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CIENCIAS BIOMEDICAS

1. RESUMEN

Antecedentes y objetivo: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad del grupo de las
conectivopatias autoinmune sistémica que se caracteriza particularmente por la inflamacion de
la membrana sinovial, asi como de la destruccion de la articulacion afectada. El desarrollo de la
AR es un proceso de mdltiples etapas condicionado por la presencia de factores de riesgo
genéticos y ambientales a partir de los cuales se desarrolla la inmunizacion sistémica. Nuestra
investigacion estudio el perfil de expresion de RNA en la membrana sinovial de ratones DBA/1
con Artritis inducida por colagena (AIC). Materiales y métodos: EIl estudio tuvo un disefio
experimental en modelo animal e incluy6 dos grupos de ratones. El segundo grupo experimental
se conformd por cuatro ratones de la cepa DBA/1 con AIC, mientras que el grupo control se
conformd por cuatro ratones de la cepa BALB/c. Las membranas sinoviales se de ambos grupos
para realizar la extraccion de ARN para su andlisis transcriptomico. Se realiz6 RT-qPCR y
microarreglos de ADN. Para la interpretacion de la informacion sobre la expresion génica
obtenida por el microarreglo se utilizaron tres plataformas bioinformaticas (David
Bioinformatics Resources, String, y Cytoscape). Se identificaron los procesos bioldgicos y vias
de sefializacion KEGG relacionadas con la AR. Resultados: Se identifico unaexpresion
diferencial de 2,013 genes (puntaje Z > 1.5 DE), 1,229 genes sobre-regulados y 784 infra-
regulados. Los genes diferencialmente sobre-expresados en la membrana sinovial con AIC, se
asociaron significativamente (p< 0.05) con 53 procesos bioldgicos y 22 vias de sefializacion
KEGG, mientras que los infra-expresados se asociaron en 63 procesos bioldgicos y 10 vias
KEGG. Las proteinas Gbr2, Kras, Mapk10, Cdc42, y Prkacb fueron las mas representativas de
las interacciones proteina-proteina de los genes sobre-regulados, y se relacionaron
principalmente con las vias KEGG: metabolismo del glutation, via de sefalizacion de
quimiocinas, citotoxicidad mediada por natural killer, MAPK, regulacion de mediadores
inflamatorios de los canales TRP, y Fagocitosis mediada por Fc gamma R. Las proteinas con
mayor interaccion infra-reguladas fueron PrKag2, Irs2, Sic2a4, y Cptlc relacionadas
principalmente con las vias KEGG: Metabolismo del acido linoleico, via de sefializacion de
adipocitoquinas, via de sefializacion NF-Kappa B, y via de sefializacion de AMPK
Conclusiones : Este estudio demuestra la importancia del conocimiento del perfil de expresién
diferencial de la membrana sinovial en ratones DBA/1 con AIC, y como los procesos biologicos
y las vias de sefializacion asociadas participan en el desarrollo de la AR.
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2. ABSTRACT

Background and objective: Rheumatoid arthritis (RA) is a disease of the group of systemic
autoimmune connective tissue disorders that is particularly characterized by inflammation of
the synovial membrane as well as destruction of the affected joint. The development of RA is a
multi-stage process conditioned by the presence of genetic and environmental risk factors from
which systemic immunization develops. Our research studied the RNA expression profile in the
synovial membrane of DBA/1 mice with CIA. Materials and methods: The study is an
experimental design in an animal model, two groups of mice were used. The control group
consisted of four mice of the BALB/C strain. The second group was made up of four mice of
the DBA/1 strain, in which collagen-induced rheumatoid arthritis was induced. Subsequently,
the synovial membrane of both groups was extracted to perform RNA extraction to perform RT-
PCR, then carried out the analysis of the transcriptional profile through microarrays and
bioinformatics tools: DAVID bioinformatics, STRING, and Cytoscape. Biological processes
and KEGG signaling pathways related to rheumatoid arthritis were identified. Results: A
differential expression of 2,013 genes (Z score > 1.5 SD) was identified, of which 1,229 genes
were upregulated and 784 downregulated, with respect to the control group of the BALB/C
strain. Differentially overexpressed genes in the synovium of CIA arthritic mice were
significantly (p<0.05) associated with 53 biological processes and 22 KEGG signaling
pathways. while those under-expressed were associated in 63 biological processes and 10
KEGG pathways. The Gbr2, Kras, Mapk10, Cdc42, and Prkacb proteins were the most
representative of the protein-protein interactions of the upregulated genes and were mainly
related to the KEGG pathways: glutathione metabolism, chemokine signaling pathway,
mediated cytotoxicity. by natural killer, MAPK signaling pathway, regulation of inflammatory
mediators of TRP channels, and Phagocytosis mediated by Fc gamma R. The proteins with the
greatest downregulated interaction were PrKag2, Irs2, Sic2a4, and Cptlc related mainly to
KEGG: Metabolism of linoleic acid, adipocytokine signaling pathway, NF-Kappa B signaling
pathway, and AMPK signaling pathway. Conclusions: This study demonstrates the importance
of knowing the differential expression profile of the synovial membrane in DBA/1 mice with
collagen-induced arthritis (AIC), and how the biological processes and associated signaling

pathways participate in the development of RA.
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3. INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoimnune crénica de las articulaciones,
caracterizada por inflamacion de la membrana sinovial y sistémica. Puede causar dafio a
estructuras secundarias (cartilago y hueso), y discapacidad (1). Incluye afecciones
extraarticulares como nodulos reumatoides que se desarrollan debajo de la piel, cerca de las
articulaciones afectadas, afeccion pulmonar o vasculitis, y morbilidad asociada de tipo
sistémico. (2) La AR afecta alrededor del 1% de las personas del mundo, y su presencia tiende
a ser mayor en mujeres. Comunmente entre los 30 a 50 afios de edad es cuando se presenta. Son
tres las categorias de los factores de riesgo que influyen en el desarrollo de la enfermedad:
(Factores genéticos los cuales son de mayor peso para la AR, factores del huésped, y
ambientales. Los factores ambientales tienen un papel determinante del riesgo final de
enfermedad. Los factores ambientales se clasifican en cuatro categorias: agentesexpuestos en el
aire, microbiota, agentes infecciosos y factores socioecondmicos. El principal factor de riesgo
de tipo ambiental es el tabaquismo. (3) Impacta significativamente la calidad de vida de quien
la padece. Se asocia con discapacidad progresiva, complicaciones sistémicas, y muerte

prematura aunado al gran impacto psicoldgico, econdémico y social.

En estudios recientes se ha demostrado que los sinoviocitos de tipo fibroblasto, que se
encuentran en el revestimiento sinovial desarrollan fenotipos agresivos y producen mediadores
patogénicos que conducen a la aparicion y progresion de la enfermedad, desempefiando un
papel importante en la fisiopatologia de la AR. (4) Por tal razén, el presente estudio se centrd
en el andlisis del perfil transcripcional de los fibroblastos sinoviales murinos con artritis
inducida por coldgeno mediante el uso de la tecnologia de microarreglos. Estos hallazgos
contribuyen al conocimiento actual identificando moléculas relevantes que puedan ser

postuladas como blancos terapéuticos para la enfermedad.
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4. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

4.1 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune cronica de tipo inflamatorio que
afecta principalmente a las articulaciones sinoviales. Destaca por la relacion que se genera
entre las células y mediadores del mecanismo de la respuesta del sistema inmunitario innato y
adaptativo. Esta interaccidéninduce el desarrollo de inflamacion de tipo local y sistémico en
diferentes etapas de la enfermedad. Los principales signos son sintomas de inflamacién articular

y afeccidn extraarticular. (4)

La AR se encuentra ampliamente asociada a discapacidad progresiva, complicaciones
sistémicas y muerte prematura. Ademas de la hiperplasia sinovial e inflamacién también se
producen anticuerpos, como el factor reumatoide (FR) el anticuerpo contra la proteina
citrulinada (ACPA), deformidades de cartilago y hueso, e incluso complicaciones a nivel
sistémico hasta psicoldgico. Los loci en el genoma que guardan variantes para desarrollar la
enfermedad son especificos del antigeno leucocitario humano de clase 1l HLA- complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) que codifican moléculas de MHC que pueden contener
un epitopo compartido, muestranun grado de susceptibilidad fuerte artritis para desencadenar el
trastorno de la AR. Es importante destacar que existen factores de riesgo de tipo ambiental
como el tabaquismo, la enfermedad periodontal y la exposicién a silice que también pueden

contribuir al desarrollo dela AR. (5)

4.2 Epidemiologia

La mayoria de los estudios epidemiol6gicos sobre AR se han realizado en paises occidentales
y muestran una prevalencia de AR en el rango de 0,5 a 1,0% en los EE. UU. En general, las
mujeres tienen de 2 a 3 veces mas probabilidades de desarrollar AR que los hombres, se cree es
causado por factores hormonales. El impacto genético en el desarrollo de la AR es fuerte, pero

los factores ambientales también influyen.
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4.3 Etiologiay patogenia

La etiologia de la enfermedad es desconocida. Mecanismos subyacentes a la patogénesis de la
AR incluyen diversos componentes del sistema inmunologico. En personas con predisposicion
genetica a desarrollar AR, una estrecha interaccion entre las células y los mediadores del
sistema inmunitario innato y adaptativo conduce a la amplificacién y perpetuacion de la
inflamacién y remodelacion tisular, esto si se sobrepasa cierto umbral para que pueda se pueda
generar este proceso. (1) Los factores de riesgo asociado con el desarrollo de AR se pueden dividir
en genéticos, epigenético, hormonal, reproductivos y neuroendocrinos; y factores del huésped
comorbidos. Uno de los principales factores de riesgo ambientales es el fumar, la exposicién de
ciertos agentes en el aire, agentes de tipo infeccioso, microbiota bacteriano, la calidad de vida

e inclusive factores sociales y econdémicos. (7)

4.3.1 Factores del huésped

De igual manera como sucede con otras enfermedades inflamatorias inmunomediadas (IMID),
las cuales son de crdnicas y altamente discapacitante que comparten secuencias inflamatorias y
desregulaciones inmunoldgicas, el huésped esta estrechamente relacionado con el riesgode
desarrollar AR, principalmente por factores genéticos, que representan una proporcion
importante del riesgo de enfermedad. Se sabe de algunos mecanismos epigenéticos directamente
involucrados en la patogénesis de la AR, de esta manera modulando el riesgo a desarrollar el
padecimiento. Algunos ejemplos se ven influenciados por el entorno o factores de tipo
ambiental. Sin embargo, se cree que los factores hormonales, reproductivos y neuroendocrinos
también contribuyen al desarrollo de AR, dada el alto nivel en proporcion hacia el sexo

femenino que han generado la enfermedad. (7)

