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Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune inflamatoria que
afecta al 0,5-1% de la poblacién mundial. Se caracteriza por la inflamacion
sinovial e hipertrofia, junto con la activacion de diversas células inmunitarias e
inflamatorias, que constituyen la sinovia, lo que finalmente dafia el cartilago y
el hueso adyacente. Esta enfermedad ha sido tratada histéricamente con los
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAME) sintéticos,
a los que se les han unido en las tres ultimas décadas los FAMESs biolégicos o
terapias dirigidas. Sin embargo, a pesar de los nuevos tratamientos, aun
persisten un gran nimero de pacientes que no responden al tratamiento. Esto,
junto con los efectos secundarios, determina que surjan nuevas alternativas
farmacoldgicas, como el resveratrol, que es un antioxidante natural. Estudios
previos en un modelo animal demostraron que el resveratrol reducia la gravedad
de la enfermedad, activando la autofagia. Para profundizar en este proceso de
autofagia se analiz6 la expresion proteica de distintos marcadores autofagicos
como p62, LC3-Il, ULK-P, Beclin-1 y NIX en sinoviocitos y su modulacion por
resveratrol en sinoviocitos.

Resumo

A artrite reumatoide (AR) é unha enfermidade autoinmune inflamatoria que
afecta ao 0,5-1% da poboacion mundial. Caracterizase pola inflamacion sinovial
e hipertrofia, xunto coa activacion de diversas células inmunitarias e
inflamatorias, que constitlien a sinovia, 0 que finalmente dana o cartilago e o
0so adxacente. Esta enfermidade foi tratada historicamente cos farmacos
antirreumaticos modificadores da enfermidade (FAME) sintéticos, aos que se
lles uniu nas tres dltimas décadas os FAMEs bioloxicos ou terapias dirixidas.
Sen embargo, a pesar dos novos tratamentos, ainda persisten un gran niimero
de pacientes que non responden ao tratamento. Isto, xunto cos efectos
secundarios determina que surxan novas alternativas farmacoléxicas, como o
resveratrol, que é un antioxidante natural. Estudos previos nun modelo animal
demostraron que o resveratrol reducia a gravidade da enfermidade, activando
a autofaxia. Para profundizar neste proceso de autofaxia analizouse a expresion
proteica de distintos marcadores autofaxicos como p62, LC3-Il,Beclin-1 e NIX
en sinoviocitos e a sua modulacién por resveratrol en sinoviocitos.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory autoimmune disease that affects
0.5-1% of the global population. It is characterized by synovial inflammation
and hypertrophy, along with the activation of various immune and inflammatory
cells that constitute the synovium, ultimately damaging the cartilage and
adjacent bone. Historically, this disease has been treated with synthetic disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDSs), which have been joined in the last
three decades by biological DMARDs or targeted therapies. However, despite
new treatments, a significant number of patients still do not respond to treatment.



This, along with side effects, necessitates the emergence of new
pharmacological alternatives, such as resveratrol, which is a natural antioxidant.
Previous studies in an animal model demonstrated that resveratrol reduced the
severity of the disease by activating autophagy. To delve deeper into this
autophagy process, the protein expression of various autophagic markers such
as p62, LC3-Il, ULK-P, Beclin-1, and NIX was analyzed in synoviocytes, as well
as their modulation by resveratrol in synoviocytes.

Palabras clave: artritis reumatoide, autofagia, mitofagia, mTOR, membrana
sinovial, sinoviocito, TNF, pannus, resveratrol.

Palabras chave: artrite reumatoide, autofaxia, mitofaxia, mTOR, membrana
sinovial, sinoviocito, TNF, pannus, resveratrol.

Keywords: rheumatoid arthritis, autophagy, mitophagy, mTOR, synovial
membrane, synoviocyte, TNF, pannus, resveratrol.



1. INTRODUCCION

En el presente estudio se va a realizar una caracterizacion mediante la técnica
del Western blot de mediadores implicados en la regulaciéon del flujo autofagico
en células sinoviales estudiando asimismo la implicacion del resveratrol en
dicho proceso.

1.1 Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune inflamatoria que
afecta al 0,5-1% de la poblacion mundial. Se caracteriza por la inflamacién
sinovial e hipertrofia, junto con la activacion de diversas células inmunitarias e
inflamatorias, que constituyen la sinovia, lo que finalmente dafa el cartilago y el
hueso adyacente (Figura 1) (Tsaltskan & Firestein, 2022).

Ademas de las articulaciones, también hay otros 6rganos que podrian verse
afectados, como los pulmones, la piel y el sistema vascular. En conjunto, la
artritis reumatoide puede provocar dolor crénico, discapacidad y un aumento de
la mortalidad que puede llegar a ser mas del doble en pacientes con AR que en
la poblacion general (Masoumi et al., 2021) y esto parece estar ampliandose,
actualmente se estima que en Espafia mas de 300.000 personas padecen AR
(Fundacion Espafiola de Reumatologia, s.f.)

Existen evidencias de que el desarrollo del estrés oxidativo o desequilibrio redox
juega un papel crucial en la patogénesis de la enfermedad, al producir un nivel
excesivo de diferentes especies reactivas de oxigeno (ERO). Esto origina un
cambio de metabolismo en varios tipos de células de la AR, como los
sinoviocitos, que utilizan la via glucolitica para producir ATP en lugar de la via
mas productiva de la fosforilacion oxidativa (LOopez-Armada et al., 2022).

Ademas de lo mencionado anteriormente, hay patologias que pueden agravar
la diagnosis de la AR, como la periodontitis, las infecciones de pulmén,
infecciones gastrointestinales, asi como el ser una persona fumadora. También,
se ve que hay un sesgo de género en la susceptibilidad de esta enfermedad,
siendo las mujeres mas afectadas que los hombres en una ratio de 3:1.

La AR ha sido tratada histéricamente con los llamados farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (FAME) sintéticos, a los que se les han unido
en las tres ultimas décadas los FAMEs bioldgicos o terapias dirigidas. Sin
embargo, a pesar de los nuevos tratamientos, aln persiste un porcentaje
importante de pacientes que no responden al tratamiento. Esto unido a los
inevitables efectos secundarios determina que surjan nuevos objetivos
farmacoldgicos (Tsaltskan & Firestein, 2022), como el resveratrol, que se va a
abordar en este trabajo.
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Figura 1: Desarrollo de la Artritis Reumatoide.
Imagen tomada de Masoumi et al. (2021).

1.1.1 Membrana sinovial

La sinovia se caracteriza por una capa de células que contiene una mezcla de
macrofagos derivados de la médula 6sea y de células especializadas tipo
fibroblastos (Edwards, 1994).

Hay dos importantes tipos de células en la sinovia: los sinoviocitos tipo A y tipo
B. Los tipo A tienen naturaleza macrofagica (del inglés, macrophage like
synoviocyte, MLS), que derivan de las lineas celulares de
monocitos/macrofagos y los tipo B que son sinoviocitos de naturaleza
fibroblastica (del inglés, fibroblast-like synoviocyte, FLS) (Masoumi et al., 2021).

