la IL-1. Asimismo, el RSV es capaz de inducir la

re-localizacion de Nrf2 en su forma activa.

VI. La expresion de SOD-1 en sinoviocitos cultivados en condiciones
de hipoxia no se ve modulada en ausencia de Nrf2. Sin embargo, su
estimulacién con RSV e IL-1B es capaz de re-localizar a SOD-1 en el
nacleo, incluso en ausencia de Nrf2. Asimismo, dichos estimulos generan

agregados de SOD-1 en el citoplasma.

6.1. CONCLUSIONS.

I. RSV, orally administered, reduces the main signs of the acute
phase of arthritis, decreasing synovial hypertrophy and hyperplasia and

infiltration of cells from the immune system.

Il. RSV did not shown the ability to modulate the expression of Nrf2
transcription factor, but is able to induce its relocation to the active form in
the nucleus, in the synovial tissue of an AIA model.

lll. RSV reduces the expression of angiogenic mediator (Ang-1).
However, RSV did not regulate the expression of the antioxidant enzyme
CAT, in AIA model.

IV. RSV is able to induce autophagy in synoviocytes of synovium in
AIA model.

V. Nrf2 activation is an early response in cultured synoviocytes under
hypoxic conditions in the presence of pro-inflammatory cytokines such as
IL-1B. Also, RSV is able to induce the relocation of Nrf2 to the nucleus, in

its active form.

VI. SOD-1 expression in cultured synoviocytes under hypoxic
conditions was apparently not regulated in the absence of Nrf2. However,

stimulation with RSV and IL-1p is able to relocate SOD-1 in the nucleus,
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even in the absence of Nrf2. Also, RSV and IL-13 were able to cause

aggregation of SOD-1 in the cytoplasm.
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