4.3.1.1 Factores genéticos

Un gran porcentaje de los pacientes con AR producen autoanticuerpos, se conoce bien el papel
que juegan las células inmunitarias en el desarrollo del trastorno. También se sabe de la
contribucion de otros tipos de células en el tejido sinovial, como los fibroblastos. Existen
importantes asociaciones geneticas con el locus de los HLA; sin embargo, diversas variantes

geneticas no HLA representan un riesgo bajo de la efermedad. Las asociaciones que existen
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Entre los HLA como las variantes no HLA indican que los perfiles de las asociaciones genéticas
para la AR con autoanticuerpos positivos frente a los autoanticuerpos negativos son diferentes.
Varios alelos de HLA-DRB1 estan asociados con un alto riesgo de AR con autoanticuerpos
positivos, con el mayor riesgo caracterizado por la valina en la posicion 11 de la secuencia de la
proteina (alelosHLA-DRB1*04 y *10). Existe un fuerte efecto protector contra el riesgo de AR
con autoanticuerpos positivos asociada con los alelos HLA-DRB1*13. Aungue se conocen las
principales asociaciones genéticas, se desconoce el funcionamiento de los mecanismos
especificos en el desarrollo de un mayor riesgo de AR. Un factor de riesgo de AR podria ser
originado por interacciones gen-gen y gen-ambiente. M&s de 150 loci con polimorfismos se

asocian con la AR, principalmente relacionados con la enfermedad seropositiva. (8)

Dentro de la categoria de los factores de riesgo que afectan al huésped, se encuentran los de
tipo epigenético. Los factores epigenéticos inducen variaciones hereditarias en la expresion
génica sin cambios en la secuencia del ADN. Modificaciones de tipo epigenético puedenser
inducidas por estimulos externos (Factores de tipo ambiental: drogas, humo, dieta), podrian
proporcionar el vinculo entre las interacciones del genomay el medio ambiente. Los principales
cambios epigenéticos incluyen la metilacion del ADN, la variacion en cambios de histonas de
tipo postraduccional y el &cido ribonucleico no codificantes, todos los cuales han demostrado
contribuir a la susceptibilidad para ser detonantes de la enfermedad. Debido a la preponderancia
femenina en la distribucion de la AR, se ha investigado yencontrado factores hormonales
relacionados con el sexo que predisponen a la enfermedad. El desequilibrio hormonal se
atribuye a los estrogenos, generalmente descritos como proinflamatorios, en oposicion a los
efectos antiinflamatorios de la progesterona y los andrégenos, que disminuyen en pacientes con
AR de sexo masculino y femenino. Los estrogenos también poseen propiedades
antiinflamatorias en varias células y tejidos, es probable que esto dependa de otros factores,
tipo la concentracion en suero y tejido, los tipos de células predominantes y receptores de
estrégeno involucrados, asi como la etapa edad. Otrosfactores intrinsecos a la etapa evolutiva y
reproductiva de la mujer como la paridad, la lactanciamaterna, la pérdida del embarazo, la
menarquia temprana, la edad del primer embarazo, los anticonceptivos orales y la terapia de

reemplazo hormonal se han asociado al desarrollo del trastorno (8).
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4.3.1.2 Factores del huésped comorbidos y de tipo ambiental

Existen asociaciones epidemiologicas de otras enfermedades concurrentes, aparentemente no
relacionadas, con un mayor de desarrollo de AR. No es igual a las comorbilidades que afectan
a los pacientes con AR. Ejemplo de esto son enfermedad cardiovascular, infeccion, linfoma, y
osteoporosis, que ocurren en tasas mas altas que en la poblacion general. También se cree que
condiciones psiquiatricas tienen relacion con la predisposicion de desarrollar AR. Factores de
tipo ambiental también juegan un rol que es importante destacar en el desarrollo de la
enfermedad, Malos habitos de salud como el consumo de drogas, tabaco y una mala
alimentacion, asi como la falta de acceso a servicios de salud o factores socioeconémicos
también son desencadenantes de la enfermedad. (8) La fisiopatologia de la AR es muy
compleja, hoy en dia no existe tratamiento que pueda ser solucion definitiva para la enfermedad.
Los medicamentos que actualmente se utilizan pueden ralentizar sintomas caracteristicos como
el dolor e inflamacion, ayudando a prevenir afecciones estructurales de los tejidos involucrados.
Dentro de los medicamentos comunes, se encuentran los AINE, los GC, los FARME, los
productos biolégicos y algunos otros. La mezcla de factores como anticuerpos, cambios
epigenéticos y modificaciones postraduccionales estan involucrados en el desarrollo de la AR.

4.4 Biologia del sinovio en la artritis reumatoide

La membrana sinovial, el tejido principal donde se produce la actividad de la AR, esta
compuesta por una matriz extracelular (MEC) Unica y células residentes. Las moléculas de ECM
proporcionan sefiales que dictan el comportamiento celular especifico del sitio programado. Una
mejor comprensién del microambiente tisular, especialmente como la arquitectura sinovial, las
moléculas de ECM y el comportamiento celular especifico del sitio promueven la inflamacion

cronica y la destruccién tisular, podria ayudar a coprender el mecanismo de la patogenia. (6)

4.4.1 Microambiente del sinovio

Las células del estroma, las moléculas de la MEC vy otras células residentes en los tejidos son
componentes del microambiente del tejido sinovial. Las células del estroma forman parte de
la arquitectura tisular y regulan su funcion. Las células estromales estdn compuestas por

diferentes tipos de células como los fibroblastos, células endoteliales sanguineas, linfaticas y
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epiteliales. Los fibroblastos y macréfagos sinoviales son células estromales primarias en la
membrana sinovial. La membrana sinovial es el tejido donde se origina la patologia. Se
encuentra conformada por una MEC laxa, altamente inervada y vascularizada y las células
residentes del tejido residente, incluidos los macrofagos sinoviales, los fibroblastos sinoviales y
otras células infiltrantes. (6)

4.4.2 Alteraciones en el microambiente del sinovio

Algunos factores caracteristicos que cambian el microambiente del sinovio son la proliferacion
sinovial y diversos infiltrados celulares, dando origen a la inflamacidn cronica. Los macréfagos
y los fibroblastos sinoviales en proliferacion del tejido sinovial (pannus) liberan enzimas que
degradan el hueso y el cartilago. La expresion génica en pannus es diferente de la membrana
sinovial normal, aqui se encuentran factores como metaloproteinasas de matriz (MMP),
receptores tipo Toll (TLR), y el factor de transcripcion p53 estan regulados al alza en el pannus.
En la membrana sinovial de la articulacion afectada, los fibroblastos de tipo sinovial proliferan
y transforman el revestimiento sinovial en su proliferacion. Los fibroblastos sinoviales
proliferan ante la exposicion a factores solubles de sefializacion, como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el factor de crecimiento transformante-b, TNF o IL. -1b. Los fibroblastos
sinoviales también sobre producen MMP, como MMP1, MMP3 y MMP13, y destruyen
cartilago y estructuras ricas en colageno de las articulaciones. Ademas, los fibroblastos
sinoviales modulan las interacciones célula-célula y secretan citocinas, quimiocinas y factores
proangiogenéticos para facilitar la angiogénesis y la entrada, proliferacion y supervivencia de
las células inmunitarias. El reclutamiento de macréfagos, mastocitos, células T, células B y

células dendriticas expande ain mas la capa desub-revestimiento del sinovio. (6)
4.5 Células inmunes en la artritis reumatoide

El tejido sinovial en pacientes con AR se puede considerar como tejido linfoide terciario (TLT). El
cual tiene conexion con el nivel de citocinas inflamatorias, esto siendo un indicador proporcional

a la gravedad de la AR. La membrana crece en gran medida debido al aumento y la activacién

de sinoviocitos similares a macrofagos (MLS) que producen citocinas proinflamatorias ( IL-1, IL-6
y TNF), y sinoviocitos similares a fibroblastos (FLS), que son fuentes importantes de citocinas y
proteasas. Abarcando moléculas de adhesion celular e inmunoglobulinas. Los FLS expresan IL6,

algunas prostaglandinas y leucotrenos, también ayudando a la respuesta inmunitaria. También hay
8



CIENCIAS BIOMEDICAS

células inmunitarias adaptativas, células B, plasmablastos y células plasmaticas. (2)

4.5.1 Respuesta inmunitaria mediada por células T en la AR

La AR es impulsada por linfocitos T CD4+, es decir, la IL-6 es un mediador importante de la
destruccion 6sea en la AR porque regula la produccién de linfocitos T y la inflamacion las
citosinas se consideran fundamentales en la patogenia de la AR. Dos grupos celulares Th17
de tipo patégeno y no patogeno, dependiendo del medio de citoquinas presente durante el
proceso de diferenciacion. Las de tipo patdgeno se consideran reguladores positivos de las
respuestas inmunitarias dado a que producen citoquinas proinflamatorio, y las de tipo no
patdgeno pueden secretar factores inmunosupresores como IL-10 para modular negativamente
la respuesta inmune.(2)

4.5.2 Respuesta inmunitaria mediada por células B en la AR

Las células B producen anticuerpos, presentacion de antigenos, y la secrecion de citoquinas.
Relacionandose con el trastorno de inflamacion crénica. (2)

4.5.3 Produccion de anticuerpos

Los autoanticuerpos son secretados y producidos principalmente por células B autorreactivas
impulsadas por TLR. La reactividad cruzada de las proteinas con modificacién postraduccional
(PTM) y de antigenos extrafios pueden conducir a la expansién de las células B autorreactivas
enla AR. La expresion excesiva de citidina desaminasa (AID) inducida por activacion en células
Bde pacientes con AR se asocia con los altos niveles de citocinas de células T auxiliares IFN-y
e IL-17, lo que lleva al desarrollo de anti-CCP y RF. (2)

4.5.4 Presentacion del antigeno

Son tres los tipos principales de células presentadoras de antigenos en el cuerpo humano: células
dendriticas (DC), macrdfagos y células B. La presentacion de antigenos especificos a través del
receptor de antigenos de células B se produce con una eficacia muy alta y da como resultado la
activacion de células T afines. Informes revelan que en la patologia de la AR que en la sangre
de los pacientes afectados por la enfermedad hay aumento en la frecuencia de células de tipo

Tphy Tfh circulantes, las cuales son una subdivision de las células T auxiliares CD4+. (2)
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455 Secrecion de citocinas

La membrana sinovial de los pacientes con AR contiene una estructura compleja de citoquinas
que estan relacionadas con el desarrollo de la AR. Las células B en la sangre periférica de los
pacientes con AR pueden secretar muchas citocinas, incluidas CCL3, TNF- a, IFN-IFN-y, IL-6,
IL-1B, IL-17 e IL-18 . TNF a puede aumentar la expresion de RANKL por parte de las células
B en presenciade IL-1pB, promoviendo la formacion de osteoclastos . (2)

45.6 Activacion de osteoclastos

Las células B de memoria expresan el ligando NF-xB (RANKL), una citocina clave que regula
la homeostasis 6sea. Los pacientes con AR ACPA positivos muestran una reabsorcién dsea
trabecular mas pronunciada en el radio distal en comparacion con los pacientes con AR
seronegativos, independientemente de la duracion de la enfermedad, la actividad y los
tratamientos. (2)

4.5.7 Respuesta inmunitaria mediada por la inmunidad innata en la AR

Durante el inicio y desarrollo de la AR. El sistema inmunitario innato juega un papel importante. La
respuesta inflamatoria que se observa en los pacientes con la AR es provocada por una serie de células
inmunitarias innatas, incluidos los monocitos, macréfagos, y células dendriticas. Estas células
interfieren y hacen que el sistema inmunitario adaptativo se active, lo cual es crucial en las tltimas

etapas de la enfermedad. (2)

45.8 Fibroblastos sinoviales en la Artritis reumatoide
La membrana sinovial sufre cambios durante el transcurso de la enfermedad, estos cambian la

conformacién por tejido invasivo hiperplasico, lo cual a su vez destruye la articulacion.