Los FLS son células no inmunoldgicas, derivadas del mesénquima que
desempefian un papel importante en la fisiologia de la sinovia al producir ciertos
componentes del liquido sinovial y del cartilago articular, como la lubricina y el
acido hialurénico (Tsaltskan & Firestein, 2022). Estas células en una situacion
de inflamacion crénica se pueden convertir en un fenotipo invasivo, inflamado e
hiperplasico que produce la formaciéon del pannus. El pannus esta compuesto
de diferentes tipos celulares, incluyendo monocitos, macréfagos, linfocitos,
células endoteliales, osteoclastos y fibroblastos (Masoumi et al., 2021).

Las interacciones que presentan los FLS con las células inmunes o no inmunes
permiten el desarrollo y la organizacion de estructuras terciarias como las
estructuras linfoides ectopicas, organos linfoides terciarios y la secrecion de
citoquinas proinflamatorias. Las citoquinas intervienen tanto en la interaccion
célula-célula, como en la interaccion de las células FLS con otras células
inmunes o no, lo que va a estimular y activar las células inmunitarias (Masoumi
et al., 2021).



Los sinoviocitos tipo fibroblastos producen mediadores tanto anti-inflamatorios
como proinflamatorios. Tienen un comportamiento tumoral y pueden migrar
desde tejidos afectados a otros que no lo estan, causando la sinovitis. Por ello,
estas células estan implicadas en varios procesos patolégicos de la AR, como
la formaciéon del pannus, la sinovitis y la destruccion del hueso/cartilago. En
concreto, podrian participar directamente en la destruccion del tejido y
deformarlo, convirtiéndose los sinoviocitos de tipo fibroblasto normales en un
fenotipo invasivo por la comunicacion con las células T a través de quimiocinas,
citoquinas, moléculas de adhesion y proteinas de membrana (Masoumi et al.,
2021).

La sinovitis es causada por la influencia o activacion o ambas de células
mononucleares (incluidas células T, células B, células plasmaticas, células
dendriticas, macréfagos y células de mastocitos) y por la angiogénesis. Se
forma el pannus, luego el revestimiento se vuelve hiperplasico, lo que provoca
que los sinoviocitos invadan tejidos adyacentes como huesos, cartilagos y
tendones, resultando en dafio del cartilago/hueso en pacientes con AR. Esta
hiperplasia sinovial se define como un aumento de las células de la capa interna,
que pasa de tener en condiciones normales de 1 a 3 capas de células a tener
unas 15 capas de células (Figura 2). En este proceso es importante la
interaccion de las moléculas de adhesion, como las cadherinas y las integrinas
que estan implicadas en la formacién y mantenimiento de capas sinoviales
(Choy, 2012). Por otro lado, es importante destacar que a causa de la
hiperplasia y el reclutamiento de células del sistema inmunolégico como las
células B y T, y macréfagos hacia la subcapa se induce un ambiente hipoxico,
aumentandose la demanda de metabolitos en la sinovia, lo que potencia este
proceso. La hiperplasia sinovial y la hipoxia conducen a la produccion del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) que es el mediador en la
neoangiogénesis (Masoumi et al., 2021).
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Figura 2: Vision de una articulacién normal (a)
y de una articulacion afectada por AR (b).
Imagen obtenida y modificada de Choy (2012).
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1.2 Flujo autoféagico

La naturaleza de la AR se desconoce pero se cree que uno de los posibles
mecanismos afectados sea los niveles deficientes de autofagia. La autofagia se
define como un proceso metabdlico implicado en la degradacion de
componentes intracelulares via maquinaria lisosomal (Vomero et al., 2022). Es
provocada por el dafio extracelular o se debe a un nimero excesivamente alto
de organulos no funcionales (Lopez-Armada et al., 2022). Aunque se describen
varios tipos de autofagia en células de mamiferos, la macroautofagia es la mas
estudiada (ANEXO [) (Nakatogawa et al., 2009).Una desregulacion del flujo
autofagico, o autofagia, esta implicada en procesos patogénicos inflamatorios
severos como la AR (Vomero et al., 2018).

La quinasa mTOR es un factor clave de la autofagia. Si esta activa se inhibe la
autofagia y si esta suprimida, la promueve. Hay 3 serin/treonia quinasas, entre
ellas se encuentra ULK1 que forma un complejo con ULK2, Atg13y la proteina
FIP200. Ademas del complejo que forma ULK1 estd el complejo VPS34 que
contiene PI3K de clase lll, Beclin-1, p150 y el gen Atg 14 que esta asociado a la
resistencia de la radiacion ultravioleta y ademas es requerido para la induccion
de la autofagia, ya que el Atg 14 va a activar a los otros genes Atg que
intervienen en la formacion del autofagosoma. Las proteinas Atg que participan
en la autofagia son producidas por la transcripcién y la traduccion de genes
Atg que se agregan para formar complejos funcionales especificos que se
activan y reclutan en las membranas para iniciar la autofagia (Wang et al., 2020).

Ademas de la existencia de la macroautofagia o autofagia, existe otro tipo de
autofagia selectiva, denominada mitofagia. Recibe este nombre debido a que
el proceso actia sobre la mitocondria, eliminando aquellas mitocondrias
dafiadas o que resulteninnecesarias para la célula. Cuando se produce un dafio
mitocondrial, la proteina PINK va a reclutar a la ligasa PARKIN, que va a
poliubiquitinizar las proteinas de membrana de mitocondrias para reclutar otros
adaptadores de la autofagia. Ademas, en condiciones de estrés oxidativo,
BNIP3L/NIX va a ser directamente reclutado para inducir la formacién del
autofagosoma (Cell Signaling Technology, 2016).

1.2.1 Mediadores autofagicos

Para poder entender bien el funcionamiento del proceso autofagico se va a
empezar por hablar del complejo mTOR. Existen dos complejos distintos
MTORC1 (cuya proteina accesoria clave es RAPTOR) y mTORC2 (cuya
proteina clave es RICTOR), este trabajo se va a centrar en mTORC1 (Figura
3).
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Figura 3. Esquema de los dos complejos de mTOR (MTORC1 y mTORC?2).
Imagen tomada de Kim & Guan (2015).

mTORC1 es una “llave maestra” para la mayoria de los procesos energéticos
de la célula, impulsando el crecimiento celular y construyendo biomasa celular
en casos de insuficiencia de nutrientes y, a la inversa, permitiendo el reciclaje
autofagico de componentes celulares ante la limitacién de nutrientes. Por tanto,
se puede decir que una de las funciones bien establecidas de mTORC1 es la
de promover el metabolismo celular anabdlico para promocionar los
componentes basicos necesarios para el crecimiento y proliferacion celular
mencionados anteriormente. Integra varios estimulos y redes de sefiales para
estimular la sintesis de proteinas, lipidos, nucleétidos y bloquear procesos
catabdlicos. Un buen regulador de mTOR (aguas arriba) es la via de
sefalizacion del factor de crecimiento PI3K/AKT. Diversos factores de
crecimiento como la insulina e IGF (Factor de Crecimiento de la Insulina) activan
receptores de quinasa y, por lo tanto, activa el eje PISK/AKT. AMPK es un
sensor de los niveles celulares y es activado por la relacion AMP/ATP. AMPK
fosforila directamente RAPTOR, lo que provoca una disminucién de la actividad
de mTOR a través de la inhibicién alostérica. Se ha observado que bajos niveles
de oxigeno celular también inhiben mTORC1 al regular positivamente la
respuesta a un dafio del ADN que puede llegar a modular la actividad de TSC2
para inhibir mMTORCL1.

La regulacion de la autofagia por mTORC1 es la mayor digestion celular que
elimina macromoléculas y organulos dafiados. La mayoria de todas las
condiciones de induccion de autofagia, como la privacion de nutrientes o
factores de crecimiento y la disminucion de los niveles de energia celular inhiben
la actividad de mTORCL1. Esto sugiere un acoplamiento estrecho e inverso entre
la induccién de la autofagia y la activacion de mTORCL1. La regulacion de la
autofagia por mTORCL1 puede ser a través de dos complejos, uno el complejo
ULK y el otro el complejo VPS34, ambos complejos se van abordar en este
trabajo por estar relacionados con ULK1 (proteina quinasa relacionada con el
proceso autofagico) y con Atgl4, respectivamente. El complejo mTORC1 y
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ULK1 (activada por AMP) regulan las etapas tempranas y tardias de la
autofagia (Jia et al., 2023).

El inicio de la autofagia por ULK esta

regulado reciprocamente por

MTORC1 y AMPK en respuesta a o Nutrients

cambios dinamicos en los nutrientes o

celulares y los niveles de energia.

AMPK y mTORC1 también regulan el '
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en VPS34 e inhibe la actividad de Figura 4: Regulacion de la autofagia por el
la quinasa lipidica VPS34, siendo complejo mTORC1, donde se observan los
esta otra via de inhibicion de la complejos indicados, el ULK y el VPS34.

autofagia (Kim & Guan, 2015). Imagen tomada de Kim & Guan (2015).

VPS34 es una subunidad catalitica
del complejo PI3K de clase Il que
fosforila el fosfatidilinositol 3-fosfato
promoviendo la autofagia (Jia et al.,
2023).

MTORC1 bloquea la autofagia mediante inhibicién directa de los primeros pasos
del proceso de control de la capacidad degradativa lisosomal de la célula
mediante la inhibicién de la transactivacion de genes que codifican factores
estructurales, reguladores y cataliticos. Una de las dianas de mTORCL1 en el
citoplasma de lisosomas es ULK1 (Jia et al., 2023).

1.2.2 Mitofagia

La mitocondria es la “central energética” de la célula. Se encarga de producir
energia en forma de ATP y estéd implicada en diversos procesos celulares. La
disfuncién de las mitocondrias esta correlacionada con el dafio celular presente
en las enfermedades degenerativas y autoinmunes, como la AR. Por tanto, es
muy importante que se mantenga la homeostasis mitocondrial. La mitofagia es
una autofagia selectiva de la mitocondria que juega un papel importante en el
mantenimiento de dicha homeostasis. Se han encontrado varios mecanismos y
estimulos que inducen a la mitofagia. En general, la mitofagia se puede dividir
en via dependiente o independiente de PRKN (proteina ubiquitina ligasa
PARKIN) (Figura 5) (Sun et al., 2021).

La via mejor conocida de la mitofagia ha sido estudiada en células de mamiferos
y esta mediada por PTEN inducido por la quinasa 1 (PINK1) y PARKIN (Wang
et al., 2020). PARKIN es una ligasa ubiquitina E3 y es reclutada por PINK1 en
mitocondrias disfuncionales con una pérdida de potencial transmembrana
(Marinkovic & Novak, 2021).



La via independiente de PARKIN es llevada a cabo por receptores de proteinas,
entre los que destaca el receptor BNIP3/NIX, donde sirve como receptor de la
mitofagia en células en desarrollo o en condiciones patologicas. El proceso
por el que actia BNIP3/NIX es un proceso sin ubiquitinizacion (Sun et al., 2021).

Receptor-mediated mitophagy BNIP3L/NIX-mediated mitophagy

Figura 5: Esquema que
representa los mecanismos
moleculares de la mitofagia
mediada por receptores, como
se describe en detalle en la
parte izquierda, y también
puede estar mediada por
BNIP3/NIX, como se explica
en la parte derecha. Imagen
tomada de Marinkovic &
Novak (2021).

Parece haber una relacion entre la baja cantidad de BNIP3 y la menor actividad
autofagica. Sin embargo, el aumento de BNIP3 relacionado con el control de la
mitofagia aun no esta claro. En mamiferos BNIP3 forma un homdmero u
homodimero, pero no estan claras las contribuciones del monémero o del
homodimero a la mitofagia (Wu et al., 2021). La activaciéon de la mitofagia puede
desencadenarse por condiciones de estrés o por eliminacion programada de las
mitocondrias. La mitofagia inducida por el estrés se activa por la via de PARKIN
mientras que la que se da por eliminacion programada se debe a los receptores
como BNIP3/NIX (Marinkovic & Novak, 2021).

1.3 Citocinas implicadas en el proceso inflamatorio

Las citocinas son proteinas o glucoproteinas de bajo peso molecular (<30kDa)
con una vida media corta, producidas principalmente por células del sistema
inmunolégico. Entre las citocinas que estan implicadas en procesos
inflamatorios como la AR, se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), que es objeto de estudio en este trabajo, y la interleucina 1 beta (IL- 113)
(Yan et al., 2015).

Estos mediadores van a ser producidos por diferentes tipos celulares presentes
en la membrana sinovial con AR. Mientras que el factor TNFa es un estimulo
importante para las células productoras de mediadores inflamatorios, IL-113
media la destruccion del cartilago y del hueso.

La IL-13 es un miembro clave de las interleucinas 1L que median las respuestas
inflamatorias a través del receptor 1L-1. Si se da estimulacion con activadores
NLRP3 se observa un aumento en la secrecion de la IL-13 en macrofagos con
deficiencia de autofagia/mitofagia paralela a la acumulacion de mitocondrias
dafadas.



La reduccion de la produccion de mtROS o la eliminacion de mitocondrias
despolarizadas conduce a un cese de la secrecidon excesiva de interleucina
beta. La mitofagia puede representar un mecanismo antiinflamatorio intrinseco
de las células al restringir la produccion excesiva de IL-1(3. El control de
mitocondrias disfuncionales puede vincular la mitofagia con otras citocinas
inflamatorias. En ausencia de autofagia, la liberacibn de ADN mitocondrial
conduce a la produccion mejorada transcripcionalmente de mudltiples citoquinas
inflamatorias incluidas el factor de necrosis tumoral TNFa (Xu et al.,2020). TNFa
es una citoquina proinflamatoria que juega un papel clave en enfermedades
inflamatorias (Malaviya et al., 2017). Se sabe que la autofagia esta implicada en
la presentacion de antigenos, por tanto, se ha demostrado que el TNF activa la
mitofagia para la degradacion especifica de las proteinas mitocondriales en
macrofagos. Diversos estudios realizados recientemente destacan el papel
fundamental de la mitofagia en la regulacién de la produccién de citoquinas
inflamatorias, homeostasis y diferenciacion de las células inflamatorias
correlacionando con la patogénesis de enfermedades autoinflamatorias a
multiples niveles (Xu et al., 2020).