Los FLS en el revestimiento sinovial desarrollan fenotipos agresivos y producen mediadores
patogénicos que conducen a la aparicion y progresion de la enfermedad, desempefiando un papel
importante en la fisiopatologia de la AR. (7).

En la AR, los FLS son el tipo de célula mas comdn en la unidn pannus-cartilago, lo que genera
la destruccion articular a través de su produccion de citosinas, quimiocinas y moléculas que
degradan la matriz y al migrar e invadir las articulaciones de cartilago. Este tipo de células

dafadas difieren de los fibroblastos sinoviales sanos, no solo en la expresion de su marcador, la
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expresion del protooncogén o sus cambios epigenéticos, sino también en su metabolismo
intracelular. Estos cambios de tipo metabolico son consecuencia del microambiente estresante
de los tejidos inflamados, aqui los niveles concentraciones de nutrientes cruciale
(glucosa,glutamina y oxigeno), no son iguales. Estos cambios metabolicos incrementan el
intercambio de metabolitos entre los fibroblastos y otras células sinoviales, que potencialmente

pueden activarse.

El metabolismo de la glucosa y los fosfolipidos, asi como los lipidos bioactivos, incluidos la
esfingosina-1-fosfato y el acido lisofosfatidico, entre otros, estan involucrados en la activacion
deFLS. Es probable que estos cambios metabdlicos contribuyan a la participacion de FLS en
aspectos del inicio de la respuesta inmunitaria o respuestas inmunitarias anormales y

contribuyan en gran medida a la destruccion de las articulaciones. (8)

En el desarrollo de la enfermedad, el fenotipo de las FLS cambia y genera un comportamiento
invasivo similar al observado en condiciones tumorales. EI microambiente modificado y
estresante por FLS provoca el reclutamiento de otras células inmunes y causa, la formacion de
pannus. Los origenes de este fenotipo canceroso se derivan fundamentalmente de los
importantes cambios metabolicos en las vias del metabolismo de la glucosa, los lipidos y el
oxigeno. Los cambios genéticos y epigenéticos tienen comportamientos similares al cancer de
los FLS con AR. (9) Ademas de producir la MEC vy los lubricantes articulares, los FLS en la
enfermedad generan mediadores patogénicos (citoquinas y proteasas) detonadores de la

patogénesis de la AR. (10)

4.6 Modelos animales de artritis reumatoide

Los animales de laboratorio son herramientas valiosas para estudiar la fisiopatologia de la
enfermedad y para evaluar, validar reactivos y dispositivos terapéuticos. Los factores mas
importantes para la seleccién de los modelos animales son los siguientes: La prediccion de los
agentes evaluados en personas, la facilidad para utilizar el modelo, y que la patologia de estudio
tenga similitud con el ser humano. (11) Algunas de las diferencias que existen dentro de los
patrones de progresion de la enfermedad en el modelo animal respecto al humano varian en
cuestion de que es mas rapido el tiempo en el modelo experimental, y que los roedores tienen

una marcada resorcion y formacion désea en respuesta a la inflamacion de articulaciones.
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Los modelos de roedores (por ejemplo, ratas y ratones) representan los objetos mas utilizados.
Existen diversos modelos animales, como la artritis en ratas por adyuvante (subplantar (ASP)
e intraarticular (AlA)), o por corte del ligamento cruzado 6 anterior (CLX), en ratones son
comun es la artritis inducida por antigeno (AlA), artritis inducida por antigenos: albdmina de
suero bovino (BSA) metilado, zymosan, modelos de artritis genéticamente manipulados o
espontaneos, ejemplo el modelo de artritis inducida por colageno tipo Il (CIA) el cual es el mas

utilizado en la actualidad (12).

La artritis inducida por colageno (AIC) autélogo o heterélogo es un modelo murino comun
utilizado para caracterizar la artritis autoinmune y para evaluar eficacia de la terapéutica para
la AR. La susceptibilidad genética o la resistencia a la AIC en ratones esté relacionada con
ambos complejos de histocompatibilidad (MHC) y genes no-MHC (1, 8, 19). Ratones con los
holotipos MHC clase Il H-2q (DBA /1, C3H, B10.Q) y H-2r (B10.RIII, RII / SJ), H-2w3 y H-
2w17 son los mas sensible a la induccién de AIC. Incluso dentro de cepas susceptibles de
ratones, a menudo hay una marcada heterogeneidad de la enfermedad, incidencia y gravedad
asociada con la fuente del proveedor, sexos, variabilidad Inter laboratorio, y protocolos de
inmunizacion. (13) Esta clase de modelo se produce cuando se inmuniza las ratas contra
colageno tipo Il. Desencadenando poliartritis, en este proceso la respuesta inmune involucra
linfocitos de tipo T y B, los cuales producen anticuerpos que atacan al colageno tipo Il. La AIA
se ha utilizado mas para la evaluacion de agentes farmacéuticos, dado a ello existe més
informacion para comparar con el ser humano. (11) En el caso de la artritis inducida por
antigenos, no hay limitaciones en cuanto al uso de modelos animales, ya que se puede utilizar
cualquier especie. En el caso del raton ha sido el modelo mas usado para estudiar aspectos
relacionados a citoquinas especificas en la patogénesis de la AR (11). EI modelo de CLX en
ratas supondria un tipo de artritis cronica producido por el desgaste articular, esta clase de

modelo podria corresponder con un modelo de desgaste deportivo.

4.6.1 Modelos de artritis en el raton DBA/1

La AIC es un modelo animal que demuestra tener varias similitudes patoldgicas e

inmunoldgicas con el humano. En este modelo la inmunizacion se genera mediante un agente quimico. Se
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dice ser el modelo perfecto in vivo para estudios de RA. AIC actia creandouna respuesta
inmune a la articulacion en torno al antigeno: colageno tipo Il. Una de las caracteristicas méas
importantes es que AIC genera anticuerpos contra el mismo organismo y el colageno
(antigeno).Este modelo es mediado por la activacion de células T auxiliares en dondeparticipan
Thl y Thl7induciendo AIC. Esta enfermedad ocurre en articulaciones, requiriendo la
inmunidad de células Ty células B, como anticuerpos a colageno tipo I1. (14)

Este colageno es proveniente de varias fuentes animales, a su vez, este antigeno es introducido
a los ratones en combinacion con Adyuvante de Freund’s completo o incompleto. La

susceptibilidad a AIC est& unida a la region I-A de los haplotipos H-2g y H-2r en ratones. (15)

Los ratones DBA/1 son esencialmente importantes por su region I-A del haplotipo H-2q, este
raton es un fuerte modelo de observacion que desarrolla AIC dentro de un periodo de 21 dias
desde el inicio (16).

Por otro lado, el raton DBA/1 ofrece el modelo de artritis espontanea, en donde los cambios en
su medioambiente y el aumento consecuente del estrés de los ratones favorece el desarrollo
espontaneo del proceso inflamatorio. Estos cambios constan del hacinamiento de varios ratones
macho en una caja pequefia, poca cantidad de aserrin en las cajas que aumentan disfunciones
biomecanicas y exposicion a diferentes olores y sonidos (como feromonas de ratones de sexo
femenino a lado de sus cajas). Estos cambios aumentan la formacion de espondiloartritis (SpA),
sobre todo, en ratones macho ancianos. La SpA es un grupo de enfermedades de inflamacion
cronica en articulacion. La Espondilitis anquilosante (EA) es la mas conocida, es caracterizada
por inflamacién y formacion de nuevo hueso en el esqueleto axial y las articulaciones. Estos
procesos contribuyen la perdida de funcion y discapacidad, asi como, la hinchazén de los dedos
y la deformidad articular. Debido a que no existen ratones que mimeticen la enfermedad
humana, como lo hacen los ratones DBA/1, es mas comun el uso de esta cepa de ratones. Los
ratones DBA/1 ancianos desarrollan artritis espontanea en sus patas traseras por aumento de
estrés. Esta cepa de ratones no tiene aberraciones inmunologicas u otros defectos patologicos.
La enfermedad espontanea SpA en DBA/1 no requiere células T(17). La Tabla 1 muestra los

antecedentes particulares del presente estudio.
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Tabla 1. Antecedentes particulares

Autor y afio

Objetivo

Estrategia metodologica

Hallazgos principales

Donate et al., 2010 (18)

En este estudio se compard la expresion degenes de autoantigenos de tejidos
periféricos (PTA), que estan involucrados en la autorrepresentacion en el estroma
timico, de doscepas de ratones; DBA-1/J (MHC-H2q)susceptible y DBA-2/J
(MHC-H2d) resistente ala artritis inducida por colageno (CIA). Posteriormente se|
levalud si estas cepas diferianen su expresion de genes timicos, lo que permitio la
identificacion de genes que podrian desempeiiar un papel en la
susceptibilidad/resistencia a la CIA. El perfil demicromatrices mostr6 que 1093
genes de PTA estaban modulados diferencialmente entre los ratones DBA-1/J y
DBA-2/J inmunizados con colageno. Los cuales fueron asignados a 17
tejidos/érganos diferentes, incluyendo articulaciones/huesos, caracterizando la
lexpresion génica promiscua (PGE), que estaimplicada en la autorrepresentacion.
El agrupamiento jerarquico de datos de micromatrices y el analisis cuantitativo
de RT- PCR mostro6 que Aire (regulador autoinmune), un regulador importante
del proceso PGE, dependiente de Aire (insulina), independiente de Aire (Col2A1
ly Gad67), y otros 22 autoantigenos articulares/dseos estaban regulados a la baja
en DBA-1/J en comparacioncon DBA-2/J en el timo. Se reconstruyeron las redes
transcripcionales de ambas cepas en funcion de los datos reales de microarrays.
Estasdemostraron que diferentes interacciones transcripcionales de MHC-H2 con
genes de PTA. La cepa DBA-1/J presento MHC-H2 como un nodo que influye
en los genes aguas abajo. De manera diferente, en la red de cepas DBA-2/J,
MHC- H2 se autorregula y no controlaotros genes. Esto proporciono informacion
de que la susceptibilidad a la CIA en ratones puedeser un reflejo de un control
transcripcional similar a una cascada que conecta diferentes genes con MHC- H2
len el timo.

Estrategia metodoldgica de tipo
experimental.

Herramientas utilizadas:
Microarreglos y RT- PCR.