1.4 Resveratrol

Ante el auge que tuvo el desarrollo de nuevos tratamientos
para la AR, se llevo a cabo la aplicacion del resveratrol.

El resveratrol (3,4’,5-trihydroxy-trans-stilbene) fue aislado
por primera vez en 1939 por Takaoka de Veratrum
grandifolium (Figura 6) (Pezzuto, 2019). Se trata de un
compuesto polifendlico que también se encuentra en
numerosos productos naturales como la uva y sus
derivados como el vino tinto, la mora, los frutos secos.
Su isémero trans es la forma mas comudn y estable del Figura 6: Imagen de la
resveratrol, y biolégicamente activa (Figura 7) planta veratrum
i ’3_/ 9 . ) g o grandifolium. Imagen
Tiene propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y tomada de “Veratrum”
antienvejecimiento. Ademas, presenta efectos positivos (2024).
terapéuticos en enfermedades autoinmunes, como la AR

(Shaito et al., 2020).

OH
Hay evidencias de que el resveratrol suprime la
proliferacion y supervivencia celular inducidas por BAFF / Q
. , HO

(factor activador de células B) de manera que promueve el O oH
flujo autofagico y la autofagia lo cual esta asociado con su  Figura 7: Imagen de
inhibicion via AKT/mTOR en linfocitos B normales y la estructura  del

. . . resveratrol. Tomada
neoplasicos. Se puede decir que el resveratrol induce la 4o pessuto (2019).

autofagia inhibiendo la via mTOR ULK1 (Park et al., 2016).



En este sentido, distintos estudios en modelos animales de AR han demostrado
gue elresveratrol suprimié notablemente los signos patologicos de AR, incluyendo
la infiltracion sinovial de células inflamatorias, el estrés oxidativo, la hiperplasia
sinovial y la neovascularizacion en los tejidos sinoviales.

2. OBJETIVOS
Los principales objetivos planteados para el presente estudio son:

e Cuantificar la expresion de diferentes mediadores autofagicos como ULK- P,
p62, NIX, LC3-1l y Beclin-1 mediante Western blot.

e Evaluar el posible efecto protector del antioxidante natural resveratrol sobre
el flujo autofagico en un contexto inflamatorio inducido por la inflamacion con
la citocina TNFa.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Obtencion y procesamiento del material biol6gico

Se recogieron muestras de tejido sinovial de pacientes que han sido sometidos
a cirugia de reemplazo de rodilla o cadera en el Hospital Universitario de A
Corufia. Ademas de los cultivos de células sinoviales humanas, se emplearon
para el presente trabajo cultivos de células sinoviales de ratas.

Las células se conservan mediante criopreservacion, congelandose en
nitrogeno liquido a temperaturas muy bajas (-196°C). Para ello, se afiadié un
preparado con medio DMSO (dimetilsulféxido) (20%), RPMI (40%) y Suero
bovino fetal (SBF) (40%). EI DMSO se utiliza como criopreservante y como
anticongelante, evitando que se formen cristales de hielo, ademas, como es
toxico, es importante afiadir suero para reducir la toxicidad.

Todos los estudios se realizaron de acuerdo con la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica, cumpliendo con los requisitos éticos de la Declaracion
de Helsinki y aprobados por el Comité Etico de Investigacion de Galicia. Se ha
obtenido el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes
donantes de muestras sinoviales y todas las muestras se codificaron para ser
tratadas de manera anénima.

La obtencién de muestras de tejido sinovial de ratas se realiz6 segun la ley
espafiola vigente (RD53/2013) / (RD118/2021), que modifica el Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, que establece las normas aplicables para proteger los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

3.2 Células sinoviales

Se van a utilizar células sinoviales de humanos y de ratas. La unica diferencia
es el medio de cultivo, que en el caso de células sinoviales humanas es el



medio RPMI 20% SBF + insulina 0,12Ul/ml, 100Ul/ml penicilina, 100ug/mi
estreptomicina (Gibco), y en el caso de células sinoviales de ratas es el medio
RPMI 10% SBF. El resto del procedimiento experimental es el mismo para
ambas células.

Las células sinoviales que estaban preservadas en nitrégeno liquido se
descongelany se afiade medio RPMI (Corning, Manassas, VA, EE. UU.) al 10
% de SBF con la Pipeta Pasteur con precaucion, y al mismo tiempo que se
afiade el medio se va retirando al otro vial. De esta manera, se evita que las
células sufran un choque térmico y se reduce el efecto toxico del DMSO.

Luego, se centrifugan a 1500 rpm durante 5 minutos, se decanta y se
resuspenden en 7-8 ml de medio RPMI 10% SBF activado y se dejan en una
placa en cuarentena para pasar la prueba de micoplasma.

Una vez que las células han alcanzado la confluencia se realiza un pase
(tripsinizacion). Primero, se retira el medio que tenian las células y se afiaden 5
ml de tampon salino para lavar los restos de suero. Luego se afiaden 3 ml de
tripsina para romper los enlaces de arginina y lisina de las membranas celulares.
Se incuban las placas a 37°C durante 5 minutos. Tras el periodo de incubacion,
la tripsina se inactiva afiadiendo 3 ml de medio RPMI al 10% de suero bovino
fetal. Se recogen las células y se centrifugan a 1500 rpm durante 5 minutos.
Tras decantarlo, queda el pellet, que se va a resuspender en 5 ml de medio
RPMI al 10% de suero bovino fetal para luego realizar el contaje de las células
en la camara Neubauer.

Tras contar las células, se siembran el nUmero de células necesario en 2 ml por
pocillo de 6 y en espiral para distribuirlas uniformemente y luego se agita en
cruz.

3.3 Estimulacioén

Antes de estimular las células, se deplecionan, retirando el medio RPMI 10%
SBF activado y afiadiendo 1 ml de medio RPMI 0,5% a cada pocillo, y se incuban
en la estufa a 37 °C durante 24 h.

Para llevar a cabo la estimulacion, se emplean los siguientes estimulos:
rapamicina, cloroquina, TNF vy resveratrol. Se van a realizar diferentes
diluciones en funcion de la concentracion a la que se encuentre cada estimulo,
como se indica en el ANEXO Il A.

Se realizaron dos experimentos, en el primero se utilizé una placa de 6 pocillos,
en la que se afiadieron los siguientes estimulos: basal, TNF, cloroquina,
rapamicina, TNF + cloroquina y TNF + rapamicina. En el segundo experimento se
realizaron 8 condiciones, ya que se les sumo dos condiciones: resveratrol y TNF
+ resveratrol.

En primer lugar, se afiaden los estimulos de rapamicina, cloroquina y
resveratrol, ya que tienen que incubarse en la estufa a 37°C durante 1 h.
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Posteriormente, se afiade el TNF en las condiciones correspondientes.

Por ultimo, después de afadir los estimulos en los respectivos pocillos, se
incuban en la estufa durante 24 h. En el caso de las células sinoviales de ratas,
el tiempo de incubacion se redujo a 18 h para reducir el efecto toxico de la
cloroquina.

3.4 Extraccion de la proteinay cuantificacion

Para extraer la proteina, primero se prepara un tampon de lisis, cuya
composicion se indica en el ANEXO Il B. En el momento de su uso es necesario
afiadir por cada 1000 ul de tampodn de lisis, 10 pl de PMSF y 10 ul de céctel de
inhibidores. En nuestro caso, se necesitaron 320 pl de tampodn de lisis, 3,2 pl de
PMSF, 3,2 pl de coctel de inhibidores, para los 6 pocillos y 400 ul de tampén de
lisis, 4 pul de PMSF y 4 pl de céctel de inhibidores para los 8 pocillos, pero se
prepara algo mas para luego realizar la medicion de la proteina.

A continuacion, se elimina el medio que contenian los pocillos y se afiade 1 ml
de medio salino a cada pocillo para lavarlos. Posteriormente, se retira el medio
salino de los pocillos y se afiaden 40 ul de tampdn de lisis en cada pocillo.
Luego, se “scrapea” o se raspa para facilitar mecanicamente la lisis celular y
recoger la lisis celular que contiene las proteinas a un tubo eppendorf. El
siguiente paso consiste en hervir las muestras con el tampoén de lisis en un
Termoblock a 100°C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas. Es
imprescindible pinchar la tapa de los eppendorfs con una aguja para evitar que
salte.

Por ultimo, se centrifugan a 13000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Y se cuantifica
la proteina en el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Nanodrop, EE. UU.),
midiendo la absorbancia a 280 nm. Para ello, primero se afiade 2 ul de agua en
el Nanodrop para calibrarlo y luego se afiade 2 pl de tampdn de lisis para hacer
el blanco, y por ultimo, se van afiadiendo 2 ul de cada una de las muestras.

3.5 Western blot

Se cuantificé la expresion de diferentes mediadores autofagicos como ULK1,
ULK-P, p62, NIX, LC3-I, LC3-Il, Beclin-1 mediante Western blot. Se trata de un
método que permite identificar y cuantificar una proteina especifica de un
extracto de células o tejido previamente lisados. En primer lugar, se separan las
proteinas desnaturalizadas mediante electroforesis en gel y luego se transfieren
a una membrana que posteriormente se incubara con el anticuerpo especifico
gue permite detectar la proteina de estudio. De esta manera, se puede detectar
el tamafo y la cantidad de proteinas que hay en cada muestra.

Como las proteinas que queriamos detectar tenian un tamafio molecular muy
diferentes, realizamos 2 geles con un porcentaje de acrilamida diferente para
cada uno de los experimentos. En los geles cabe distinguir una fase inferior
(running fase o gel separador) en nuestro caso del 12% y 7,5% de acrilamida,y
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una superior (stacking fase o gel concentrador) al 4%.

Una vez realizados los geles, se preparan las muestras. Para ello, primero, se
hace la mezcla de laemmli y 3-mercaptoetanol en una proporcion 1:10 (90 ul de
tampon de carga azul de laemmli y 10 pl de R-mercaptoetanol). El laemmli
permite ver dénde esta el frente y el R-mercaptoetanol desnaturaliza las
proteinas y de esta manera, las proteinas se separan por su tamafo. Luego,
se cargan 25 ug de cada una de las muestras a las que se les afiade 1/3 de su
volumen de la mezcla anterior y se hierven a 95°C 5 minutos para luego
enfriarlas a 4°C durante 15 minutos. Posteriormente se cargan las muestras en
el gel y se aplica una corriente de 100 V durante 20 minutos para el stacking
para después aumentar el voltaje a 120 V durante 1h. Una vez que el frente
de las muestras ha alcanzado la parte final del gel, se transfiere a una
membrana PVDF durante 40 minutos a 20 V, y después, se realiza una tincién
Ponceau para verificar que se ha realizado correctamente la transferencia y
conocer donde estaban las proteinas, de esta manera, se puede cortar la
membrana, ya que los diferentes anticuerpos (ANEXO Il C) necesitaban ser
bloqueados en diferentes soluciones de bloqueo (5% de leche 0 BSA). Después
de 1h de incubacién en la solucién de bloqueo correspondiente, se afade al
fragmento superior de la membrana original correspondiente al gel 12%, que se
encontraba en una solucién al 5% de BSA, el anticuerpo p62 (1:500) (Cell
Signaling, EE. UU.). Mientras, a la parte inferior, que se bloque6 en una solucion
al 5% leche, se le afiadi6 el anticuerpo de LC3 (1:700) (Cell Signaling). Por otra
parte, en la membrana del gel de 7,5%, después de 1 h de bloqueo en 5%
BSA, se aflade a la parte inferior el anticuerpo NIX (1:1000) (Cell Signaling).
Se dejan las membranas incubando en la camara de 4°C durante toda la noche
en movimiento. A la mafiana siguiente, tras realizar 3 lavados de 5 minutos cada
uno en tampon de lavado 1X (ver composicion en ANEXO II D), se afiade el
anticuerpo secundario anti-conejo (1:4000) (Abcam, Reino Unido) en las
membranas (ANEXO Il E). Se vuelve a lavar cada vez, con tampén de lavado y
luego se revela, usando el kit Luminata Classico Western HRP Sustrate
(Millipore, EE. UU.). Se trata de un kit de revelado por quimioluminiscencia, que
reacciona con la enzima peroxidasa de rabano (del inglés, Horseradish
peroxidase, HRP) unida al anticuerpo secundario, produciendo una reaccion
gue emite una sefal a 428 nm, posteriormente detectada por una camara de
revelado Amersham Imager 600 (Cytiva, Japdn). A continuacion, se volvieron a
bloguear las membranas en BSA 1 h, para afiadir los siguientes anticuerpos. En
la membrana del gel 12% se afiade el anticuerpo de ULK-1 (1:1000) (Cell
Signaling) y en la otra membrana del gel 7,5%, en el fragmento superior se
afiade el anticuerpo ULK-P (1:1000) (Cell Signaling) y en el fragmento inferior
se afiade el anticuerpo Beclin-1 (1:500) (Cell Signanling). Luego, se dejaron
las membranas incubando en la camara de 4°C durante toda la noche. A la
mafiana siguiente, después de haber realizado 3 lavados de 5 minutos cada
uno, se afade el anticuerpo secundario anti-conejo (1:4000) (Abcam, Reino
Unido) en las membranas. Se lavan otra vez las membranas 3 veces, 5 minutos
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cada vez y luego se revelan en la camara de revelado de quimioluminiscencia.
Finalmente, como control de carga, se emplea el anticuerpo tubulina (1:5000)
(Sigma-Aldrich, EE. UU.), que es el Unico anticuerpo que se incuba con el
anticuerpo secundario anti- raton (ANEXO Il E).

4. RESULTADOS
4.1 Estimulacién y Western blot

Tras estimular las células sinoviales humanas se obtuvieron los siguientes
resultados reflejados en la Tabla 1. En el caso del estimulo de cloroquina se
puede observar que hay valores de concentracion de proteinas muy bajos, con
una ratio 260/280 muy alto, de 4,87 y 4,62. Aunque por lo general, no se ha
obtenido ningun valor 6ptimo que esté entre 1,7 y 2,3, y esto se puede deber a
que tenemos concentraciones de proteina muy pequefias. Como hay
concentraciones de proteina muy pequefas, no pudimos obtener los 15 ug
minimo que necesitamos para poder realizar el Western blot. Por este motivo,
y dada la dificultad que teniamos en obtener células humanas, se decidio
realizar los siguientes experimentos en células sinoviales de rata.