Teniendo en cuenta la importanciade MHC- H2
len la autopresentacion de péptidos y la
susceptibilidad a laautoinmunidad, se
reconstruyeronlas redes transcripcionales de
lambas cepas en funcion de los datos reales de
microarrays. Las redes demostraron claramente
diferentes interacciones transcripcionales de
MHC-H2 congenes de PTA. La cepa DBA-1/J
presenté MHC-H2 como un nodo que influye en
los genes aguas abajo. De manera diferente, en la
red de cepas DBA-2/J, MHC-H2 se autorregula
lexclusivamente yno controla otros genes. Estos
hallazgos proporcionan evidencia de que la
susceptibilidad a la CIA en ratones puede ser un
reflejo de un control transcripcional similar auna
cascada que conecta diferentesgenes con MHC-
H2 en el timo.

Geetal., 2021 (19)

En este estudio el objetivo de la investigacion fue identificar genes expresados
diferencialmente (DEG), asi como las vias y la infiltracion inmune relacionada en
la AR. Se utilizaron analisis bioinformaticos integrados y también se investigaron
posibles mecanismos moleculares. Los perfiles de expresion deGSE55235,
GSE55457, GSE55584 y GSE77298 se descargaron de la base de datos Gene
Expression Omnibus, que dieron como resultados 76 muestras de membrana
sinovial, incluidas 49 muestras de AR y 27 controlesnormales. Los conjuntos de
datos de micromatrices se consolidaron y los DEG se adquirieron y analizaron
mas a fondo mediante técnicas bioinformaticas. Los analisis de enriquecimiento
de la via de la ontologia génica(GO) y la Enciclopedia de genes y genomas de
Kioto (KEGG) de los DEG los analizaron utilizando el software R (version
3.6.1). La red de interaccion proteina-proteina (PPI) de DEG se desarrollo
utilizando la base de datos STRING. También dice que para finalizar se utilizé el
CIBERSORT para evaluar lainfiltracion de células inmunes en la AR. Como
resultados durante esta investigacion, sereconocieron un total de 828 DEG, con
758regulados al alza y 70 regulados a la baja. Los analisis de las vias GO y
KEGG demostraron que estos DEG se centraron en la actividad del

Estrategia metodologica
experimental y bioinformética.

Herramientas utilizadas:

Base de datos Gene Expression
Omnibus.

Software R (version
3.6.1). String
CIBERSORT

Este estudio muestra que la deteccion de
DEG, las vias y la infiltracion inmunitaria
utilizandoanalisis bioinformaticosintegrados
podria ayudar acomprender los mecanismos
moleculares implicados en el desarrollo de la
AR. También proporciona datos valiosos
relacionados con los DEG, las viasy la
infiltracion inmunitaria de la AR y puede
proporcionar nuevos conocimientos sobre la
comprension de los mecanismosmoleculares.
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receptor de citoquinas y las vias de sefializacionrelevantes. Los 30 genes mas
estrechamente relacionados entre los DEG se identificaron a partir de la red
PPI. El analisis de componentes principales mostré que habia una diferencia
significativa entre los dos tejidos en la inmunidad a la infiltracion. Los
investigadores concluyeron que la deteccién de DEG, las viasy la infiltracién
inmune utilizando anélisis bioinformaticos integrados podrian ayudar a
comprender los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la
AR. Ademés,nuestro estudio proporciona datos valiososrelacionados con los
DEG, las vias y lainfiltracion inmunitaria de la AR y puede proporcionar
nuevos conocimientos sobre la comprension de los mecanismos moleculares.

Zhou et al., 2021 (20)

Esta investigacion fue realizada para explorar elmecanismo molecular inmune de
la AR a travésdel analisis bioinformatico. Utilizaron cinco conjuntos de datos de
micromatrices y un conjunto de datos de secuenciacion de alto rendimiento.
Utilizaron el algoritmoCIBERSORT para evaluar la infiltracion de células
inmunes en los tejidos sinoviales entre laAR y el control sano (HC). Utilizaron la
pruebade Wilcoxon y la regresion del operador deseleccion y contraccion minima
labsoluta (LASSO) para identificar los infiltrados significativamente diferentes de
células inmunitarias. Los genes expresados diferencialmente (DEG) se
lexaminaron mediante los métodos “Correccion por lotes" y
""RobustRankAggreg”. La correlacion funcionalde los DEG fue analizada por
Gene Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).
Los biomarcadores candidatos fueron identificados por cytoHubba de Cytoscape,
ly su eficacia diagnostica fue predicha por el analisis de la curva caracteristicadel
operador del receptor (ROC). La asociacionde los biomarcadores identificados
con células inmunitarias infiltrantes la analizaron mediante el analisis de
correlacion de rangos de Spearmanen el software R. Los investigadores
lobtuvieroncomo resultados la identificacion de diez tipos significativamente
diferentes de células inmunitarias entre RA y HC. Obtuvieron untotal de 202
DEG mediante la interseccion de DEG seleccionados por dos métodos. La
funcion de los DEG se asocié significativamente con las células inmunitarias.
Cinco genes centrales (CXCR4, CCL5, CD8A, CD247 y GZMA) fueron
lexaminados por el paquete R "UpSet". Verificaron que CCL5+CXCR4 y
GZMA+CDB8A tienen la capacidad de diagnosticar AR y AR temprana con la
masexcelente especificidad y sensibilidad,respectivamente. La correlacion entre
las células inmunitarias y los biomarcadores mostré que CCL5 se correlacion6
positivamente con losmacréfagos M1, CXCR4 se correlaciono positivamente con
las células T CD4+ activadaspor memoria y las células T auxiliares foliculares
(Tth), y GZMA se correlacion¢ positivamente con las células Tth.

Estrategia metodoldgica de tipo
experimental y bioinformatico.

Herramientas
utilizadas: Algoritmo
CIBERSORT

Prueba de Wilcoxon y la
regresion  del operador de
seleccién y contraccién minima
absoluta (LASSO)

STRING

Cytoscape

CCL5, CXCR4, GZMA y CD8A se pueden
utilizar como biomarcadores de diagnostico para
la AR. Las células GZMA-Tfh, los macrofagos
CCL5-M1Yy las células T CD4+ activadas por
memoria CXCR4/células Tfh pueden participar
len la aparicion yel desarrollo de la AR,
lespecialmente las células GZMA- Tth para la
patogenia temprana dela AR.
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5. DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

5.1 Planteamiento del problemay pregunta de investigacion

La AR es una enfermedad cronica, autoinmune y sistémica de tipo inflamatorio causada por
diversos factores de tipo genéticos y ambientales. (21) Durante el desarrollo de la AR la
membrana sinovial se transforma en tejido invasivo hiperplasico, lo que lleva a la destruccién
de cartilago y hueso. ( 22) Fenotipos agresivos producidos por los sinoviocitos tipo fibroblasto
localizados en el revestimiento de la membrana sinovial segregan mediadores patogénicos que
impulsan la progresion de la AR (22) Razon por la cual fue objeto de estudio en esta

investigacion.

La AR es de etiologia desconocida dado a ello, el proceso patogénico de la AR no se conoce
completamente por lo que adn no hay una terapia completamente efectiva para tratar la
enfermedad. Estudios recientes demuestran que los avances en experimentacion animal y
biologia molecular ayudan significativamente al conocimiento del proceso patogenico de la AR.
La evaluacién de mediadores moleculares y los estudios de traduccion ayudan a definir la

relevancia de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad. (23).

5.2 Pregunta de investigacion
¢Cudl es el perfil de expresion diferencial de la membrana sinovial en ratones DBA/1con

artritis inducida por colageno (AIC)?

5.3 Objetivos
5.3.1 Objetivo general

Analizar el perfil de expresion de RNA en la membrana sinovial de ratones DBA/1 con AlC.

5.3.2 Objetivos especificos

e Obtener los perfiles transcripcionales de las membranas sinoviales de ratones DBA/1 con

AIC através de microarreglos de ADN.

e Identificar mediante andlisis bioinformatico los genes, vias de sefalizacion y

procesos bioldgicos asociados al metabolismo celular.
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6. JUSTIFICACION

Los modelos murinos de AR son una herramienta valiosa para la exploracion de procesos
patogénicos novedosos en la busqueda de terapias mas efectivas. EI modelo de AIC en el raton
DBA/1 es ampliamente usado en la investigacion actual, y es en el que nuestro grupo de
investigacion explora sus lineas de investigacion. Si bien los perfiles transcripcionales de la
articulacion (sinovio, cartilago, hueso, entesis, ligamentos, etc.) inflamada en este modelo han
sido caracterizados en el Laboratorio PABIOM, los perfiles especificos del sinovio, incluyendo

los de los fibroblastos tipo sinoviocito, no han sido previamente reportados.

Obtener los perfiles trascripcionales masivos de la membrana sinovial en el modelo de AIC en
el raton DBA/1 permitira puntualizar los eventos celulares del sinovio aislados del resto de los
componentes articulares. Estos hallazgos contribuiran al conocimiento actual en la
identificacion de moléculas relevantes que puedan ser postuladas como blancos terapéuticos
para la enfermedad. Asimismo, permitiran que los estudios posteriores en este modelo en el
Laboratorio PABIOM puedan ser dirigidos hacia procesos propios de la membrana sinovial o

de los fibroblastos tipo sinoviocitos.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefo del estudio

Es un disefio experimental en modelo animal, donde se tuvieron dos grupos de ratones. El grupo
de control se conformd por cuatro ratones de la cepa BALB/C. El segundo grupo estuvo
conformado por cuatro ratones de la cepa DBA/1, en el cual se intervino al inducir AR, para
posteriormente extraer la membrana sinovial de ambos grupos para realizar extraccion de ARN
y después llevar a cabo el analisis del perfil transcripcional mediante la tecnologia de
microarreglos. Para poder responder a la pregunta de investigacion se trabajé con modelos
animales pues es ampliamente reconocido que en el estudio de AR es factible, ético y facil de

acceder a la poblacion de estudio, por lo que este tipo de disefio es el mas adecuado.
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7.2 Poblacién de estudio
7.2.1 Descripcion de la poblacion

Cuatro ratones macho DBA/1 de 8-10 semanas de vida. Cuatro ratones macho BALB/C de 8-

10 semanas de vida.

7.2.2 Criterios de la seleccién

Criterios de inclusion: machos, de 8-10 semanas de edad, clinicamente sanos.

Criterios de exclusion: Ratones que en el curso de la observacion desarrollen condiciones

diferentes a la artritis.

7.2.3 Tamafio de la muestra y muestreo

Se incluyeron cuatro ratones de la cepa DBA/1 y cuatro ratones de la cepa BALB/c. Los ratones
DBA/1 con AIC conformaron el grupo experimental, mientras que los ratones BALB/c el grupo

control.

7.3 Definiciéon de variables

Las variables se muestran en la Tabla 2, en la cual se incluye el tipo de variable,
definicion operacional, indicador de medicion, escala de medicion, y forma de medir la

variable.

7.4 Técnicas y procedimientos
7.4.1 Animales
Los ratones estuvieron bajo un control de iluminacién (12 de luz y 12 de oscuridad). La

temperatura en la que se mantuvieron fue de (23 + 2 ° C). Recibieron alimento y agua ad libitum.