Tabla 1: Resultados de los estimulos empleados en las
células sinoviales humanas. Se representan los valores de
ratio 260/280 y de concentraciéon (mg/ml).

Concentracion

Muestra Ratio 260/280 mg/ml
Basal 1,50 0,32
TNF 1,46 0,46
Cloroquina 4,87 0,19
Rapamicina 1,18 1,43
TNF+Cloroquina 4,62 0,27
TNF+Rapamicina 1,13 0,73

En comparacion con los resultados de células sinoviales humanas, en el
experimento realizado con células de rata se ve que hay mayor concentracion de
proteina en todos los estimulos. En la muestra basal hay mayor concentracion
de proteina, que en presencia de los estimulos. Ademas, con respeto a la ratio
260/280, hay valores 6ptimos, como 1,78 y 1,75 en los estimulos que tienen
cloroquina, y en el resto por lo general, los valores rondan 1,50. Por lo que, no
hay valores tan disparados como en las células sinoviales humanas.
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Tabla 2: Resultados de los estimulos en las células
sinoviales de ratas. Se representan los valores de ratio
260/280 y de concentracion (mg/ml).

Concentracion

Muestra Ratio 260/280 mg/ml
Basal 1,53 6,03
TNF 1,52 4,85
Cloroquina 1,78 3,93
Rapamicina 1,55 4,93
TNF + Cloroquina 1,75 4,99
TNF + Rapamicina 1,53 4,87

Cuando se realizé un segundo experimento, la concentracion y pureza de los
extractos fue similar al experimento anterior (Tabla 3). Se puede ver en
comparacion con el experimento anterior que no existen grandes diferencias
con respeto a los valores de ratio 260/280 y de la concentracién de proteina con
los diferentes estimulos. Al calcular la media de la concentracién de proteina
con los diferentes estimulos, se puede comprobar que no hay una diferencia
notable, puesto que la media de la concentracion de proteinas varia entre un
5,5y un 4,9 en ambos experimentos. Lo que se observa en comun es que la
concentracion de proteina en presencia de cloroquina es bastante baja.

Tabla 3: Resultados de los estimulos en las células sinoviales de ratas. Se
representan los valores de ratio 260/280 y de concentracion (mg/ml).

Muestra Ratio 260/280 Concentracion mg/ml
Basal 1,49 5,70
TNF 1,51 6,79
Cloroquina 1,97 3,87
Rapamicina 1,49 7,09
TNF + Cloroquina 1,96 3,94
TNF + Rapamicina 1,53 5,94
Resveratrol 1,53 5,85
TNF + Resveratrol 1,58 5,56

A continuaciéon, se muestran las imagenes obtenidas tras realizar los Western

blot y el resultado de la cuantificacion de las bandas obtenidas para cada una

de las proteinas y que fueron ajustadas empleando el programa ImageJ. En

primer lugar, cuantificamos la expresion proteica de p62 y LC3-lIl. Como

estimulo positivo de induccion de autofagia se empled la rapamicina, un potente

inhibidor de mTOR. La cloroquina se empleé como inhibidor de la degradacion
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de los lisosomas, lo que permite evaluar la acumulacién de autofagosomas. Y
por ultimo, el TNF, mediador inflamatorio cuya accidon queremos evaluar.

Tras realizar la media de la cuantificacion de los dos experimentos, los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Expresion proteica de p62 y LC3-Il en sinoviocitos de rata. Células sinoviales

de rata confluentes, en placas de 6 pocillos, previamente estimuladas con un inhibidor

(cloroquina) o un inductor (rapamicina) de la autofagia se estimularon durante 18 h en

presencia o0 no de TNFa. (A) Imagen representativa de uno de los geles. (B) y (C)

Representacion gréafica de la cuantificacion de las bandas, p62 y LC3-Il,respectivamente.
En condiciones basales hay una débil expresién de p62, pero en presencia de
TNF, como inhibe la degradacién lisosomal de los autofagosomas, la expresion
de p62 aumenta y al igual que la cloroquina también inhibe la fusion del
autofagosoma con el lisosoma, su expresibn es mayor, porque se esta
acumulando. Por tanto, en presencia de ambos estimulos, cloroquina y TNF, la
expresion de p62 es mayor, ya que ambos estan inhibiendo la dltima fase de la
autofagia. Por otra parte, como la rapamicina es un regulador positivo de la
autofagia al inhibir mTOR, entonces la expresion de p62 es menor, y parece que
se esta degradando al producirse la autofagia. Algo similar pasa con TNF +
rapamicina, que se esta induciendo la autofagia y en consecuencia la accion de
TNF no esta siendo efectiva, en presencia de la rapamicina.

En relacién a LC3-1l, que es la forma lipidica y activa de LC3. En presencia de
cloroquina, al parar la autofagia, LC3-1l se acumula. La cloroquina junto con el
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estimulo TNF, la acumulacion de LC3-Il es mayor, parece que el TNF esta
inhibiendo la degradacion lisosomal, al actuar de forma sinérgica con
cloroquina. Por el contrario, con rapamicina, parece que se produce una
autofagia efectiva, ya que la expresion de LC3-Il es menor y por lo tanto, se esta
consumiendo y lo mismo pasa junto con el TNF.

También se investigo la modulacion de otros mediadores implicados en el flujo
autofagico como la forma fosforilada de ULK (ULK-P), Beclin-1 y el receptor de
mitofagia NIX, cuyos resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Expresién proteica de ULK-P, Beclin-1y NIX dimero en sinoviocitos de ratas.
Células sinoviales de rata confluentes, en placas de 6 pocillos, previamente estimuladas
con un inhibidor (cloroquina) o un inductor de la autofagia (rapamicina)se estimularon
durante 18 h en presencia o no de TNFa. (A) Imagen representativa de uno de los geles.
(B), (C) y (D) Representacion grafica de la cuantificacién de las bandas, ULK-P, Beclin-1 y
NIX dim, respectivamente.

TNF+Cq TNF +Rapa

En primer lugar, parece que la expresion de ULK-P disminuye en presencia de
TNF, ya que este activa la via AKT e induce a mTOR, que a su vez inhibe la
activacion de ULK-P. Con la cloroquina la expresién apenas varia con respeto
a TNF, puesto que, si no se produce autofagia, la cloroquina no puede pararla.
Sin embargo, con rapamicina al inhibir mTOR, se activa ULK-P y si se juntan
rapamicina y TNF por su accion sinérgica inducen la autofagia, por lo que ULK-
P se activa.

En cuanto al dimero de NIX, su expresion por lo general no se ve muy afectada,
excepto con la rapamicina, que parece que al inducir la autofagia su expresion
aumenta, y lo mismo pasa con TNF + rapamicina, parece que el TNF por si
solo no induce la autofagia, en cambio, si es capaz de actuar de forma
sinérgica con la rapamicina.
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Como se observa en la Figura 9, con Beclin-1 parece que no se producen
grandes cambios con respecto a la condicidon basal, excepto con la cloroquina y
la rapamicina, que su expresion es mayor. En el caso de la cloroquina, parece
que al parar la autofagia, Beclin-1 se puede estar acumulando y con la
rapamicina, al inducir la autofagia, Beclin-1 se activa para participar en la
formacion del fagoforo, la membrana del autofagosoma.