Ademas de ser constantemente revisados.

7.4.2 Induccion de la artritis

La induccion se realizo segun lo descrito por Brand et al. (24), bajo anestesia con isoflurano se
aplico una inyeccion intradérmica en la base de la cola con 50 pL de una emulsién con 0.1 mg
de colageno bovino tipo Il con adyuvante completo de Freund. Se aplic6 una segunda inyeccién

el dia 15 usando adyuvante incompleto de Freund y la misma cantidad de colageno.
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Tabla 2. Variables de estudio.

'Variable Definicion operacional |Indicadores Escala de medicion Form_a de medir
lavariable
'Variable independiente
Presencia de edemay
. deformidad en las Presencia de artritis Nominal:
Artritis : - . - P s . ) .
. articulaciones inducida [clinica 0: sin artritis (sano)1: con |Escala visual
murina e - Iy
por la administracion de artritis
colagena.
\Variables dependientes
Cantidad de genes sobre
Genes Genes transcritos a K bajo exprleza(?os en De razén De razén Microarreglo de
Expresados |moléculas de ARN ueso tarsal del raton ADN
(Puntuacion Z> 1.5
desviaciones estandar)
Andlisis
Cantidad de vias sobre blcilnformatlcol
bajo reguladas (p <  |De razén del microarreglo
Grupo de genes 3605 deADN (DAVID
Vias de asociados en vias de .05) Bioinformatic
Sefializacion [sefializacion ya resourse 6.8)
descritas.
Nombre de la via de .
PR i Nominal
sefializacion asociada. .
Anélisis
Cantidad de procesos bl_omformatlco del
. . microarreglo de
sobre ybajo regulados (p [De razén ADN (DAVID
Procesos Grupo de genes <0.05). g f( .
Biol6gicos asociados en procesos kr);:érlljrzgrgaél)c
bioldgicos ya descritos. Nombre del proceso _ .
. Nominal
asociado.
Nivel de expresion de
Expresién  |ARN de un gen con e . .
génica respecto a ungen de Cuantificacion relativa. |De razon RT-PCR
referencia.
Expresion  |ldentificacién de Expresion de proteinas  |Ordinal:
De proteinas [proteinas especificasen |en fibroblastos con y sin [0: ausente Inmunodetecciones
en tejido el cultivo celular. artritis. 1: presente
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7.4.3 Aislamiento de la membrana sinovial

Para el procedimiento del aislamiento de la membrana sinovial se trabajé con dos grupos de
ratones. El primer grupo de ratones estaba conformado por cuatro ratones de la cepa DBA/1 a
los que previamente se les habia inducido artritis por colageno. El segundo grupo fue un grupo
de control de también cuatro ratones de la cepa BALB/C, los cuales se trataban de ratones sanos.
Los ocho ratones tenian entre 8-10 semanas de edad.

En primera instancia para el procedimiento se prepar6 instrumental de diseccion previamente
esterilizado en una autoclave de plasma, despues se enjuago con etanol al 70% durante algunos
segundos, se repitid este paso, pero utilizando un potente antimicrobiano y desinfectante
(DERMODEX Glutaraldehido) también por algunos segundos. Una vez lista y estéril el area de
trabajo se realizé el sacrificio de los ratones mediante la préctica de eutanasia con isoflurano,
este es un tipo de éter halogenado usado como anestésico inhalatorio, que en cierta

concentracion y tiempo provoca la muerte de los ratones sin sufrimiento alguno.

Una vez sin vida los ratones se enjugaron con etanol al 100%, este paso se realiz6 para asegurar
la esterilidad durante la extraccién de la membrana sinovial. Se prosigue a la eliminacion de
piel y tejidos blandos de las patas traseras de los ratones con tijeras y pinzas. Se localiza con
cuidado la articulacion de la rodilla y se produce un corte. Obtenida esta articulacion se enjuago
con etanol al 100% asegurando asi su esterilidad. Cuando se obtuvieron todas las articulaciones
mientras se continuo con el proceso del aislamiento de la membrana sinovial, se colocaron en
una solucidon compuesta por el buffer de solucion salina de Hank’s y antibidticos (penicilina/
estreptomicina) creando un ambiente propicio y similar al ambiente in vitro de la articulacion,
de esta manera se aseguré la estabilidad y vida de las células de la membrana sinovial.
Posteriormente se trabajo con cada una de las articulaciones ubicando el ligamento de la rétula
de la rodilla para localizar la membrana sinovial, logrando una extraccion limpia con bisturi de
la membrana sinovial. Cuando fueron obtenidas todas las membranas sinoviales se recolectaron
en tubos tipo eppendorf para ser guardados y preservados en el ultracongelador a una
temperatura de — 80 °C. Las membranas sinoviales fueron guardadas en el ultracongelador para
poder ser utilizadas cuando sea necesario pues son idealmente preservadas. Después se

prosiguio a la extraccion directa de RNA.
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El procedimiento de extraccion la membrana sinovial se siguié mediante un protocolo para

cultivo, y extraccion de membranas sinoviales. (25)

7.4.4 Extraccién de ARN

La extraccion del ARN total de las membranas sinoviales se realizd mediante el uso del Kit para
extraccion RNeasy ® Lipid Tissue Mini Kit de QIAGEN. Una vez extraidas las membranas
sinoviales se pulverizaron por medio de nitrégeno liquido, lo que facilito el proceso. Después para
homogenizar las membranas se utiliz6 1 ml de QIAZOL Lysis Reagent de QIAGEN en un
microtubo de 1.5 ml para luego ser incubado por 5 min a temperatura ambiente. Consiguiente a
ello, en el tubo se afiadieron 200 pL de cloroformo después se agito por 15 segundos y se incubo
de nuevo a temperatura ambiente alrededor de 3 minutos. Terminado este tiempo, paso a
centrifugacion de 12, 000 xg por 15 min a una temperatura de 4 grados °C, y se transfirid a fase
acuosa en un tubo nuevo en el que se afiadieron 600 uL de etanol al 70% y se mezclaron dando
vortex. Siguiente a esto, se transfirieron 700 uL a la columna de RNeasy Mini Spin, paso a
centrifugacion por 15 segundos a 8,000 xg a temperatura ambiente y se descarto el flujo del tubo
de coleccion. Repitiendo este paso hasta que se transfirié todo el liquido por la columna. A la
columna se le agregaron 700 uL de Buffer RW 1, de nuevo se centrifugo también por 15 segundos
a 8000 xg y se descarto el flujo del tubo de coleccion. Afadiendo 500 uL de Buffer RPE a la
columna, se centrifugo por 2 minutos a 8,000xg, también quitando el fluido del tubo de coleccién.
Se coloco la columna en un tubo nuevo y se centrifugo a velocidad maxima por 1 minuto.
Posteriormente se coloco en un tubo de 1.5 ml, anadiendo 30 a 50 uL de agua libre de RNAsas y
se centrifugo por 1 min a 8,000 xg. Por ultimo, se agregd el volumen eluido en el paso anterior a
la columna, repitiendo el proceso de centrifugacién. EI ARN obtenido se almaceno a — 20 °C,
cuantificandose por fluorometria utilizando el equipo Qubit4 de Thermo Scientific. Se coloco 1

puL del RNA en el equipo y se obtuvo la lectura de cantidad en ng/ puL por triplicado.
7.4.5 Microarreglo de ADN

Las muestras del ARN se enviaron al Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM para el anélisis
de la expresion genética por microarreglos. La base de datos de los genes obtenidos en el

microarreglo se encuentran disponibles en https://microarrays.ifc.unam.mx/ La lectura y

adquisicion de las sefiales en el microarreglo se realizaron con el lector ScanArray 4000 (Packard
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BioChips) y el andlisis de los datos con el software GenArise (Instituto de Fisiologia
celular,UNAM).
7.4.6 Analisis bioinformatico

Para el andlisis bioinformatico incluyo el uso de la plataforma DAVID Bioinformatics Resources

https://david.ncifcrf.gov y para el analisis de genes desregulados en los procesos bioldgicos y sus

asociaciones Yy vias de sefializacion KEGG ( Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (26).
Ademas, la base de datos STRING 11.0 (https://string-db.org/) se utilizd para obtener el analisis e
integracion de las interacciones proteina-proteina (IPP) directas e indirectas basadas en las
asociaciones funcionales (27). Los GDE identificados en el microarreglo se cargaron y las
interacciones se seleccionaron con una confianza minima (puntuacion de interaccién> 0.4). La red
IPP obtenida se analiz6 méas a fondo para obtener agrupaciones primarias de subredes utilizando el
software Cytoscape (version3.7.0) con el complemento de deteccion de complejos moleculares
(MCODE)((28),(29)). a su vez, las subredes aqui obtenidasse sometieron nuevamente a STRING

para analizar las IPP y visualizar las proteinas con mayorinteraccion y sus vias de sefializacion.

7.5 Consideraciones éticas

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Patogenia y Biomedicina Molecular PABIOM
de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas siguiendo lo establecido por la Norma Mexicana NOM-
062-Z00-1999, las guias internacionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio, y la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1- 2002. Este proyecto fue aprobado por el
Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas con el nimero de
identificacion: C1-045-20.

24


https://david.ncifcrf.gov/

'S MEDICINA =

CIENCIAS BIOMEDICAS

8. RESULTADOS

8.1 Expresion diferencial de genes y vias de sefializacion enmembrana sinovial de
ratones DBA/1 artriticos

En la membrana sinovial de ratones de la cepa DBA/1 artriticos se encontré una expresion

diferencial de 2,013 genes (puntaje Z > 1.5 DE): 1,229 sobre-regulados y 784 infra-regulados,

con respecto a ratones BALB/C sanos. Los diez genes con mayor magnitud de expresion

diferencial son mostrados en las Tablas 3 y 4 para los genes sobre e infra expresados

respectivamente.

Tabla 3. Genes con mayor magnitud de sobre-expresion diferencial en ratones DBA-1 con

artritis

Symbol Name Z-score
Tfpi2 Tissue Factor Pathway Inhibitor 2 5.600
Nmi N-Myc And STAT Interactor 5.429
Zmym6 Zinc Finger MYM-Type Containing 6 5.284
Natl3 N-acetyltransferase 13 5.033
Zmynd17 Zinc finger MYND domain-containing protein 17 4.882
Crebzf CREB/ATF BZIP Transcription Factor 4.827
Ppp6e Protein Phosphatase 6 Catalytic Subunit 4.724
Lcelg Late cornified envelope 1G [ (house mouse)] 4.655
Ryr2 Ryanodine receptor 2. 4.618
Sgk3 Serine/threonine-protein kinase 4.561

Tabla 4. Genes con mayor magnitud de infra-expresion diferencial en ratones DBA-1 con

artritis

Symbol Name Z-score
Map3k7ipl  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting protein 1 -5.153
Fam98b Family With Sequence Similarity 98 Member B) -4.975
Pakl Activated Kinase 1 -4.768
Trpm4 activated nonselective cation channel -4.763
Slc39a7 Solute Carrier Family 39 Member 7 -4.691
Rps6ka6 Ribosomal Protein S6 Kinase A6 -4.667
Olfr62 Olfactory receptor 62 -4.432
Adam3 disintegrin and metalloprotease 3 -4.355
Ink76 Mus musculus -4.335
Crybal Crystallin Beta Al -4.179
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De acuerdo con el anélisis bioinformatico en la plataforma DAVID, los genes diferencialmente

sobre-expresados en la membrana sinovial de ratones artriticos con AIC, se asociaron

significativamente con (p< 0.05) con 53 procesos bioldgicos y 22 vias de sefializacion KEGG

(Tablas 5 y 6), mientras que los infra-expresados se asociaron en 63 procesos biolégicos y 10

viasKEGG (Tablas 7 y 8).