Con respeto al resveratrol, se van a explicar los resultados, centrandose en los
estimulos TNF junto con el resveratrol y en la cuantificacion de p62 y LC3-l
(Figura 10).

A) B)
p62 LC3-I

Figura 10. Expresién proteica de p62 y LC3-1l en sinoviocitos de ratas. Células sinoviales
de rata confluentes estimuladas con resveratrol durante 18 h en presencia o no de TNFa.
(A) vy (B) Representacion grafica de la cuantificacibn de las bandas, p62 y LC3-Il,
respectivamente.

Los resultados obtenidos en relacién al resveratrol no son concluyentes. Por un
lado, el resveratrol aumenta la expresion de p62 y no se modifica en presencia
de TNF, sin embargo, por otro lado, los niveles de LC3-Il apenas se modifican
en presencia de resveratrol, y disminuyen ligeramente con la combinacién de
TNF vy resveratrol, lo que podria sugerir que LC3-ll se estd consumiendo al
inducirse la autofagia.

5.DISCUSION
5.1 p62y LC3-II

p62 es una proteina que se encuentra en el endosoma tardio y lisosoma.
Cuando es degradada selectivamente por autofagia, la concentracion
intracelular de p62 disminuye. También, puede actuar como receptor para la
degradacion autofagica de organulos especificos y proteinas ubiquitinizadas
(Shin et al., 2020).

Hay que tener en cuenta la interaccion existente entre p62 con LC3-Il cuando
se unen y son incorporadas al autofagosoma para luego ser degradadas por la
autofagia (Mizushima et al., 2010). LC3-Il es la cadena ligera 3B de la proteina
1A/1B que se encuentra conjugada con el fosfolipido (PE) o
fosfatidiletanolamina. Se localiza en la membrana interna y externa de los
autofagosomas.
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En el presente estudio se analizo el efecto de la cloroquina sobre p62 y LC3-II,
puesto que es un inhibidor de la autofagia al impedir la fusion del autofagosoma
con el lisosoma. Ademas, también afecta a la acidez y/o actividad degradativa
del lisosoma, ya que es una base deébil y puede elevar el pH de los
compartimentos celulares, inhibiendo la actividad de las hidrolasas residentes
(Mauthe et al., 2018). Asimismo, en otro experimento se demostrd que la
cloroquina tiene la capacidad de bloquear la autofagia en células de ratén in
vitro. Al bloguear la ultima fase de la autofagia, se produce una acumulacién de
autofagosomas, lo que conlleva a un aumento significativo de los niveles de
LC3-1l y de p62 en comparacion con las células control (Mauthe et al., 2018).

Siguiendo la linea en la que tiene lugar la autofagia, la rapamicina, utilizada
como control positivo, induce la autofagia al formar un complejo con la proteina
FKB12. Este es un receptor intracelular que se une especificamente a mTOR e
inhibe de forma alostérica su actividad quinasa (Kim & Guan, 2015). Se ha
demostrado que la rapamicina también es efectiva en una variedad de
enfermedades inflamatorias en modelos animales, de manera que los niveles
de p62 y LC3-Il van a disminuir tras el desarrollo de la autofagia. Esto se puede
contrastar con otro experimento en el que tratan ratones que tienen otitis con
rapamicina y con el polisacarido-peptidoglucano de Streptococcus (PGPS, del
inglés streptococcal peptidoglycan-polysaccharide), como contaminante que
induce la autofagia para comparar los niveles de autofagia entre la rapamicina
y el PGPS. Sus resultados, tras realizar técnicas inmunohistoquimicas de LC3
en células epiteliales muestran que habia una menor expresion de LC3 en los
ratones tratados con rapamicina, al igual que observaron también que habia una
menor acumulacién de la proteina p62, todo ello en comparacion con PGPS.
Por lo que, estos resultados pueden sugerir que la funcion de degradacion
puede mejorar en presencia de rapamicina (Xie et al., 2021).

En otro escenario, donde actla la citocina TNF, se puede deducir que esta
estimulando la via AKT y mTOR y por tanto se inhibe la autofagia. Asimismo,
esta citocina puede inhibir la degradacion lisosomal de los autofagosomas a
través de la desregulacién de las proteinas SNARE que median la fusién
autofagosomica lisosémica (Bishop et al., 2024). Por tanto, se puede producir
una acumulacién tanto de p62 como LC3-Il, porque se esta parando la autofagia
en la fase final. El conjunto de estos resultados son acordes a los obtenidos en
nuestro estudio.

Tras realizar una evaluacion del posible efecto protector del resveratrol sobre
el flujo autofagico en un contexto inflamatorio inducido por la citocina TNF se
vio que la expresion tanto de p62 como de LC3-1l aumento, por lo que parece
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qgue el resveratrol no esta reestableciendo el flujo autofagico, lo esta parando.
Por el contrario, si hay una disminucién de LC3-1l con TNF + resveratrol que
llega a los niveles basales. Con los datos obtenidos, como ya se ha comentado
no son concluyentes. Inicialmente cabria esperar que hubiese una disminucién
de p62 porque hubiese una autofagia efectiva. Como se pudo comprobar en
otro estudio que utilizaron modelos animales de ratones con problemas de
fibrosis asociados con AR, en el que detectaron una disminucion del nivel de
expresion de p62, tras revertirlo de su acumulacion basal y de LC3-Il de manera
significativa con el tratamiento de resveratrol. Por lo que sus resultados
sugirieron que el flujo autofagico aumentd significativamente después del
tratamiento con resveratrol y de esta manera se mejora la enfermedad (Bao et
al., 2022).

5.2 ULK-P, Beclin-1y NIX dimero

ULK-P es laforma activa de ULK-1, una quinasa serina/treonina que forma parte
del complejo ULK1 junto con otras proteinas y participa en el inicio de la
autofagia (Zachari & Ganley, 2017). Su principal inhibidor es mTOR, que es
inducido por el TNF, por lo que en presencia de este no se produce la activacion
de ULK-P (Bishop et al., 2024). Como no se induce la autofagia, la cloroquina
no puede pararla, por lo que no afecta al nivel de expresiéon de ULK-P. Sin
embargo, con el inductor de la autofagia, la rapamicina, se une a FKBP12 e
inhibe la actividad quinasa del complejo multiproteico mTOR. De este modo, la
expresion de ULK-P aumenta. Como se demuestra en otro estudio, utilizando
células de ratones, la rapamicina se une a FKBP12, inhibiendo la actividad
quinasa del complejo mMTORCL. Pero el complejo mTORC2 no interacciona con
FKBP12-rapamicina, aunque esta puede unirse al mTOR libre una vez estan
libres cuando son recién sintetizadas. Por lo tanto, una exposicion prolongada
a la rapamicina puede llevar a la unién de FKBP12-rapamicina a las moléculas
de mTOR (Sarbassov et al., 2006).

Beclin-1 es el componente central del complejo PI3K que interviene en la
iniciacién de la autofagia, interactia con BCL2 para regular el tamafio y el
namero de autofagosomas. Su expresion se ve aumentada en presencia de la
cloroquina, puesto que esta inhibiendo la fusién del autofagosoma con el
lisosoma y entonces Beclin-1 junto con los autofagosomas se acumulan. Lo
mismo pasa con la rapamicina, que al inhibir mTOR, Beclin-1 puede actuar. En
otro estudio con modelos animales de ratones, después de estimularlos con
factores de dafio tisular, se comprobd que Beclin-1 es liberado y ocurre la
autofagia (Bao et al., 2022).

NIX dimero se encuentra en la membrana externa mitocondrial, donde actua

como receptor de la mitofagia tanto en el desarrollo celular como en condiciones

patolégicas. Media a través de la despolarizacion mitocondrial el inicio de la

autofagia. La despolarizacién mitocondrial lleva al compromiso de la membrana

externa mitocondrial, lo que conduce a la liberacion o activacion de enzimas

destructivas. Las membranas generadas por la autofagia sirven para
19



compartimentar estas enzimas y realizar una funcion protectora (Wu et al.,
2021). Estudios en modelos animales de ratones demostraron que NIX puede
inducir la autofagia, bajo condiciones hipéxicas al interrumpir el complejo BCL2-
Beclin-1 (Bao et al., 2022). Por todo ello, en presencia de rapamicina, al inducir
la autofagia, el dimero NIX presenta la mayor expresion. Por otro lado, su
disminucién en presencia de TNF sugiere que el TNF actta inhibiendo la
autofagia, accion que la rapamicina es capaz de revertir.

6. CONCLUSIONES

1. Tras llevarse a cabo la cuantificacion de la expresion de diferentes
mediadores autofagicos, como p62, LC3-Il, ULK-P, Beclin-1 y NIX mediante
Western blot se pueden apreciar diferencias en el nivel de expresion de los
diferentes mediadores segun el estimulo aplicado. Estas diferencias se pueden
asociar a si existe una progresion adecuada de la autofagia, o por el contrario,
esta no se lleva a cabo. De esta manera, se va a influir en la mejora o no de la
patologia de la AR.

2. El resveratrol no parece estar estableciendo el flujo autofagico. Por lo que no
esta siendo un tratamiento efectivo y no se esta reduciendo la gravedad de la
artritis reumatoide experimental. Sin embargo, los datos obtenidos no son
concluyentes. Seria necesario aumentar la n de experimentos y estudiar nuevos
elementos de la ruta autofagica, asi como otros inhibidores o inductores de la
misma para poder clarificar el papel del resveratrol como posible tratamiento de
la AR.

CONCLUSIONS

1. Tras levarse a cabo a cuantificacion da expresion de diferentes mediadores
autofaxicos, como p62, LC3-Il, ULK-P, Beclin-1 e NIX mediante Western blot
pédense apreciar diferenzas no nivel de expresion dos diferentes mediadores
segundo o estimulo aplicado. Estas diferenzas pdédense asociar a si existe unha
progresion adecuada da autofaxia, ou polo contrario, esta non se leva a cabo.
De este xeito, vaise influir na mellora ou non da patoloxia da AR.

2. Oresveratrol non parece estar establecendo o fluxo autofaxico. Polo que non
esta sendo un tratamento efectivo e non se esta reducindo a gravidade da artrite
reumatoide experimental. Sen embargo, os datos obtidos non son concluintes.
Seria necesario aumentar a n de experimentos e estudar novos elementos da
ruta autofaxica, asi como outros inhibidores ou indutores da misma para poder
cuantificar o papel de resveratrol como posible tratamento da AR.

CONCLUSIONS

1. After quantifying the expression of different autophagic mediators such as
p62, LC3-1l, ULK-P, Beclin-1, and NIX using Western blot, differences in the
expression levels of the various mediators can be observed depending on the
applied stimulus. These differences can be associated with whether there is an
adequate progression of autophagy or, on the contrary, if it does not occur. In
this way, it will influence the improvement or not of the RA pathology.
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2. Resveratrol does not appear to be establishing the autophagic flux. Therefore,
it is not being an effective treatment and is not reducing the severity of
experimental rheumatoid arthritis. However, the obtained data are not
conclusive. It would be necessary to increase the number of experiments and
study new elements of the autophagic pathway, as well as other inhibitors or
inducers of it, to clarify the role of resveratrol as a potential treatment for RA.
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Esquema donde se observan las dos vias de autofagia: la macroautofagia y la mitofagia,

centrandose en los procesos donde participan mTOR, Atg, NIXy PARKIN. Imagen tomada de
(Cell Signaling Technology, 2016).
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ANEXO I

A) Lista de estimulos empleados, con sus respectivas concentraciones,
volumenes vy diluciones.

Concentracion | Volumen | Concentracion | Volumen -
Estimulos inicial inicial final final | Dilucion

Cloroquina 30 mM 8,33 ul 25 uM 1ml 1/1200
Rapamicina 10 mM 1l 100 mM 1ml 1/100000
TNF

humanos 10 pg/ml 1l 10 ng/ml 1ml 1/1000
TNF ratas 100 pg/ml 1l 10 ng/ml 1ml 1/10000
Resveratrol 50 mM 1l 50 pM 1ml 1/1000

B) Composicion del tampon de lisis celular para la extraccién proteica.

REACTIVOS VOLUMEN CASA COMERCIAL
SDS al 10% 0,2 ml Sigma
Glicerol 100% 0,2ml Sigma
Tris 1IM-HCL pH 6,8 0,2 ml Sigma
Agua destilada 0,4 ml Grifols
PMSF 0,1 mM 10 ul Sigma
Céctel de inhibidores de 10 Sigma
proteasas
C) Caracterizacion de los anticuerpos primarios empleados.
Anticuerpos
primarios Especie | Mono/policlonal | Dilucién KDa Referencia
Beclin-1 conejo policlonal 1:500 BSA 60 3738 (Cell Signaling)
Nix . 1:1000 . .
monémero/dimero conejo monoclonal BSA 38,76 | 12396(Cell Signaling)
. . 1
a-Tubulin raton monoclonal 5000 50 T5168
leche
p62 conejo policlonal 1:500 BSA 62 5114 (Cell Signaling)
. 1:700 : .
LC3l/LC3lII conejo monoclonal leche 14,16 | 3868 (Cell Signaling)
. 1:1000 . .
ULK1 conejo monoclonal BSA 150 8054 (Cell Signaling)
. . 1:1000 ; :
ULK1-s757 conejo policlonal BSA 150 6888 (Cell Signaling)
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D) A continuacion, se muestra la composicion del tampon de lavado 10 X utilizado en el
Western blot:

-Tris base: 12,1 g
-NaCl: 14,6 g
-Tween 20: 5 ml

Se usa al 1X, se afiaden 450 ml de agua y también 50 ml del tampo6n de lavado 10
X, y de esta manera se obtiene el tampon de lavado 1X.

E) Caracterizacién de los anticuerpos secundarios empleados.

Anticuerpos

secundarios ESpeCie Diluciéon Referencia
Anti-conejo IgG, unido a
peroxidasa burro 1:4000 BSA NA934 (Cytlva)
Anti-ratén IgG raton 1:2500 leche NA931 (Cytiva)

27