Tabla 5. Vias KEGG sobre- reguladas

KEGG_PATHWAY UP Count P-Value
Pancreatic secretion 13 4.80E-03
GnRH signaling pathway 11 6.70E-03
Neurotrophin signaling pathway 13 7.70E-03
\Whnt signaling pathway 16 9.50E-03
Insulin secretion 10 1.40E-02
Ras signaling pathway 19 1.80E-02
Proteoglycans in cancer 17 2.10E-02
MAPK signaling pathway 22 2.30E-02
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 9 2.40E-02
Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series 4 2.70E-02
Osteoclast differentiation 12 2.80E-02
\/Amphetamine addiction 8 3.40E-02
Phospholipase D signaling pathway 13 3.50E-02
Salivary secretion 9 3.60E-02
Tight junction 14 3.60E-02
Regulation of actin cytoskeleton 17 3.80E-02
/Adherens junction 8 3.90E-02
Calcium signaling pathway 18 4.10E-02
Non-small cell lung cancer 8 4.10E-02
ECM-receptor interaction 9 4.30E-02
Chemical carcinogenesis - receptor activation 17 4.40E-02
Parkinson disease 19 4.90E-02
Tabla 6. Vias KEGG infra-expresadas

KEGG_PATHWAY DOWN Count P-Value
Spliceosome 11 1.60E-03
Protein processing in endoplasmic reticulum 12 3.30E-03
Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species 13 8.40E-03
Salmonella infection 14 9.20E-03
Parkinson disease 13 2.90E-02
Non-alcoholic fatty liver disease 9 3.80E-02
Pathways of neurodegeneration - multiple diseases 19 4.00E-02
FoxO signaling pathway 8 4.20E-02
NF-kappa B signaling pathway 7 4.40E-02
Platinum drug resistance 6 4.60E-02
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Tabla 7. Procesos bioldgicos sobre-expresados

BIOLOGICAL PROCESS UP Count P-Value
female pregnancy 14 5.20E-04
protein import into nucleus 13 1.30E-03
positive regulation of protein kinase B signaling 14 1.90E-03
Hemostasis 8 2.00E-03
negative regulation of canonical Wnt signaling pathway 14 2.50E-03
negative regulation of neuron death 10 5.00E-03
positive regulation of vascular smooth muscle cell proliferation 7 5.80E-03
membrane depolarization 6 5.90E-03
negative regulation of chromatin binding 4 6.00E-03
\Vasodilation 8 6.30E-03
insulin receptor signaling pathway 8 1.00E-02
DNA repair 26 1.00E-02
signal transduction 72 1.10E-02
cellular response to DNA damage stimulus 32 1.20E-02
MAPK cascade 11 1.20E-02
negative regulation of transcription from RNA polymerase 1l promoter 54 1.20E-02
glucose homeostasis 14 1.20E-02
intracellular signal transduction 29 1.20E-02
protein autoubiquitination 9 1.30E-02
blood coagulation 9 1.30E-02
membrane protein proteolysis 4 1.30E-02
\Whnt signaling pathway 18 1.30E-02
activation of protein kinase activity 7 1.30E-02
nervous system development 28 1.50E-02
regulation of transcription, DNA-templated 65 1.60E-02
positive regulation of cell migration 19 1.80E-02
INK cascade 7 1.80E-02
locomotor rhythm 5 1.80E-02
protein phosphorylation 38 1.90E-02
amino acid import across plasma membrane 4 2.00E-02
positive regulation of axonogenesis 6 2.00E-02
adrenal gland development 5 2.10E-02
negative regulation of Wnt signaling pathway 7 2.10E-02
positive regulation of smooth muscle cell proliferation 9 2.10E-02
positive regulation of pri-miRNA transcription from RNA polymerase 11 promoter 8 2.30E-02
neurological system process 7 2.40E-02
Phosphorylation 36 2.60E-02
microtubule-based movement 9 2.60E-02
negative regulation of lipoprotein lipase activity 3 2.90E-02
establishment of localization in cell 15 2.90E-02
calcium ion transport 12 3.30E-02
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response to drug 21 3.30E-02
positive regulation of cell proliferation 36 3.30E-02
ion transport 34 3.40E-02
regulation of MAPK cascade 6 3.70E-02
regulation of postsynaptic membrane potential 4 3.70E-02
positive regulation of spindle assembly 3 3.70E-02
regulation of meiotic nuclear division 3 3.70E-02
motor learning 3 3.70E-02
chordate embryonic development 3 3.70E-02
cardiac ventricle development 3 3.70E-02
positive regulation of MAPK cascade 14 3.90E-02
receptor internalization 6 4.00E-02
regulation of membrane potential 10 4.00E-02
mitotic sister chromatid cohesion 4 4.20E-02
positive regulation of mast cell degranulation 4 4.20E-02
kidney development 13 4.50E-02
endosome to lysosome transport 6 4.60E-02
amyloid precursor protein metabolic process 3 4.70E-02
positive regulation of vascular endothelial cell proliferation 4 4.80E-02
glial cell proliferation 4 4.80E-02
endocytosis 14 4.90E-02
heart development 19 4.90E-02
Tabla 8. procesos bioldgicos infra-expresados

BIOLOGICAL PROCESS DOWN Count P-Value
RNA splicing 17 6.30E-04
negative regulation of mMRNA splicing, via spliceosome 5 2.00E-03
regulation of translation 11 2.10E-03
bone mineralization 7 2.20E-03
mRNA splicing, via spliceosome 12 2.40E-03
protein transport 27 3.60E-03
mRNA processing 18 3.70E-03
intracellular protein transport 16 4.30E-03
\vitamin D metabolic process 3 5.00E-03
regulation of mitochondrial membrane potential 5 6.50E-03
positive regulation of transcription elongation from RNA polymerase lIpromoter 6 7.10E-03
regulation of apoptotic process 13 7.60E-03
Rho protein signal transduction 6 1.10E-02
Golgi organization 8 1.20E-02
negative regulation of CAMP-dependent protein kinase activity 3 1.30E-02
cellular response to insulin stimulus 8 1.60E-02
intracellular signal transduction 19 1.60E-02
negative regulation of T-helper 17 cell differentiation 3 1.70E-02
RNA polymerase Il transcriptional preinitiation complex assembly 5 2.20E-02
intracellular steroid hormone receptor signaling pathway 3 2.50E-02
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regulation of steroid biosynthetic process 3 2.50E-02

transmission of nerve impulse 4 2.80E-02
prostate gland epithelium morphogenesis 3 3.00E-02
chromatin remodeling 9 3.20E-02
lymph node development 4 3.30E-02
Leydig cell differentiation 3 3.40E-02
regulation of voltage-gated calcium channel activity 3 3.40E-02

positive regulation of transforming growth factor beta receptor signalingpathway 3.60E-02

response to interferon-gamma 4 3.60E-02
positive regulation of transcription initiation from RNA polymerase |lpromoter 5 3.90E-02
regulation of epithelial to mesenchymal transition 3 4.00E-02
response to antipsychotic drug 2 4.50E-02
positive regulation of lymphocyte migration 2 4.50E-02
post-embryonic development 7 4.50E-02
positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling 8 5.10E-02
vesicle-mediated transport 12 5.20E-02
response to antibiotic 4 5.50E-02
positive regulation of apoptotic process 15 5.80E-02

En el programa STRING se obtuvieron las redes de interaccion proteina-proteina de los genes
diferencialmente expresados (GDE). El andlisis posterior de estas redes en el programa
Cytoscape se agruparon los genes sobre e infra expresados en clusters donde &reas fuertemente
interconectadas.Para los genes sobre-expresados se seleccionaron tres clusters representados en
las Figura 1, 2 y 3, respectivamente para determinar las vias KEGG ala que dichos genes se
asociaron (Tablas 9 y 10). El cluster 1, formador por 61 nodos y 270 ejes,se asocio diversas vias
relacionadas a algunos tipos de cancer, dentro de las cuales se encuentranresistencia al inhibidor
tirosina quinasa del receptor del factor epidérmico (EGFR),carcinogénesis quimica, leucemia
mieloide cronica, entre otras. El cluster 2 se encuentra formado por 90 nodos y 192 ejes.

Se asocio a vias relacionadas con asma, biosintesis de esteroides y Cascadas del complemento
y de la coagulacién, entre otras. El cluster 3 esta formado por 26 nodos y 42 ejes, sin asociacion
a vias KEGG. Por ultimo, el cluster 4 se encuentra conformado por 177 nodos y 726 ejes, se
asocié a diversas vias relacionadas a un amplio espectro de enfermedades y factores
estimulantes del cancer, entre otras. Ejemplo de algunas de ellas son asma, adiccion a la nicotina,

cancer de tiroides, cancer pancreético, hepatitis B, etc.
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Figura 1. Red de interacciones proteina-proteina de los genes sobre-expresados en membrana sinovial de ratones
DBAV/1 con AIC agrupados en el Cluster 1
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Tabla 9. Vias de sefalizacion KEGG asociadas a los genes sobre-expresados en la

membrana sinovial de ratones DBA/1 con AIC en el Cluster 1

Pathway Description Count Strenght FDR
mmu01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 6 0of 78 1.44 8.24e-06
mmu04012 ErbB signaling pathway 6 of 81 1.43 8.24e-06
mmu05204 Chemical carcinogenesis 70f97 1.42 1.63e-06
mmu00480 Glutathione metabolism 50f69 1.42 6.94e-05
mmu05220 Chronic myeloid leukemia 50f74 1.39 8.65e-05
mmu04664 Fc epsilon Rl signaling pathway 4 of 66 1.34 0.00077
mmu00982 Drug metabolism - cytochrome P450 4 of 68 1.33 0.00082
mmu04912 GnRH signaling pathway 50f 86 1.32 0.00016
mmu00980 Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 4 0f 70 1.32 0.00086
mmu01522 Endocrine resistance 50f91 1.3 0.00019
mmu05216 Thyroid cancer 2 0f 36 1.3 0.0275
mmu00830 Retinol metabolism 50f92 1.29 0.00019
mmu04917 Prolactin signaling pathway 40f74 1.29 0.00097
mmu04722 Neurotrophin signaling pathway 6 0f 116 1.27 5.13e-05
mmu01524 Platinum drug resistance 4 of 77 1.27 0.0011
mmu05219 Bladder cancer 20f40 1.26 0.0322
mmu04014 Ras signaling pathway 11 0f 224 1.25 6.73e-09
mmu00590 /Arachidonic acid metabolism 4 of 86 1.23 0.0015
mmu00140 Steroid hormone biosynthesis 4 of 86 1.23 0.0015
mmu05223 Non-small cell lung cancer 30f66 1.22 0.0076
mmu05211 Renal cell carcinoma 30f66 1.22 0.0076
mmu04914 Progesterone-mediated oocyte maturation 4 0f 90 1.21 0.0016
mmu00983 Drug metabolism - other enzymes 4 of 89 1.21 0.0016
mmu04935 Growth hormone synthesis, secretion and action 50f114 1.2 0.00043
mmu05230 Central carbon metabolism in cancer 30f69 1.2 0.0082
mmu05221 Acute myeloid leukemia 30f70 1.19 0.0084
mmu00591 Linoleic acid metabolism 2 of 47 1.19 0.0420
mmu05218 Melanoma 3of71 1.18 0.0085
mmu05212 Pancreatic cancer 3of74 1.17 0.0091
mmu03460 Fanconi anemia pathway 20f49 1.17 0.0440
mmu05205 Proteoglycans in cancer 8 0f 199 1.16 8.24e-06
mmu04933 AGE-RAGE signaling pathway in diabeticcomplications 4 0f 101 1.16 0.0023
mmu04926 Relaxin signaling pathway 5 of 127 1.15 0.00066
mmu00380 Tryptophan metabolism 20f51 1.15 0.0467
mmu04910 Insulin signaling pathway 50f 133 1.13 0.00077
mmu05225 Hepatocellular carcinoma 6 of 168 111 0.00020
mmu05418 Fluid shear stress and atherosclerosis 5o0f 141 111 0.00086
mmu04540 Gap junction 30f84 111 0.0127
mmu04750 Inflammatory mediator regulation of TRP channels 4 0f 118 1.09 0.0039
mmu05210 Colorectal cancer 30f88 1.09 0.0141
mmu04211 Longevity regulating pathway 30f89 1.09 0.0143
mmu05206 MicroRNAs in cancer 5 of 158 1.06 0.0012
mmu04726 Serotonergic synapse 4 0f 126 1.06 0.0048
mmu04915 Estrogen signaling pathway 4 0f 130 1.05 0.0052
mmu04068 FoxO signaling pathway 4 0f 130 1.05 0.0052
mmu05231 Choline metabolism in cancer 30f97 1.05 0.0174
mmu05215 Prostate cancer 30f99 1.04 0.0180
mmu04660 T cell receptor signaling pathway 3 0f 102 1.03 0.0189
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mmu04550 Signaling pathways regulating pluripotency of stemcells 4 of 137 1.02 0.0058
mmu05200 Pathways in cancer 15 of 528 1.01 4.88e-09
mmu04928 Parathyroid hormone synthesis, secretion and action 3 0f 106 1.01 0.0199
mmu04010 MAPK signaling pathway 8 of 289 1.0 6.36e-05
mmu05224 Breast cancer 4 of 145 1.0 0.0069
mmu04062 Chemokine signaling pathway 50f 184 0.99 0.0020
mmu05226 Gastric cancer 4 of 147 0.99 0.0070
mmu04072 Phospholipase D signaling pathway 4 of 147 0.99 0.0070
mmu05161 Hepatitis B 4 of 161 0.95 0.0085
mmu04380 Osteoclast differentiation 30f121 0.95 0.0275
mmu04071 Sphingolipid signaling pathway 30f122 0.95 0.0275
mmu04140 Autophagy - animal 30f 137 0.9 0.0361
mmu05163 Human cytomegalovirus infection 5 0f 236 0.88 0.0052
mmu05203 \Viral carcinogenesis 4 0f 194 0.87 0.0145
mmu05034 /Alcoholism 3 of 147 0.87 0.0422
mmu04150 MTOR signaling pathway 3 0f 156 0.84 0.0473
mmu05160 Hepatitis C 30f 158 0.84 0.0482
mmu04810 Regulation of actin cytoskeleton 4 of 212 0.83 0.0187
mmu04714 Thermogenesis 4 of 225 0.81 0.0211
mmu04151 P13K-Akt signaling pathway 5 of 355 0.71 0.0189
mmu01100 Metabolic pathways 11 of 1536 0.41 0.0189
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Figura 2. Red de interacciones proteina-proteina de los genes sobre-expresados en membrana sinovial de

ratonesDBA/1 con AIC agrupados en el Cluster 2
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Tabla 10. Vias de sefalizacibn KEGG asociadas a los genes sobre-expresados en la

membrana sinovial de ratones DBA/1 con AIC en Cluster 2

Pathway Description Count Strenght FDR

mmu05310 /Asthma 3of24 1.49 0.0095
mmu05033 Nicotine addiction 4 of 39 14 0.0031
mmu00100 Steroid biosynthesis 20f20 1.39 0.0440
mmu05143 African trypanosomiasis 30f35 1.32 0.0133
mmu04610 Complement and coagulationcascades 6 of 92 1.2 0.00049
mmu05032 Morphine addiction 50f 87 1.15 0.0031
mmu05135 Yersinia infection 7 of 124 1.14 0.00036
mmu05144 Malaria 30f53 1.14 0.0233
mmu04911 Insulin secretion 4 0f 81 1.08 0.0130
mmu04929 GnRH secretion 30f62 1.07 0.0314
mmu04912 GnRH signaling pathway 4 of 86 1.06 0.0133
mmu04512 ECM-receptor interaction 4 of 87 1.05 0.0133
mmu04664 Fc epsilon RI signalingpathway 3 0f 66 1.05 0.0358
mmu04071 Sphingolipid signalingpathway 5of 122 1.0 0.0095
mmu05142 Chagas disease 4 of 100 0.99 0.0168
mmu04972 Pancreatic secretion 4 of 108 0.96 0.0209
mmu04650 Natural Killer cell mediatedcytotoxicity 4 0f 113 0.94 0.0233
mmu04723 Retrograde endocannabinoidsignaling 5o0f 143 0.93 0.0128
mmu04722 Neurotrophin signalingpathway 4 0f 116 0.93 0.0233
mmu04072 Phospholipase Dsignaling pathway 5 of 147 0.92 0.0130
mmu05132 Salmonella infection 7 0f 213 0.91 0.0031
mmu04611 Platelet activation 4 0f 120 0.91 0.0233
mmu04530 Tight junction 50f 154 0.9 0.0133
Immu04022 cGMP-PKG signalingpathway 5 of 167 0.87 0.0143
mmu04510 Focal adhesion 5 of 196 0.8 0.0233
immu04010 MAPK signaling pathway 7 of 289 0.77 0.0095
mmu05200 Pathways in cancer 8 0f 528 0.57 0.0233
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Figura 3. Red de interacciones proteina-proteina de los genes sobre-expresados en membrana sinovial de

ratonesDBA/1 con AIC agrupados en el Cluster 3
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Para los genes infra-expresados se seleccionaron los clusters 1, 2 y 3 (Figura 4, 5 y 6) para
determinar las vias KEGG a la que dichos genes se asociaron (Tablas 11, 12 y 13). El Cluster 1
estaformado por 68 nodos y 241 ejes, se asocio a vias del ribosoma, espliceosoma, enfermedad
de Parkinson, termogénesis, entre otras. El cluster 2 se encuentra conformado por 48 nodos y 91
ejes,asociado a diferentes vias metabolicas, resistencia a la insulina y relacionadas al cancer entre
otras.El cluster 3 estd formado por 12 nodos y 21 ejes se asocidé a vias de sefializacion de
apoptosis y deTNF, entre otras.

Figura 4. Red de interacciones proteina-proteina de los genes infra-expresados en membrana sinovial de ratones
DBAVJ/1 con AIC agrupados en el Cluster 1.
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Tabla 11. Vias de sefializacion KEGG asociadas a los genes infra — expresados en la

membrana sinovial de ratones DBA/1 con AIC en Cluster 1.

Cyp2i0

PR . 8’:’* Jopaz

St

Pathway Description Count Strenght FDR
mmu03040 Spliceosome 90f 131 1.35 1.50e-07
mmu03010 Ribosome 7 of 127 1.25 3.03e-05
mmu03015 MRNA surveillancepathway 4 0f 96 1.13 0.0170
mmu04974 Protein digestionand absorption 4 of 108 1.08 0.0219
mmu00190 Oxidative phosphorylation 4 0f 130 1.0 0.0338
mmu04932 Non-alcoholic fattyliver disease 4 of 148 0.94 0.0412
mmu05012 Parkinson disease 6 of 239 091 0.0119
mmu04714 Thermogenesis 50f 225 0.86 0.0338
mmu05014 IAmyotrophic lateralsclerosis 7 of 364 0.79 0.0119
mmu05020 Prion disease 5 of 264 0.79 0.0432
mmu05010 /Alzheimer disease 6 of 359 0.73 0.0338
M
/7\1@03, j
P~ (e
) A

Figura 5. Red de interacciones proteina-proteina de los genes infra-expresados en membrana sinovial de

ratonesDBA/1 con AIC agrupados en el Cluster 2
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Tabla 12. Vias de senalizacion KEGG asociadas a los genes infra-expresados en la
membrana sinovial de ratones DBA/1 con AIC en Cluster 2

Pathway |Description Count Strenght FDR

mmu00592 alpha-Linolenic acid metabolism 20f23 1.6 0.0371
mmu00591 Linoleic acid metabolism 4 of 47 1.59 0.00075
mmu04216 Ferroptosis 30f40 1.54 0.0062
mmu04130 SNARE interactions in vesicular transport 20f32 1.46 0.0484
mmu04920 IAdipocytokine signaling pathway 40f71 1.41 0.0018
mmu04213 Longevity regulating pathway — multiple species 3of6l 1.35 0.0173
mmu04910 Insulin signaling pathway 6 of 133 1.32 0.00018
mmu00982 Drug metabolism - cytochrome P450 30f68 1.31 0.0206
mmu00564 Glycerophospholipid metabolism 4 of 95 1.29 0.0042
mmu00980 Metabolism of xenobiotics by cytochromeP450 30f70 1.29 0.0206
mmu04152 IAMPK signaling pathway 50f 123 1.27 0.00094
mmu00590 /Arachidonic acid metabolism 30f 86 1.2 0.0318
mmu04640 Hematopoietic cell lineage 30f91 1.18 0.0339
mmu05204 Chemical carcinogenesis 30f97 1.15 0.0371
mmu04931 Insulin resistance 30f 109 11 0.0411
mmu04144 Endocytosis 4 of 249 0.87 0.0456
mmu01100 Metabolic pathways 10 of 1536 0.48 0.0371
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Figura 6. Red de interacciones proteina-proteina de los genes infra-expresados en membrana sinovial de
ratonesDBA/1 con AIC agrupados en el Cluster 3
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Tabla 13. Vias de sefializacion KEGG asociadas a los genes infra-expresados en la
membrana sinovial de ratones DBA/1 con AIC en Cluster 3

Pathway Description Count Strenght FDR
mmu04215 IApoptosis — multiple species 2 0f 32 2.06 0.0083
mmu04064 NF- Kappa B signaling pathway 4 0f 99 1.87 7.16e-05
mmu04668 TNF signaling pathway 4 0f 112 1.82 7.16e-05
mmu01524 Platinum drug resistance 20f 77 1.68 0.0387
mmu04210 /Apoptosis 30f 135 1.61 0.0034
mmu04657 IL-17 signaling pathway 20f90 1.61 0.0459
mmu04621 NOD-like receptor signaling pathway 40f191 1.59 0.00031
mmu04620 Toll-like receptor signaling pathway 20f98 1.57 0.0476
mmu05132 Salmonella infection 40f213 154 0.00035
mmu05145 Taxoplasmosis 2 of 106 1.54 0.0476
Mmu05168 Herpes simplex virus 1 infection 30f413 1.13 0.0476

Con los genes de los clusters 1, 2 y 3 de los genes sobre-regulados y 1,2 y 3 de los infra-regulados
se obtuvieron dos redes de interaccion proteina-proteina (Figuras 7 y 8) para un analisis mas
detallado de las vias de sefializacion desreguladas en la membrana sinovial de ratones DBA/1
conAlC.

Los genes de los tres primeros grupos se cargaron en STRING para identificar las vias de
sefializacion de KEGG asociadas. Los relevantes para la artritis fueron seleccionados y
marcadoscon un cédigo de color. En las Figuras 9 y 10 se presentan las proteinas con mayor

interaccion y sus vias de sefializacion.

Las proteinas Gbr2, Kras, Mapk10, Cdc42, y Prkacb fueron las mas representativas de las
interacciones proteina-proteina de los genes sobre-regulados, y se relacionaron principalmente
con las vias KEGG: metabolismo del glutation, via de sefializacion de quimiocinas,
citotoxicidad mediada por natural Killer, via de sefializacion MAPK, regulacion de mediadores

inflamatorios delos canales TRP, y Fagocitosis mediada por Fc gamma R.

En contraste, las proteinas con mayor interaccion que se vieron infra-reguladas fueron PrKagz2,
Irs2, Sic2a4, y Cptlc relacionadas principalmente con KEGG: Metabolismo del acido linoleico,
via de sefalizacion de adipocitoquinas, via de sefializacion NF-Kappa B, y via de sefializacién
de AMPK.
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Figura 7. Red de interacciones proteina-proteina de los genes sobre-expresados en la membrana sinovial de
ratonesDBA/1 con AIC Cluster 1,2y 3.

40



Figura 8. Red de interacciones proteina-proteina de los genes infra-expresados en la membrana sinovial de
ratonesDBA/1 con AIC Cluster 1,2y 3.
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c Pathway Description ﬁ::::ri: Strength FDR
. mmu00480  Glutathione metabolism 5 of 69 0.96 0.0040
. mmu04062  Chemokine signaling pathway 10 of 184 0.83 0.00014
Q mmu04650  Natural killer cell mediated cytotoxicity 60f113 0.82 0.0045
@ mmu04010  MAPK signaling pathway 15 of 289 0.81 1.93E-06
O mmu04750  Inflamatory mediator regulation of TRP channels 6 of 118 0.8 0.0050
. mmu04666  Fc gamma R-mediated phagocytosis 4 0f 85 0.77 0.0270
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Figura 9. Vias KEGG asociadas con interacciones proteina-proteina de los genes sobre-regulados por la artritis.
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Pathway Description g:::vn ::: Strength FDR

@  mmu00S91  Linoleic acid metabolism 40f47 117 00119
‘ mmu04920  Adipocytokine signaling pathway 40f71 0.99 0.0259
Q mmu04064  NF-Kappa B signaling pathway 50f99 0.94 0.0130
mmu04152  AMPK signaling pathway 60f 123 0.92 0.0116

Figura 10. Vias de la Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) asociadas con interacciones proteina- proteina de los genes infra-regulados por la artritis.
Las vias de sefializacion de relevancia en la artritis se seleccionarony marcaron con diferentes colores. El grosor de la linea indica la fortaleza del soporte de datos.
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8.2 Analisis de expresion genica de TNF e 11-6

A traves del andlisis de la expresion génica de TNF e IL6 mediante RT-PCR, se encontré que
la expresion de IL6 fue significativamente mayor en el grupo experimental que en el grupo
control.
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Figura 11. Analisis de la expresion génica de TNF e IL6 mediante PCR en membrana sinovial de ratones DBA/1
con AIC vs BALB/C sanos. * P=0.0001.
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9. DISCUSION

Se desconoce la causa exacta del origen etioldgico de la AR, diferentes investigaciones sefialan
la relacion entre cambios inmunitarios como antecedente de la patogenia. En diferentes
investigaciones destacan la importancia de las células de la membrana sinovial como factores
desencadenantes en el proceso patogénico de la artritis. Razon por la cual nuestra investigacion
se centra en el estudio del perfil transcripcional de fibroblastos sinoviales murinos con artritis
inducida por colageno. Nuestra investigacion demuestra los cambios en el perfil de expresion
geneético que existe durante el proceso patogénico de la AR. El uso del modelo murino ha sido
establecido para este tipo de investigacion ya que permite el abordaje de los procesos a nivel
molecular y vias de sefializacion a través del anélisis de microarreglos, el cual ofrece el estudio

de un gran nimerode genes a la vez.

La literatura disponible sobre estudios existentes es delimitada y en mayor parte son estudios
enfocados a muestras de sangre, articulaciones completas o en otras cepas de ratones o ratas.
Al no contar con informacion similar relevante a la membrana sinovial, se compararon estudios

para destacar diferencias entre los resultados de expresion diferencial de genes.

En nuestro estudio se expresaron diferencialmente 2,013 genes, 1,229 sobre-regulados y 784
infra-regulados, en un estudio realizado en el 2019 donde el perfil transcripcional intestinal
revela una respuesta inmune inducida por habas en ratones DBA/L. El andlisis de secuencias en
profundidad identificd 769 genes expresados diferencialmente (DEG) asociados con el intestino
en intestinos de ratones DBA/1 tratados con FB. Se demostrd que los genes identificados estan
asociados con procesos bioldgicos (como la respuesta a estimulos y procesos del sistema
inmunitario), vias de enfermedades humanas (como enfermedades infecciosas, enfermedades
endocrinas y metabdlicas y enfermedades inmunitarias) y vias del sistema organico (como el

sistema digestivo, sistema endocrino, adaptacion ambiental y sistema inmunolégico). (30)

En una investigacion reciente del 2022, donde el objetivo era conocer el papel de la azitromicina
en la AR, los andlisis transcripcionales sugirieron que el tratamiento con azitromicina altera las
cascadas de sefializacion asociadas con la biosintesis de colesterol y lipidos. GRP78 fue

identificado como un nuevo objetivo de la azitromicina. (31)
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Como un ejemplo més de investigaciones con las que se puede comparar la nuestra, s un

estudio del 2010, donde la AIC en ratones presento una red transcripcional reguladora que
conecto el complejo principal de histocompatibilidad (MHC H2) con genes de autoantigenos
en el timo, El perfil de micro matriz mostré que 1093 genes de PTA estaban modulados
diferencialmente entre ratones DBA-1/J y DBA-2/J inmunizados con colageno. Estos genes
fueron asignados a 17 tejidos/6rganos diferentes, incluyendo articulaciones/huesos,
caracterizando la expresion génica promiscua (PGE), que estda implicada en la
autorrepresentacion. (32).

Las proteinas Gbr2, Kras, Mapk10, Cdc42, y Prkacb fueron las mas representativas de las
interacciones proteina-proteina de los genes sobre-regulados, y se relacionaron principalmente
con las vias KEGG: metabolismo del glutation, via de sefializacion de quimiocinas,
citotoxicidad mediada por natural killer, via de sefializacion MAPK, regulacion de mediadores

inflamatorios delos canales TRP, y Fagocitosis mediada por Fc gamma R.

En el estudio realizado por Gwon et al., (33) solamente la via MAPK se observé asociada con
genes sobre-regulados, la via MAPK esta estrechamente relacionada con la proliferacion celular
y la apoptosis. En nuestro estudio esta via también es sobresaliente y estd ampliamente

relacionadacon la artritis entre otras.

En el estudio realizado por Yang (34), indico que las células NK desempefian un papel
inmunorregulador vital en el inicio y la cronicidad de las respuestas inflamatorias y
autoinmunes, en especial en la AR. Las proteinas con mayor interaccion que se vieron infra-
reguladas fueron PrKag2, Irs2, Sic2a4, y Cptlc relacionadas principalmente con KEGG:
Metabolismo del acido linoleico, via de sefializacion de adipocitoquinas, via de sefializacion

NF-Kappa B, y via de sefializacion de AMPK.

9.1 Papel de lainhibicion de II-6 y TNF en la AR

Las vias inflamatorias en donde interviene la glucoproteina IL-6 estan relacionadas con el proceso
patogénico de la AR. La inhibicion de la IL-6, es considerada como una nueva opcion terapéutica.
Los farmacos anti-1L-6 se estan utilizando con grados variables de éxito en otras enfermedades y

se estan probando en la AR. Los resultados han sidoalentadores, particularmente cuando se ha
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utilizado anti-I1L-6 con otros farmacos, como el metotrexato (MTX). (35)

El factor de necrosis tumoral es una proteina que se caracteriza por causar inflamacién. Por lo
tanto, los inhibidores del TNF son medicamentos que ayudan a frenar la inflamacion. Aunado

a esto pueden impedir el avance de la enfermedad actuando directamente sobre TNF.

El exceso de TNF en la sangre de pacientes con afecciones reumaticas genera altos niveles de
inflamacidn. El efecto del anti TNF ayuda en el control de la inflamacion de manera general.
(36)

9.2 Ventajasy limitaciones del estudio

El estudio proporciona el perfil transcriptomico de la membrana sinovial de ratones de la cepa
DBA/1. No existe un control real para la cepa DBA/L, pues genéticamente es una cepa

predispuesta enfermedades. No es una cepa de ratones con caracteristicas sanas.
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10. CONCLUSIONES

El presente estudio permitio la caracterizacion de la expresion genética diferencial en la
membrana sinovial de ratones con AIC con respecto a ratones sanos. Las vias de sefializacion
asociadas a los genes sobre expresados incluyeron algunas previamente descritas en la
enfermedad humana como la via de las MAPK. Por RT-PCR en tiempo real se confirmé que la
expresion de las citocinas inflamatorias TNF e IL6 fue significativamente mayor en las
membranas sinoviales de los ratones con AIC. Los resultados del presente estudio podran
compararse con los previamente descritos para la articulacién completa (hueso, cartilago,
ligamento, sinovio) en este modelo, para sugerir el involucro especifico de la membrana
sinovial en la enfermedad murina. Al ser un estudio pionero con un enfoque en el analisis del
perfil de expresion diferencial de lamembrana sinovial en ratones DBA/1 con AIC, es necesario
realizar mas investigacion en esteambito que permitan obtener mas conocimiento sobre el

desarrollo de artritis reumatoide.
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